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INTRODUCTION GENERALE ET OBJECTIFS

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) sont un groupe d’affections
idiopathiques incluant la rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn (MC). Ces
maladies représentent un véritable probléme de santé publique de part leur fréquence 2, leur
colit **, leur pronostic & court et & long termes >® leur retentissement sur la qualité de vie, et le
handicap fonctionnel qu’elles engendrent.” Ces maladies sont diagnostiquées sur la base d’un
faisceau d’arguments cliniques, endoscopiques, histologiques, iconographiques. Du point de
vue anatomopathologique, la prise en charge de ces maladies peut se faire de plusieurs fagons
avec la réalisation d’une part du diagnostic initial mais aussi I’évaluation de facteur pronostic
afin de prédire I’évolution de la maladie pour instaurer une prise en charge thérapeutique la
plus adaptée possible. La pathogénie des MICI reste encore en partie inconnue : de multiples
facteurs ont été incriminés. La carence en vitamine B12 et une hyperhomocytéinemie
modérée sont fréquemment observées au cours des MICI. D’aprés des données de la
littérature, I’homocystéine pourrait promouvoir une inflammation chronique de la muqueuse
par le biais d’un stress oxydant, de I’induction de I’apoptose, et d’une activation de facteurs
pro-inflammatoires. Ce travail a pour but d’une part de faire le point sur la prise en charge
histologique des MICI, d’autre part d’étudier certains parameétres histologiques afin de prédire
I’évolutivité de ces maladies, et enfin une grande partie de ce travail a porté sur une meilleur
connaissance de la pathogénie de ces maladies inflammatoires chroniques intestinales avec en
particulier I’étude de I’influence d’une carence en donneurs de méthyle sur le développement

de ces maladies.
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PARTIE |

LES MALADIES INFLAMMATOIRES
CHRONIQUES INTESTINALES
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1.1-  Généralités et épidémiologie

Selon la théorie actuellement admise, la pathogénie des MICI implique une dysrégulation de
la réponse immunitaire muqueuse dirigée contre des éléments de la flore intestinale, survenant
chez des patients génétiqguement prédisposés. Le mode d’hérédité des

MICI est complexe et ces maladies représentent probablement un groupe hétérogéne de
désordres partageant plusieurs genes de susceptibilité. De considérables progres ont été
réalisés quant a I’élucidation des mécanismes génétiques des MICI et a ce jour 30 genes de
susceptibilité ont été identifiés dans les MICI.

L’incidence des MICI varie de maniére importante selon les pays.® Elle est plus élevée dans
les pays du nord de I’Europe et en Amérique du Nord. Les incidences des MICI sont estimées

4.0,5~17/100 000 dans les pays occidentaux.”

1.1.1- La rectocolite hémorragique (RCH)

La RCH est une affection chronique caractérisée par une inflammation diffuse de la muqueuse
colique. Elle touche le rectum dans 95 % des cas et peut s’étendre en proximal de fagon
symétrique, circonférentielle, sans interruption pour toucher une partie ou la totalité du
colon.™ Les signes cliniques cardinaux de la RCH sont représentés par la diarrhée glairo-
sanglante souvent avec un syndrome rectal proéminent fait de ténesme et de faux besoins.
L’évolution de la maladie est faite de poussées entrecoupées de rémissions pouvant survenir
spontanément ou en réponse au traitement.* La RCH touche environ 500.000 personnes au
Etats-Unis avec une incidence de 8 a 12 nouveaux cas par 100.000 habitants par an.
L’incidence est restée constante au cours des cing derniéres décennies.>? La RCH représente
environ un quart de million de visites médicales par an, 30.000 hospitalisations et une perte de

plus d’un million de jours de travail.® Le colt médical annuel direct de la RCH dépasse quatre
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milliards de dollars, incluant le codt des hospitalisations qui dépasse 960 millions de dollars
US11% et le codt lié aux médicaments qui dépasse 680 millions de dollars US.* Le traitement
médical de la RCH repose sur les dérivés de I’acide 5-aminosalicylique, les corticoides, les
immunosuppresseurs —incluant I’azathioprine et le méthotrexate— et les thérapies
biologiques représentées par I’infliximab qui est le seul anti-TNF a posséder I’autorisation de
mise sur le marché (AMM) dans le traitement d’induction et de maintien de la rémission au

cours de la RCH.%°

1.1.2- La maladie de Crohn

La MC correspond a un groupe de désordres multisystémiques avec des signes cliniques et
anatomopathologiques caractéristiques incluant une inflammation focale, asymétrique,
transmurale et parfois granulomateuse touchant principalement le tractus digestif.** Ce
désordre multisystémique avec un risque potentiel de complications systémiques et extra-
intestinales '* peut toucher tous les groupes d’age mais I’age de début de la maladie est
classiquement situé entre les deuxiéme et troisieme décades. L’incidence et la prévalence de
la MC aux Etats-Unis sont en augmentation pour des raisons qui ne sont pas claires.
L’incidence et la prévalence de la MC aux Etats-Unis sont similaires a celles observées dans
les pays développés avec des chiffres respectifs de 5/100.000 et 50/100.000." Il est important
de différencier la MC des autres MICI. La MC est une affection chronique actuellement
incurable médicalement ou chirurgicalement et nécessitant des approches thérapeutiques
permettant d’induire et de maintenir la rémission clinique, d’améliorer la qualité de vie, de
minimiser les toxicités & court et & long terme des traitements ainsi que les complications.*
Les nouveaux objectifs thérapeutiques de la MC sont représentés par I’induction et le

17,18

maintien d’une cicatrisation muqueuse (et histologique) pouvant modifier « I’histoire

naturelle » de la maladie.”® Malgré les chiffres relativement faibles de I’incidence et de la
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prévalence de la MC en comparaison avec les autres affections digestives, le colt annuel du
traitement médico-chirurgical de la MC est estimé a 2 milliards de dollars US aux Etats-Unis
avec une augmentation attendue depuis I’avénement des thérapies biologiques.?®*! Lorsqu’un
patient débute un traitement par les corticoides, la probabilité cumulée de chirurgie a un an est
de 38 %.° Dans une étude de population récemment menée au Canada, le taux
d’hospitalisation pour MC était de 27/100.000 patients avec une durée estimée du séjour de 9
jours avec la moitié des hospitalisations qui avaient nécessité une prise en charge

chirurgicale.”

1.2-Histologie

Le role du pathologiste dans la prise en charge des MICI est complexe, avec une attente
différente en fonction du stade de la maladie.

1.2.1-Publication n°1: Caractéristiques microscopiques du diagnostic initial et de I’évaluation

de I’activité de la maladie dans les MICI. (révision majeure)

Les MICI sont caractérisées par deux entités: la maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique. En pratique, la distinction entre ces deux entités est basée sur une variété de
critéres cliniques, endoscopiques, radiologiques ainsi que sur des criteres macroscopiques et
microscopiques. % % Les critéres microscopiques étant présents de fagon variable, des
difficultés pour établir le diagnostic peuvent survenir et un diagnostic précis est impossible
dans 10%—15% des cas.?*% Le diagnostique microscopique des MICI est basée sur
I’association de 2 types de lésions: les anomalies architecturales et I'inflammation. Les
anomalies architecturales de la mugueuse incluent des cryptes raccourcies, irrégulieres avec
une diminution de la densité des cryptes (augmentation de |’ espace entre les cryptes) et

irrégularité de la surface de la muqueuse. L’ inflammation se caractérise par une augmentation
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du nombre de cellules inflammatoires mononucl éées sur toute la hauteur de lalamina
propria.®® La distinction entre maladie de Crohn et rectocolite hémorragique peut étre assez
facile lorsque | es critéres microscopiques classiques sont présents, mais certains patients
présentent des caractéristiques pouvant étre retrouvées dans les deux maladies, ce qui peut
empécher d’ établir clairement e diagnostic et d’ effectuer le diagnostic de « colite

indéterminée ».

1.2.1.1- Diagnostic histologique initial

1.2.1.1.1- Rectocolite hémorragique

Les caractéristiques histologiques communément utilisées pour le diagnostique de la
rectocolite hémorragique sont temps-, maladie- et traitement dépendants. Le diagnostic est
basé sur une combinaison de critéres établis.”” Les caractéristiques sont résumées dans les
tableaux 1 et 3.

Au début de la maladie, peu de critéres morphologiques peuvent étre présents. La
plasmocytose basale, (figure 1A) est observée sur les biopsies au début de la maladie chez
38%-100% des adultes et 58% des enfants atteints de RCH.?® % % Ce critére est
particulierement présent chez les jeunes patients. C’est parfois la premiére et la seule lesion,
pouvant régresser pendant le traitement.*** Sa valeur diagnostique est confirmée, puisque ce
critére est present dans 63% des cas lorsque la maladie est installée.® Cette caractéristique
morphologique est également fréquemment retrouvée dans la maladie de Crohn mais est trés
rare dans les colites non incluses dans les MICI.** Une inflammation diffuse, sur toute la
hauteur de la muqueuse au sein de la lamina propria est en faveur du diagnostic de RCH %,
mais une inflammation en patch *** peut aussi étre vue dans la RCH chez les adultes et aussi
chez les enfants.®” Une inflammation focale, en patch, est également rapportée chez les

patients porteurs d’une cholangite sclérosante primitive sans colite cliniquement déclarée.
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Dans une revue de 71 patients porteurs d’une cholangite sclérosante primitive et d’une RCH
comparés a 142 patients porteurs d’une RCH sans cholangite sclérosante primitive, I’atteinte
rectale étaient était plus fréquente chez les patients porteurs de cholangite sclérosante
primitive.® Les anomalies glandulaires peuvent étre identifiées avec une bonne concordance
interobservateurs (83%-90%). L’irrégularité architecturale diffuse des cryptes (figure 1A) est
indicative de RCH. Elle peut étre toutefois absente sur les biopsies réalisées au début de la
maladie. Dans une étude, cette caractéristique a été observée sur des biopsies réalisées entre
16 et 30 jours apres le début de la maladie, mais pas sur des biopsies réalisées plus
précocement. Dans une autre étude, ce critére était retrouveé sur toutes les biopsies réalisées 1
jour aprés le début de la maladie ; le début de la maladie étant défini par une perte de sang. *
28 Dans les RCH dont le diagnostic est établi, une surface d’architecture villeuse (figure 1C)
est présente dans 17%-63% des cas (comparé a 0%—-24% pour la maladie de Crohn et 0%—7%
pour les infections). Cette lésion est observée dans environ un tiers des biopsies initiales chez
les enfants souffrant d’une RCH.Chez les adultes, ce critére est présent chez 23% des patients
apres 16-30 jours apres le début des premiers symptoémes mais pas sur les biopsies réalisées
plus précocément. Une métaplasie a cellules de Paneth est en faveur du diagnostic de RCH,
mais peut-étre présente la ou la muqueuse a été remaniée. La valeur prédictive est élevée mais
pas la sensibilité. Ce critére n’est pas retrouvé sur les biopsies réalisées au début de la maladie
%0 il est probablement lié & une durée longue de la maladie.®* ** *>*? Le diagnostic
morphologique de la RCH au début de la maladie peut donc étre difficile chez les adultes et
spécialement chez les enfants car les caractéristiques histologiques typiques de la maladie ne
sont pas forcément présentes. 1l existe de plus certaines circonstances ou les criteres
morphologiques classiques de la RCH peuvent étre altérés ou entiérement absents: certains
cas de RCH montrent une maladie de répartition discontinue ou en patch, une absence relative

ou compléte d’atteinte rectale, une atteinte inflammatoire de I’iléon (iléite « de reflux »), une

16



atteinte extracolique, une inflammation granulomateuse, des ulcérations aphtoides ou une

inflammation panpariétale. *°

Tableau 1: Principales caractéristiques microscopiques de la RCH. **

Stade aigué
(maladie
active)
Congestion
vasculaire

Déplétion en
mucine

Cryptite, abces
cryptiques
Ulcerations

Infiltrats riches
en
polynucléaires,
en mastocytes.
Pus dans la
lumiére
colique
Plasmocytose
basale (figure
1B)

Stade en cours de
rémission

Moins de congestion
vasculaire que dans le
stade de maladie active.
Disparition graduelle des
polynucléaires
neutrophiles

Disparition graduelle des
abceés cryptiques
Régénération épithéliale
Augmentation de

I’activité mitotique

Plasmocytose basale
(figure 1B)

Stade de maladie chronique

Dystrophies architecturales (atrophie,
cryptes raccourcies, transformation
villeuse, cryptes irréguliéres)(figure 1A)
Meétaplasie a cellules de Paneth (figure
1D)

Hyperplasie lymphoide
Augmentation des cellules inflammatoire

mononucléées dans la lamina propria
Hyperplasie a cellules endocrine

Meétaplasie malpighienne
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Figure 1: (A) Rectocolite hémorragique avec accumulation basale de lymphocytes et
plasmocytes (lymphoplasmocytose basale) (HES x 100). (B) Rectocolite hémorragique en
phase non active avec des distorsions architecturales des cryptes sur la biopsie rectale.
(HES x 40) (C) Biopsie de la muqueuse rectale chez un patient atteint de rectocolite
hémorragique montrant un aspect villeux de I’épithélium de surface (HES x 40). (D)

Rectocolite hémorragique en phase chronique avec des aspects de métaplasie a cellules de

Paneth retrouvés au niveau de la muqueuse rectale. (HES x 100)

1.2.1.1.2- La maladie de Crohn

Bien que de nombreux cas de MICI ont été rapportés bien avant 1932, la maladie de Crohn a
été décrite pour la premiére fois par Crohn, Ginzburg and Oppenheimer en 1932.% Depuis, de
nombreuses études ont été réalisées pour déterminer les principales caractéristiques
histologiques du diagnostic de maladie de Crohn. Le consensus Européen pour le diagnostic

et la prise en charge de la maladie de Crohn, dirigé par I’ European Crohn’s and Colitis
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Organisation (ECCO) a établi un guide de références pour le diagnostic histologique de la

mal adie de Crohn. %

Le diagnostic de maladie de Crohn peut s’avérer difficile a cause des probléemes
d’échantillonnage. 1l est recommandé de réaliser des biopsies multiples (2 échantillons pour
chaque site) au niveau de 5 sites (colon, rectum et iléon). *’ Pour le diagnostic initial,
I’analyse d’une série de biopsie colique est préférable a I’analyse d’une seule biopsie au
niveau rectale, 3122 4849.26.28,33.41 | o5 échantillons obtenus doivent étre réalisés au niveau des
zones pathologiques et au niveau des zones macroscopiquement saines. Les prélevements
biopsiques doivent bien évidemment étre accompagnés d’informations cliniques (age du
patient, durée de la maladie, durée et type de traitement. */

Une grande variété de critéres histologiques a été identifiée pour aider a la realisation du
diagnostic de maladie de Crohn. Les caractéristiques microscopiques les plus classiquement
rencontrées sont résumées dans les tableaux 2 et 3.

L’inflammation chronique focale ou en patch se caractérise par une augmentation de la
densité de cellules inflammatoires au sein de la lamina propria, sur toute la hauteur de la
muqueuse. L’augmentation focale de I’inflammation implique un fond a cellularité normale
avec une augmentation localisée du nombre de cellules inflammatoires. L’inflammation dite
en patch implique quand a elle un fond inflammatoire avec une intensité variable.
L’inflammation focale ou en patch ne doit pas étre confondue avec la présence normale d’un
agrégat lymphoide. L’irrégularité des cryptes implique des anomalies touchant plus de 10%
des cryptes lorsqu’une inflammation focale ou en patch est présente. L’irrégularité des cryptes
peut se définir par une distorsion des cryptes (cryptes non paralléles, diamétres variables

ou cryptes dilatées), cryptes raccourcies ou cryptes ramifiées. ® La présence de plus de 2

cryptes ramifiées sur une biopsie bien orientée peut étre considéré comme anormale.?®
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Le granulome dans la maladie de Crohn est défini par une accumulation d’histiocytes
épithélioides (figure 2B) (monocyte/macrophage). La présence de cellules géantes
multinucléées n’est pas caractéristique et la nécrose est habituellement absente. Seuls les
granulomes au sein de la lamina propria non associés a des lesions actives des cryptes peuvent
étre considérés comme des lésions attestant d’une maladie de Crohn. Les granulomes
associées a des atteintes des cryptes sont moins spécifiques. *° Les granulomes sans nécrose
caséeuse, les petites amas d’histiocytes épithélioides, les cellules géantes peuvent étre
retrouvées dans les colites infectieuses (Mycobacterium sp, Chlamydia sp, Yersinia
pseudotuberculosis, Treponema sp, Salmonella sp, Campylobacter sp, Yersinia enterocolitica,
Chlamydia sp) et ne suggerent pas forcément une maladie de Crohn.

Ces criteres sont basés sur une revue de la littérature : leur sensibilité et spécificité sont au
moins de 50% et leur reproductibilité est modérée a élevée (k de 0.4 ou pourcentage de
concordance d’au moins 80%).***°2°3 |_*inflammation en patch est uniquement un critére
diagnostic chez les patients adultes non traités. L’ inflammation peut devenir en patch dans les
RCH sous traitement, et chez les enfants porteurs de RCH. **>* %3237 3 présence d’un seul
de ces critéres n’est pas suffisant pour affirmer le diagnostic de maladie de Crohn. Pour les
prélevements biopsiques uniques ou multiples, il n’y a pas d’études ayant déterminé le
nombre de critéres suffisants pour établir le diagnostic de maladie de Crohn. Pour les piéces
de résection chirurgicales, il a été suggéré que la présence d’au moins 3 criteres soit suffisant
en I’absence de granulome.®® La méme définition pourrait étre proposée pour les prélévements
biopsiques. Les critéres histologiques suivants peuvent étre identifiés dans la muqueuse des
prélévements biopsiques: les granulomes, les anomalies architecturales focales des cryptes
associees a une inflammation chronique focale ou en patch (la chronicité étant définie par la
présence de lymphocytes et de plasmocytes), ou I’absence de déplétion en mucine au niveau

des sites actifs. La plupart des experts cliniciens (91%) et tous les pathologistes sont d’accord

20



pour dire que la présence de granulome avec au moins un des autres critéres est suffisante
pour établir le diagnostic de maladie de Crohn. Un aspect pseudovilleux de la surface
colorectale est plut6t en faveur d’une RCH, alors que des anomalies architecturales focales
sont plutdt en faveur d’une maladie de Crohn. La présence de granulome n’est pas toujours
nécessaire pour établir le diagnostic de maladie de Crohn. D’autres critéres peuvent aider au
diagnostic: I’augmentation du nombre de lymphocytes au sein de I’épithélium **,
I"inflammation étendue au dela de la muqueuse (figure 2C) *?, I’inflammation chronique

focale sans atrophie des cryptes, la cryptite focale 2* >

, les ulcérations aphtoides (figure 2A),
I"inflammation de la sous-mugqueuse, I’hyperplasie des filets nerveux et la localisation
proximale des ulcérations et des distortions architecturales. Lorsque les biopsies sont
multiples, I’atteinte iléale et la distribution de I’inflammation avec un gradient proximal-distal
peuvent également étre utiles. Dans des cas difficiles, des biopsies gastriques peuvent aider a
établir le diagnostic par la présence de granulome ou de Iésions de gastrite focale active. Cette
derniére est caractéristique en I’absence d’Helicobacter pylori avec la présence d’un infiltrat
inflammatoire périglandulaire compose de cellules mononucléées (cellules T CD3+ et cellules
CD68+) et de polynucléaires. La gastrite focale n’est cependant pas spécifique de la maldie de
Crohn. 59, 60, 61, 62, 63

Sur les pieces de résections chirurgicales, le caractere transmural de I’inflammation peut le
plus souvent étre identifié associé & d’autres critéres microscopiques. *® * Latteinte de la
graisse a une forte valeur prédictive pour le diagnostic de maladie de Crohn. % Une piéce
de résection chirurgicale nécessite un examen macroscopique complet. L’intestin est ouvert
complétement, selon I’axe longitudinal et un échantillonnage pour I’examen microscopique
est realisé, incluant des prélevements au niveau de I’iléon terminal, des ganglions

lymphatiques, de I’appendice. Le nombre de prélévement optimum n’a pas été établi.

Cependant la multiplicité des préléevements augmente la probabilité d’établir le diagnostic. Un
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échantillonnage des zones macroscopiquement pathologiques et macroscopiquement saines

doit étre réalisé.

Tableau 2: Caractéristiques microscopiques de la maladie de Crohn.

Caractéristiques microscopiques de la maladie de Crohn.
Lésion aphtoide
Irrégularité architecturale des cryptes
Augmentation du nombre de lymphocytes et de plasmocytes
Cryptite a polynucléaires neutrophiles, abcés cryptiques
Meétaplasie distale a cellules de Paneth
Fibrose de la sous-muqueuse
Hypertrophie musculaire et neuronale
Granulome sans necrose caseeuse
Ulcérations fissuraires
Agrégats lymphoides transmuraux

Vasculite
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Figure 2: (A) Granulome non nécrosant caractérisé par une accumulation d’histiocytes

épithélioides dans une maladie de Crohn au niveau colique. (HES x 200) (B) Inflammation
transmurale dans une maladie de Crohn avec presence d’agrégats lymphoides retrouvés sur
toute la hauteur de la paroi colique. (HES x 40) (C) Maladie de Crohn au niveau du colon
avec une ulcération fissuraire s’étendant en profondeur jusqu’a la sous-muqueuse.(HES

x100)
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Tableau 3. Caractérististiques morphologiques classiques de la RCH et de la maladie de

Crohn. °’
Critéres morphologiques

Distribution de la maladie
Atteinte rectale
Sévérité de la maladie
Atteinte iléale
Localisation de la maladie
au sein de la paroi

intestinale

Agrégats lymphoides
transmuraux

Fissures

Fistules

Granulomes

RCH
Diffuse et continue
Toujours (adultes)
Augmentation distale

Occasionnellement
(‘reflux’)

Superficielle (muqueuse)

Rares

Rares, superficiellles

Absentes

Peu fréquent, en relation

avec une atteinte des
cryptes

Maladie de Crohn
Segmentaire
Occasionnellement
En patch, variable

Tres souvent

Transmurale

Fréquents, localisation multiples
Profondes, localisations
multiples
Présentes
Fréquent, pas en relation avec

une atteinte des cryptes

1.2.1.1.3- Colite indéterminée

Le diagnostic précis de colite ne peut parfois pas étre établi avec précision. Le sous-groupe de

patients avec un diagnostic incertain a été classé comme « colite indéterminée ». La définition

de “indéterminé” s’est modifiée durant les années. ° Initialement, le terme de colite

indéterminée a été proposé par les pathologistes pour les pieces de colectomie, provenant

habituellement de patients opérés pour des colites séveres, montrant a la fois des

caractéristiques de RCH et de maladie de Crohn. Plus tard, la méme terminologie a été utilisée

pour des patients sans diagnostics clinique, endoscopique, histologique clairement établis et
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présentants des critéres permettant le diagnostic de RCH ou de maladie de Crohn. ?’ 11 n’y a
pas de criteres établis pour le diagnostic de colite indéterminée sur des prélévements
endoscopiques. “** Beaucoup de définitions indiquent la nécessicité de critéres de colite
chronique, sans spécificité. L’organisation internationale des maladies inflammatoires
intestinales (I0IBD) confirme 1) I’ambiguité du terme, et 2) propose une actualisation de la
classification pour la catégorie de patient avec un diagnostic non clairement établi.
Conformément a cela, le terme de maladie inflammatoire intestinale non classée est
confirmée, comme I’avait suggéré la conférence de Montréal en 2005, pour les patients
atteints cliniquement de colite chronique, qui présente de facon certaine une maladie
inflammatoire chronique sans critére définitif d’'une RCH ou d’une maladie de Crohn. Pour
les piéces de résection, le terme de “colite de type ou d’étiologie incertains” peut étre utilisé.
La plupart du temps, I’utilisation de préfixe peut étre accéptée, comme sévére ou chronique. %/
Cependant le terme de “colite de type ou d’étiologie incertain” n’a pas été communément
accepté et genéralement le terme de colite indéterminée est maintenant utilisé pour les piéces

de résection avec un diagnostic non clairement établi.

1.2.1.2- Détermination de I’activité histologique de la maladie.
L’ utilisation de plus en plus fréquente de thérapeutiques a favorisé |e dével oppement de

scores histologiques évaluant I’ activité de lamaladie, particulierement dans la RCH.

1.2.1.2.1- LaRCH
Etant donnée I’atteinte habituelle du rectum, sous forme d’une inflammation diffuse de la
muqueuse, un échantillon est facilement réalisable et la biopsie rectale est donc

potentiellement utile pour évaluer la sévérité de la maladie. °" La biopsie rectale a souvent été

25



utilisée pour juger de I’efficacité thérapeutique depuis 1966.%% Les critéres pris en
considération sont la présence de polynucléaires, la formation d’abcés cryptiques et la
présence d’une ulcération, ainsi que I’intensité de I’infiltrat de cellules mononucléées dans la
lamina propria et les anomalies architecturales au niveau des cryptes et de la surface.

L activité de la maladie est définie par la présence de polynucléaires neutrophiles avec des
dommages épithéliaux.* Le terme de maladie chronique inactive permet la présence
d’anomalies architecturales et d’une augmentation des cellules mononucléées au sein de la
lamina propria. Le terme de maladie quiescente signifie qu’il existe des anomalies
architecturales sans altération de la composition et de I’intensité de I’infiltrat inflammatoire au
sein de la lamina propria. ° Plusieurs scores pour I’évaluation histologique de I’activité de la
maladie ont été développés.’"#7374 7> 76.77. 78 | *jnflammation de la muqueuse est
habituellement gradée par des moyennes de scores effectués a partir de différents criteres
ayant prouvé leur sensibilité.”” 2° Lanalyse est effectuée par examination microscopique d’un
prélevement biopsique. Mais deux échantillons semblent plus appropriés car les traitements
peuvent entrainer une variation de I’intensité de I’inflammation.®® Plusieurs études montrent
une bonne concordance entre différents observateurs pour I’évaluation des scores
histologiques de I’activité de la maladie.”” ® En général, il existe une bonne corrélation entre
I’aspect endoscopique et histologique, spécialement lorsque les prélévements sont réalisés en
phase active de la maladie. Cependant, certains critéres microscopiques d’activité peuvent
persister en cas de maladie macroscopiquement inactive. °” " 8 |_a corrélation entre indice
d’activité clinique et histologie est variable avec une corrélation faible entre les deux dans
certaines études.”® Actuellement, il n’y a pas de score considéré comme optimum, mais il est
recommandé d’inclure le score histologique en second rang pour I’évaluation de I’efficacité a
un traitement. L’indice de Geboes a été validé et testé pour sa reproductibilité " et présente 6

critéres: les modifications architecturales, I’infiltrat inflammatoire chronique, la présence de
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polynucléaires neutrophiles et éosinophiles au sein de la lamina propria, la présence de
polynucléaires neutrophiles dans I’épithélium (figure 3A), la destruction de cryptes et
I’érosion ou I’ulcération (figure 3C). Les scores vont de 0 a 5.4, avec les scores les plus élevés
pour une inflammation histologique sévere. L’indice de Geboes a été utilisé dans quelques
essais cliniques dans la RCH. ¥ L’indice de Riley est composé de 6 critéres: I’infiltrat
inflammatoire aigué (polynucléaires dans la lamina propria), I’infiltrat inflammatoire
chronique (lymphocytes et plasmocytes dans la lamina propria), les abces cryptiques (figure
3B), la déplétion en mucine, I’intégrité de la surface épithéliale et les anomalies
architecturales des cryptes. ® Chaque critére est gradé sur une échelle de 4 points
correspondant a absent, faible, modéré et sévere. Le grade final est la moyenne de 2
évaluations indépendantes. L’index de Riley apparait comme étant hautement reproductible
(peu de variation interobservateur). "8 11 a été utilisé dans quelques essais cliniques. &8 &

La différence entre I’index de Geboes et celui de Riley est que le grading le plus élaboré

concernant les lésions cryptiques et les dommages épithéliaux de surface est celui de Geboes.
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Tableau 4: Critéres histologiques des scores d’activité dans la RCH.

Index de Geboes Index de Riley

Modifications architecturales Infiltrat inflammatoire aigué
Infiltrat inflammatoire chronique Infiltrat inflammatoire chronique
Polynucléaires neutrophiles et éosinophiles Abceés cryptiques

au sein de la lamina propria

Polynucléaires neutrophiles dans Déplétion en mucine
I’épithélium
Destruction des cryptes Intégrité de la surface épithéliale
Ulcération Anomalies architecturales des cryptes
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Figure 3: (A) Lésions de cryptite dans une rectocolite hémorragique, caractérisées par la

présence de polynucléaires neutrophiles au sein de I’épithélium cryptique (fleche). (HES x
200) (B) Rectocolite hémorragique présentant une activité sévere avec une ulcération de la
mugqueuse (HES x40) (C) Rectocolite hémorragique présentant une activité modérée avec
la présence d’abces cryptique caractérisé par une accumulation de polynucléaires

neutrophiles au sein de la lumiére des cryptes (fleche). (HES x 200)

1.2.1.2.2-La maladie de Crohn.

A I’inverse de la RCH, I’activité de la maladie de Crohn n’est habituellement pas évaluée par
les pathologistes. Ceci est attribuable au caractere discontinu de la maladie, induisant des
erreurs d’échantillonnage, et au fait que I’iléon peut étre la seule zone atteinte. Les erreurs
d’échantillonnage sont particulierement importantes surtout lorsque 1’on ne dispose que de
biopsie rectale. L analyse microscopique de multiples échantillons de plusieurs segments
coliques et iléal pourrait apporter de meilleures informations et permettre I’évaluation de
I’activité de la maladie. Les études concernant I’histologie et I’activité pour la maladie de
Crohn sont limitées. Plusieurs essais cliniques ont montré que les traitements pouvaient

changer I’aspect histologique de la muqueuse, en entrainant une guérison et une normalisation
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de la muqueuse.’® 84 8 86.87.88,89.90.91 1| h»y, 3 cenendant pas d’accord général entre les
experts cliniciens pour I’évaluation microscopique de I’activité de la maladie. Si des biopsies
sont realisées dans ce but, elles doivent étre multiples, dans des zones variables. La présence

de dommages épithéliaux avec des polynucléaires neutrophiles est un marqueur d’activité.®

1.2.2- Marqueurs histologiques prédictifs du devenir de la maladie.

L’étude histologique dans les maladies inflammatoires intestinales peut étre également utile
pour détecter ou prédire une rechute de la maladie ; en effet, le devenir de la RCH ou de la
maladie de Crohn est tres difficile a prédire : les patients souffrant de RCH peuvent
développer des lésions de pouchite lorsqu’ils ont subi une procédure d’anastomose iléo-anal
et les patients atteints de maladie de Crohn peuvent développer une récidive de la maladie
aprés chirurgie.*® De plus, le risque de développer un cancer est significativement augmenté
dans la RCH et dans la maladie de Crohn. Le role du pathologiste est particuliérement
important dans ce contexte pour évaluer les lésions de dysplasie.” Nous n’aborderons pas

dans ce travail I’évaluation histologique des lésions de pouchite et de dysplasie.

1.2.2.1-Dans la RCH.

La persistance d’une inflammation aigué et d’abcés cryptiques sur des biopsies rectales est
associée & un risqué plus marqué de rechute de la maladie & 12 mois.” La plasmocytose
basale est également associée & un risqué plus marqué de récidive.®*

Dans une série de 75 pateints adultes avec un score de Mayo a 0 indiquant une maladie
endocopiquement inactive et un suivi de 12 mois, il a été démontré qu’une activité
inflammatoire aigué au niveau microscopique (score de Geboes égal ou >3.1) et une

plasmocytose basale étaient prédictifs d’une rechute de la maladie (définie par un score
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clinique de Mayo égal ou >3). Il a donc été conclu que les patients atteints de RCH avec une
mugueuse présentant un aspect guéri devaient étre biopsiés pour avoir une évaluation
histologique. * Dans une autre étude par Rutter et al, portant sur 136 contrdles et 68 patients
atteints d’un carcinome colo-rectal développé sur RCH, I’analyse stastistique multivariée
démontrait qu’une inflammation importante augmentait le risque de développement d’un
cancer.®

Les polynucléaires éosinophiles sont particulierement présents dans la phase quiescente de la
RCH. L’explication exacte de ce phénomene n’est pas bien connue et pourrait étre associé a

un risque accru de rechute de la maladie mais ces données ne sont pas confirmées.* %

1.2.2.2-Dans la maladie de Crohn.

La récidive post-opératoire clinique et endoscopique de la maladie de Crohn est fréquente.
Dans le suivi post chirurgical, des biopsies du néoterminal iléon peuvent étre indiquées
lorsqu’une récidive de la maladie est suspectée. L’identification de facteurs de risque
histologiques pourrait permettre de cibler les patients a risque de récidive et d’adapter par
conséquent la prise en charge thérapeutique. Plusieurs marqueurs histologiques ont été étudiés
sur les piéces de résection chirurgicale de maladie de Crohn.%” Dans un centre de référence
allemand, sur 100 patients ayant subi une résection iléocaecale pour maladie de Crohn, la
présence de granulome n’avait pas significativement de lien avec une récidive post-opératoire
de la maladie.” Alors qu’une étude Australienne, sur 130 patients opérés pour une maladie de
Crohn, montrait une association entre la présence de granulomes et récidive de la maladie.*

Ces constatations demandent a étre confirmées par d’autres études.
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1.2.3-Publication n°2 : Une plexite sous-muqueuse prédit une récidive post-opératoire de la
maladie de Crohn. (sous presse)

1.2.3.1- Introduction

La nécessité de recourir a un traitement chirurgical dans les centres de référence est de I’ordre
de 18% & 33% dans les 5 années aprés de diagnostic de maladie de Crohn.*® La chirurgie
n’est pas curative et la récidive post-opératoire de la maladie demeure un probléme.®* La
rechute de la maladie se fait souvent au niveau de I’anastomose ou du néoterminal iléon dans
les mois ou les années aprés la chirurgie.!®” La maladie de Crohn se caractérise par la
présence d’un infiltrat inflammatoire, riche en lymphocytes, en plasmocytes, en
polynucléaires éosinophiles, en mastocytes et occasionnement en granulomes dans les plexus
sous-muqueux et myentériques.’® De nombreux facteurs prédictifs histologiques ont été

10499 6t le statut

étudiés sur les pieces de résections chirurgicales, incluant les granulomes
histologique des limites de résection.'®*%® Des modifications histologiques dans le systéme
nerveux entérique (comme une hypertrophie des fibres nerveuses et une hyperplasie) sur les
limites de résection, ont été observées a la fois dans les plexus nerveux sous-muqueux et
myentériques de colon et/ou d’iléon affectés par la maladie de Crohn.*®%” Dans une étude
rétrospective, Ferrante et al. ont démontré que I’activité inflammatoire dans le plexus
myentérique au niveau de la limite de résection proximale était significativement associée a
un risque de récidive post-opératoire de la maladie de Crohn.*® De plus, la sévérité des
lésions de pléxite était corrélée & la sévérité de la récidive endoscopique & 3 mois et & 1 an.'%
Sokol et al. ont démontré une association entre pléxite sous-muqueuse et récidive clinique
précoce.'®Aucune étude n’a évalué les facteurs histologiques prédictifs d’une récidive

nécessitant une seconde chirurgie aprés une premiére résection iléocaecale pour maladie de

Crohn.
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Le but de notre étude est donc d’évaluer pour la premiére fois la valeur d’une plexite
sous-mugqueuse ou myentérique comme facteur prédictif de récidive de la maladie de Crohn

nécessitant une seconde chirurgie.

1.2.3.2- Matériels et méthodes
Population étudiée

Les patients ont été sélectionnés rétrospectivement a partir de la base de données du
département de pathologie du CHRU de Nancy. Tous les patients ayant subi une chirurgie en
relation avec une maladie de Crohn, entre 1996 et 2008 et dont les données étaient disponibles

ont été inclus dans notre étude.

Collection des données cliniques

Pour chaque patient les données suivantes ont été extraites de la chartre médicale: age,
sexe, date de la premiére chirurgie en relation avec la maladie de Crohn, le phénotype de la
maladie de Crohn selon la classification de Montreal ', le statut de fumeur, la date de la
rechute chirurgicale (seconde chirurgie en relation avec la maladie de Crohn), le traitement
immunosuppresseur a la date de la premiére chirurgie, I’indication chirurgicale, le type
d’anastomose, les complications postopératoires (se définissant par la nécessité d’une seconde
chirurgie dans le premier mois suivant I’intervention chirurgicale), le traitement mis en place

apres la premiere chirurgie.

Examen histologique
La limite de résection proximale a été analysée par 2 pathologistes (A.Bressenot et
G.Gauchotte), ignorants le devenir post-opératoire du patient. Pour chaque piéce de résection

chirurgicale, les lésions histologiques typiques de maladie de Crohn sont recherchées, incluant
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I’infiltrat inflammatoire, les anomalies architecturales de la muqueuse et la présence de
granulome. Le systéme nerveux entérique a tout particulierement été analysé avec une
évaluation indépendante des plexus sous-muqueux et myéntérique. La pléxite a été évaluée au
niveau du plexus le plus sévérement touché par I’inflammation. La pléxite a été gradée
comme légére (pll) lorsque le ganglion contenait moins de 4 cellules inflammatoires,
modérée (pl2) lorsqu’il contenait de 4-9 cellules, ou sévére (pl3) lorsqu’il contenait plus de 9
cellules. De plus I’évaluation s’est faite indépendamment en comptant chaque type de cellule
inflammatoire (mastocytes, plasmocytes, lymphocytes, polynucléaires éosinophiles et
neutrophiles) dans les plexus les plus inflammatoires. Un désaccord entre les deux
observateurs faisait I’objet d’une évaluation conjointe au microscope multitéte.

Chaque prélevement était fixé dans du formol et analysé aprés coloration Hématoxyline,
éosine, safran (HES). Les polynucléaires éosinophiles, les polynucléaires neutrophiles et les
plasmocytes étaient facilement détectables sur coloration HES.

Une étude immunohistochimique a été utilisée pour détecter les lymphocytes (anticorps anti
CD3) et les mastocytes (anticorps anti CD117). Les coupes ont été tout d’abord déparaffinées
et réhydratées. Le démasquage des sites antigéniques a été effectué par incubation des lames
dans un tampon citrate Tris pH 6.0 pendant 10 minutes a 120°C. Les coupes ont ensuite été
incubées avec un anticorps monoclonal de souris anti CD3 (clone 7.2.38, 1/200,
Dakocytomation, Trappes, France) ou un anticorps monoclonal de souris anti-CD117 (clone
a4502, 1/400, Dakocytomation, Trappes, France) penadant 16h 4°C, suivi par une incubation
avec un anticorps secondaire biotinylé de chévre anti souris (Dakocytomation; Trappes,
France) pendant 1h a température ambiante (dilution 1: 200). L’activité des peroxydases
endogénes a été bloquée par incubation pendant 10 minutes dans une solution de peroxyde
d’hydrogene a 6%. Les coupes ont ensuite été incubées dans une solution de streptavidine-

peroxidase (Dakocytomation) diluée au 1:150 dans du PBST, pendant 1h a température
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ambiante. La révélation s’est ensuite faite par utilisation d’une solution Novared TR (Abcys;
Paris, France). Les lames ont ensuite été contre-colorées avec de I’hématoxyline. Un contrdle
négatif par omission de I’anticorps primaire a éte réalise.

Analyse statistique

Toutes les variables quantitatives sont décrites en médiane et en intervalle interquartile (25° et
75° percentiles). Toutes les proportions sont exprimées en pourcentages avec un intervalle de
confiance a 95 %. L’événement « seconde chirurgie due a la maladie de Crohn » a été évalué
par la méthode d’analyse de survie. Les probabilités cumulées de survie sans ‘événement’ ont
été estimees selon la méthode de Kaplan-Meier. La durée d’évolution jusqu’a la seconde
chirurgie due a une récidive de la maladie de Crohn a été considérée comme commengant a la
date de la premiere chirurgie et terminant a la date de la seconde chirurgie ou aux dernieres
nouvelles du suivi chez les patients n’ayant pas présenté I’événement. Afin d’identifier les
facteurs prédictifs de la seconde chirurgie due a une récidive de la maladie de Crohn parmi les
données baseline, une analyse statistique univariée a été réalisée avec le test du log-rank. En
considérant les données continues pour I’analyse dichotomique, les valeurs seuil ont été
définies par la méthode d’analyse ROC (Receiver Operating Characteristics, en anglais)

selon la méthode de De Long et al.**°

Afin d’identifier des facteurs prédictifs indépendants de
survenue d’une seconde chirurgie liée a la maladie de Crohn, en analyse multivariée, toutes
les variables significatives en analyse univariée ont été intégrées dans un modeéle de
régression de Cox selon la méthode de sélection stepwise. Toutes les variables avec des
valeurs P < 0.1 ont été initialement intégrées dans le modeéle et les variables avec P < 0.05
ont été retenues dans le modele. Les résultats sont rapportés par des hazard ratios (HRs) et
leur intervalle de confiance a 95%. Les valeurs P < 0,05 ont été considérées comme

statistiquement significatives. L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel

MedCalc, version 12.1.4.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium).
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1.2.3.3- Résultats

Caractéristiques des patients

Les données baseline des 67 patients atteints de maladie de Crohn sont reportées dans le
tableau 5. La médiane de durée du suivi était de 46 mois (IQR, 14-72.5). La médiane de I’age
au moment de la premiére chirurgie due a la maladie de Crohn était de 34 ans (IQR, 25-42).
La majorité des patients était sous traitement médical au moment de la premiére résection
intestinale. (Tableau 5) Le tableau 6 résume le traitement prophylactique post-opératoire de la
maladie de Crohn apres la premiére chirurgie. Le tableau 7 résume les caractéristiques des
patients au moment de la seconde chirurgie avec la durée du suivi. 30% des patients ont
bénéficié d’une seconde chirurgie avec une médiane de durée de 42 mois entre la premiére et

la seconde chirurgie.
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Tableau 5. Données baseline des 67 patients inclus dans I’étude.

0,
N | n|% 9?:?
Sexe masculin 67 | 34|51 |39-63
Histoire de la résection colique 61 | 3| 5| 0-11
Histoire de la résection intestinale gréle 61 |10 |16 | 7-26
Statut de fumeur actif au moment de la premiere chirurgie 54 |23 43| 29-56
Classification de Montréal
Al (moins de 16 ans) 63 | 1| 2| 0-5
A2 (entre 17 et 40 ans) 63 [ 50|79 | 69-90
A3 (plus de 40 ans) 63 12|19 | 9-29
B1 (non-sténosante, non-fistulisante) 63 | 6 |10 | 2-17
B2 (sténosante) 63 | 31|49 | 37-62
B3 (fistulisante) 63 | 24|38 | 26 -50
L1 (maladie iléale isolée) 63 | 33|52 |40-65
L2 (maladie colique isolée) 63 | 9 |14 | 5-23
L3 (maladie iléocolique) 63 | 21|33 |21-45
L4 (maldie isolée du systeme digestif supérieur) 63 | 0|0 —
p (maladie périanale) 63 | 15|24 |13-35
Traitement de la maladie de Crohn au moment de la premiére
chirurgie
Aminosalicylés 56 | 6 |11 | 2-19
Anti-TNF 56 | 6 11| 2-19
Antibiotiques 56 | 7 |13 4-21
Corticostéroides 56 | 21|38 |24-51
Immunosuppresseurs (azathioprine/methotrexate) 56 |19 | 34 | 21 -47
Nutrition parentérale exclusive 58 1|2 0-5
Indication de la premiére chirurgie due a la maladie de Crohn
Abces 60 |11 |18 | 8-28
Fistule 60 |11 |18 | 8-28
Perforation 60 | 3| 5| 0-11
Sténose 60 | 39|65 | 53-77
Autres 60 | 6 |10 | 2-18

N: nombres de sujets; CI: Intervalle de Confiance.
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Tableau 6. Traitement prophylactique post-opératoire de la maladie de Crohn apreés la

premiére chirurgie.

N n % 95% ClI
Aminosalicylés 47 5 11 1-20
Thiopurines 48 10 21 9-33
Méthotrexate 48 1 2 0-6
Anti-TNF 49 4 8 0-16

N: nombres de sujets; CI: Intervalle de Confiance.
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Tableau 7. Caractéristiques des patients au moment de la seconde chirurgie et durant le
suivi.

(0)
N | n|% QECS:I/o Median IQR, 25-75
Anastomose en 1 temps au 71—
moment de la premiére 58 | 47 | 81 91
résection iléocaecale.
Oc_currgnce de la seconde 67 | 20 | 30 19 -
chirurgie 41
Recidive clinique a 2 ans ou 95 _
derniére nouvelle du patient | 58 | 22 | 38 51
nécessitant un traitement
Intervalle entr_e la premiere et 671 0 420 10.3 - 675
la seconde chirurgie (mois)
Intervalle entre la premiére
chirurgie et les derniéres 67| 0 46.0 14.0-725
nouvelles du patient (mois)
Reévision chirurgicale 0-
précoce apres la premiere 55| 4 | 7 14
résection iléocaecale
Statut de fumeur actif au 25—
moment de la récidive 46118 39 54
Traitement apres la récidive
postopératoire de la maladie
de Crohn
Aminosalicylés 29| 11 3 ?Ll_
] 0-
Budesonide 26| 2| 8 19
. .. 15 -
Corticostéroides 26| 9 |35 54
) ] 0-
Thiopurines 26| 3 |12 o5
Meéthotrexate 26| 2 | 8 ?Lg_
Anti-TNF 26| 8 |31|2"
50
Type de seconde chirurgie
relative a la maladie de
Crohn
Résection iléale 57/ 5|9 1-
16
Résection iléocaecale | 59 | 35 | 59 4;’2_
. 11 —
Colectomie 54112 | 22
34
Résection iléocolique | 59 | 10 | 17 27_

NOTE. IQR: Intervalle Interquartile .N: nombres de sujets; CI: Intervalle de Confiance.
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Etude histologique

Tous les patients présentaient des lésions histologiques typiques de maladie de Crohn au
niveau du segment intestinal atteint comme un infiltrat inflammatoire, des altérations
architecturales, des abces cryptiques, des granulomes et des ulceres. L’examen microscopique
a ensuite essentiellement porté sur la limite longitudinale proximale avec une évaluation
quantitative de la pléxite myentérique et sous-muqueuse. (Figure 4) Le compte des cellules
inflammatoires pour chaque plexus est résumé dans la figure 4. Chez un patient, la pléxite
myentérique n’a pu étre évaluée car les plexus myentériques n’étaient pas représentés sur la
coupe. Dans les plexus myentériques et sous-muqueux, la médiane du score d’inflammation
était 2 (inflammation modérée, pl2) (Tableau 8). Les lésions de pléxite sous-muqueuse et
myentérique étaient principalement constituées de lymphocytes avec une médiane de 5
lymphocytes dans les plexus myentériques et 3 lymphocytes dans les plexus sous-mugqueux.
(Figure 4C et Tableau 8). Les autres types de cellules inflammatoires comme des
polynucléaires éosinophiles, des mastocytes, des polynucléaires neutrophiles et des
plasmocytes étaient moins fréqguemment observés a la fois dans les plexus sous-muqueux et

myentérique. (Figure 4D et Tableau 8)
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Tableau 8. Comptes des cellules inflammatoires dans les plexus de la recoupe iléale des

piéces de résections chirurgicales.

N Median IQR, 25-75™
Plexus Myentérique
Eosinophiles 66 0 0-0
Lymphocytes 66 5 2-17
Mastocytes 66 0 0-0
Neutrophiles 66 0 0-0
Plasmocytes 66 0 0-0
Score d’inflammation 66 2 1-2
Plexus sous-muqueux -
Eosinophiles 67 0 0-0
Lymphocytes 67 3 2-5
Mastocytes 67 1 1-2
Neutrophiles 67 0 0-0
Plasmocytes 67 0 0-0.75
Score d’inflammation 67 2 1-2

N: nombres de sujets; CI: Intervalle de Confiance.
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Figure 4. (A) Nombre de cellules inflammatoires pour chaque type de cellules inflammatoires

(éosinophiles, neutrophiles, plasmocytes, mastocytes et lymphocytes) au sein des plexus

myentériques. (B) Nombre de cellules inflammatoires pour chaque type de cellules

inflammatoires (éosinophiles, neutrophiles, plasmocytes, mastocytes et lymphocytes) au sein

des plexus sous-muqueux. (C) Nombreux lymphocytes au sein d’un plexus myentérique

détecté par immunomarquage de I’antigene CD3 (x400). (D) Plexus sous-muqueux infiltré

par un polynucléaire éosinophile (fleche) (HES x1000).
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Probabilité de survie sans récidive de la maladie de Crohn nécessitant une seconde chirurgie.

La Figure 5 montre la probabilité de survie sans seconde chirurgie due a une récidive
de la maladie de Crohn. En utilisant une analyse de survie de Kaplan-Meier, la proportion de
patients sans seconde chirurgie due a une récidive de la maladie de Crohn était de 92% (+4%),

90% (+£4%), 74% (£7%) et 68% (+£7%) a respectivement 1, 3, 4, et 5 ans.
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une récidive de la maladie de Crohn (%)
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Figure 5. Survie sans seconde chirurgie relative a une récidive de la maladie de Crohn

(analyse de Kaplan-Meier).
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Analyse univariee

Les valeurs seuil du compte de cellules inflammatoires dans les plexus sous-muqueux et
myentériques ont été définies par la méthode d’analyse ROC (Receiver Operating
Characteristics, en anglais). En analyse univariée, utilisant le test du log-rank, cing items sont
associes avec une seconde chirurgie relative a la maladie de Crohn: ‘la révision chirurgicale
précoce aprés la premiere chirurgie’, ‘le nombre de polynucléaires éosinophiles >1’, ‘le
nombre de plasmocytes >0’, ‘le nombre de polynucléaires éosinophiles >0’, et ‘le nombre de

lymphocytes >6’ (Tableau 9).

Tableau 9. Facteurs prédictifs de seconde chirurgie en analyse univariée.

P-
valeur®
Sexe masculin 0.2538
Statut de fumeur actif au moment de la chirurgie 0.8325
Anastomose en 1 temps au moment de la premiere chirurgie 0.1130
Révision chirurgicale précoce aprés une premiére résection iléocaecale 0.0381
Classification de Montréal
Al (moins del6 ans) 0.7830
A2 (entre 17 et 40 ans) 0.7443
A3 (plus de 40 ans) 0.7761
B1 (non-sténosante, non-fistulisante)) 0.2377
B2 (sténosante) 0.5527
B3 (fistulisante) 0.4604
L1 (maladie iléale isolée) 0.1485
L2 (maladie colique isolée) 0.9892
L3 (maladie iléocolique) 0.1071
P (maladie périanale) 0.0832
Traitements concomittants de la maladie de Crohn au moment de la premiére
chirurgie
Antibiotiques 0.1564
Aminosalicylés 0.3279
Corticostéroides 0.8548
Immunosuppresseurs (Thiopurines / Méthotrexate) 0.8081
Anti-TNF 0.6686
Traitements prophylactiques post-opératoires de la maladie de Crohn \F/)éleura
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Aminosalicylés

0.4907

Thiopurines 0.0868
Anti-TNF 0.3539
Indication de la premiére chirugie relative a la maladie de Crohn
Sténose 0.8615
Fistule 0.8063
Abces 0.4421
Perforation 0.3294
Type de premiere chirugie relative a la maladie de Crohn
Résection iléale 0.8258
Résection iléocaecale 0.3856
Colectomie 0.8003
Résection iléocolique 0.6812
Nombre de cellules inflammatoires au sein des plexus sous-muqueux (valeurs
seuils définies par analyse ROC)
Eosinophiles >1 0.0117
Lymphocytes >8 0.0577
Neutrophiles >1 0.4691
Plasmocytes >0 0.0016
Nombre de cellules inflammatoires au sein des plexus myentériques (valeurs
seuils définies par analyse)
Eosinophiles >0 0.0001
Lymphocytes >6 0.0001
Mastocytes >2 0.0514
Plasmocytes >5 0.2008

NOTE. ROC: receiver operating characteristic analyse (Tableau 10) ® test Log-rank

Tableau 10. Analyse Receiver Operating Characteristic (ROC) réalisée sur le compte

des cellules inflammatoires basées sur les aspects histologiques de la limite de resection

iléale au moment de la premiére chirurgie relative a la maladie de Crohn
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Variables continues P-valeur? Valeurs seuil®

Plexus myentériques

Eosinophiles 0.4542 >1
Lymphocytes 0.2725 >8
Mastocytes Insufficient data® —
Neutrophiles 0.9253 >1
Plasmocytes 0.1834 >0
Score d’inflammation 0.1763 >2
Plexus sous-muqueux
Eosinophiles 0.0950 >0
Lymphocytes 0.5688 >6
Mastocytes 0.3672 >2
Plasmocytes 0.9584 >5
Neutrophiles Insufficient data® —
Score d’inflammation 0.5505 >2

& Analyse Receiver operating characteristic selon DeLong et al. (21)
b\Valeurs seuil définies par I’analyse receiver operating characteristic.
° Données insuffisantes pour I’analyse receiver operating characteristic.

Analyse multivariee

En analyse multivariée (dans un modele de régression de Cox selon la méthode de
sélection stepwise) trois facteurs prédictifs sont indépendamment associés avec le risque de
seconde chirurgie en rapport avec une récidive de la maladie de Crohn: ‘la révision
chirurgicale précoce apres une premiere résection iléocaecale’ (HR=9.56; 95% IC, 2.02 a
45.19; P=0.0046), ‘la présence d’au moins 1 polynucléaire éosinophile dans le plexus sous-
muqueux’ (HR=8.02; 95% IC, 1.87 a 34.47; P=0.0054), et ‘la présence de plus de 6
lymphocytes dans le plexus sous-muqueux’ (HR=5.84; 95% IC, 1.23 a 27.65; P=0.0269).

(Tableau 11).

Tableau 11. Facteurs prédictifs indépendants de seconde chirurgie en rapport avec une

récidive de la maladie de Crohn en analyse multivariée.

Covariable valeur Hazard 95% IC,
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p-2 Ratio Hazard ratio

la révision chirurgicale précoce apres une

R 0.0046 9.56 2.02a45.19
premiére résection iléocaecale
Plexus sous-muqueux, Polynucléaires .
o ) 0.0054 8.02 1.87 a 34.47
éosinophiles >0
Plexus sous-mugueux, Lymphocytes >6 0.0269 5.84 1.23a27.65

Plexus myentérique, Polynucléaires éosinophiles  Non retenu dans le modéle de régression
>1 de Cox
Non retenu dans le modeéle de régression

Plexus myentérique, Plasmocytes >0
de Cox

NOTE. IC; Intervalle de Confiance. * Modele de régression Cox

1.2.3.4- Discussion

La consommation de tabac est le facteur de risque le plus important de récidive post-
chirurgicale, multipliant par deux le risque de récidive clinique.”” Une résection intestinale
antérieure, une forme fistulisante de la maladie de Crohn, une atteinte périanale et une
extension intestinale diffuse de la maladie (>50 cm) sont des facteurs de risque établis de
récidive post-chirurgicale.”” Les données sur les facteurs histologiques prédictifs d’une
récidive post-chirurgicale sont conflictuelles.®’

Nous avons trouvé, dans cette étude, que la pléxite sous-muqueuse sur la marge de
résection proximale et la révision chirurgicale précoce apres chirurgie étaient associées avec
un risque de récidive post chirurgicale. Durant ces derniéres années, deux grandes études ont
été réalisées sur ce sujet. Ferrante et al. ont démontré que I’activité inflammatoire dans les
plexus myentériques était significativement associée a un risque de récidive post-chirurgicale
de la maladie de Crohn ', alors que Sokol et al. ont démontré une association entre pléxite
sous-mugueuse et récidive clinique précoce.'®®

Les limites de ces études incluent I’utilisation d’une évaluation subjective de la

récidive comme la récidive clinique et le pourcentage élevé de données manquantes.*®*'%°
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Dans I’étude de Sokol et al., a cause du caractére rétrospectif du travail, seuls 61 des 171
patients ont bénificié d’une coloscopie pour I’évaluation de la récidive endoscopique.’® De
plus, la pléxite a été évalué en utilisant une échelle semi-quantitative ' ou une valeur seuil
fixée approximativement.’®® Dans notre étude, la récidive a été définie par la nécessité d’une
réintervention chirurgicale, ce qui est une évaluation objective de récidive. La récidive
chirurgicale a été rapportée chez 11 & 32% des patients en 5 ans.™* Nos résultats sont en
accord avec les données de la litérature, puisque 26% des patients inclus dans notre étude ont
présenté une récidive de la maladie de Crohn nécessitant une chirurgie apres un suivi de 4 ans.
De plus une analyse ROC a été utilisée pour identifier les valeurs limites optimales des
critéres histologiques afin de réduire les biais relatifs au choix arbitraire de ces valeurs limites.

Le fait de constater une récidive le plus souvent située au niveau du segment iléal
préalablement sain de I’anastomose iléocolique, a conduit a I’élaboration de nombreuses
hypothéses afin d’expliquer les mécanismes de ce phénomeéne. Une des hypothéses les plus
intéressantes s’est orientée vers le systéme nerveux entérique.'*? Ce systéme indépendant et
bien organisé pourrait étre une des voies de propagation de I’inflammation. Ferrante et al. *®
ont montré que la moitié des patients souffrant d’une maladie de Crohn sans atteinte
histologique de la limite de résection proximale par la maladie présentait des lésions de
pléxite sur cette limite. Dans cette étude, la présence d’une pléxite était moins fréquente au
niveau de la limite de résection distale, ce qui pourrait expliquer la récidive de la maladie de
Crohn de facon plus fréquente au niveau du segment iléal de I’anastomose iléocolique.'®®
Sokol et al.'® ont retrouvé qu’une pléxite sous-muqueuse composée de mastocytes sur la
limite proximale était prédictive d’une récidive post-chirurgicale précoce de la maladie de
Crohn. Ceci est la raison pour laquelle nous avons utilisé pour la premiére fois une approche
plus précise et compléte pour étudier les plexus sous-muqueux et myentériques de la limite de

résection proximale. De plus, tous les types de cellules inflammatoires ont été analysés. Nous
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avons pu démontrer que la pléxite sous-muqueuse de plus de 0 polynucléaires éosinophiles
et/ou de plus de 6 lymphocytes étaient des facteurs prédictifs indépendants de récidive
chirurgicale de la maladie de Crohn. Dans I’étude de Sokol et al. les valeurs limites optimales
utilisées pour I’analyse ont été déterminées en utilisant le nombre maximum de cellules
inflammatoires observées au niveau de plexus sur des piéces de résection de patients non
atteints par une maladie inflammatoire chronique intestinale.'®® La pléxite sous-muqueuse
était plus prononcée chez les patients atteint d’une maladie de Crohn que chez les contrdles,
en particulier pour les lymphocytes et les mastocytes.’®® La pléxite sous-muqueuse comportait
au moins un de ces trois types de cellules inflammatoires (polynucléaires éosinophiles,
lymphocytes ou mastocytes), mais en analyse multivariée le seul critére histologique prédictif
d’une récidive post-chirurgicale était la presence d’une pléxite sous-muqueuse >3
mastocytes.’®® Les différences constatées entre nos résultats et ceux de I’étude Sokol et al.
pourraient étre expliquées par la définition de la récidive post-chirurgicale et I’utilisation de
valeurs limites de référence différentes.

Les facteurs prédisposants a une récidive de la maladie de Crohn ne sont pas bien
definis, de ce fait il est nécessaire de développer une meilleure compréhension de la
pathogénie de la récidive de la maladie et de rechercher les facteurs de risque apreés une
résection iléocolique.*™® Les lymphocytes et les polynucléaires éosinophiles jouent un role
important dans la pathogénie de la maladie de Crohn. Une des observations les plus précoces
est une augmentation du nombre de polynucléaires éosinophiles au sein de la lamina propria
sous I’épithélium de surface.*** Les polynucléaires éosinophiles perdent leurs granules dans
les zones ulcérées, avec principalement dép6t de protéines cationiques et de cathepsine G,
contribuant au processus inflammatoire.™** Dans les maladies inflammatoires intestinales,
I’équilibre entre facteurs pro- et anti-inflammatoires est altéré avec un état pro-inflammatoire

du a une dérégulation du systeme immune avec une interface complexe entre effecteur et
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régulateur des lymphocytes T, cytokines immunosuppressives et proinflammatoires. La
maladie de Crohn est clairement associée aux lymphocytes T helper (Th1) entrainant une
augmentation de la production d” interféron y et de TNFa. ™
Nous avons montré une relation entre révision chirurgicale précoce et récidive

chirurgicale post-opératoire. Holzheimer et al. > ont constaté que le développement de
complications post-opératoires était un facteur de risque de récidive précoce de maladie de
Crohn. Ces données pourraient étre expliquées par I’hypothése qu’il existe deux types de
maladie de Crohn: un type agressif qui entraine des perforations et qui récidive de fagon
précoce et un second type qui se développe plus lentement entrainant des obstructions et qui
récidive moins souvent et plus tardivement.**®

La principale limitation de notre étude est son caractere rétrospectif. Sa principale
force est que, au contraire des autres études de Ferrante et al. et Sokol et al., nous avons
confirmé la récidive post-opératoire par analyse microscopique des pieces de résection
chirurgicale, ce qui est un critere beaucoup plus objectif de récidive. De plus nous avons
utilisé la cohorte IBD de Nancy, qui est un centre de référence incluant tous les patients
nouvellement diagnostiqués pour une maladie de Crohn.**6117118

En conclusion, la pléxite sous-muqueuse > 0 polynucléaires éosinophiles et/ou > 6
lymphocytes au niveau de la limite proximale et la révision chirurgicale précoce apres une
premiere résection iléocaecale sont prédictifs d’une seconde chirurgie pour récidive de la
maladie de Crohn. L’identification de facteurs de risque de récidive post-chirurgicale pourrait
étre utilisée pour classer les patients en fonction de leur risque, déterminant ainsi ceux devant

bénéficier d’une prise en charge thérapeutique plus agressive, afin de modifier I’évolution

naturelle de la maladie.
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PARTIE Il
PATHOGENIE DES MALADIES
INFLAMMATOIRES CHRONIQUES

INTESTINALES
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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.

Figure 6: Schéma récapitulatif des différents facteurs impliqués dans la pathogénie de la

maladie de Crohn.

Actuellement, I’hypothése communément admise pour expliquer le développement des MICI
serait une dysrégulation de la réponse immunitaire muqueuse dirigée contre des éléments de
la flore intestinale, survenant chez des patients génétiquement prédisposés. Une dérégulation
de la barriére intestinale est incriminée également dans la pathogénie des MICI. Celle-ci est
composée de I’épithélium et de la couche de mucus qui forment une barriere physique entre

les agents potentiellement toxiques dans la lumiere intestinale et les tissus de la paroi

intestinale.!'®

2.1- Les facteurs génétiques

Des études épidémiologiques, portant sur des jumeaux, et sur les différences raciales et
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ethniques de la prévalence de la maladie, soulignent I’implication de facteurs génétiques dans
la pathogénie des MICI. De nombreux variants ont été récemment identifiés dans la
susceptibilité génétique des maladies inflammatoires de I'intestin du génome par des études
d’association (tableau 12).

Les modifications dans les genes du systeme immunitaire inné, comme NOD?2 (nucleotide-
binding oligomerization domain protein 2, également connu sous le nom de CARDL15),
ATG16L1 (autophagy related 16-like protein 1), IRGM (qui code immunity-related GTPase
family, M) et LLRK2 (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'lL-23,
y compris IL23R (qui code une sous-unité essentielle de I'lL-23 receptor), IL12B (qui code la
sous-unité p40 de IL-12 et I1L-23) et STAT3 (qui code signal transducer and activator of
transcription 3) ont été associés a la fois a la maladie de Crohn et a la RCH. Le NKX2-3
(NK2 transcription factor related, locus 3) et HLA (Human leucocyte antigen) montrent
également une association avec les deux maladies.*”® Enfin, un nouveau locus de
susceptibilité ECM1 (Extracellular matrix protein 1) a été identifié récemment comme facteur
de risque associé avec la RCH.'*

En 2001, le premier géne de prédisposition a la maladie de Crohn, baptisé Nucleotide-binding
Oligomerization Domain containing 2 (NOD2) puis renommé Caspase activation recruitment
domains 15 (CARD15) a été découvert.*?? Environ 25-30% des génes de susceptibilité de la
MC peuvent étre expliqués par les mutations du gene NOD2/CARD15, mais ces études n’ont
pas trouvé d’association entre les mutations du géne NOD2/CARD15 et la RCH.%1%4

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.!”*'?* NOD2/CARD15 est impliqué dans I’identification d’un produit

bactérien, le peptidoglycan- derived muramyl dipeptide (MDP). L'activation de NOD2 par le
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MDP met en jeu les voies du NF-xB (facteur nucléaire-xB) et des MAPKs (mitogen-
activated-proteins-kinases).® 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 susceptibilitt 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 I'activation de NF-xB en réponse a la stimulation MDP.*?°

Les mécanismes qui sous-tendent la relation entre NOD2 et la maladie de Crohn restent mal
connus. Une diminution significative de I’expression des a-défensines a été observéee chez les
patients atteints de la maladie de Crohn qui sont porteurs du variant de NOD2.?"1% | 3
diminution de la clairance microbienne des muqueuses résultant d'une diminution de
I'expression des défensines pourrait tenir compte des changements dans la flore intra-
luminale, ce qui génére une vulnérabilité tout au long de la barriere épithéliale a I'infection par
des agents pathogénes tels que E. Coli adhérent-invasif et Mycobacterium paratuberculosis.*?®
Cependant, des données plus récentes ont montré que la diminution de I’expression des a.-
défensines est indépendante de NOD2 et reflete une perte de cellules épithéliales de surface et
une réduction du nombre de cellules Paneth secondaire a I'inflammation, et non un mécanisme
pathogéne primaire.

Dans le gene ATG16L1, un SNP (Ala281Thr) est trés significativement associé a la maladie
de Crohn."® ATG16L1 est membre d'une famille de génes impliqués dans l'autophagie. Une
mutation de ATG16L1 aurait pour conséquence la réduction de la clairance des agents
pathogeénes. Il a été rapporté que l'expression de ATG16L1 par les cellules épithéliales
intestinales est essentielle & l'efficacité de l'autophagie de S. Typhimurium.**! Une
observation intéressante a été celle de I'association de variants génétiques dans le géne IRGM
avec la maladie de Crohn.™*? Des expériences de knockdown d’ IRGM ont permi de montrer

son rble dans l'autophagie, et donc le contrdle de la charge en mycobactéries
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intracellulaires.® Une étude récente a montré I'induction de l'autophagie par un mutant
LRRK?2 (leucine-rich repeat kinase 2), qui est fortement associé a la maladie de Crohn et aux
génes d’autophagie ATG16L1 et IRGM2-5."* Dans I'ensemble, les associations de SNPs
dans NOD2, ATG16L1, 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 IL23R associé aux MICI a été mis en évidence ** en
analysant plus de 300 000 polymorphismes génétiques dans une population d’Amérique du
Nord. Le gene codant pour IL23R, le récepteur de I’'IL-23, ont été identifié 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 5g33). Le blocage par des
anticorps spécifiques de p40 inhibe les voies de signalisation liées a IL-23 et I1L-12, alors que
des anticorps spécifiques de pl9 inhibent seulement les voies liées a I'lL-23. Suite a
I'engagement de I'lL-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. STATS3 joue un rdle central dans
la différenciation des cellules Th17.*® Dans une méta-analyse des GWA (études d’association
pangénomique) sur des cohortes européennes et nord- américainnes, il a été montré une
association de plus de 30 régions génomiques avec la maladie de Crohn.® Sur les trente
régions, quatre (IL23R, 1L12B, STAT3 et JAK2) ont un réle dans la signalisation IL-23R. De
plus, d'importantes associations de IL23R, IL12B et STAT3 ont récemment été signalés dans
|a RCH.121’120

L’IL23 régule I’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
137

épithéliales et la production locale de IL17 va aboutir a I’activation des cellules
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inflammatoires.’®® L’IL 23 peut contribuer & maintenir une inflammation chronique
pathologique.**

Les génes du HLA sont situés dans la région MICI3, qui est la région la plus étudiée. Le HLA
joue un rdle important dans I'immunité adaptative. Le lymphocyte T ne reconnait que
I’antigéne associé aux produits du géne HLA. ECM1 est un gene 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.*** ECM1 active
fortement la voie de signalisation NF-kB. Récemment, une forte association entre le locus
ECM1 et la RCH ont été identifiés."**

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

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

Assoclated with
ulcerative colitls

Assoclated with
Crohn's disease

Chromosome Locatlon (Mb) Genes of Interest

1p31 67 IL23R Yes Yes

2q37 231 ATG16L1 Yes No

3p21 49 Multiple. including MST1 Yes Yes

5p13 40 Intergenic. PTGER4 Yes No

5q31 131 Multiple. including SLC22A5 Yes Unclear

5q33 150 Multiple. including IRGM Yes No

5q33 158 IL12B(p40) Yes Yes

10g21 64 ZNF365 Yes Unclear

10q24 101 NKX2-3 Yes Yes

16q12 49 NOD2 Yes No

17q21 37 Multiple. including STAT3 Yes Yes

18p11 12 PTPN2 Yes Unclear

ATG16L 1, autophagy related 16-like protein 1; [L12B, interleukin-12; IL 23R, Interleukin-23 receptor; IRCM. immunity-related
GTPase family. M; NKX2-3. NK2 transcription factor related. locus 3; NOD2, nucle »-binding oligomerization domain protein 2
PTGERA4, prostaglandin receptor. EP4; PTPN2, protein tyrosine phosphatase, non tor type 2; SLC22A5, solute carrter family 22

I'3, signal transducer and activator of transcription 3; ZNF365

Tableau 12: Des génes de susceptibilité des MICI ( D’aprés Cho et al. 2008)*°

member 5; STA zinc-finger protein 365

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'*! L’absence de
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concordance totale chez les jumeaux monozygotes**?, I’agrégation familiale dans les MICI'*
sont autant d’éléments en faveur de I’intervention de facteurs d’environnement comme les
microbes dans la genése des MICI.***

Deux facteurs d’environnement ont un role établi: le tabac et I’appendicectomie. De
nombreux autres facteurs d’environnement font I’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 I’évolution de la RCH.
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.**® 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 I’évolution dans les formes
sévéres de RCH résistantes au traitement médical.*’ Par contre, la réalisation d’une
appendicectomie est associée a un risque de MC.**®

Plusieurs agents infectieux ont été incriminés dans la genese des MICI : le virus de la
rougeole, le CMV, listeria monocytogenes, chlamydia trachomatis, Escherichia. Coli,
Helicobacter pylori, Mycobacterium paratuberculosis, Saccharomyces cerevisiae. Mais le réle
de Mycobacterium paratuberculosis et des autres agents pathogeénes reste trés discuté.

Les aliments ont également été proposés comme potentiellement impliqués dans la pathogénie
des MICI. Il a été rapporté que les Iégumes, les fruits, le poisson, les fibres et les acides gras
®-3 & longue chaine protégent contre la MC.™® Les acides gras saturés augmentent
I’activation de NF-«xB par Toll-like receptor (TLR), et cette activation est inhibée par acide
gras ®-3."° Les w-3 acides gras poly-insaturés produisent les médiateurs anti-inflammatoires

151
3.

comme LTB-5 et Prostaglandine Ces pistes n’ont pour I’instant pas été confirmées.
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L hypothése de I’hygiéne permet d’intégrer les facteurs d’environnement aux données
connues de la physiopathologie des MICI. Une amélioration des conditions d’hygiene,
notamment au cours de I’enfance, est souvent émise pour expliquer I’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.'*

Tableau 13: Résumé des différents facteurs environnementaux impliqués dans la

pathogénie des maladie inflammatoires chroniques intestinales.

Facteurs environnementaux établis, impliqués dans la pathogénie des maladie

inflammatoires chroniques intestinales.

Tabac

Appendicectomie

Facteurs environnementaux potentielement impliqués dans la pathogénie des maladie

inflammatoires chroniques intestinales.

Agents infectieux

Alimentation

Stress

Facteurs socio-économiques

2.3- Les facteurs immunitaires
Le systeme 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 génes de susceptibilité de la MC.1231%3124
Jusqu’a présent, plus de 11 TLRs, 23 NODs, quelques C-type lectin-like molecules et f3 -
glucan receptors ont été identifiés. Plus récemment, il a été montré que NOD2 régule
I’expression de certains peptides antimicrobiens dont font partie les défensines et dont

I’expression est diminuée au cours de la MC, ce qui contribuerait au défaut d’élimination des
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microbes.*?’

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 lésions intestinales. Cette réponse immunitaire spécifique a des
antigenes 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
Thi, Th2 ou Thi7, et les lymphocytes T/B regulateurs.”> Classiquement, la MC est
considérée comme étant de phénotype Th1l, et La RCH comme étant de phénotype Th2.
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 & Thl et Th2.™ Enfin, d’autres types cellulaires que sont les
lymphocytes T régulateurs produisant IL-10 et/ou le transforming growth factor-beta (TGF-f3)

sont également nécessaires au maintien d’une homeéostasie intestinale chez I’homme.

2.4- Publication n°3 : « L activation de PPAR gamma est requise pour le maintien de la
défense antimicrobienne colique. » (PNAS, vol.107, mai 2011)

2.4.1- Introduction

Les peptides anti-microbiens, incluant les défensines alpha et beta, sont des effecteurs clé de
la réponse immunitaire innée gastrointestinale. La maladie de Crohn iléale est caractérisée par
la diminution d’expression par les cellules de Paneth des défensines alpha, qui est

2.156,157

indépendamment liée a la maladie de Crohn présentant les mutations NOD2 et TCF7L

La diminution de I’activité anti-microbienne contre certains groupes de bactéries de la flore
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intestinale a été rapportée au niveau de la muqueuse colique de patients atteints d’une maladie
de Crohn comparée & des patients atteints de rectocolite hémorragique ou de controles.**® Le
mécanisme entrainant cette diminution d’immunité antimicrobienne dans la maladie de Crohn
est peu compris. PPAR gamma est exprimé principalement au niveau des entérocytes. PPAR
gamma est impliqué dans la régulation d’un groupe spécifique de génes intervenant dans
I’lhoméostasie intestinale.’*® 11 a été montré que I’absence d’expression génétique de PPAR
gamma augmentait la susceptibilité & la colite expérimentale chez les rongeurs.**®
Inversement, I’activation de la voie PPAR gamma par des agonistes connus atténue la sévérité
des lésions inflammatoires a la fois dans un modéle expérimental de colite et dans un modele
de colite spontanée.™ Le but de ce travail était donc d’évaluer le réle de PPAR gamma dans
la défense de I’héte par la régulation des peptides antimicrobiens au niveau de la muqueuse

intestinale de patients souffrant de maladies inflammatoires intestinales.

2.4.2-Résutats

Les analyses in vitro suggerent que certains signaux endogenes et exogenes pourraient
intervenir dans la régulation de I’expression épithéliale de défensine béta 1 par I’activation de
PPAR gamma. En effet le traitement de cellules Caco-2 par thiazolidinedione rosiglitazone
synthétique entraine une augmentation du taux de ARNm a la fois de DEFB1 et ADRP, un
géne connu pour étre une cible de PPAR gamma.

Les analyses effectuées sur deux modéles de souris avec déficience de PPAR gamma
montrent une diminution significative en immunohischochimie de I’expression de certaines
défensines, incluant mDefB10 (figure 7), au niveau de la muqueuse colique chez les animaux
déficientes en PPAR gamma (Ppar gamma +/- ; Ppar gamma -/-) par rapport aux témoins non
déficients. L’ immunomarquage a été réalisé a I’aide d’un anticorps primaire polyclonal de

lapin anti DEFB10 utilisé a une dilution de 1 :100, avec une incubation de 12h & 4°C. Le
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protocole utilisé est celui décrit en annexe (Fiche 9). Par contre I’expression d’autres
défensines comme mDefB1 n’est pas régulé par PPAR gamma : un traitement par
rosiglitazone induit en effet une induction de I’expression d’ARNm de mDefB10 au niveau du
colon par rapport aux animaux non traités, alors que I’expression d’ARNm de mDefB1 n’est
pas modifié par le traitement. Ces résultats suggerent donc que I’activation de PPAR gamma
par des signaux endogénes ou exogenes est requise pour le maintien du niveau physiologique
d’expression de certaines défensines au niveau du colon.

Les peptides cationiques extraits de la muqueuse colique des animaux Ppar gamma +/-
présentent un déficit dans I’élimination de colonies cultivées de Bactérioides fragilis,
Enterococcus faecalis et Candida albicans comparativement aux animaux témoins. La
viabilité de colonies d’Escherichia Coli est significativement diminuée aprés 90 minutes
d’exposition d’extraits de biopsie colique de contrble par rapport a ceux d’animaux PPAR
gamma mutants.

Une neutralisation de I’activité colicide, en utilisant un anticorps bloquant anti-mDef10, sur
les extraits de biopsie colique provenant d’animaux mutés Ppar gamma +/- est
significativement diminuée par rapport a des extraits issus d’animaux témoins non mutés,
signifiant ainsi qu’il existe un lien entre un déficit d’expression de mDef10 et un
affaiblissement de I’immunité antimicrobienne dans les colons d’animaux mutés Ppar gamma.
Par contre I’analyse de I’activité antimicrobienne et de la flore réalisée au niveau de I’intestin
gréle ne montre pas de différence entre les animaux mutés Ppar gamma +/- et les controles,
suggérant ainsi que PPAR gamma n’est pas indispensable pour le maintien de I’immunité
antimicrobienne innée au niveau de I’iléon chez la souris.

Une mesure du taux de DEFB1 (défensine beta 1) dans la muqueuse colique a été réalisée
chez des patients atteints de maladie de Crohn, de RCH et chez des sujets contrdles. Le taux

d’ARMm de DEFBL1 est spécifiquement réduit au niveau de la muqueuse colique
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macroscopiquement et microscopiquement non inflammatoire chez des patients présentant
une atteinte colique. Afin de confirmer cette observation, I’expression de DEFB1 a été
recherchée par technique immunohistochimique sur des coupes histologiques issues de piece
de résections coliques chez des contrdles et chez des patients présentant des Iésions de colites
dans le cadre d’une maladie de Crohn. Les résultats confirment une diminution d’expression
de DEFBL1 au niveau des entérocytes chez les patients atteints d’une maladie de Crohn. Chez
les patients avec une atteinte iléale pure ou atteints de RCH, le taux d’expression de DEFB1
ne différe pas de celui des contrdles. 1l n’y a pas de corrélation entre les taux de transcrits
DEFBL et IL-8 retrouvés sur des biopsies coliques issus de patients contrdles et atteints de
maladie de Crohn, suggérant que la diminution d’expression de DEFB1 n’est pas liée a
I’inflammation résultant des dommages tissulaires.

Pour finir une analyse génotype-phénotype a été réalisée chez les patients atteints de maladie
de Crohn, montrant que I’atteinte colique dans la maladie de Crohn est associée a une variante

fonctionnelle de promoteur de DEFB1.

Figure 7: L’activation de PPAR gamma est requise pour I’expression de activation mDefB10
dans le colon. Immunomarquage montrant une localisation de mDefB10 chez les animaux

Ppary+/+ et Ppary—/—.
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2.4.3-Discussion

Ces résultats suggérent le role clé de PPAR gamma dans la régulation de I’expression de
DEFB1 qui contribue a I’activité bactéricide et candidacide au niveau de la muqueuse
colique.’® Dans la maladie de Crohn avec atteinte colique, le déficit constitutif d’expression
de DEFBL1 pourrait contribuer & la diminution de I’activité antimicrobienne de la muqueuse
colique entrainant alors une augmentation de I’adhérence de certains microorganismes'®®, une
inflammation excessive et une exacerbation de la réponse des anticorps aux antigénes
microbiens.*®*

162,163,164

En rapport avec les résultats des études in vitro antérieures , I’expression de DEFB1

165

est inversement corrélée avec le transport de C.Albicans™ et la réponse humorale a mannan,

un épitope majeur pour la production de anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA).**
La colonisation par C.Albicans est significativement plus élevée chez les patients atteints de
maladie de Crohn et est identifiée comme un immunogéne pour ASCA®, un marqueur
sérologique associé principalement & I’atteinte colique au cours de la maladie de Crohn.*®" En

accord avec les résultats d’une étude récente'®

, hous avons expliqué le mécanisme par lequel
I’allele rs1800972 G pourrait étre lié a la transactivation de I’expression de DEFB1 par
I’intermédiaire de PPAR gamma. Cela pourrait ainsi expliquer I’inéfficacité des thérapies
basées sur la voie de PPAR gamma, comme les 5-aminosalicylés, dans les atteintes coliques
au cours de la maladie de Crohn en comparaison a une atteinte au cours des RCH. De plus le
maintien d’un taux d’expression de DEFB1 pourrait étre nécessaire pour expliquer I’effet
protecteur de PPAR gamma sur le développement de cancer colorectal, mais ceci nécessite
d’étre confirmé par d’autres investigations.’®*'’® En résumé, cette étude semble montrer que
la restauration de la fonction de la barriére antimicrobienne dépendante de PPAR gamma

pourrait prévenir ou peut-étre méme guérir les Iésions inflammatoires coliques chez les

patients atteints de maladie de Crohn.
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Figure 8: Schéma expliquant I’action de PPARYy dans la régulation de I'immunité
antimicrobienne dans le colon.

2.5- Publication n°4 : « NRLP6 (Nod-like receptor pyrin domain-containing protein 6)
contréle le renouvellement cellulaire et la carcinogénése colorectale. » (PNAS, vol.108, juin
2011)
2.5.1- Introduction
Le risque cumulatif de cancer colorectal (CCR) est supérieur a deux fois dans les maladies
inflammatoires intestinales comparé a la population générale.”* Les facteurs de risque établis
de CCR dans les maladies inflammatoires intestinales sont le jeune &ge au diagnostic,
I’extension diffuse et la durée de la maladie, I’existence de CCR dans la famille et la
coexistence de cholangite sclérosante primitive. Au niveau de I’adénome colorectal
inflammatoire, plusieurs mutations contribue a la cancérogénese par activation de kinases,

incluant ERK "2, et de facteurs de transcriptions comme STAT3.1"

Cependant les
mécanismes par lesquels les patients souffrant de maladies inflammatoires intestinales

développent des CCR restent peu connus. La sévérité de la colite est un déterminant important
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pour le développement de néoplasie colorectal au cours des maladies inflammatoires
intestinales.”!™ Les cellules inflammatoires qui infiltrent le microenvironnement de la
tumeur contribuent & la production d’une variété de substance, comme I’interleukine 1 (IL-
1B), qui est connu pour altérer la stabilité génomique de cellules épithéliales.'™

La forme active de I’IL-1 béta est sécrétée suite a son clivage par une protéase inflammatoire
cystéine, appelée Caspase-1 (connue comme étant I’enzyme de conversion de I’lIL-1béta). Au
niveau moléculaire, Caspase-1 interagit avec ASC (une protéine associée a I’apoptose
comportant un domaine de recrutement pour les caspases) et avec la protéine NRLP6 (Nod-

like receptor pyrin domain-containing protein 6).'"

Cette derniére posséde une pyrine comme
domaine effecteur C-terminal qui interagit avec ASC et caspase-1.""" En réponse d’un stress
moléculaire, NRLP6, caspase-1 et ASC s’assemblent pour former une plate-forme
moléculaire (NLRP6-inflammasome). 1l a été montré que la coexpression de NLRP6 et ASC
entraine la sécrétion d’IL1 béta biologiquement active par clivage protéolytique de Caspase-1
et active la sécrétion de facteur de transcription NF-kappaB in vitro.*”” Des résultats récents
montrent le role essentiel de Caspase-1 dans I’inflammation intestinale et la carcinogénése,
puisque les souris déficientes en caspase-1 présentent une sensibilité accrue aux maladies

inflammatoires intestinales et aux CCR.*"8"%80181 | o r5le de NLRP6 dans la réparation

tissulaire et la cancérogénése intestinale sont mal connus.

2.5.2-Résultats

L analyse d’expression génique montre que NLRP6 est exprimé par toutes les parties de
I”intestin (colon et intestin gréle). En analyse RT-PCR quantitative, les taux de transcrits nrlp6
sont plus élevés au niveau des myofibroblastes coliques. L expression de NLRP6 a été
recherchée par technique immunohistochimique sur des coupes histologiques issues de

mugueuse colique humaine. L’ immunomarquage a été réalisé a I’aide d’un anticorps primaire
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polyclonal de chevre anti NRLP6 (sc-50636 ; Santa Cruz Biotechnology) utilisé a une dilution
de 1:25, avec une incubation de 30 minutes. Le protocole utilisé est celui décrit en annexe
(fiche 9). L’ immunomarquage obtenu confirme I’expression de I’antigéne NLRP6 au sein des
myofibroblastes en périphérie des cryptes dans une muqueuse colique humaine normale
(Figure 9). La régénération de la muqueuse aprés biopsie au niveau du colon descendant a été
étudiée chez des animaux déficients NIrp6 et chez des animaux contréles. Une cicatrisation
incompléte est observée chez les souris déficientes NIrp6, montrant ainsi que NRLP6 joue un
rdle important au cours de la cicatrisation intestinale. Des Iésions de colite expérimentale
(traitement par DSS-Dextran Sodium Sulfate) ont été induites chez des souris déficientes
Nrlp6 (-/-) et contrdles : les souris déficientes Nrlp6 (-/-) sont plus susceptibles avec des
signes cliniques (poids, consistence des selles et sang dans les selles) plus marqués et
persistants chez les souris Nrlp6 (-/-). L’analyse endoscopique retrouve également des signes
de colites plus importants chez les animaux déficients (ulcérations et saignements). L’étude
microscopique confirme la présence de lésions inflammatoires plus marquées chez les
animaux Nrlp6 (-/-).

De plus les résultats montrent que NRLP6 contr6le I’organisation et la prolifération des
cellules épithéliales au niveau des zones lésées avec la présence chez les animaux déficients
Nrlp6 (-/-) d’une augmentation de I’arrét des cellules épithéliales dans le cycle cellulaire, de la
perméabilité intestinale et de la réponse inflammatoire. L’analyse quantitative par RT-PCR
réalisée au niveau de la muqueuse colique aprés traitement par DSS montre une augmentation
du taux de transcrits pour des molécules impliquées dans la prolifération (caseine kinase
epsilon, SMARRCL1, deux molécules exprimées de facon anormale dans la tumorogénése
intestinale) chez les animaux déficients Nrlp6 (-/-) par rapport aux contrdles. De méme une
augmentation des ARNm et de la protéines IL17A est observée chez les animaux déficients

Nrlp6 (-/-) avec une augmentation du taux de transcrits de molécules impliquées dans la voie
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Th17 (chemokine ligand 20-Ccl20-, matrice metalloproteinase-7). Par contre pour certaines
cytokines pro-inflammatoires comme IL-1béta, le taux de transcrits est le méme entre les
animaux déficients Nrlp6 (-/-) et les contréles traités par DSS.

De plus, NRLP6 semble étre un régulateur négatif de la tumorogénese colorectal : en effet
I’expression de NRLP6 est retrouvée a un niveau plus faible dans les adénocarcinomes,
comparativement a une mugueuse non tumorale. Afin de tester cette hypothese, un modéle
expérimentale de colite associée au développement de CCR (DSS-AOM) a été réalisé chez
des souris déficientes Nrlp6 (-/-) et chez des contrbles, mettant en évidence des signes
cliniques plus marqués chez les souris déficientes Nrlp6 (-/-) (perte de poids, diarrhées et
saignements). Du point de vue endoscopique, des adénomes au niveau du colon des souris
déficientes Nrlp6 (-/-) étaient retrouvés.

Une analyse du profil transcriptionnel a ensuite été réalisée a partir de biopsies tumorales et
non tumorales réalisées chez les animaux déficients Nrlp6 (-/-) et les controles apres
traitement par DSS-AOM. L’expression de certains génes est influencée par NRLP6 avec une
surexpression significative chez les animaux déficients Nrlp6 (-/-) de facteurs paracrine
comme p53 confirmant ainsi le réle de NRLP6 dans la régulation de la prolifération cellulaire
au niveau des cryptes. L analyse microarray montre clairement une surexpression de facteurs

impliqués dans la voie Wnt chez les animaux déficients Nrlp6 (-/-) par rapport aux contréles.
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Figure 9: (A et B) NIrp6 est exprimé par les myofibroblastes coliques et est impliqué dans la
réparation tissulaire. L’expression de NIrp6 a été déterminée par RT-PCR quantitative (n = 4).
(C) NIrp6 a été détecté par immunohistochimie au sein des myofibroblastes colique humain.
(D et E) La régénération de la muqueuse a été évaluée apres biopsie au niveau du colon
descendant chez les animaux NIrp6-déficients et chez les contréles en utilisant un endoscope

miniature rigide. Le diamétre de la plaie est évalué apres la biopsie a JO, J3 et J6 (n = 3).

2.5.3-Discussion

Dans cette étude, le réle important que joue NRLP6 dans I’auto-renouvellement de
I’épithélium intestinal est mis en évidence. L’absence de NRLP6 entraine un défaut de
cicatrisation en réponse a un traumatisme (biopsie ou lésion de colite expérimentale) peut-étre
ddi & une absence d’activation entérocytaire de STAT3.'%? De plus NRLP6 est sous-régulé
dans le colon inflammatoire et dans les adénomes chez la souris, ceci entrainant une
augmentation de la synthése épithéliale de molécules impliquées dans la prolifération ce qui
pourrait expliquer I’augmentation de la prolifération dans les Iésions dysplasiques. De plus

une augmentation de I’expression de facteurs paracrines qui altérent la voie Wnt/béta caténine

68



est également observée dans les tumeurs développées chez les souris déficientes Nrlp6 (-/-).
En conclusion, ces résultats montrent que NRLP6 est impliqué dans la maintenance de
I’intégrité de la barriere épithéliale, suggérant qu’une stimulation continue de NRLP6 pourrait
représenter une stratégie thérapeutique intéressante dans la prise en charge des maladie

inflammatoires intestinales et les cancers colorectaux.
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PARTIE Il

MALADIES INFLAMMATOIRES
INTESTINALES CHRONIQUES ET
CARENCE EN DONNEURS DE
METHYLES
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3.1-Métabolisme de la vitamine B12

3.1.1-Structure

Le terme cobalamine fait référence a une famille de composés dont la structure est montrée en
Figure 10. La vitamine B12, ou cyanocobalamine, est une molécule de 1355 Da composée en
deux parties : (1) un groupe planaire (noyau corrine) constitué par une structure annulaire
entourant un atome de cobalt, et (2) un groupe nucléotidique qui consiste en une base, le 5,6-
diméthylbenzimidazole et un ribose phosphorylé estérifié avec le 1-amino,2-propanolol
(Figure 10). La vitamine B12 est appelée cyanocobalamine car lorsqu’elle a été isolée
initialement a partir du foie, sa position beta était occupée par un groupement cyano. La
cobalamine ne posséde pas un ligand dans son cobalt en position beta. Différentes formes de
vitamine B12 résultent du remplacement du cyanide par un groupement hydroxylé, adénosyl,
ou méthyle ; généralement elles sont appelées les cobalamines.*®

La cobalamine est synthétisée par certains microorganismes a I’instar des bactéries ou des
levures. Certaines souches de microorganismes produisent la cobalamine en exces par rapport
a leur besoin et représentent ainsi une excellente source de cobalamine commerciale utilisée
en pharmacologie. Les analogues de la cobalamine avec des effets cobalamine-like ou anti-
cobalamine sont produits par des microbes via des interactions chimiques avec la cobalamine

naturelle ou avec ses métabolites.
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Figure 10. Structure de la vitamine B12 (C63H88CoN14014P). Source :

http://pubchem.nchi.nlm.nih.gov.

3.1.2 Nutrition

La cobalamine est produite uniqguement par des microorganismes producteurs de cobalamine
et les étres humains recoivent la cobalamine uniquement & partir de I’alimentation.'®* Chez
I’homme, les bactéries coliques produisent la cobalamine ; néanmoins le colon est distal par
rapport au site d’absorption de la cobalamine chez I’lhnomme (iléon). Les protéines animales
sont la source majeure de la cobalamine chez les non-vegétariens. Les viandes issues des
organes parenchymateux (abats) sont les plus riches en cobalamine (> 10 pg de cobalamine
par 100 g de poids sec). Les poissons, et le muscle strié animal, les produits laitiers, et le
jaune d’oeuf contiennent 1 a 10 pg de cobalamine par 100 g de poids sec. En moyenne, un
sujet occidental non-végétarien ingére entre 5 et 7 ug de cobalamine par jour, ce qui participe

a I’équilibre physiologique de la balance en cobalamine. Une diététique végétarienne apporte
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en moyenne entre 0,25 et 0,5 pg de cobalamine par jour. Par conséquent, la plupart des
végétariens ne recoivent pas I’apport journalier recommandé en cobalamine et sont a risque de
développer une carence en cobalamine.'® Les besoins journaliers en cobalamine dans les
différentes catégories sont comme suite : homme, 2,4 ug/j ; femme en dehors de la grossesse,
2,4 ug/j ; femme enceinte, 2,6 ug/j ; femme allaitante, 2,8 pg/j ; sujet jeune (entre 9 et 18 ans),
1,542 pg/j.'*

Bien que la cobalamine soit stable au cours de la cuisson a de hautes températures, elle peut
étre convertie en analogues inactifs par I’acide ascorbique. La cobalamine est
exceptionnellement bien conservée dans les tissus sous sa forme de coenzyme. Le contenu
total en cobalamine chez I’adulte varie entre 2 et 5 mg dont 1 mg contenu dans le foie. La
perte obligatoire en cobalamine est de 0,1 % par jour (1,3 pg). Trois a quatre ans sont
nécessaires pour dépléter les stocks en cobalamine de I’organisme lorsque I’apport en

cobalamine cesse brutalement (exemple : gastrectomie).™®’

3.1.3 Absorption

Les principales étapes de I’absorption de la vitamine B12 sont présentées dans les Figures 11
et 12. La cobalamine alimentaire est généralement sous la forme de coenzyme (5’-
déoxyadénosyl cobalamine [adénosylcobalamine] et méthylcobalamine), non spécifiquement
liée aux protéines. Dans I’estomac, la digestion peptique a faible pH est nécessaire pour la
libération de la cobalamine & partir des protéines alimentaires.'®” Une fois libérée par la
protéolyse, la cobalamine se lie préférentiellement a une protéine de 150-kd, la cobalamine
binding protein appelée aussi R protein ou haptocorrine, au niveau de la salive et du suc
gastrique et qui présente une affinité supérieure a celle du facteur intrinseque (FI). Le
complexe ‘cobalamine—haptocorrine’ (protéine holo—R), en méme temps que I’apo-
haptocorrine en excés et que le FI, traversent la seconde portion du duodénum ou les

protéases pancréatiques dégradent I’holo—R et I’apo—haptocorrine mais non le Fl. Ceci résulte
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en un transfert de la cobalamine vers le FI, une glycoprotéine de 45-kd avec une haute
affinité. L’échec de la dégradation de la protéine holo—R par les protéases pancréatiques
entraine I’exclusion du FI du processus d’absorption de la cobalamine car les récepteurs du
complexe ‘cobalamine-FI1’ sont spécifiques de la cobalamine liée au FI et non de la
cobalamine liée & I’haptocorrine.’®” Alors que I’haptocorrine se lie & la cobalamine et ses
analogues, le FI se lie uniqguement a la cobalamine. Le FI est produit par la cellule pariétale

(oxyntique) dans le fundus et le cardia de I’estomac™®’

et est libéré par un processus de
transport vésiculaire & travers la membrane.’®’ Le FI posséde deux sites de liaison : un pour la
cobalamine et un autre pour le récepteur iléal du complexe ‘cobalamine—FI’. Le FI est produit
largement en excés par rapport & la quantité requise pour I’absorption.'®” Le FI est secrété en
réponse a la présence d’aliments dans I’estomac de fagon analogue a la sécrétion gastrique
acide (par stimulation vagale et hormonale). Le FI se lie a la cobalamine présente dans la bile
ainsi qu’a la cobalamine nouvellement ingérée aprés son transfert de I’haptocorrine.'®’

L absence de liaison entre le Fl et les analogues de la cobalamine est un mécanisme
d’excrétion fécale des analogues de la cobalamine permettant ainsi la réabsorption de la
cobalamine biliaire uniquement. Le complexe stable ‘cobalamine—FI’ traverse le jéjunum vers
I’iléon ou il est fixé sur des récepteurs membranaires spécifiques du complexe ‘cobalamine—
FI°, situés dans les microvillosités des entérocytes de I’iléon.™’

Le récepteur fonctionnel du complexe ‘cobalamine—FI” est composé de deux protéines
appelées collectivement cubam —composée de la cubiline (codée par le gene CUBN,
chromosome 6) et amnionless (codée par le géne AMN, chromosome 7)— qui est essentiel au
transport du complexe ‘cobalamine—FI” a partir de la lumiére intestinale vers I’intérieur de
I’entérocyte. Le récepteur cubam nécessite le Ca2+ pour sa liaison avec un pH supérieur a 5,4.
Il ne se lie pas au FI, a la cobalamine seule, ou au complexe ‘cobalamine—haptocorrine’ mais

se lie uniquement et de facon spécifique au complexe ‘cobalamine—FI’. L’iléon humain
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contient assez de récepteurs cubam pour lier jusqu’a 1 mg de cobalamine intégrée dans le
complexe ‘cobalamine—FI1’ et représente donc I’étape limitante pour I’absorption de la
cobalamine.'® En outre, le récepteur cubam participe & I’absorption de plusieurs protéines
porteuses de vitamines (complexe vitamine B12—-transcobalamine, protéine de liaison de la
vitamine D, retinol binding protein) ainsi que celle d’autres protéines transporteuses
(albumine, myoglobine, hémoglobine, lactoferrine, transferrine), d’hormones (exemple :
insuline), d’enzymes, de drogues, et de toxines (exemple : aminoglycosides).**®

Les événements qui suivent la liaison du complexe ‘cobalamine—FI" au récepteur cubam dans
I’entérocyte n’ont pas été compléetement élucidés. La transcobalamine 1l (TC I1) est secrétée
de facon unidirectionnelle a travers la membrane basolatérale et la cobalamine se fixe sur la
TC Il au niveau de la surface basale de I’entérocyte iléal.*®’ Le complexe ‘cobalamine—

FI” subit une transcytose a partir du pdle apical en direction du p6le basal ; durant cette
transcytose le transfert de la TC 11 est accompli.*®” Aprés un délai de 3 & 5 heures, la
cobalamine apparait dans le sang portal avec une proportion prédominante (> 90 %) liée a la
TC I1. Bien qu’une partie de la cobalamine soit convertie en adenosylcobalamine dans
I’entérocyte, la majorité de la cobalamine est destinée au sang portal et atteint un pic de
concentration aprés 8 heures environ.'®” A forte dose, la cobalamine peut diffuser de facon

passive a travers les muqueuses buccale, gastrique, jéjunale et moins de 1 % de la dose

ingérée peut donc apparaitre dans la circulation apres quelques minutes.

3.1.4 Transport

Les principales étapes du transport de la vitamine B12 sont présentées dans les Figures 11 et
12. Plus de 90 % de la cobalamine récemment ingérée ou injectée est liée a la TC 11, qui est
une protéine de transport spéecifique permettant de délivrer la cobalamine aux différents tissus.

La TC II, un polypeptide de 38-kd synthétisé dans plusieurs tissus, fixe la cobalamine avec
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187 Contrairement au FI, la TC Il —tout comme

une haute affinité (molarité 1 : 1).
I’haptocorrine— peut fixer une variété d’analogues de la cobalamine. Néanmoins, la TC Il ne
fait pas partie de la famille des protéines—R et differe immunologiquement de deux autres
protéines—R plasmatiques, les TC I et TC Ill. Le complexe ‘cobalamine-TC II” est éliminé si
rapidement de la circulation (demi-vie de 6 a 9 minutes) que 98 % de la TC Il plasmatique est
non saturée.’®’ Le complexe ‘cobalamine=TC I’ est rapidement lié & des récepteurs
protéiques de surface pour la TC 11, présents sur plusieurs cellules.'®” La haute affinité de la
liaison du complexe ‘cobalamine-TC I’ avec les récepteurs TC Il est spécifique pour holo-
et apo—TC Il. Une fois fixé sur les récepteurs de la TC Il, le complexe ‘cobalamine-TC II” est
internalisé par un mécanisme d’endocytose.'®’ A faible pH, au sein des lysosomes, la TC Il se
dissocie de la cobalamine. La TC Il est par la suite dégradée et la cobalamine réduite et
convertie en coenzyme. L importance de la fonction de transport de la TC |1 est soulignée par
le fait qu’un déficit en TC Il entraine un déficit cellulaire grave en cobalamine.’®’ La protéine
TC Il peut aussi étre synthétisée par une variété de cellules incluant les cellules rénales, les
entérocytes et les hépatocytes. La protéine TC Il agit comme une protéine de la phase aigué
de I’inflammation et son taux augmente au cours des conditions inflammatoires ou
infectieuses.™®

La cobalamine n’est pas retrouvée sous forme libre dans le plasma. Dix a 30 % de la
cobalamine plasmatique est liée a la TC Il ; la majeure partie de la cobalamine plasmatique
étant lié a une autre protéine-R, la TC I. La TC | n’est pas une protéine de transport et la
cobalamine liée a la TC | présente une faible clairance avec une demi-vie de 9 a 12 jours.
Malgré le fait que la TC I fixe 75 % de la cobalamine plasmatique, approximativement 50 %
de la TC I totale est sous forme apo-.

Le déficit héréditaire en TC I n’a pas de conséquence clinique apparente.’®’ La TC | peut

représenter la forme de stockage plasmatique de la cobalamine, car celle-ci représente moins
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de 0,5 % de la capture cellulaire totale de la cobalamine plasmatique. Les TC I et 111 sont
retrouvées dans les granules secondaires des polynucléaires matures.*®’ La TC 111 parait
présenter des fonctions de transport, car elle est éliminée du plasma apres un délai de 3
minutes et exclusivement par les récepteurs asialoglycoprotéines hépatiques, un mécanisme
commun a une variété d’asialoglycoprotéines dont le groupement terminal beta-galactosyl
terminale est intact. La TC Il1 fonctionnelle se lie & une variété d’analogues de la cobalamine
et est rapidement éliminée par le foie dans le flux d’excrétion biliaire. La majeure partie de la
TC 11 sérique est libérée a partir des granulocytes au cours de la coagulation in vitro. Les
haptocorrines (TC | et 111) peuvent étre libérées a partir des granulocytes, des glandes
salivaires, du foie, ou a partir des autres tissus de I’organisme. L’élévation des taux de TC | et

de TC Il est observée au cours des syndromes myéloprolifératifs.
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Figure 11. Vue d’ensemble sur le transport et I’absorption de la vitamine B12.
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Figure 12. Absorption et transport de la vitamine B12 chez I’homme. R : haptocorrine

(protéine R) ; Cbl : cobalamine ; FI : facteur intrinséque ; TC Il : transcobalamine 11 ; HCI :

sécrétion gastrique acide.

3.1.5 Processing cellulaire de la cobalamine

Apreés I’endocytose mediée par la TC 1l dans le lysosome, la libération de la cobalamine par la
dégradation lysosomale de la TC 1l est une étape obligatoire pour le métabolisme
intracellulaire de la cobalamine. Aprés son transport par le lysosome dans le cytoplasme par
un systéme de transport spécifique™®’, plus de 95 % de la cobalamine intracellulaire est liée &

deux enzymes intracellulaires : la méthylmalonyl-CoA mutase et la méthionine synthase.™®’
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La cob(lIl)alamine, la forme la plus oxydée de la cobalamine doit étre convertie en
cob(I)alamine et en cob(l)alamine par deux reductases séquentiellement.

Dans la mitochondrie, la cob(l)alamine est par la suite convertie sous sa forme coenzyme,
I’adénosylcobalamine, qui agit comme une coenzyme. L’enzyme méthylmalonyl- CoA
mutase, en présence de I’adénosylcobalamine convertit le méthylmalonyl-CoA en succinyl
CoA, convertissant ainsi les produits du métabolisme du propionate (c.-a-d. le
méthylmalonyl-CoA) en produits métaboliques faciles a utiliser. Dans le cytoplasme, la
cobalamine, sous la forme de méthylcobalamine fonctionne comme une coenzyme dans la
réaction impliquant la méthionine synthase, qui catalyse le transfert d’un groupement méthyl
de la méthylcobalamine vers I’homocystéine pour former la méthionine.'®” Dans ce processus,
la méthylcobalamine est convertie en cob(l)alamine. Le groupement méthyl du 5 MTHF (5-
méthyl-H4PteGlu, 5-méthyltétrahydrofolate) est fourni a la cob(l)alamine afin de régénérer la
méthylcobalamine et le 5-MTHF est converti en tétrahydrofolate. Les folates et la cobalamine
sont donc tous deux nécessaires pour le métabolisme des monocarbones. Apres la formation
de la méthionine, celle-ci peut étre adénylée en S-adénosyl-méthionine qui peut a son tour
donner son groupement méthyl dans une série de réactions biologiques de méthylation
impliquant plus de 80 protéines, des phospholipides, des neurotransmetteurs, I’ARN, et
I’ADN. La méthionine synthase catalyse par ailleurs la conversion de la S
adénosylmeéthionine en S-adénosyl-homocystéine, processus au cours duquel le groupement
méthyl de la S-adénosyl-méthionine peut aussi servir a la reméthylation de la cob(l)alamine.
Il existe un régulateur redox, la méthionine synthase réductase qui restaure I’activité
enzymatique en présence de S-adénosyl-méthionine et de NADPH.'*® Cette enzyme a un
intérét clinique car les méres présentant a la fois un polymorphisme de la méthionine synthase
reductase (MTRR A66G) en association a un polymorphisme de la MTHFR C677T, sont a

haut risque d’avoir des enfants avec un syndrome de Down.™* L’importance physiologique
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des deux roles de cofacteurs des deux formes de la cobalamine adénosylcobalamine et
méthylcobalamine pour la méthylmalonyl-CoA mutase et la méthionine synthase,
respectivement— est représentée par le fait que les produits de ces deux réactions
enzymatiques sont critiques pour la biosynthése de I’ADN, de I’ARN, et des protéines (Figure
13). La méthionine synthase est une protéine modulaire qui comporte quatre régions distinctes
et séparées pour la liaison a I’homocystéine, au 5-MTHF, au groupement prosthétique de la

cobalamine, et & la S-adénosyl-méthionine.*¥’

Ceci expliqgue comment I’enzyme joue un role
central dans la catalyse du transfert du groupement méthyl de la méthylcobalamine vers
I’homocysteine, permettant la fabrication de la cob(l)alamine et de la méthionine ; par la suite
le cofacteur libre, la cob(l)alamine, est reméthylé par le 5-MTHF, complétant ainsi le cycle.
La réabsorption rénale de la cobalamine est mal élucidée. Une protéine membranaire appelée
mégaline, qui interagit avec la cubiline et qui est retrouvée dans les cellules épithéliales du
tube contourné proximal, fonctionne comme un récepteur multiligand pour une variété de
molécules.™® Par ailleurs, la mégaline se lie de facon spécifique et permet de médier

I’endocytose du complexe ‘cobalamine—TC 11’ dans le tube contourné proximal.*®"*%
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Figure 13. Vitamines du groupe B, métabolisme des monocarbones, méthylation et réplication
de I’ADN. DHF : dihydrofolate ; THF : tétrahydrofolate ; MTR : méthionine synthase ;
MTHFR : méthyléne tétrahydrofolate reductase ; CBS : cystathionine B-synthase ; SAM ;
Sadénosyl- méthionine ; SAH : S-adénosyl-homocystéine ; B12 : vitamine B12 ; B6 :
vitamine B6 ; dUMP : déoxyturidine monophosphate ; dTMP : déoxythymidine

monophosphate.
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3.2- Métabolisme des folates

3.2.1 Nutrition

Les folates, largement distribués dans la nature sous forme réduite ou polyglutamatée, sont
synthétisés par les microorganismes et les plantes. Les légumes a feuilles (épinards, laitue, le
brocoli), les haricots, les fruits (par exemple, bananes, melons, citrons), la levure, les
champignons, et des protéines animales (par exemple, foie, reins) sont de riches sources
d'acide folique.’” Les folates sont dégradés au cours d’une cuisson dépassant 15 min ; une
dégradation pouvant atteindre une proportion de 95 %.'¥” L’apport journalier reccommandé en
folates est de 400 pg/jour chez I’homme et la femme en dehors de la grossesse, de 600 pg/j
chez la femme enceinte, de 500 pg/j chez la femme allaitante, et entre 300 et 400 pg/j chez le
sujet jeune (entre 9 et 18 ans).*®® Une nutrition occidentale équilibrée apporte des quantités
adéquates en folates. A I’inverse I’apport en folates dans certains pays en voie de

développement peut étre insuffisant.'® 195194

3.2.2-Absorption

Les folates contenus dans I’alimentation, qui sont sous forme de ptéroylpolyglutamate
(PteGlun), sont moins bien absorbés que le ptéroylmonoglutamate (PteGlu ; acide folique)
(Figure 14)."®" Bien que les folates de certains aliments (chou, laitue, orange) sont moins bien
absorbés, la plupart des autres folates apportés par I’alimentation ont une bonne
biodisponibilité.®” Les ptéroylpolyglutamates doivent étre hydrolysés en dérivés de
ptéroylmonoglutamate avant leur absorption par I’enzyme ptéroylpolyglutamate hydrolase,
une enzyme présente sur la bordure en brosse des entérocytes.’®’ Cette enzyme a une activité
maximale a un pH de 5,5 en présence du zinc. Au niveau de la bordure en brosse intestinale,
le polyglutamate luminal interagit avec des protéines de type Reduced folate carriers

(RFCs).">1% | "expression du géne RCF, qui code pour une protéine de 85-kd, est régulé au
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cours du développement avec une capacité d’absorption maximale pour le 5-méthyl-
H4PteGlu dans les entérocytes matures en comparaison aux cellules cryptiques en cours de
prolifération.®’ Chez la souris, I’expression du géne RCF peut étre stimulée en cas de carence
en folates, ce qui a pour effet d’augmenter la capacité d’absorption intestinale des folates.'*’
L’augmentation simultanée de I’activité de la ptéroylpolyglutamate hydrolase ' et de

Iexpression des récepteurs RCF de la surface cellulaire "%

permet aux entérocytes
luminaux déficients en folates d’augmenter leur absorption en folates afin de maintenir
I"intégrité cellulaire.®” La membrane basolatérale posséde un systéme de transport des folates
vers le sang portal.**’

L’ingestion du lait maternel humain, qui contient des protéines spécifiques pour le transport
des folates, folate binding proteins (FBP), régule la biodisponibilité des folates chez le
nouveau-né.*®" Bien que le mécanisme précis de cette régulation reste obscure, celle-ci peut
impliquer I’interaction avec la mégaline qui peut lier et médier la capture cellulaire par
Ientérocyte des FBP solubles du lait maternel qui contiennent les folates.?® La diffusion
passive de I’acide folique (aka ptéroylglutamate, PteGlu) est probablement le mécanisme
principal d’absorption intestinale des folates & concentration élevée.’®’ L’intestin gréle a une
grande capacité d’absorption des folates, avec un pic plasmatique de folates atteinten 1 a 2
heures aprés I’administration orale.'®” Alors que I’acide folique pharmacologique est
directement absorbé et ne subit aucune modification lors du passage dans le sang portal, les
folates alimentaires (PteGlun) subissent une hydrolyse avant le transport dans I’entérocyte et

sont reéduits en H4PteGlu (tétrahydrofolate) puis méthylés en 5- méthyl- H4PteGlu (5-MTHF)

avant leur libération dans le plasma.'®’
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A B
Figure 14. Structures en 2D (panel A) et en 3D (panel B) de I’acide folique (C19H19N706).

Source : http://pubchem.nchi.nlm.nih.gov.

3.2.3-Transport plasmatique et cycle entérohépatique

Le taux plasmatique normal de folate est maintenu par I’apport alimentaire en folates ainsi
qu’un cycle entérohépatique efficace et représentant environ 90 pg/j en folates.™®’ Les folates
sont rapidement éliminés du plasma (jusqu’a 95 % en 3 minutes) par les tissus, incluant le
foie, par I’intermédiaire d’un récepteur RCF.'*® Le drainage biliaire entraine une chute
majeure du taux sérique de folates (a environ 30 % du taux basal aprées 6 heures), et une
interruption brutale de I’apport en folates dans I’alimentation entraine une chute du taux
sérique de folate aprés 3 semaines environ.®” Dans le plasma, un tiers des folates est sous
forme libre et deux tiers sont faiblement liés aux protéines sériques. Une faible proportion des
folates sériques est liée de facon hautement spécifique & une protéine FBP de 40-kd.?** A
I’inverse de la cobalamine, il n’existe pas de transporteur sérique spécifique des folates qui

augmente leur capture cellulaire.'®’
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3.2.4 Capture cellulaire de folates

Le transport des folates implique la translocation du ligand dans la cellule a partir du
compartiment extracellulaire (mécanismes de capture cellulaire) ou a travers les barriéres
cellulaires d’un compartiment vers I’autre (mécanismes transcellulaires).*”?** Deux
composants distincts sont impliqués dans le transport cellulaire des folates. Le RFC est un
systeme de faible affinité et de haute capacité qui permet de médier la capture des folates par
une variété de cellules.*® Le transport des folates vers la cellule est médié aussi par une
protéine membranaire de 44-kd appelée folate receptors (FR) (en anglais) qui lie les folates
physiologiques (5-MTHF) avec une haute affinité.”* Les voies d’entrée des folates et des
antagonistes des folates différent selon les cellules et dépendent de I’efficacité relative des
mécanismes médiés par les FR et les RFC ainsi que des concentrations intra- et
extracellulaires des folates et de leurs antagonistes.™®’ Le transporteur ABCB1 (ATP-binding
cassette sub-family B member 1), appelé aussi glycoprotéine-P, MDR1, et PGY1 a été
impliqué dans le transport et le maintient de I’homéostasie des folates.’*” Le transporteur
ABCB1 est un transporteur bien caractérisé et fait parti de la famille des transporteurs ABC
qui permettent le passage d’une variété de substrats & travers la membrane cellulaire.?®® La
protéine ABCBL1 est exprimée dans I’épithélium intestinal, les hépatocytes, le tube contourné
proximal du rein, les glandes surrénales, et les cellules endothéliales. 1l est intéressant de
souligner que la protéine ABCBL intervient dans le transport intracellulaire du méthotrexate a
coté d’autres xénobiotiques.?%420>206:207208 | o5 membres de la famille des protéines ABC sont

impliqués dans la résistance aux drogues.

3.2.4.1-Les récepteurs des folates (Folate receptors, FR-alpha, FR-beta, FR—gamma)

Les FRs permettent la capture du 5-MTHF par les cellules normales ou malignes.”®*
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Parmi les trois isoformes humaines de FR, FR-alpha et FR-beta sont attachés a la surface
cellulaire par un ancrage membranaire, le glycosyl-phosphatidylinositol alors que la troisiéme
isoforme (FR-gamma) est secrétée de facon constitutive.’®’ Le FR transfére le folate en
intracellulaire par endocytose. Le FR-alpha est exprimé dans la plupart des cellules
épithéliales normales et malignes. L’expression du FR-beta dans les tissus normaux est
limitée au placenta et aux cellules hématopoiétiques. Les systemes de transport FR et RFC ne
communiquent pas mutuellement et sont tous deux efficaces pour le transport du
méthotrexate.’®’ Lorsque les récepteurs FR sont exprimés en quantité suffisante, ils permettent
le transport simultané du méthotrexate et du 5-MTHF avec des vitesses comparables en
comparaison aux cellules exprimant les récepteurs RFC. La production des FR est régulée en
fonction des concentrations intra- et extracellulaires des folates via des mécanismes de
régulation de la transcription, de la traduction, ou en post-traduction. L’inhibition
posttraductionnelle de la production des récepteurs FR (ou FBPS) chez le rat au cours du
déficit en folate s’effectue via une protéolyse préférentielle de I’apo-FR par une
métalloprotéinases appelée meprine.””® Chez I’homme, dans un modéle de cancer du col de
I’utérus, la stimulation de la traduction du FR-alpha au cours du déficit en folate est mediée

par I’homocystéine.?02!

3.2.4.2-Les récepteurs RFC (Reduced Folate Carriers)

Le second mécanisme de capture cellulaire des folates implique un processus de transport pH-
et énergie-dépendant qui transporte les folates réduits.'® Le géne RFC code pour une protéine
de 58-kd et ressemble au transporteur de glucose des mammiféres (GLUT1), qui est un
membre de la famille des transporteurs membranaires & 12 domaines transmembranaires.?%?*3

L acquisition d’un déficit en transport du méthotrexate dans certaines cellules peut résulter

d’une mutation inactivatrice des alléles du géne RFC.'*’
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3.2.4.3-Le systeme de transport ‘Proton-coupled folate transporter’ (PCFT)

Jusque tout récemment, le transport des folates dans la cellule était rattaché a la fonction de
deux récepteurs que sont les récepteurs RFC et FR.?** Récemment, un nouveau récepteur a été
cloné : le proton-coupled folate transporter (PCFT) et a été impliqué dans I’absorption des
folates, notamment dans un environnement a faible pH.?** Aprés I’entrée des folates dans la
cellule par endocytose, le transporteur PCFT aide a exporter les folates du milieu acidifié de

I’endosome vers le cytoplasme des cellules ainsi que vers le liquide céphalo-rachidien.?***°

3.2.5-Rétention cellulaire et excrétion des folates

La polyglutamation des folates est le mécanisme majeur de rétention intracellulaire des
folates.'®” Par conséquent, les cellules déficitaires en folypolyglutamate synthase sont
résistantes aux antagonistes des folates, qui ne peuvent étre polyglutamatés et retenus dans la
cellule. Dans les érythrocytes humains, les folates sont accumulés au cours des stades
précoces dans la moelle osseuse par les récepteurs FR. Lors de leur maturation, plus de 90 %
des molécules de PteGlun interagissent avec I’hémoglobine permettant ainsi la rétention des
folates en intracellulaire.™®’

Le turn-over de folates et leur catabolisme peut étre accéléré par I’activité de la ferritine a

chaine lourde ¢

qui limite la quantité importée de folates monoglutamate avant la
polyglutamation.*®’

Apres filtration glomérulaire, les folates luminaux se lient aux récepteurs FR de la bordure en
brosse des membranes des cellules rénales tubulaires proximales et sont internalisés par
endocytose. Dans les vésicules d’endocytose, le faible pH favorise la dissociation des folates

et leur libération & travers la membrane basolatérale vers la circulation sanguine avec un

recyclage de I’apo-FR vers la bordure en brosse."®’ La cubiline et la mégaline participant
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toutes les deux a la captation et a I’endocytose des folates liés au récepteurs FBP via le tube

contourné proximal du rein.*®

3.3-Métabolisme intracellulaire et interaction entre cobalamine et folates.

Les ptéroylpolyglutamates sont des substrats naturels pour plusieurs enzymes impliquées dans
le métabolisme des monocarbones. Les ptéroylmonoglutamates doivent étre polyglutamatés
par la folypolyglutamate synthase avant d’étre intégrés dans le métabolisme des
monocarbones.'®” Le tétrahydroptéroylglutamate (H4PteGlu) est le substrat physiologique
préférentiel pour la folypolyglutamate synthase et la forme polyglutamatée (H4PteGlun) joue
un role central dans le métabolisme des monocarbones.™®’ Les facteurs qui limitent I’apport du
H4PteGlu ou qui régulent la folypolyglutamate synthase influencent la polyglutamation et la
rétention intracellulaire des folates. La forme polyglutamatée H4PteGlun peut étre convertie
en formate sous la forme de 10-formyl-H4PteGlun (utilisé dans la synthése de novo des
purines) et en formaldéhyde sous la forme de 5,10-méthyléne-H4PteGlun (utilisé dans la
biosynthése du thymidilate).*®’

Afin de comprendre les fonctions des coenzymes des folates, il est important de souligner
d’emblée que le 5,10-méthyléne-H4PteGlun peut étre utilisé dans le cycle du thymidilate par
la thymidilate synthase pour la synthése de la thymidine et de I’ADN ou dans le cycle de
méthylation aprés sa conversion en 5-méthyl-H4PteGlun, qui par I’intermédiaire de la
méthionine synthase entraine la formation de la méthionine et du H4PteGlun. L’acide folique
(ptéroylmonogluamate, PteGlu) n’est pas une forme biologiquement active des folates.
Lorsque I’acide folique est apporté sous forme thérapeutique, il nécessite une réduction en
H4PteGlu par la dihydrofolate réductase —une enzyme de 20-kd— dans une réaction en deux
temps (PteGlu en H2PteGlu puis en H4PteGlu). La forme majoritaire de folate transportée

dans la cellule par les récepteurs FR et RFC est le 5-méthyl-H4PteGlu. Les données suggérent
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que le métabolisme des monocarbones médié par les folates est compartimentalisé dans les
organelles intracellulaires.’®"?!" L’enzyme thymidilate synthase catalyse le transfert de la
forme formaldéhyde 5,10-méthylene-H4PteGlun vers la position 5 du déoxyuridylate. Dans
ce processus, le 5,10-méthylene-H4PteGlun est par ailleurs réduit en dihydrofolate, qui inhibe
la 5,10-methylene-H4PteGlun reductase (MTHFR). L’inhibition par la méthionine —produit
de la méthionine synthase— de la méthionine synthase elle-méme, illustre que la modulation
de la MTHFR par les niveaux du dihydrofolate et de la méthionine peut déterminer le degré
de canalisation du 5,10-méthyléne-H4PteGlun vers le cycle de la méthylation ou du
thymidilate.™®’

Le métabolisme des folates et des enzymes folate-dépendantes est compartimentalisé dans la
matrice mitochondriale et dans le cytoplasme. La plupart des unités monocarbones, sous
forme de formate, sont dérivées des mitochondries et sont utilisées dans la synthese du
formate, de la glycine, et du f-met-tRNA (ARNt portant I'acide aminé méthionine formylé, 1*
acide aminé de la chaine de protéines).'®’

Dans les conditions normales, le 5,10-méthyléne-H4PteGlu est converti par la méthionine
synthase dépendante de la cobalamine en H4PteGlu qui est a son tour polyglutamaté pour
intégrer le métabolisme des monocarbones. Avec le déficit en cobalamine, la méthionine
synthase est inactive et entraine une accumulation de 5-méthyl-H4PteGlu, qui n’est pas un
bon substrat pour la folypolyglutamate synthase. Sans alternative métabolique, le 5-méthyl-
H4PteGlu piégé fuit hors de la cellule, entrainant un déficit progressif en folates
polyglutamatés intracellulaires. L’hypothese de la carence en formate, ou « formate starvation
hypothesis », focalise sur I’importance du formate (sous la forme de 10-formyle-H4PteGlun)

et du précurseur du formate —la méthionine— qui sont diminués aussi lorsque la méthionine

synthase est inhibée par le déficit en cobalamine. Lorsque la méthionine intracellulaire est en
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exces, son groupement méthyl est oxydé en formate qui peut étre utilisé pour générer les 5- et

le 10-formyle-H4PteGlun.'*’

3.4-Métabolisme de I’homocystéine

3.4.1-Introduction

En 1969, McCully et al. rapportent le cas d’un enfant souffrant d’homocystéinurie, de
cystathioninurie, et de méthylmalonurie secondaires a une anomalie du métabolisme de la
cobalamine, qui présentait des Iésions artérielles ressemblant particuliérement a celles
observées chez les patients souffrant de déficit en cystathionine-p-synthase (CBS).**® Cette
observation a permis de proposer I’hypothése que des taux plasmatiques élevés
d’homocystéine, retrouvée chez les patients avec une homocystéinurie, étaient responsables
de I’apparition des lésions vasculaires précoces. En 1976, Wilcken et al. rapportent pour la
premiere fois que les concentrations du disulfure mixte ‘cystéine-homocystéine’ était plus
élevées chez les patients avec une coronaropathie en comparaison des sujets contréles aprés
un test de charge en méthionine.”*® Cette étude princeps a pavé la voie & plusieurs travaux
depuis les années 1990 pour culminer en une méta-analyse en 1995.2%° Cette méta-analyse a
identifié 27 études ayant inclus 4000 patients avec une atteinte vasculaire sténosante
(coronaropathie, pathologies vasculaire périphérique et cérébrovasculaire) et 4000 sujets
contrdles et a démontré que I’homocystéine était un facteur de risque indépendant de ces
pathologies vasculaires occlusives.??’ L’hyperhomocystéinémie a par ailleurs été impliquée
dans le défaut de fermeture du tube neural %, dans la maladie d’Alzheimer, la démence et la
perte de la fonction cognitive.??%?232242%5 Nganmoins, il est important de souligner que la
relation entre I’hyperhomocystéinémie et les diverses affections suscitées est basées sur des

données épidémiologiques sans que le lien de causalité ne soit formellement établi.
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L homocystéine est un acide aminé soufré dont le métabolisme se situe entre deux voies : (i)
la voie de la méthylation en méthionine qui nécessite les folates et la vitamine B12 (ou la
bétaine dans une réaction alternative) et (ii) la voie de la transsulfuration en cystathionine qui
nécessite le pyridoxine 5'-phosphate. Ces deux voies sont coordonnées par la S-
adénosylmeéthionine (SAM) qui agit comme un inhibiteur allostérique de la
méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR) et comme un activateur de la cystathionine-f-
synthase (CBS).??® L’hyperhomocystéinémie est associée & une augmentation du risque
vasculaire et survient lors d’une perturbation du métabolisme de I’homocystéine.
L’hyperhomocystéinémie sévere peut étre causée par de rares déficits génétiques des enzymes
CBS ou MTHFR ou bien des enzymes impliquées dans la synthése de la méthyle-B12 et la
méthylation de I’homocystéine.??® L’hyperhomocystéinémie modérée peut étre observée en
cas d’altération de la voie de la méthylation (déficit en vitamine B12 ou en folate ou bien
thermolabilité de I’enzyme MTHFR). L’hyperhomocystéinémie faisant suite a un test de
charge en méthionine peut étre en rapport avec un génotype hétérozygote pour la CBS ou a un

déficit en vitamine B6.

3.4.2-Les voies du métabolisme de I’homocystéine

L’homocystéine est un acide aminé soufré dont le métabolisme se situe a I’intersection de
deux voies métaboliques : la reméthylation et la transsulfuration (Figure 15).21 Au cours de la
reméthylation, I’homocystéine acquiert un groupement méthyl a partir du N-5-
méthyltétrahydrofolate ou de la bétaine pour former la méthionine. La réaction avec le N-5-
méthyltétrahydrofolate a lieu dans tous les tissus et dépend de la vitamine B12, alors que la
réaction avec la bétaine a lieu essentiellement dans le foie et ne dépend pas de la vitamine
B12.%%® Une proportion considérable de méthionine est par la suite activée par I’ATP pour

former la S-adénosylméthionine (SAM). La SAM sert principalement de donneur de méthyles
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universel pour une variété d’accepteurs. La S-adénosyl-L-homocystéine (SAH), le produit de
ces réactions de méthylation, est par la suite hydrolysée afin de régénérer I’homocystéine qui
devient de nouveau disponible pour un nouveau cycle de transfert du groupement méthyl. |1
est important de noter que cette hydrolyse est une réaction réversible qui favorise la synthése
de la SAH et que des concentrations intracellulaires élevées de ce métabolite accompagnent
souvent toutes les formes d’hyperhomocystéinémie.??®

Dans la voie de la transsulfuration, I’hnomocystéine s’associe a la sérine pour former la
cystathionine au cours d’une réaction irréversible catalysée par une enzyme contenant du
pyridoxine 5'-phosphate (PLP), la CBS. La cystathionine est hydrolysée par une seconde
enzyme contenant du PLP, la y-cystathioninase, pour former la cystéine et le a-kétobutyrate.
L’exces de cystéine est oxydé en taurine ou en sulfate inorganique ou bien est excrété dans les
urines. Ainsi, outre la synthése de la cystéine, la voie de la transsulfuration catabolise

efficacement I’excés d’homocystéine non nécessaire au transfert du groupement méthyl.
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Figure 15. Métabolisme de I’homocystéine chez I’homme et I’animal (adapté a partir de :
Selhub J. **® THF : tétrahydrofolate ; PLP :

Pyridoxine 5'-phosphate ; SAM : S-adénosyl-méthionine ; B12 : vitamine B12.
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3.4.3-Régulation nutritionnelle du métabolisme de I’homocystéine

Plusieurs études sur la régulation du métabolisme de I’homocystéine ont démontré que
I’utilisation des molécules d’homocystéine par les voies de transsulfuration et de
reméthylation est régulée par des facteurs nutritionnels.”?® Deux études ont démontré que
lorsque I’apport en groupement méthyl labile (méthionine et choline) est modifie, la synthese
de novo de la méthionine était affectée.??"**® Lorsqu’une alimentation carencée en méthionine
était administrée, I’homocystéine est déviée vers la voie de la reméthylation. A I’inverse,
lorsque I’alimentation administrée est riche en méthionine, le recyclage de I’homocystéine en
méthionine diminue. Des adaptations similaires ont été retrouvées chez le rat.??°

La capacité de I’organisme a discriminer entre les voies de la reméthylation et de la
transsulfuration afin de s’adapter aux variations d’apport de la méthionine dans I’alimentation
implique I’existence d’une régulation et d’une coordination entre ces deux voies.?? Les
données expérimentales disponibles suggérent que cette coordination est réalisée par deux
mécanismes. Le premier mécanisme réside dans la capacité de la SAM d’agir comme un
inhibiteur allostérique de la MTHFR et comme un activateur de la CBS (Figure 15).2° Le
second mécanisme par lequel la reméthylation et la transsulfuration sont coordonnees consiste
en la régulation intracellulaire de la SAM. Dans le foie, la synthése de la SAM est catalysée
par deux enzymes spécifiques de cet organe.?** La premiére enzyme, un tétramére de haut
poids moléculaire, présente une haute affinité pour la méthionine et fonctionne dans des
conditions physiologiques. La seconde enzyme est un dimeére de bas poids moléculaire avec
une faible affinité pour la méthionine et fonctionne dans des conditions d’apport élevé en
méthionine.??® Ainsi, les modifications de la concentration intracellulaire en méthionine, en
rapport avec les apports alimentaires, affecte la vitesse de synthése de la SAM basée sur les
enzymes SAM synthétases.”® Par ailleurs, il a été suggéré que I’utilisation de la SAM est

spécifiquement régulée par une réaction dans laquelle un groupement méthyl de la SAM est
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transféré vers la glycine pour former la sarcosine. Cette réaction est catalysée par glycine
Nmeéthyltransférase (GNMT) qui est abondante dans le foie et qui est fortement inhibée par le
N-5-méthyltétrahydrofolate polyglutamate.?** Ainsi, en paralléle avec la concentration
intracellulaire de la méthionine, le N-5 méthyltétrahydrofolate participe a la régulation de la
concentration intracellulaire de la SAM.?®

Lorsque les deux mécanismes de régulation sont considérés en méme-temps, les scenarios
suivants peuvent étre prédits :

1. lorsque I’apport diététique de méthionine est elevé, la SAM synthétases convertit
rapidement la méthionine en SAM. L augmentation résultante de la SAM intracellulaire sera
associee a (i) I’inhibition de la MTHFR ce qui entraine une diminution de la synthése du N-5-
méthyltétrahydrofolate, permettant ainsi a I’enzyme GNMT d’agir en pleine capacité du fait
de la suppression de son inhibiteur (le N-5-méthyltétrahydrofolate) ; et (ii) a I’activation de
I’enzyme CBS ce qui entraine une augmentation du catabolisme de I’homocystéine. Dans ce
scénario, la transsulfuration de I’homocystéine prédomine sur la reméthylation, ce qui est
consistant avec une diminution des besoins en méthionine du fait de son apport élevé.

2. Inversement, lorsque I’apport en méthionine est faible, la concentration de la SAM est
insuffisante pour inhiber la MTHFR, ce qui entraine une augmentation de la production du N-
5-méthyltétrahydrofolate. L’ augmentation résultante du N-5- méthyltétrahydrofolate sera
associée avec (i) une inhibition de la GNMT et donc une conservation de la SAM ; et (ii) une
augmentation de la disponibilité du substrat pour la reméthylation de I’homocystéine. Ainsi,
dans ce scénario, la reméthylation de I’hnomocystéine est favorisée sur la transsulfuration car
la concentration de la SAM est trop faible pour activer I’enzyme CBS. Ce processus est
consistant avec la nécessité de I’augmentation de la synthése de novo de la méthionine du fait

de son faible apport.
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3.4.4-Les causes nutritionnelles de I’hyperhomocystéinémie

Dans des modéles expérimentaux, la concentration plasmatique d’homocystéine augmentait
de 8 a 10 fois chez le rat carencé en folate et de 2,5 fois chez le rat carencé en vitamine
B12.%%° Chez le rat carencé en folate, il existait une relation inverse entre la concentration
intracellulaire de la SAM et la concentration plasmatique de I’homocystéine.?*®

Par ailleurs, lorsque une injection intra-péritonéale d’ethionine —un analogue de la
méthionine— était réalisée chez le rat carencé en folate, le taux plasmatique d’homocystéine
diminuait et se normalisait. Cette diminution est probablement liée a la Sadénosylethionine,
qui comme la SAM est un activateur puissant de la CBS mais qui contrairement a la SAM est
moins déméthylée et métabolisée en homocystéine.?*

L activation par la S-adénosylethionine a réintroduit la coordination entre les deux voies de
méthylation et de transsulfuration initialement interrompue par la carence en folate du fait de
la diminution de la synthése de la SAM.

Chez le rat carencé en vitamine B6, la concentration plasmatique d’homocystéine n’est pas
augmentée.?** Par ailleurs, chez le rat carencé en vitamine B6, un gavage par voie orale en
méthionine provoque une augmentation de la concentration en homocystéine plasmatique
avec une élévation significative de la concentration hépatique en SAM. Ceci contraste avec ce
qui est observé chez le rat carencé en folate qui présente une augmentation significative de la

concentration plasmatique d’homocystéine aprés une charge en méthionine.?*

3.4.5-L’hyperhomocystéinémie chez I’lhomme

L hyperhomocystéinémie observée chez I’lhnomme peut étre classée en différentes catégories
selon la cause, la prévalence, et la sévérité. Les cas les plus séveres d’hyperhomocystéinémie
sont dus, dans la plupart des cas, a des mutations homozygotes des génes codant pour les

enzymes du métabolisme de I’homocystéine (Tableau 14). Dans ces cas, le déficit impliquant
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une enzyme de la voie de la reméthylation ou de la transsulfuration entraine une augmentation
majeure de I’homocystéinémie et de I’hnomocystéinurie. La forme classique de ce désordre —
I’lhomocystéinurie congénitale— est causée par un déficit sur le géne codant pour la CBS.?*
Chez ces patients, I’homocystéinémie plasmatique a jeun peut atteindre 400 umol/L. Des
déficits homozygotes sur d’autres genes peuvent entrainer des élévations similaires et incluent
les mutations du gene codant pour MTHFR ou toute autre enzyme participant a la synthése de
la méthylcobalamine.?®®#*" Les causes les plus fréquentes d’hyperhomocystéinémie,
responsable des formes modérées, sont représentées par les déficits moins séveres sur les
génes codant pour les enzymes du métabolisme de I’homocystéine ou de I’apport inadéquat
des vitamines impliquées dans le métabolisme de I’homocystéine (Tableau 14).
L’homocystéine plasmatique chez ces patients dépend de la voie altérée du métabolisme de
I’lhomocystéine.?*® Une altération de la voie de la reméthylation, méme si elle est minime,
entrainera une augmentation substantielle de I’homocysteinémie. Une telle altération peut étre
causee par un statut déficient en folate ou en vitamine B12 ou a un déficit sur I’enzyme
MTHFR.28239240 A |"inverse, en cas d’altération de la voie de transsulfuration,
I’augmentation de I’homocystéine plasmatique sera modérée. Cette altération peut étre
provoquée par un déficit hétérozygote de I’enzyme CBS ou d’un apport inadéquat en vitamine
B6 2*! et sera identifiée par une augmentation anormale de I’homocystéine aprés un test de

charge en méthionine ou en postprandial. ?3>2%#242
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Tableau 14. Classification des hyperhomocystéinémies

Hyperhomocystéinémie sévére
- Taux élevés d’homocystéine en permanence ;

- Causes : Déficit des enzymes CBS, MTHFR, ou des enzymes impliquées dans le
métabolisme des vitamines B12.

Hyperhomocysteéinémie moderée
- Hyperhomocystéinémie a jeun modérément élevée ;
- Refléte une altération de la méthylation de I’homocystéine ;

- Causes : déficit en folate, en B12 ou déficit enzymatique modéré : ex. MTHFR
thermolabile.

Hyperhomocystéinémie apres test de charge en méthionine
- Augmentation anormale de I’homocystéine aprés test de charge de méthionine ;

- Altération de la voie de la transsulfuration de I’homocystéine (statut hétérozygote pour la
CBS, déficit en vitamine B6).

Note. CBS : Cystathionine B-synthase; MTHFR : Méthyltétrahydrofolate reductase.

Les données relatives a la relation entre le statut vitaminique et le taux plasmatique de
I’lhomocysteine étaient rapportées initialement par Kang et al. qui ont démontré une relation
inverse entre les taux d’homocystéine et de folate.*® D’autres études ont démontré une
relation inverse entre les taux d’homocystéine et de vitamine B12 et ont rapporté I’efficacité
de la supplémentation vitaminique sur la réduction et la normalisation du taux plasmatique de
I’lhomocystéine.??>432* Dans ces derniéres études, la supplémentation en folate et en
vitamine B12, mais non en vitamine B6, réduisait I’homocystéinémie plasmatique a jeun.

La vitamine B6 était efficace uniquement dans la réduction du taux plasmatique

d’homocystéine aprés un test de charge en méthionine.??® L’association indépendante entre les
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nutriments et la concentration plasmatique d’homocystéine a été étudiée dans une cohorte
bien établie, la Framingham Heart Study.?*> Aprés ajustement pour I’age, le sexe, et les autres
vitamines, le taux plasmatique d’homocystéine était significativement associé et de facon non
linéaire au taux de folates plasmatiques. Les taux les plus bas d’homocystéine étaient
observés pour des concentrations de folate autour de 10 nmol/L ou plus. La concentration
plasmatique d’homocystéine était faiblement associée a la concentration en vitamine B12 et

au pyridoxine 5'-phosphate.?*

3.4.6- La thermolabilité de la méthylene-tétrahydrofolate réductase (MTHFR)

Les mutations qui entrainent une réduction sévere de I’activité MTHFR et une
hyperhomocystéinémie sévére sont rares.?*® En 1988, Kang et al. ont rapporté le cas de deux
patients non apparentés et qui présentaient une hyperhomocystéinémie avec un taux
plasmatique faible en folate.?* Ces patients présentaient un variant de I’enzyme MTHFR
distinguée de I’enzyme normale par une activité réduite de 50 % et une thermolabilité.?*®
Dans des études ultérieures, le méme groupe a démontré que la thermolabilité de la MTHFR
était un trait hérité de facon récessive, et touchait environ 5 % de la population générale et 17
% des patients avec une coronaropathie mais qu’il n’était pas associé a des complications

28 atila

neurologiques.?*’ L’ ADN complémentaire de I’enzyme MTHFR humaine a été isolé
été démontré que la thermolabilité de la MTHFR était causée par une mutation sur un site
polymorphe (677 C>T), résultant en une substitution de I’acide aminé valine par une alanine
dans I’enzyme.?*® La mutation était retrouvée chez 38 % des chromosomes non sélectionnés
chez 57 sujets canadiens francais. L’état homozygote pour cette mutation était présent chez 12
% des sujets et était corrélé de facon significative a I’augmentation de I’homocystéinémie.**

Dans un travail publié en 1996, Jacques et al. ont démontré une interaction entre le variant

thermolabile de MTHFR et le statut en folate.”*° Lorsque la concentration plasmatique en
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folate est élevée (> 15,4 nmol/L), les taux d’homocystéine sont bas et non associés au
génotype MTHFR. A I’inverse, lorsque la concentration en folate est basse, le taux
plasmatique d’homocystéine est significativement élevé chez les sujets homozygotes MTHFR
677, T/T en comparaison aux sujets présentant un génotype sauvage.?*® L existence d’une
telle interaction a été confirmée dans des études ultérieures.”*?*? Ces données impliquent que
I’expression phénotypique du génotype de MTHFR est dépendante de la biodisponibilité en
folate. Ceci suggere que les sujets homozygotes MTHFR 677, T/T pourraient avoir un besoin

plus élevé en folate en comparaison aux sujets présentant un génotype sauvage.

3.4.7- Autres facteurs contrélant le taux plasmatique de I’homocystéine

Le taux plasmatique de I’homocystéine est plus élevé chez les hommes en comparaison aux
femmes. Des taux élevés d’homocystéinémie ont été associés a I’altération de la fonction
rénale, une créatininémie élevée, un tabagisme actif, la consommation de café, d’alcool, et de

certaines drogues incluant les antagonistes des folates, le monoxyde d’azote, et la L-DOPA.**

3.4.8- MICI et I’homocystéine

3.4.8.1-Implication de I’homocystéine dans la pathogénie des MICI

3.4.8.1.1-Stress oxydant
L’homocystéine provoque une production des especes réactives de I’oxygene (ROS) et par
conséquent un stress oxydant. De nombreuses études ont mis en évidence le réle majeur joué
par les espéces réactives de I’oxygene dans la survenue des lésions de la muqueuse colique au
cours des MICI.?*
De plus, I’lhomocysteine 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).”® Une diminution du pouvoir anti-oxydant a ainsi été rapportée chez les
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sujets atteints de MICI1.%%®

3.4.8.1.2-Inflammation
Il a été montré in vitro que I’homocystéine pouvait stimuler la production de plusieurs
facteurs pro-inflammatoires tels que MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), une
chémokine pour les monocytes, et I’interleukine 1L-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 synthese 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).%’
L’expression de ces 3 molécules étant augmentée chez les patients atteints de MICI.**®
L’homocystéine pourrait également provoquer des lésions de la muqueuse intestinale par un
effet cytotoxique médié par le tumor necrosis factor-a (TNF-o). En effet, I’lhnomocystéine
induirait une mort cellulaire en augmentant la capacité du TNF-a a détruire les potentiels

membranaires mitochondriaux.?*°

L’homocystéine induit ainsi une inflammation sur
I’endothélium microvasculaire d’intestin humain en stimulant I’expression de VCAM-1,
MCP-1 et la phosphorylation de p38.%°

Au total, les lésions induites par I’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.

3.4.8.1.3-Stress du Réticulum Endoplasmique
Récemment, Danese et al. (2006) ont montré que la néoangiogénese était un phénomene
impliqué dans la pathogénie des MICI. En effet, le taux de VEGF (vascular endothelial

growth factor) est significativement élevé dans des prélevements de muqueuse intestinale de
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patients atteints de maladie de Maladies de Crohn (MC) ou de rectocolite hémorragique.?*
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
RE (réticulum endoplasmique), VEGF (vascular endothelial growth factor) et homocystéine

est possible au cours des MICI.2%?

3.4.8.1.4- Hypométhylation
La méthylation des régions promotrices du génome joue un réle majeur dans la régulation de
I’expression des génes. Une hyperméthylation entraine une répression, alors qu’une
hypométhylation est associée & une activation de génes.?®®
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 dernieres par une hyperhomocystéinémie est donc
responsable d’un état d’hypométhylation dans la cellule. Cette hypométhylation pourrait alors
avoir comme conséquence d’activer certains genes pro-inflammatoires chez les sujets atteints
de MICI, méme si aucune donnée n’est a ce jour disponible a ce sujet.
Par ailleurs, une hypométhylation globale de I’ADN associée a une hyperméthylation
spécifique de génes suppresseurs de tumeurs est un trait caractéristique des cellules tumorales,
comme cela été rapporté avec une hyperméthylation spécifique des promoteurs des génes p16

% Une

et hMLH1 (human mutL homologue 1) dans les tumeurs colorectales.?
hypométhylation globale de I’ADN, peut-étre secondaire a une hyperhomocystéinémie par

carence en folates, a été mise en évidence dans les formes sévéres de RCH.?%* Ces données
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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’oestrogéne a été
proposée comme un marqueur du risque de néoplasie colorectale dans la RCH, soulignant
I’implication possible d’anomalies épigénétiques dans la carcinogénese colorectale au cours

des MICI.%%°

3.4.8.2- Les études cliniques d’association de I’homocystéine avec les MICI
Une hyperhomocystéinémie modérée est fréquente chez les sujets atteints de maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI). Etant donné qu’une hyperhomocystéinémie
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 hyperhomocystéinémie. D’apres des données récentes de la
littérature, I’nomocystéine pourrait promouvoir une inflammation muqueuse chronique par le
biais d’un stress oxydant, d’un stress du réticulum endoplasmique (RE), et d’une activation de
facteurs pro-inflammatoires.*® Les anomalies épigénétiques (méthylation de I’ADN)
associées a une hyperhomocystéinémie 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 & I’activité, au nombre de poussées, & la sévérité et & la durée de la RCH.?*®
L’ensemble de ces éléments pourrait permettre une meilleure compréhension de la

physiopathologie des MICI.

3.4.8.3-Prévalence de I’hyperhomocysténémie au cours des MICI

En 2001, Papa et al.*®” rapportaient une hyperhomocystéinémie chez 26,5% des patients

atteints de MICI contre 3,3% chez les sujets sains. Zezos et al.?®® ont trouvé le méme résultat.
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Depuis 1998, onze autres études ont étudié la concentration de I’homocystéine plasmatique
chez les patiens atteints de MC ou de RCH. Parmi eux, dix études ont retrouvé que le taux
d’homocystéine est plus élevé chez les patients atteints de MICI que chez les sujets sains
(tableau 15). Deux études ont également étudié la concentration de I’homocystéine sur des
prélevements de muqueuse colique chez des sujets atteints de MICI : les taux intra-mugqueux
s’avérent nettement plus élevés que chez les sujets sains 2, ce qui souligne I’implication
possible de I’hyperhomocystéinémie dans la pathogénie des MICI.

Tableau 15. Le niveau de I’homocystéinémie chez les sujets atteints de MICI et les sujets

sains (D’apreés Peyrin-Biroulet et al.2007 %)

Homocysteine (gmol/L, Mean + SD or Median [Range])

Reference Case Number (UC/CD) IBD Patients Controls P Value
(45) 61 (29/32) 122+7.7 105+46 0.045
(47) 68 (37/31) 13.2+78 74428 <0.01
(48) 171 (V171) 14.8 (4.1-51) 44-124 ND
(49) 65 (9/56) 8741 66+04 <0.05
(50) 108 (53/55) 159+ 10.3(UC)and 13.6 +£6.5(CD) 96+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 (021) 13.24 £ 553 102+36 <0.01
(53) 106 (52/54) 10.7 (not reported) ND ND
(46) 64 (39/25) 11.7£5.7 78+25 0.001
(5) 174 (91/83) 10.85 (3.25-39.24) 8.00(4.13-16.16) 0.0001

Ut slcerative colitis; CD = Crohn’s discase: ND = not determined

3.4.8.4-L hyperhomocystéinémie et thromboses au cours des MICI

L’homocystéine pourrait favoriser le développement de thromboses par des mécanismes
différents: I’inhibition de molécules anticoagulantes (Heparin-like glycosaminoglycan,
antithrombine I1l, protéine C réactive, thrombomoduline) ou une diminution de la
fibrinolyse.?”

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.?” Il faut noter que les complications thromboemboliques observées au cours
des MICI sont principalement des thromboses veineuses profondes et des embolies

pulmonaires.
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Slot et al.?”? rapportent le cas d’une patiente ayant une maladie de Crohn, atteinte de
thromboses étendues aprés I’accouchement avec ischémie du territoire médullaire et
symptdmes neurologiques graves. L hyperhomocystéinémie 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 I’épaisseur de I’intima/média des artéres carotides communes et
le taux d’homocystéine plasmatique, suggérant une possible implication de
I’hyperhomocystéinémie dans la survenue des thromboses au cours des MICI.2"* Cependant,

dans une étude précédente, Papa et al.”®’

n’ont pas trouvé de différence de prévalence de
I’hyperhomocystéinémie entre les patients atteints de MICI ayant présenté des antécédents
personnels de maladie thrombotique et ceux indemnes de ce type de complication. Oldenburg
et al.?’* ont confirmé cette absence d’association dans une autre série indépendante.

Peu de travaux ont analysé les relations entre les polymorphismes des enzymes du
métabolisme de I’homocystéine et les complications thromboemboliques dans les MICI. A
notre connaissance, une seule étude a évalué I’association entre le variant 677TT de la
MTHFR et la survenue d’événements thrombotiques dans les MICI. Dans cette étude, Guédon
et al.””® n’ont pas trouvé de différence significative de prévalences du variant 677TT 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.?" Cattaneo et al.”’’ ont démontré que le risque de thromboses peut

étre augmenté uniquement si le génotype homozygote 677TT est associé a I’autres anomalies

de la coagulation comme une mutation du facteur V de Leyden.
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3.4.8.5-Association des déterminants de I’homocystéine avec les MICI
3.4.8.5.1-Déterminants nutritionnels
Les patients atteints de MICI présentent une prédisposition aux carences nutritionnelles qui
peuvent étre causées par:
1) Réduction des apports alimentaires secondaire a I’anorexie, aux nausées et aux douleurs
abdominales liées a la maladie ;

2) La malabsorption secondaire aux résections de I’iléon?"®

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 complications postopératoires ;

5) L’inhibition d’absorption des folates & cause de la prise d’aminosalycilés.?”

Plusieurs études ont exploré [I’influence des déterminants nutritionnels de
I’hyperhomocystéinémie chez les patients atteints de MICI. Globalement, une carence en
folates est la principale cause des hyperhomocystéinémies constatées chez les patients atteints
de MICI.2%827 C’est ainsi que certains auteurs ont trouvé que le taux de folates est le seul
facteur indépendant significativement associé & une hyperhomocystéinémie.?®’

Le lien entre vitamine B12 et homocystéinémie semble moins évident au cours des MICI. Des
travaux ont mis en évidence la corrélation entre la carence en vitamine B12 et les
hyperhomocystéinémies.2°%:268.24

Par rapport aux folates et a la vitamine B12, I’influence du taux de vitamine B6 et vitamine
B2 sur celui de I’lhomocysteine dans les MICI serait nulle. A notre connaissance, il n’y a

274
l.

qu’Oldenbrug et a qui ont montré une association significative entre le taux de vitamine

B6 et le taux de I’homocystéine. Dans une autre étude, I’hyperhomocystéinémie a été trouvée
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plus fréqguemment 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.?*

3.4.8.5.2 Déterminants génétiques
Les données 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. Mahmud et al.?®* 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 677TT contre 8,3% dans la population générale
(P<0.01).%%2 Cinq 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,?’>283284285
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
I’absence de données sur le statut en folates dans ces études pourraient également expliquer
ces résultats discordants.
Peu d’études ont porté sur les polymorphismes des autres enzymes du métabolisme de
I’homocystéine. Une seule étude a porté sur I’association du polymorphisme de la CBS
(864ins68) aux MICI.?®" Les conclusions sont que la prévalence de la mutation hétérozygote
de CBS était identique chez les patients atteints de MICI et chez les sujets sains.
Cependant, il a été montré que le variant A66G de la MTRR est plus fréquent chez les

patients francais atteints de MICI que chez les sujets controles (OR=4,0, 95% C.1.=1,7-9,2).%%
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3.4.8.5.3 Pharmacogénétique
Parmi les traitements incriminés, les aminosalicylés ont longtemps été considérés comme une
cause potentielle d’hyperhomocystéinémie dans les MICI: on pensait en effet que I’absorption
des folates était inhibée par la sulfasalazine.’”® Cependant, aucune association n’a été
observée entre I’utilisation des aminosalycilés et le taux d’homocystéine plasmatique dans les
études les plus récentes. 2%’
Les effets du méthotrexate, un antagoniste de I’acide folique, sur I’homocystéinémie 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.?’ Le
traitement par méthotrexate ne semble pas influencer le taux d’homocystéine au cours des
MICI. Par ailleurs, les polymorphismes du géne MTHFR ne semblent pas influencer
I’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 I’alléle 1298C de la MTHFR.?%®

3.5-Publication n°5 : « Une carence en donneurs de méthyles aggrave les lésions de colite
expérimentale chez le rat. » (Journal of Cellular and Molecular Medicine, Vol 15, N°11,
2011)

3.5.1-Introduction

Comme nous I’avons décrit ci-dessus, un déficit en donneurs de méthyles (folate et/ou
vitamine B12) entraine une augmentation de I’homocystéine au sein des tissus et pourrait
promouvoir une inflammation de la muqueuse par activation de différentes voies relatives a

I"inflammation, le stress oxydant cellulaire et I’apoptose. 28 Bien qu’il y ait une association
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entre les déterminants génétiques et nutritionnels de I’homocystéine avec les maladies
inflammatoires chroniques intestinales, les effets de la carence en donneurs de méthyles sur
I’homéostasie intestinale sont peu connus d’un point de vue moléculaire. Le but de cette étude
a été d’examiner I’impact d’un régime pauvre en donneurs de méthyles (alimentation sans
folate, vitamine B12 et choline) sur les Iésions coliques induites par un traitement par DSS
(Dextran Sodium Sulfate) chez le rat et d’identifier les médiateurs de I’inflammation,
I’apoptose et le stress oxydant pouvant potentiellement contribués a I’inflammation. Pour se
faire I’ensemble de ces parameétres a été étudié chez des ratons, issus de meres carencées en
donneurs de méthyles durant la gestation et I’allaitement, et chez lesquels des Iésions de colite

expérimentale ont été induites par DSS.

3.5.2-Résultats

La carence en donneurs de méthyles a été confirmée par mesure des taux plasmatiques
d’homocysteine, de vitamine B12 et de folate, retrouvant ainsi chez les ratons carencés une
diminution significative des taux de vitamine B12 et de folate associée & une augmentation du
taux d’homocysteéine.

L’indice d’activité de la maladie 2*°, corrélée aux lésions inflammatoires histologiques,
montrait une nette augmentation de ce score pour le groupe carence traité par DSS par rapport
au groupe de ratons non carencés également traités par DSS et par rapport aux deux autres
groupes de ratons (carencés/non traités par DSS et non carencés/non traités par

DSS).(Figure 16)
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Disease activity index (DAI)

Days

Figure 16: Représentation graphique de I’index d’activité de la maladie (DAI) moyen

quotidien des ratons entre J21 et J27. Différence statistiquement significative, * C DSS+

(Carencé traité par DSS) vs. NC DSS+ (Non carencé traité par DSS), P<a,05 ; **C DSS+ vs

NC DSS+, P<0,01, ANOVA, test de Fisher.

L analyse du stress oxydant par différents marqueurs (tableau 16) (activité des superoxide

dismutase et glutathione peroxidase) ne retrouvait pas de différence significative entre les

groupes carenceés et non carencés traités par DSS.

Tableau 16: Activité des superoxide dismutase et glutathione peroxidase dans le colon

des rats.
C/DSS™ D/DSS™ c/nss* D/Dss*
Total SOD (Ul/mg) 798+185 1346 + 7.01* 8.11 + 241 765+ 1.08
S0D Mn (Ul/mg) 0.76 + 0.23 1.05 + 0.27* 053 + 0.12 0.74 017
50D Cu/zn (Ul/mg) 122 +173 1242 + 677 758 +23 6.91 + 1.01
GPX (umol/min/g) 64.86 + 6.95 84.55 + 31.77 66.97 + 15.33 69.03 + 14.88

Les résultats sont exprimés en moyennes + déviations standarts. *D DSS-(carencé non traité

par DSS) vs C DSS- (contréle non traité par DSS), P<0,05, ANOVA, test de Fisher.
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Par contre une diminution de I’expression de caspase-3 et de Bax était retrouvée avec une
augmentation du taux de Bcl-2 chez les ratons carencés traités par DSS en comparaison aux
animaux non carencés traités par DSS (figure 17), ceci signifiant que la carence en donneurs
de méthyles durant un traitement expérimental induisant des Iésions de colite stimule des

voies anti-apoptotiques.
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Figure 17: Effets de la carence en donneurs de méthyles sur I’apoptose. L’analyse en western-
blot de caspase-3, Bax et BCI-2 a été réalisée sur des rats avec des lésions de colite induite par
DSS. ** Caspase-3 chez les rats carencés non traités (D DSS-) comparée aux rats carences
traités par DSS (D DSS+). P< 0,05 ; * ratios Bax/actine et Bcl-2/actine chez les rats carences

non traités (D DSS-) comparés aux rats carences traités par DSS (D DSS+). P< 0,05.
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L’analyse du taux d’ARNm de TNF alpha, déterminé par RT-PCR en temps réel semi-
quantitative retrouvait un taux significativement plus élevé chez les animaux carencés traités
par DSS. De plus I’analyse en western blot montrait une diminution du taux de TIMP3

(Tissue Inhibitor metalloprotéinase), un régulateur négatif de TNF alpha.
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Figure 18: Effets de la carence en donneurs de méthyles sur I’expression de TNF-alpha,
TIMP3 et TACE chez les rats présentant des Iésions de colite induites par DSS. Analyse de
I’expression en western blot de TIMP3 et TACE et des taux d’ARNm par TNF alpha en RT-
PCR semi-quantitative en temps réel, utilisant PR29 comme gene de référence.*TNF alpha

des animaux contréles non traités par DSS (C DSS-) comparé aux animaux carencés non

traités par DSS (D DSS-), P<0,05 ; ** TIMP3 chez les animaux contréles non traités par DSS

(C DSS-) comparé aux animaux carencés non traités par DSS (D DSS-), P<0,01.
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Les taux de p38 et de cPLA2 (cytosolique phospholipase A2) étaient significativement
augmentés chez les animaux carencés compartivement aux animaux non carencés, qu’ils
soient traités ou non par DSS. La phospholipase A2 (PLA2) dégrade les phospholipides

membranaires en acide arachidonique et en lysoPAF (platelet activating factor).
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Figure 19: Effets de la carence en donneurs de méthyles sur I’expression de p38 et cPLA2
chez les rats présentant des Iésions de colite induites par DSS. Analyse de I’expression en
western blot de p38 et cPLA2 et analyse quantitative. * p38 et cPLA2 chez les animaux
contrdles non traités par DSS (C DSS-) comparé aux animaux carencés non traités par DSS
(D DSS-), P<0,05 ; ** p38 et cPLA2 chez les animaux contrdles traités par DSS (C DSS+)

comparé aux animaux carencés traités ou non par DSS (D DSS-/D DSS+), P<0,01.

Ensuite, I’acide arachidonique est métabolisé par les cyclo-oxygénases (COX) et la

lipooxygénase (LOX). Il existe deux types de cyclo-oxygénases: COX1 et COX2. Pour
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documenter I’augmentation de phospholipase A2 cytolique (cPLAZ2) induite par la carence en
donneurs de méthyles et le DSS, nous avons étudié I’expression de COX1, COX2 et LOX

dans le c6lon des rats.

Figure 20: Examination histologique de la muqueuse des rats carencés en donneurs de
méthyles traités par DSS (B) comparés aux contréles (A) montrant des dommages plus

marqués chez les animaux carencés. Immunofluorescence de cPLA2 sur la muqueuse colique
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des rats contrdles (C) et des rats carencés (D) montrant un signal plus marqué chez les
animaux carenceés
. Immunofluorescence de COX2 sur la muqueuse colique des rats contréles (E) et des rats

carencés (F) montrant un signal plus marqué chez les animaux carencés

L analyse par Western-Blotting montre une augmentation trés significative de COX2 dans le
cblon des rats carencés traités par DSS par rapport aux rats non carencés traités par DSS. Par
contre, I’expression de COX1 n’est pas modifiée.

L’ expression de 5-LOX montre la méme tendance que celle de cPLA2.
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Figure 21: Effets de la carence en donneurs de méthyles sur I’expression de COX1, COX2 et
LOX chez les rats présentant des lésions de colite induites par DSS. Analyse de I’expression

en western blot de COX1, COX2 et LOX et analyse quantitative. ** COX2 chez les animaux
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carencés traités par DSS (D DSS+) comparé aux animaux controles traités par DSS (C

DSS+), contrdles non traités (C DSS-) et carencés non traités (D DSS-) ; P<0,001.

3.5.3-Discussion

D’apres des données récentes de la littérature, I’nomocystéine 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 ?*°. Par ailleurs, les
anomalies épigénétiques (méthylation de I’ADN) associées a une hyperhomocystéinémie 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.

L’Index d’activité de la maladie (DAI) est un bon indice pour quantifier la sévérité de la
maladie et correspond bien & I’inflammation mise en évidence par I’analyse histologique 2.
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 du cdlon 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 carencé traité par DSS, qui
est significativement plus élevé que celui du groupe non carence traité par DSS. Les
mécanismes cellulaires possibles par lesquels I’élévation de I’homocystéine favorise
I’inflammation colique peuvent potentiellement étre de différentes natures: stress oxydant,
stress du réticulum endoplasmique, apoptose, ou activation des facteurs pro-inflammatoires.
Le Superoxyde dismutase (SOD) et la Glutathion peroxydase (GPX) sont deux enzymes anti-

oxydantes dont I’action combinée permet de lutter efficacement contre le stress oxydant.
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Dans ce travail, I’activité de la SOD est augmentée chez les rats du groupe carencé non traité
par DSS par rapport aux rats du groupe non carencé et non traité par 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)%°, montrant que les activités de SOD et GPX sont plus élevées chez les sujets ayant
une hyperhomocystéinémie modérée (>20Xmol/L) par rapport au groupe contréle. D’autres
études ont rapporté que I’hyperhomocystéinémie pourrait diminuer les activités des
différentes enzymes impliquées dans la réduction des espéces oxygénées, comme la

2% ot |a glutathion péroxydase (GPX) 2. Ces divergences de

superoxyde dismutase (SOD)
résultats peuvent étre liées aux différences entre les modeles d’étude (humains, animaux ou
culture cellulaire) ou a la concentration de I’homocystéine. L’augmentation de I’activité de
SOD observée dans notre étude peut-étre une maniére de s’adapter au stress oxydant induit
par une hyperhomocystéinémie modérée. Le stress oxydant est impliqué dans la pathogénie
des MICI. De nombreuses études ont mis en évidence le rdle majeur joue par les espéces
réactives de I’oxygéne (ROS) dans la survenue des Iésions de la muqueuse colique ?*.

Dans notre travail, il semblerait que les activités SOD et GPX ne soient pas modifiées par le
DSS. Durak et al. ?*? n’ont pas trouvé de modification de I’activité de la SOD et GPX chez les
patients atteints 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 ** et de
la GPX %°* sont diminuées dans la muqueuse colique des patients ayant des MICI. Mais
I’interprétation de ces divergences est tempérée par la différence des méthodes qui incluent
I’utilisation des prélevements biopsiques ou des prélevements chirurgicaux, les méthodes

254
. %0

d’analyse ou la phase de recrutement de I’étude. Par exemple, Korenaza et a nt

démontré que I’activité de la SOD était augmentée pendant la phase aigué de I’'inflammation
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et diminuée en cas d’inflammation chronique dans un modele animal de colite inflammatoire
au DSS.

La carence en donneurs de méthyles est connue pour générer une apoptose. Vijayalakshhmi et
al.2%® ont rapporté qu’une carence multi-vitaminique augmente I’index apoptotique et
I’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 2%, les cellules neuronales 2°

et les cellules du trophoblaste
2% e mécanisme par lequel I’homocystéine conduit & I’apoptose n’est pas encore clairement
élucide.

Robert et al.?*°

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.>®
ont montré qu’il n’y a pas de modification de I’expression de caspase3, Bax et Bcl2 dans les
lymphocytes humains incubés 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 Bcl2 dans le colon des
rats carencés.

L’étude immunohistochimique a démontré que I’expression de p53 est augmentée dans la
mugqueuse inflammatoire des patients de RCH.*** La protéine p53 pourrait induire ’apoptose
en augmentant Bax et diminuant Bcl2. Cependant, il existe une augmentation de Bcl2 chez les
ratons carencés traités par DSS. Nous avons aussi observé une diminution de caspase 3 et Bax
dans le c6lon chez les rats carencés apreés traitement avec le DSS, ce qui suggere qu’il existe
un mécanisme protecteur anti-apoptotique.

La diminution de caspase 3, Bax et I’laugmentation de Bcl2 dans le cdlon des rats carencés

apres traitement avec le DSS peut étre expliquée par I’hyperhomocystéinémie. En effet

I’homocystéine est capable d’activer le facteur de transcription Necrosis Factor kappa B
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(NF-kB)**%3% qui est un régulateur des cytokines pro-inflammatoires et un inhibiteur
important de I’apoptose.*®* Imura et al.** 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
I’expression de Bax est probablement régulée par des médiateurs inflammatoires.

Le TNF-alpha joue un role central dans la cascade inflammatoire des MICI, notamment la
Maladie de Crohn.*® Lanticorps monoclonal anti-TNF- alpha (infliximab) induit la rémission
clinique chez plus de 50% des patients atteints de MICI.>*" La protéine p38 est ainsi
impliquée dans la pathogénie des MICI.3®® Des études ont montré que dans la muqueuse
inflammatoire intestinale des patients atteints de MICI, p38 est la MAPK qui est le plus
activée.** TNF- alpha est régulée par p38 *° et I’inhibition de p38 supprime la synthése de
TNF- alpha chez les souris.*** Danese et al.*® ont montré que I’homocystéine et TNF- alpha
peuvent promouvoir une inflammation muqueuse par I’activation de p38 in vitro et que la
combinaison de I’homocystéine et TNF- alpha exercaient un effet synergique. Nous avons
trouvé que I’expression des ARNm de TNF- alpha est augmentée dans le célon des rats
carencés par rapport aux témoins. En accord avec notre travail, Peracchi et al.*'? et Scalabrino
et al.*** ont rapporté que la concentration de TNF- alpha est inversement proportionnelle & 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- alpha n’est
pas encore élucidé. Il est possible que la voie de signalisation de p38 soit impliquée, comme
le suggérent nos résultats qui mettent en évidence une augmentation de la protéine p38 dans le
cblon des rats carencés. L’activation de la cPLA2 est également sous I’influence de p38, par
phosphorylation sur la Ser505.3** 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
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presque toutes les cellules. Elle induit la synthese des prostaglandines physiologiques qui
jouent un réle dans le maintien de I’intégrité intestinale.®!*> La COX2 est synthétisée et induite
par les cytokines pro-inflammatoires, comme IL-1U et TNF- alpha.®*® Elle favorise la
synthése des prostaglandines impliquées dans I’inflammation.®!” 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 ces maladies.**® Récemment, Leoncini et al.** ont
trouvé que I’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 prostaglandines et de leucotrienes
via la voie p38/cPLA2.

En résumé, dans cette étude, nous avons mis en évidence une augmentation importante de
cPLAZ2 consécutive a la carence en donneurs de méthyles. L’augmentation de cPLA2 pourrait
étre liée a I’augmentation de la protéine p38, qui est un régulateur de cPLA2.

Ensuite, nous avons étudié I’expression de COX1, COX2 et 5-LOX dans le cdlon des rats.
Les résultats des Western Blots montrent que la protéine COX2 est augmentée dans le cdlon
des rats carencés traités par DSS comparativement aux rats non carencés traités par DSS. Par
contre, il n’y a pas de modification de I’expression de COX1 ni 5-LOX. Ainsi, I’aggravation
de la réaction inflammatoire en cas de carence pourrait étre expliquée par I’augmentation de
I’expression de cPLA2 et COX2. COX2 n’est pas exprimée dans le cdlon des sujets sains et
les patients atteints de MICI en rémission. La protéine COX2 est aussi exprimée dans le célon
inflammatoire des patients atteints de MICI active. L’expression de COX2 est régulée par

plusieurs facteurs de transcription, notamment NF-kappaB.*? 11 est donc possible que
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I’augmentation de ROS ou TNF-alpha, qui sont tous activateur de NF-kappaB, contribue a
I’élévation de I’expression de COX2.

En conclusion, une carence en donneurs de méthyles pourrait avoir pour conségquence une sur-
expression de facteurs pro-inflammatoires, entrainant ainsi un effet aggravant de la carence en
folate et en vitamine B12 sur des lésions expérimentales de maladies inflammatoires
intestinales. Une attention particuliére doit donc étre donnée a la présente d’une carence en

folate et en vitamine B12 chez les patients atteints de maladies inflammatoires intestinales.

3.6-Publication n°6: « Une carence en donneurs de méthyles affecte la différenciation
cellulaire et le fonctionnement de la barriere intestinale au niveau de I’intestin gréle chez le

rat. » (British Journal of nutrition, vol.16, juillet 2012)

3.6.1-Introduction

Les maladies inflammatoires intestinales, comprenant la maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique, sont des désordres inflammatoires chroniques du tractus gastrointestinal.’*
Environ 1.4 millions de personnes aux Etats-Unis pourraient souffrir d’une maladie
inflammatoire intestinale.'® Les concepts actuels de la pathogénie des maladie inflammatoires
intestinales suggérent des interactions complexes entre des facteurs génétiques, nutritionnels,
environnementaux et la flore digestive.**! L’hyperhomocystéinémie 1égére & modérée et les
variantes génétiques du métabolisme des monocarbones sont associés aux maladies

inflammatoires  intestinales.”®**%*%%!

Des concentrations élevées d’homocystéine sont
retrouvées dans la muqueuse colique de patients atteints de maladies inflammatoires
intestinales.”®***> Comme nous 1’avons démontré dans I’étude précédente, dans le colon une

carence en donneurs de méthyles due a un déficit en folate et en vitamine B12 dans
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I’alimentation, entrainant ainsi une élévation du taux d’homocystéine, aggrave les lésions de
colite expérimentale chez le rat en augmentant le stress oxydant, en diminuant I’apoptose
cellulaire et en activant des mécanismes pro-inflammatoires.*?® Dans la muqueuse gastrique
de rats, la carence en donneurs de méthyles affecte I’organisation cellulaire et leur fonction,
avec une altération de couche de mucine en surface et la réduction de I’épaisseur des
glandes.?*

La maladie de Crohn peut atteindre le colon mais auusi I’intestin gréle. Un tiers des patients
présente ainsi une iléite, une colite ou une iléo-colite au moment du diagnostic.'”* L’apoptose
des lymphocytes T joue un role clé dans la physiopathologie des maladies inflammatoires
intestinales.®*® Un ratio perturbé entre des voies pro-apoptotiques et des voies anti-
apoptotiques entrainent une résistance a I’apoptose chez les patients atteints de la maladie de

327 e statut de

Crohn.*® En modulant les différentes voies de régulation de I’apoptose
donneurs de méthyles pourrait contribuer au maintien de I’homéostasie intestinale.”®® Les
maladies inflammatoires intestinales sont caractérisées par un defect de la barriere intestinale
et de la fonction sécrétoire.®?® La barriére intestinale, un systtme complexe formé par les
cellules épithéliales et la couche de mucus, est un élément majeur de I’homéostasie
intestinale.®”® La phosphatase alcaline intestinale est impliquée dans le maintien de
I’homéostasie de la flore digestive.**® Des défenses antimicrobiennes perturbées provenant
des cellules de Paneth pourraient étre un facteur critique de la pathogénie de la maladie de
Crohn.”"*3! | a voie Wnt/p-caténine joue un role essentiel durant le développement et
I’homéostasie adulte, incluant ainsi la détermination, la prolifération, la migration, et la
différenciation de I’intestin.**

Les effets d’une carence en donneurs de méthyles sur la différenciation et le fonctionnement

de la barriere intestinale sont inconnus. Ce travail a étudié I’impact d’une carence en donneurs

de méthyles (régime sans folate, vitamine B12 et choline) sur I’organisation, I’apotose, la
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prolifération et la différenciation au niveau des parties proximales et distales de I’intestin
gréle chez des ratons issus de méres carencées en donneurs de méthyles durant la grossesse et

I’allaitement.

3.6.2-Matériel et méthodes.

L’ensemble des techniques et des protocoles réalisés est résumé sous forme de fiches
techniques dans la partie annexe du manuscrit.

En résumé, I’étude a porté sur 18 ratons: 10 issus de meres carencées en folate et en vitamine
B12 durant la gestation et I’allaitement et 8 issus de méres ayant recu un régime normal.

Une étude morphologique de I’intestin gréle proximal et distal est réalisée pour chaque raton a
partir de prélevements fixés dans le formol, sur coloration standart HES.

Le taux de prolifération est évalué par immunomarquage a I’aide des anticorps anti-Ki-67,
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), Phosphohistone H3 et MCM-6
(Minichromosome Maintenance Protein).

Le taux d’apoptose est déterminé par marquage des cellules apoptotiques par
immunodétection de I’antigene caspase-3 clivée et par la technique Apostain.

La différenciation entérocytaire est étudiée grace a la détection de I’activité de la phosphatase
alcaline.

L’étude des cellules a mucus est réalisée par immunodétection de MUC-2 et par marquage
des mucines par les colorations spéciales PAS et Bleu Alcian.

L’étude des cellules de Paneth est faite par immunumarquage a I’aide de I’anticorps anti-
lysosyme.

L’étude des interactions B -caténine/E-cadherine et de la phosphorylation de -caténine est

réalisée par technique duolink sur I’intestin gréle distal avec évaluation de I’expression des
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protéines PP2A (Protéine Phosphatase A2), cdx-2, Cycline E, cdk-2 et -caténine par

western-blot.

3.6.3-Résultats
3.6.3.1-Confirmation de la carence en donneurs de méthyles

Les taux de vitamine B12, folate et homocystéine sont mesurés a partir d’échantillons
sanguins prélevés chez chaque raton. A 26 jours de vie, on constate chez les animaux carencés
une nette diminution des concentrations de vitamine B12 (778 + 229.13 chez les contrdles vs.
298 + 93.53 pM chez les animaux carencés, p=0.0003) et de folate (104 + 31.03 chez les
controles vs. 13.5 + 5.10 chez les animaux carencés, p=0.0004), associée a une augmentation
de la concentration plasmatique d’homocystéine (6.98 + 0.94 chez les contr6les vs. 55.6 +

6.49 chez les animaux carencés, p=0.0011). Les résultats sont résumés dans le tableau 17.

Tableau 17. Taux plasmatiques d’homocysteéine, de vitamine B12 et de vitamine B9 (folate)
chez les animaux carencés et les animaux contréle.

Concentration Concentration Concentration
plasmatique plasmatique de plasmatique de
d’homocystéine

vitamine B12 (pM) vitamine B9 (nM)

(uM)
Contrdles (n=8) 6,98 +/- 0.94 778+/-229.13 104+/-31.03
Carencés (n=10) 55.6 +/- 16.49* 298+/-93.53* 13.5+/-5.10*

Les résultats sont exprimés en moyennes +/- Ecart-type, * Contrdles versus carencés, p<0.01,
U Mann Withney test.

3.6.3.2-Effets de la carence sur le poids et I’aspect morphologique de la paroi intestinale gréle

au niveau distal et proximal.
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Au moment du sevrage, les animaux carencés (n=10) pésent statistiquement moins que
les animaux contrbles (n=8) (31.57g + 6.84 chez les contrdles vs. 21.41 + 0.96 chez les
carencés, p=0.0004).

La paroi intestinale distale chez les animaux carencés (Figure 22D) présente une hypotrophie
globale par rapport a celle des animaux contréles (Figure 22C). Par contre, aucune différence
au point de vue de I’épaisseur n’est observée au niveau de la paroi intestinale proximale entre

les animaux contrbles et carencés. (Figure 22A et 22B)

Controles Carencés
A C

Intestin gréle proximal

B D

Intestin gréle distal

Figure 22: Aspect de la paroi intestinale gréle en microscopie optique au niveau
proximal (A et B) et au niveau distal (C et D) chez les animaux controles (A et C) et chez les

animaux carencés (B et D). (HES x 200)

Comme décrits au niveau du tableau 18, des modifications majeures sont observées au niveau
de I’intestin gréle distal chez les anmaux carencés en donneurs de méthyles. L’épaisseur de
I’intestin distal des animaux carencés étaient plus petite que celle observée chez les animaux

contréles (0.30 mm + 0.03 chez les carencés vs. 0.58 mm + 0.11 cez les contréles, p=0.0003)
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alors qu’aucune différence n’était observée au niveau de I’épaisseur de I’intestin gréle
poximal (0.41 mm % 0.07 chez les carencés vs. 0.43 mm * 0.09 chez les contrdles, p=0.45).
L’intestin gréle distal des animaux carencés était le siege d’une hypotrophie globale de la
paroi avec une hauteur des villosités plus petite (0.17 mm £ 0.05 chez les carencés vs. 0.33
mm + 0.03 chez les contréles, p=0.004), une longueur des cryptes plus petite (0.08 mm = 0.01
chez les carencés vs. 0.14 mm + 0.04 chez les controles, p=0.0009), une épaisseur de la sous-
mugqueuse plus petite (0.01 mm =+ 0 chez les carencés vs. 0.03 mm + 0.01 chez les contrdles,
p=0.0045) et une épaisseur de la musculeuse plus faible (interne : 0.03 mm + 0.01 chez les
carencés vs. 0.048 mm =+ 0.02 chez les contréles p=0.0016; externe: 0.017 mm =+ O chez les
carencés vs. 0.028 mm =+ 0.01 chez les contréles, p=0.003). Le ratio hauteur des villosités sur
longueur des cryptes n’était pas modifié entre les animaux carenceés et les non carencés. (0.44
+ 0.12 vs. 0.41 + 0.1 respectivement, p=0.6). Au niveau de I’intestin gréle distal, I’épaisseur
des villosités était de facon significative plus petite chez les animaux carencés que chez les
contréles (0.05 mm + 0.014 chez les carencés vs. 0.067 mm = 0.004 chez les contrdles,
p=0.0004) avec une diminution de la taille des entérocytes (0.017 mm =+ 0.001 chez les
carencés vs. 0.024 mm = 0.003 chez les contrdles, p=0.0003), alors que I’épaisseur de I’axe
conjonctivo-vasculaire des villosités n’était pas affectée par le régime carencé (0.017 mm %
0.003 chez les carencés vs. 0.018 mm + 0.002 chez les contrdles, p=0.96).

Au niveau de I’intestin gréle proximal, des modifications mineures étaient observées
chez les animaux carencés avec une épaisseur des cryptes plus petite (0.025 mm + 0.004 chez
les carencés vs. 0.03 mm = 0.005 chez les contrbles, p=0.004), une épaisseur des villosités
plus petite (0.04 mm % 0.006 chez les carencés vs. 0.05 mm + 0.006 chez les contrdles,
p=0.028) et une épaisseur des axes conjonctivo-vasculaires villositaires plus faible (0.016 mm
+ 0.001 chez les carencés vs. 0.018 mm + 0.004 chez les contréles, p=0.043). La carence en

donneurs de méthyles n’affectaient pas les autres paramétres, a savoir la hauteur des villosités,
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I’épaisseur de la sous-muqueuse, I’épaisseur de la musculeuse, la densité des cryptes, la taille
des entérocytes et le ratio hauteur villosité sur longueur des cryptes.

L’ensemble de ces résultats indique donc que la carence en donneurs de méthyles
affecte de facon différente I’intestin gréle distal et I’intestin gréle proximal avec des
modifications majeures au niveau de I’intestin gréle distal caractérisées par une hypotrophie

globale de la paroi.
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Tableau 18: Modifications morphologiques au niveau de I’intestin gréle proximal et distal
chez les animaux carencés en donneurs de méthyles et chez les animaux contrdles.

INTESTIN PROXIMAL

INTESTIN DISTAL

Contrdles Carenceés Contrdles Carenceés
Epaisseur de la paroi (mm) 043 +0.09 0.41+0.07 058+0.11 0.30 +
0.03**
Hauteur des villosités (mm)  0.24+0.04 0.26+0.06 0.33+0.05 0.17 £
0.03**
Longueur des cryptes (mm)  0.09+0.03 0.08+0.02 0.14 +0.04 0.08 +
0.01**
Epaisseur de la sous- 0.02+0.01 0.02+0 0.03+0.01  0.02£0**
muqueuse (mm)
Episseur de la musculeuse 0.045 + 0.034 + 0.048 + 0.028 +
(interne-externe) (mm) 0.02-0.025 0.01-0.017 0.02-0.03 0.01**-
+0.01 +0.01 0.01 0.017 £ 0**
Ratio hauteur 0.37+0.1 0.34 £ 0.09 041+0.1 0.44 +0.12
villosités/longueur cryptes.
Densité de cryptes (pour 9.37+23 104+ 4.4 9.25+0.7 9+14
0.02 mmz2)
Densité de villosité (pour 1 146+15 147+1.3 135+16 13.2+1.38
mm)
Epaisseur des cryptes (mm) 0.033 0.025 + 0.026 + 0.029 +
0.005 0.004** 0.003 0.008
Epaisseur des villosités 0.055 + 0.048 + 0.067 = 0.05+
(mm) 0.006 0.006* 0.004 0.014**
Epaisseur de I’axe 0.018 = 0.016 = 0.018 = 0.017 =
villositaire (mm) 0.004 0.001* 0.002 0.003
Taille des entérocytes 0.018 + 0.017 + 0.024 + 0.017 +
(hauteur en mm) 0.002 0.002 0.003 0.001**

Les résultats sont exprimés en moyenne * Ecarts Types ; * Contrdles versus carencés, p <
0.05; ** Contrdles versus carences, p < 0.01, test de U Mann Whitney.
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3.6.3.3-La carence en donneurs de méthyles affecte I’apoptose cellulaire et la prolifération au
niveau de la muqueuse intestinale.

Les cellules marquées au sein des cryptes par I’anticorps anti caspase-3 clivée et la
technique Apostain sont représentées dans la figure 23. Chez les ratons controles (Figure 23A
et 23C), le nombre de cellules positives obtenus par immunomarquage de I’antigéne caspase-3
clivée était significativement plus faible que celui observé chez les ratons carencés au niveau
des cryptes de I’intestin gréle proximal (3.5% + 0.40 chez les carencés vs. 1.4% * 1.02 chez
les contréles, p=0.018) (Figures 23B et 23E) et de I’intestin gréle distal (3.37% + 2.27 chez
les carencés vs. 0.4% + 0.4 chez les controles, p<0.001) (Figures 23D et 23E). ). L’index
obtenu par la technique Apostain confirmait ces données avec une augmentation du nombre
de cellules en apoptose dans les cryptes chez les animaux carencés a la fois au niveau
proximal (12.93 + 1.98 chez les carencés vs. 3.22% + 0.37 chez les contrdles, p<0.001) et au
niveau distal de I’intestin gréle (9.28 + 2.14 chez les carencés vs. 4.35 + 0.64 chez les
contréles, p=0.005) (Figure 23F).

La proliferation cellulaire était évaluée par immunohistochimie utilisant 4 marqueurs:
Phospho-Histone H3, un marqueur des cellules en phase tardive G2 et en phase mitotique®® ;
Ki-67, une protéine présente durant toutes les phases actives du cycle cellulaire (G;, S, G, et
mitose)***: PCNA (proliferating cellular nuclear antigen), une protéine synthétisée durant la
phase précoce de G1 et la phase S du cycle cellulaire®®*, et MCM-6 (Minichromosome
maintenance protein-6), un marqueur de prolifération (présent dans la phase active du cycle
cellulaire Gy, S, Gy, et mitose) et d’immaturité.*® Les résultats sont résumés dans la figure 23.
Il n’y avait pas de différence concernant les index de prolifération obtenus avec le marqueur
Phospho-Histone H3 entre les animaux carencés et controles (dans I’intestin proximal (Figure
23F): 4.1% + 0.70 chez les carencés vs. 4.18 + 1.3 chez les controles, p=0.81; dans I’intestin

distal (Figure 23F): 4.40% * 0.77 chez les carencés vs. 4.47 + 1.3 chez les contréles, p=0.69).
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Les index obtenus par immunomarquage a I’aide de I’anticorps anti-Ki-67 dans les cryptes et
les villosités au niveau de I’intestin gréle proximal et distal chez les animaux carencés et
controles étaient a peu prés similaires (Figures 23E et 23F). Le nombre de cellules positives
apres immunomarquage de MCM-6 était significativement plus élevé chez les animaux
carencés dans les villosités au niveau de I’intestin gréle distal comparé aux contrdles (Figures
23C, 23D et 23F) (55.8% =+ 13.38 chez les carences vs. 3 % + 1.73 chez les contrdles,
p=0.046). Par contre, le nombre de cellules positives au sein des cryptes par
immunomarquage de MCM-6 ne différait pas entre animaux carencés et controles au niveau
de I’intestin gréle distal. (84% + 5.57 vs. 83.83% * 5.57 respectivement, p=0.82). Au niveau
de I’intestin gréle proximal, (Figures 23A, 23B et 23E) le niveau d’expression de la protéine
MCM-6 était comparable au sein des villosités entre animaux carencés et contréles (2.67% +
0.58 chez les carencés vs. 3% = 1 chez les contrbles, p=0.64), alors qu’une diminution du
nombre de cellules positives pour MCM-6 était observée dans les cryptes des animaux
carencés (52.83% + 10.77 chez les carencés vs. 83.17% + 2.57 chez les contrdles, p=0.048).
Une diminution du nombre de cellules positives obtenues par immunomarquage de PCNA
était notée au sein des cryptes de la muqueuse chez les animaux carencés au niveau de
I’intestin gréle proximal (46.25 + 9.21 chez les carencés vs. 59% + 6.39 chez les contréles,
p=0.05) (Figure 23E), alors qu’il n’y avait pas de différence entre animaux carencés et
contréles au niveau de la muqueuse de I’intestin gréle distal (47.5 £ 9.21 vs. 59% =* 6.39,
respectivement, p=0.47) (Figure 23F).

L’ensemble de ces résultats montre donc une augmentation de I’apoptose au sein des
cryptes a la fois au niveau de I’intestin gréle proximal et de I’intestin gréle distal. La
prolifération cellulaire est également affectée avec une augmentation du nombre de cellules
exprimant I’antigéne MCM-6 au sein des villosités de I’intestin gréle distal et avec une

diminution du nombre de cellules exprimant les antigenes MCM-6 et PCNA au niveau des
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cryptes de I’intestin gréle proximal.

Controles

Intestin gréle proximal
D

Carencés

Intestin gréle distal
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Figure 22: Marquage immunohistochimique de caspase-3 clivee au niveau de I’intestin gréle

proximal chez les contrdles (22A) et chez les carencés (22B) montrant une augmentation du

nombre de cellules marquées au sein des cryptes chez les animaux carencés. La méme

observation était faite au niveau de I’intestin gréle distal chez les contréles (22C) et chez les

carencés (22D) (x400). Graphique E: Résultats des index obtenus par immunodétection de
I’antigéne caspase-3 clivée, exprimés en moyenne et dérivation standart. * Controles (n=8)

versus animaux carencés (n=10), p<0.05, test de U Mann Withney. Graphique F: Résultats
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des index obtenus par technique Apostain, exprimés en moyenne et dérivation standart. *

Contrdles (n=3) versus animaux carencés (n=3), p<0.05, test de U Mann Withney.

Contréles Carencés

>
o)
m

Controles Carencés

Intestin gréle proximal

B Contréles B Carencés

Index de
prolifération
cellulaire (%) __
o385888

PHH3c MCM-Bc MCMbv Ki-67c  Ki67v PCNAc

Intestin gréle distal

Intestin gréle distal

Figure 23: Immunomarquage de I’antigene MCM-6 au niveau de I’intestin gréle proximal
chez les contrdles (23A) et chez les carencés (23B) retrouvant une diminution du nombre de
cellules marquées dans les cryptes des animaux carencés. Au niveau de I’intestin gréle distal
le nombre de cellules marquées était a peu pres comparable chez les carencés (23D) et chez
les contbles (23C), alors qu’il était augmenté dans les villosités (23D) (x400). Graphiques E et
F: Résultats des index de prolifération aprés immunomarquage de Phospho-Histone H3, Ki-
67, MCM-6 et PCNA. Les résultats sont exprimés en moyennes et dérivations standarts au
niveau de I’intestin gréle proximal (23E) et de I’intestin gréle distal (23F). * Contr6les (n=4)
versus carencés (n=4), p<0.05, test de U Mann Withney. (PHH3c: index Phospho-Histone H3
dans les cryptes; MCM-6¢: index MCM-6 dans les cryptes; MCM-6v: index MCM-6 dans les
villosités; Ki-67c: index Ki-67 dans les cryptes; Ki-67v: index Ki-67 dans les cryptes,

PCNAC: index PCNA dans les cryptes).
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3.6.3.4-La carence en donneurs de méthyles affecte la différenciation entérocytaire au niveau
de I’intestin gréle distal.

Dans les entérocytes des animaux controles (Figures 24A, 24A1, 24C et 24C1), des
modifications graduelles histomorphologiques étaient notées selon la maturation de la base de
la villosité vers le sommet des villosités, caractérisées par une augmentation de I’éosinophilie
cytoplasmique et la présence d’un noyau plus rond et en situation basale au sein de la cellule.
Par contre, chez les animaux carencés au niveau de I’intestin gréle distal, les entérocytes
présentaient la méme morphologie le long de la villosité, a savoir un cytoplasme plus sombre
et un noyau plus allongé, positionné au centre de la cellule. Cet aspect était retrouvé de facon
identique au niveau des entérocytes situés a la base et au sommet des villosités. (Figures 24D1
et 24D2) alors qu’il était different chez les animaux controles (Figures 24C1 et C2). Au
niveau de I’intestin gréle proximal, la morphologie des entérocytes chez les controles (Figures
24A1 et 24A2) et chez les carencés (Figures 24B1 et 24B2), indiquait une maturation normale
des cellules entérocytaires.

Afin de caractériser ce phénotype, nous avons étudié I’expression d’un marqueur bien
établi de maturation entérocytaire, appelé phosphatase alcaline intestinale ®®. Au niveau de
I’intestin gréle proximal, une expression appropriée de phosphatase alcaline intestinale était
observée chez les controles (Figure 24A3) et chez les carencés (Figure 24B3). Par contre, une
expression trés faible de phosphatase alcaline intestinale était observée chez les carencés
(Figure 24D3) comparée aux contrdles (Figure 24C3) au niveau de I’intestin gréle distal. De
plus, comme montré sur la figure 23D, une expression persistante inappropriée de MCM-6, un
marqueur d’immaturité épithéliale villositaire, le long de toute la hauteur de la villosité était

observée au niveau de I’intestin gréle distal des animaux carencés.
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Ces résultats indiquent donc une perte de la différenciation entérocytaire chez les ratons

carencés au niveau de I’intestin gréle distal.
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Figure 24: Colorations HES comparant la morphologie des entérocytes au niveau des cryptes
(24A2, B2, C2 et D2) et du sommet des villosités (24A1, B1, C1, D1) : on retrouve une
morphologie normale de la maturation entérocytaire au niveau de I’intestin gréle proximal des
controles (24A1 et 4A2) et des carencés (24B1 and 4B2). Au niveau de I’intestin gréle distal
I’absence de modifications morphologiques entérocytaires en comparant les cryptes (24D2) et
le sommet des villosités (24D1) indique I’absence de maturation entérocytaire (x1000).
Photos A3, B3, C3 et D3: Marquage de la phosphatase alcaline intestinale retrouvant une
expression normale au niveau de I’intestin gréle proximal chez les controles (24A3) et chez
les carencés (24B3), alors qu’une diminution de I’expression de phosphatase alcaline
intestinale était notée au niveau de I’intestin gréle distal chez les animaux carencés (24D3) par

rapport aux controles (24C3). (x400) (Controles n=3 et carencés n=3)
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3.6.3.5- Une carence en donneurs de méthyles altére I’expression de B-caténine au niveau de
I’intestin gréle distal.

La voie de signalisation Wnt/ B-caténine est impliquée par différents aspects dans le
développement embryonnaire et dans I’auto-renouvellement des tissus adultes, incluant
I"intestin.>*2

Park et al.** ont démontré I’association de cdk2 avec la cycline E qui se lie
directement a la B-caténine et entraine sa dégradation rapide dans le cytoplasme de la cellule.
Nous avons déja démontré qu’un deficit cellulaire en vitamine B12 était associé a une
diminution du taux d’expression de cdk2-cyclinE dans les cellules de neuroblastome.®*” En
rapport avec ces précédents résultats, I’analyse en western blot montrait une diminution du
taux d’expression de B-caténine, cdk2 et cycline E chez les animaux carencés comparée aux
animaux non carencés (Figure 25C). Les faibles taux de cycline E et de cdk2 pourraient
refléter le mécanisme par lequel I’intestin limite la dégradation de B-caténine en cas de
carence.

La Protéine Phosphatase 2A (PP2A) appartient a la famille des phosphatases

sérine/thréonine.®

Au niveau de la membrane nucléaire, PP2A forme un complexe avec E-
cadhérine et B-caténine, deux composants de la cascade de signalisation Wnt.**® Chez les
embryons PP2A-/—, a la fois la E-cadhérine et la B-caténine sont redistribuées dans le
cytoplasme, entrainant une dégradation de B-caténine a la fois en présence et en I’absence
d’un signal Wnt.**® L’analyse en western blot des extraits issus de I’intestin gréle distal
retrouve une diminution des taux de PP2A. (Figure 25C) et les résultas de la technique
Duolink™ réalisée sur des coupes d’intestin gréle distal montre une diminution des

interactions entre B-caténine et E-Cadhérine chez les animaux carencés par rapport aux

animaux contrdles (22.7 + 15.3 chez les carencés vs. 64.4 + 29.7 chez les contrdles, p<0.001)
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(Figure 25A). Le défaut d’expression de B-caténine était accompagné par une augmentation
de la phosphorylation de B-caténine sur les résidus sérine chez les animaux carencés par
rapport aux contréles (22.17 + 12.62 chez les carencés vs. 10.86 + 8.10 chez les contrdles,
p<0.001) (Figure 25B).

Nous avons préalablement démontré qu’un deficit en donneurs de méthyles diminuait
I’expression de la protéine CDX2%*, un régulateur majeur de la différenciation intestinale.>*°
Le niveau d’expression de CDX2 était comparable entre les animaux carencés et les controles
(Figure 25C), indiquant ainsi qu’un déficit en donneurs de méthyles agissait sur la

différenciation entérocytaire par altération de la voie de signalisation B-caténine et non par

I’intermédiaire de I’expression de CDX2.
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Figure 25 A: Résultats de la technique Duolink™ montrant une diminution des interactions f3-
Caténine/E-cadherine dans I’intestin gréle distal des ratons carencés (étude réalisée sur 54
cellules épithéliale chez les contrdles et 57 cellules épithéliales chez les animaux carencés).
Résultats exprimés en moyenne + DS (*p<0.0001). La phosphorylation de -Caténine sur les

résidus sérine apparait augmentée dans I’intestin gréle distal des ratons carencés (25B) (étude
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réalisée sur 52 cellules épithéliales chez les contrdles et 57 cellules épithéliales chez les
animaux carencés). Résultats exprimés en moyenne + DS (*p<0.0001). 25 C: L’étude en
Western blot montre une diminution de I’expression de PP2Ac, cyclin E, cdk2 et B-caténine
dans I’intestin gréle distal des ratons carencés. Aucune différence d’expression n’est retrouvée

concernant CDX-2 (B actine utilisée comme contréle). (Contréles n=3 and Carencés n=3).

3.6.3.6- Une carence en donneurs de méthyles agit sur I’organisation des cellules a mucus et
des cellules de Paneth au niveau de I’intestin gréle proximal.

L’homéostasie intestinal chez les sujets sains est assuré en partie par un systeme
complexe appelé «barriére intestinale», composée principalement par une couche de mucus
qui contient des produits antimicrobiens.®*® Un déficit global de la réponse immunitaire de la
mugqueuse (fonctionnalité de la barriere, réponses innée et adaptative) est observé dans les

maladies inflammatoires intestinales.®?°

MUC-2 est un constituant macromoléculaire majeur
du mucus intestinal.*** Les cellules de Paneth sont des cellules épithéliales secrétoires situées
dans les cryptes de I’intestin gréle, connues pour synthétiser et sécréter de nombreux peptides
antimicrobiens, incluant le lysosyme, la phospho-lipase A2 sécrétoire et les défensines
humaines.

L’ anticorps anti lysozyme a été utilise pour marquer les cellules de Paneth. Comme
décrit dans la figure 26, le nombre de cellules marquées était diminué au sein des cryptes de
I’intestin gréle proximal chez les animaux carencés (Figure 26B) et I’index obtenu était
significativement plus faible chez les ratons carencés (Figure 26E) (8.66% = 3.7 chez les
carencés vs. 21.66% + 3.61 chez les contrbles). Au niveau de I’intestin gréle distal, la carence

en donneurs de méthyles n’affectait pas le nombre de cellules de Paneth (Figures 26C, 26D et

26E).
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Les cellules @ mucus ont été évaluées par immunodétection de I’antigene MUC-2 et par
un marquage a I’aide de colorations standarts marquant les mucines (bleu Alcian pH 2.5, bleu
Alcian pH 1.0 et acide périodique de Schiff (PAS)). Au niveau de I’intestin gréle proximal,
I’index permettant d’évaluer les cellules @ mucus obtenu par immunomarquage de MUC-2 au
sein des cryptes et des villosités était significativement plus faible chez les animaux carencés
(Figures 27B et 27E) comparé aux contrbles (Figure 27A) (dans les cryptes: 8.66% * 1.52
chez les carences vs. 15.33% + 1,52 chez les contrdles; dans les villosités: 7% + 1 chez les
carencés vs. 17% =+ 2.64 chez les contrdles). De plus, la coloration standart (PAS) (Figures
27A1, B1, C1 et D1) confirmait la diminution de production des mucines neutres et acides par
les cellules a mucus (Figure 27B1 et 27E). Au niveau de I’intestin gréle distal, la carence en
donneurs de méthyles n’influencait pas le nombre de cellules @ mucus et la production de
mucines (Figures 27C, 27C1, 27D, 27D1 et 27F).

L’ensemble de ces résultats montre que la carence en donneurs de méthyles agit sur
I’organisation des cellules & mucus et des cellules de Paneth au niveau de I’intestin gréle

proximal.
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Figure 26: Immunomarquage de I’antigene lysosyme au niveau de I’intestin gréle proximal
montrant une diminution du nombre de cellules marquées chez les carencés (26B) comparé
aux animaux contrbles (26A). Au niveau de I’intestin gréle distal, aucune difference n’était
observée entre contrbles (26C) et carencés (26D). (x400) Graphique E: les résultats des index
obtenus apres immunodétection du lysosyme sont exprimés en moyennes et dérivations
standarts (Contrbles n=3 et animaux carencés n=3). * Contrbles versus animaux carences,

p<0.05, test de U Mann Withney.
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Figure 27: Immunodétection de Mucine-2 (MUC-2) au niveau de I’intestin proximal montrant
une diminution du nombre de cellules marquées au sein des cryptes et des villosités chez les
animaux carencés (27B), comparé aux contrdles (27A). Au niveau de I’intestin gréle distal,
aucune différence n’était retrouvee entre les animaux controles (27C) et les carencés (27D).
(x200). Les mémes resultats étaient obtenus avec une coloration PAS (Al, B1, C1, D1).
(x400) Graphiques E et F: les résutats des index de cellules @ mucus obtenus apres
immunodétection de MUC-2 et colorations standarts (Bleu Alcian pH=2.6, Bleu Alcian
pH=1.0, PAS) au sein des cryptes et des villosités, sont exprimés en moyennes et en
dérivation standart. (Controles n=3 et carencés n=3) * Contrdles versus carencés, p<0.05, test
de U Mann Withney. (MUC-2c: index MUC-2 au sein des cryptes; MUC-2v: index MUC-2
au sein des villosités; BA-1c: index Bleu Alcian pH=1.0 au sein des cryptes; BA-1v: index

Bleu Alcian pH=1.0 au sein des villosités; BA-2.6c¢: index Bleu Alcian pH=2.6 au sein des
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cryptes; BA-2.6v: index Bleu Alcian pH=2.6 au sein des villosités; PASc: index PAS au sein

des cryptes; PASv: index PAS au sein des villosités.)

3.6.4-Discussion

Nous avons évalué pour la premiére fois I’effet d’une carence en donneurs de méthyles
sur la structure et la fonctionnalité de I’intestin gréle distal et proximal chez le rat.

L’intestin gréle distal était affecté de facon importante par la carence comme I’illustrait
la présence d’une diminution marquée de I’épaisseur de la paroi associée a une hypotrophie
globale chez les animaux carencés. Au contraire, I’épaisseur de la paroi intestinale gréle au
niveau proximal n’était pas afféctée par la carence. Ceci indique donc que la croissance de
I’intestin gréle distal est particulierement sensible a la carence en donneurs de méthyles.

L’homéostasie intestinale est physiologiquement régulée par une balance entre apoptose
et prolifération cellulaire. L’augmentation du nombre de cellules en apoptose était observée
au sein des cryptes au niveau de la muqueuse intestinale gréle distale et proximale. Nous
avons rapporté des effets similaires de la carence en donneurs de méthyles au niveau de la

324 et de I’hippocampe®*?, mais pas au niveau du c6lon.®* Un traitement

muqueuse gastrique
par homocystéine est connu pour induire I’apoptose sur différents types de cellules in
vitro.?3% Au sein de I’hippocampe de rats carencés en donneurs de méthyles, I’apoptose est

augmentée dans les cellules contenant de 1’homocystéine®*

alors gu’une restriction en
vitamine n’influence pas le taux d’apoptose au sein des cryptes intestinales chez le rat.?*® La
mort cellulaire par apoptose dans les cryptes intestinales peut ainsi étre induite par une
hyperhomocystéinémie qui est connue pour induire des dommage au niveau de I’ADN et
altérer la réparation de I’ADN.3**

Conformément a des travaux antérieurs, I’homocystéine est connue pour suciter la

prolifération cellulaire au sein des cellules musculaires lisses des vaisseaux**, de la microglie
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348 ou de la muqueuse gastrique chez les rats carencés.®** L’effet pro-mitotique est associé a la
production d’espéces actives d’oxygénes.®*’ D’autres études ont démontré que I’homocystéine

8 ou des cellules endothéliales

induisait un arrét du cycle cellulaire au niveau des hépatocytes
veineuses®*® par diminution de I’induction de la voie des cyclines.** Dans notre étude les
effets d’une carence en donneurs de méthyles sur la prolifération cellulaire différaient entre
intestin gréle proximal et distal, avec une diminution du nombre de cellules marquées au sein
des cryptes avec les anticorps anti-MCM-6 et -PCNA au niveau de I’intestin gréle proximal,
alors que les index obtenus avec les marqueurs Ki-67 et Phospho-Histone H3 n’étaient pas
perturbés par la carence.

L’ensemble de ces résultats suggerent que I’arrét du cycle cellulaire au sein des cryptes
induit par une carence en donneurs de méthyles pourrait étre lié a un nombre réduit de cellules
en phase précoce de la phase G1, probablement par diminution de I’activité des kinases
dépendantes des cyclines. Les protéines MCM sont connues pour étre exprimées de fagon
abondante durant toutes les phases du cycle cellulaire (phase précoce de G1, G2, M et S) et
sont dégradées dans les phases de quiescence, de sénescence et de différenciation.®* Le
complexe protéique MCM est associé a la réplication de I’ADN en formant une partie du
complexe pré-réplicatif. L’activation du complexe MCM par des kinases dépendantes des
cyclines entraine le début de la synthése d’ADN.**° Au niveau de la muqueuse intestinale
gréle distale, la carence en donneurs de méthyles était associée a une augmentation de
I’expression de MCM-6 au sein des villosités, alors que le nombre de cellules exprimant
I’antigéne Ki-67 n’était pas affecté par la carence et aucun effet au sein des cryptes sur la
prolifération cellulaire n’était observée. De plus, I’absence de dégradation de la protéine
MCM-6 au sein des villosités était associée avec une absence de maturation morphologique

entérocytaire et une diminution d’expression de la phosphatase alcaline intestinale, un
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marqueur connu de différenciation entérocytaire®*

, témoignant ainsi de I’effet potentiel de la
carence en donneurs de méthyles sur la maturation des entérocytes.

La phosphatase alcaline intestinale joue un role clé dans la maintenance de
I’lhoméostasie microbienne normale au niveau intestinal.*** Elle limite en effet I’accés des
toxines et des microbes au niveau du tissu sous-jacent.*** Tuin et al.*** ont ainsi montré une
expression réduite des ARNm de la phosphatase alcaline intestinale chez les patients atteints
de maladies inflammatoires intestinales. La carence en donneurs de méthyles pourrait donc
prédisposer au développement des maladies inflammatoires intestinales en diminuant la
production de phosphatase alcaline intestinale au niveau de I’intestin gréle distal, le principal
site intestinal atteint au cours de la maladie de Crohn.*** Une diminution d’expression de p-
caténine et une diminution des interactions entre -caténine et E-cadhérine pourrait expliquer
le défaut de différenciation entérocytaire au niveau de I’intestin gréle distal chez les ratons
carencés.®* Le faible niveau d’expression de PP2Ac chez les animaux carencés pourrait avoir
pour conséguence une augmentation de la dégradation de la p-caténine. 6%

Une carence en donneurs de méthyles affecte également I’intestin gréle proximal en
réduisant le nombre de cellules de Paneth et de cellules @ mucus avec une diminution de la
synthése des mucines. MUC-2 est un composant majeur de la barriére intestinale.®*® Bien
qu’il ne soit pas rapporté que des souris avec une diminution du nombre de cellules a mucus

86.357 un modele murin

et de cellules de Paneth développent une inflammation spontanée
knockout pour le gene Muc 2, retrouve un développement spontané de Iésions de colite,
confirmant ainsi que MUC-2 joue un role critique dans la maintenance de I’homéostasie
intestinale.''**® En ce qui concerne les cellules de Paneth, le role clé des peptides
antimicrobiens de I’intestin gréle a largement été démontré chez I’homme et chez la souris.*®

Une diminution des alpha-défensines secrétées par les cellules de Paneth contribue fortement

a la pathogénie de I’iléite au cours de la maladie de Crohn.** Les effets d’une carence en
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donneurs de méthyles sur la barriere intestinale gréle devront faire I’objet d’investigations
supplémentaires. Les modifications épigénétiques dues a la carence en donneurs de méthyles
pourraient également permettre de mieux comprendre la carcinogénése chez les patients
atteints de maladies inflammatoires intestinales.®

Beaucoups d’études ont exploré I’influence des déterminants nutritionnels pour
I’hyperhomocystéinémie chez les patients atteints de maladies inflammatoires intestinales et
la plupart d’entre-elles rapporte la présence de faibles taux circulants de vitamine B12 et de
folate chez les patients attients de maladie inflammatoires intestinales.”®® Nos résultats
prouvent qu’un déficit en vitamine B12 et en folate joue un réle dans la pathogénie de la
maladie de Crohn.

Les effets différents d’une carence en donneurs de méthyles observés au niveau de
I’intestin gréle distal et proximal chez les ratons pourraient s’expliquer par des différences
d’absorption des folates et la vitamine B12 le long de I’intestin gréle. En effet les protéines
impliquées dans I’absorption des folates sont principalement exprimées au niveau de I’intestin

gréle proximal®®

, alors que I’absorption de la vitamine B12 est principalement réalisée au
niveau de I’intestin gréle distal.*** Ce qui pourrait expliquer que la susceptibilité & une carence
en donneurs de méthyles est différente entre les segments distaux et proximaux de I’intestin
gréle.

En conclusion, nos résultats montrent qu’une carence en donneurs de méthyles durant la
grossesse et I’allaitement affecte difféeremment la prolifération, la différenciation des cellules
intestinales au niveau de I’intestin gréle proximal et distal. Les effets de la carence en
donneurs de méthyles sur la différenciation entérocytaire pourraient étre liés a une altération
de la voie de signalisation de la B-caténine. Une carence en donneurs de méthyles pourrait étre

utilisée comme modele expérimental pour la maladie de Crohn au niveau de I’intestin gréle.

Ceci devra étre étudié plus en profondeur.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Nous avons tout d’abord évalué I’apport de I’étude anatomopathologique des piéces
opératoires dans la prise en charge post-opératoire des MICI. C’est ainsi que le pathologiste
pourrait avoir un role plus important a jouer dans le suivi de ces malades en recherchant des
facteurs prédictifs d’une récidive post-opératoire. Comme le démontre notre étude, la
présence de lésions de pléxite sur la recoupe proximale de pieces opératoires réséquées chez
des patients atteints de maladie de Crohn était un facteur prédictif de recours a une seconde
chirurgie. Cette analyse devrait donc étre réalisée de fagon systématique sur les pieces
d’exérése de patients atteints de la maladie de Crohn afin de prévenir au mieux la récidive de
la maladie. Par ailleurs, ces résultats permettent de proposer un mécanisme par lequel la

maladie de Crohn récidive, a savoir une voie de dissémination via le systeme neurologique.

Nous avons par la suite pu mettre en avant le rle clé joue par certains acteurs de I’immunité
innée dans la pathogénie des MICI. La pathogénie de ces maladies est complexe, faisant
intervenir a la fois I’immunité innée et I’'immunité spécifique ou adaptative. Nos résultats
démontrent que PPAR gamma et NRLP6 jouent un réle majeur dans I’homéostasie intestinale
et pourrait donc permettre une meilleure compréhension des MICI, ce qui pourrait aboutir a

I’identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

Enfin, nous avons pu étudier pour la premiere fois les effets d’une carence en donneurs de
méthyles sur I’intestin chez I’animal. Au niveau du c6lon, une telle carence va aggraver
I’inflammation intestinale par des mécanismes impliquant notamment I’apoptose, le stress
oxydant et certains acteurs de I’inflammation. Au niveau de I’intestin gréle, une carence en
donneurs de méthyles va affecter la différenciation cellulaire et le fonctionnement de la

barriére intestinale chez le rat.
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Les effets d’une carence en donneurs de méthyles sur le développement de I’intestin gréle
sont différents en fonction de la zone étudiée de I’intestin gréle (proximale ou distale),
suggérant ainsi que les voies et les mécanismes impliqués sont différents d’une région a une
autre.

Ces résultats posent avant tout la question du dépistage systématique des carences en B12 et
en folates chez les sujets atteints de MICI comme cela a été proposé dans les maladies cardio-
vasculaires. C’est ainsi que plusieurs questions restent en suspens apres la publication de nos
résultats parmi lesquelles: le rétablissement d’un régime normal en donneurs de méthyles
permet-il une restitution ad integrum de I’intestin et un maintien de I’homéostasie intestinale ?
La correction d’une carence en vitamine en folates et/ou vitamine B12 permet-elle de prévenir
voire de traiter I’évolution de ces maladies invalidantes et fréquentes ? Des études

d’intervention doivent &tre menées en ce sens chez I’homme.
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MATERIEL ET METHODES
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Fiche 1
Protocole animal

» Les animaux ont été traités en accord avec le N.I.H. G~lide for the Care and Use of
Laboratory Animals.

Provenance des animaux : Charles River, I'Arbresle, France

Espece utilisée : rats Wistar

Poids a I’arrivée : 180-210 g

Age a I’arrivée : 2 mois

Acclimatation : 2 semaines

YV V.V V V VY

Environnement: conditions standard du laboratoire avec acces a volonté a la
nourriture et a I'eau

» Rats males reproducteur : alimentés avec de la nourriture standard avant
I’accouplement.

» Adaptation : un mois avant la mise en accouplement, 2 groupes de rates ont été créés

selon le régime alimentaire fourni:

Groupes Nombre derates  Régime  Gavage
Témoin 2 Standard ®  eau

Carencé 2 Carencé @ eau

> Accouplement : Apres un mois d’adaptation les rates sont mises en présence des
males. Aprées 24h, réalisation d’un frottis vaginal afin de témoigner du jour exact de

I’accouplement :

—> Utiliser un coton tige imbibé de sérum physiologique

—> Etaler le prélevement sur une lame

—> Observer la lame au microscope

—> Si le test est positif, considérer le jour JO de gestation et enlever le male de la cage

- Si le test est negatif, laisser la rate en présence du male et recommencer la

manipulation apres 24h
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Spermatozoide

Cellule
epithéliale
vaginale

Exemple de photo montrant un test positif

» Gestation : compter 20 jours a partir de JO.
» Poursuite du régime alimentaire, ad libitum, pour chaque groupe pendant la

gestation et la période d’allaitement jusqu’au 21°™ jour aprés la naissance.

@ Régime alimentaire normal : SAFE, Augy, France
vitamine B12 (0,04 mg/kg), folates (0,9 mg/kg), choline (2100 mg/kg)
@ Régime carence, Special Diet Service, Saint- Gratien, France
vitamine B12 (0 ug/kg), folates (0,01 mg/kg), choline (0,06 mg/kg)
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Fiche 2
Prélevement des échantillons

Apres 21 jours d’allaitement, anesthésier les ratons avec un excés d’isoflurane
(Isoflurane, Baxter). (contrdle n=8 et carencé n=10)

Effectuer un prélévement sanguin intracardiaque a I’aide d’une seringue héparinée
@ pour I’analyse des concentrations plasmatiques en folates, vitamine B12 et
homocystéine

Recueillir le sang dans des tubes ® contenant 50 uL d’EDTA (acide éthyléne
diamine tétra acétique) et centrifuger a 3000 g pendant 20 min a 4°C pour récupérer
le plasma.

Peser chaque ratons.

Placer les ratons sur la glace et disséquer chaque animal afin de récupérer les
organes (foie, rein, cerveau, intestin gréle, colon...)

Pour les prélevements au niveau de I’intestin gréle, I’intestin est ouvert
longitudinalement et des prélevements sont réalisés selon le méme protocole pour
chaque animal : 2 prélévements sont réalisés au méme endroit au niveau de I’intestin
gréle proximal, a 1 cm en dessous du duodénum. Deux autres prélévements sont
réalisés au niveau de I’intestin distal, au méme endroit, au % de la longueur totale de
I’intestin.

Au niveau de chaque site de prélevement : un échantillon est directement congelé
dans I’azote liquide puis placés a -80°C (pour les analyses de biologie moléculaire,
western blot, dosages tissulaires). Un autre échantillon est placé dans une solution de
méthylbutane froid (-30°C) puis conservé a -80°C (pour les études
d’immunohistofluorescence) et enfin un dernier échantillon est fixé dans du formol a
10% (v/iv) pH 7,4 (LABONORD S.A., Templemars ) (pour les analyses

morphologiques).
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Fiche 3
Traitement des échantillons fixés

» Apres fixation pendant 24h le formol, les prélévements sont mis en cassette.

> lls sont ensuite déshydratés et imprégnés de paraffine dans un automate de type
Excelsior ES (Thermoscientific, Pittsburg) par passages dans une série de bains
successifs de formol, d’alcool, de toluéne et de paraffine.

» A partir des blocs de paraffine ainsi obtenus, des coupes de 5 uM d’épaisseur sont
réalisées.

» Ces coupes sont ensuites montées a I’eau albumineuse sur des lames de verre traitées

™ VWR international, Leuven, Belgique) pour les

a la polylysine (Polylysine
colorations ordinaires ou spéciales ou a I’eau sur des lames de type X-tra'™ Adhesive

(Leica, Peterborough, UK) pour les techniques immunohistochimiques.
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Fiche 4
Réalisation de la coloration HES

> Les coupes sont colorées dans un automate (tissue-Tek DRS, Sakura, Nagano) par
bains successifs :

o Toluéne (Carlo-Erba, Val de Reuil)
Alcool 100° (VWR Prolabo, Fontenay-sous-Bois)
Alcool 95° (VWR Prolabo, Fontenay-sous-Bois)
D’Hematoxyline (Shardon Gill 2 Hematoxylin, Thermoscientific)
Eau acétifiée a 1% (eau + acide acétique (Merck, Darmstadt)
Eosine 1% (Diapath, Microstain Division, Martinengo)
Alcool 100°
Safran (Microm Microtech, Francheville)
Alcool 100°

o Toluéne

O O 0O 0O o o o o

> Montage des lames avec lamelles 24x60mm (VWR) et Eukitt® (Freiburg)
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Fiche 5
Réalisation de la coloration spéciale PAS

o But : étude des mucines intestinales neutres et acides.

» Apreés déparaffinage et hydratation, immerger les coupes dans une solution d’acide
périodique a 1% (m/v) pendant 15 minutes (acide périodique 1g (Merck, Darmstadt) et
eau distillée 100mL).

» Rincer a I’eau courante

» Immerger les lames dans le réactif de Schiff (Merck, Darmstadt) pendant 20 minutes
a I’abri de la lumiere

» Rincer a I’eau courante

» Bain d’Hematoxyline (Shardon Gill 2 Hematoxylin, Thermoscientific) pendant 1
minute

» Rincer a I’eau courante

» Bains d’alcool (95° puis 100°) et toluene

> Montage des lames avec lamelles 24x60mm (VWR) et Eukitt® (Freiburg)
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Fiche 6
Réalisation de la coloration spéciale Bleu Alcian

o But: étude des mucines intestinales avec réalisation de la coloration bleu Alcian pH
2,5 pour I’étude des sialomucines acides et la coloration bleu Alcian pH 1,0 pour

I”étude des sulfomucines acides

» Aprés déparaffinage et hydratation, immerger les coupes dans une solution fille de
bleu Alcian, pH 2,6 dilué au %; pendant 10 minutes®

» Ringage a I’eau courante

» Incubation des coupes pendant 1 minute avec de la safranine @

» Ringage a I’eau courante

» Séchage sur la platine

» Bain de toluéne

> Montage des lames avec lamelles 24x60mm et Eukitt®

Pour réaliser la coloration bleu Alcian pH 1,0, le pH est adapté au cours de la préparation de
la solution fille de bleu Alcian par ajout d’acide chlorhydrique 37% (VWR).

@ Solution fille obtenue a partir d’une solution mere diluée au % dans de I’eau milliQ ; solution mére
de bleu alcian acétique pH 2,6 obtenue a partir de Bleu Alcian 8GX (1g) (Merck), Acide Acétique
100% (10 mL) et eau distillée (100 mL)

@ Safranine : préparer une solution de tampon citrate 0.1 M pH4 a partir d’acide citrique (9.869)
(Interchim, Montlugon), Trisodium citrate (14.4g) (VWR), QSP 1L eau distillée. La solution obtenue
est autoclavée. Mélanger la Safranine (0.75¢g, sigma chemical CO, St Louis) dans 100 mL de la

solution de tampon citrate précedemment obtenue
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Fiche 7

Détection de la phosphatase alcaline intestinale endogéene

0 But: détection de la phosphatase alcaline endogéne par un substrat chromogéne
spécifique de la phosphatase alcaline : le 5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate

(BciP) et le nitro bleu de tétrazolium (NBT).

> Incubation des coupes par un mélange chromogéne pendant 2 minutes par dépét de
quelques gouttes du mélange @
> Arrét de la réaction par ringage des lames dans I’eau distillée.

» Montage des lames en milieu aqueux @

@ Mélange composé de 15 ml de solution tampon Tris BciP, 66ul de NBT et 50ul de BciP :
- composition de la solution tampon Tris BciP: 5 ml MgCl2 1M (VWR), 5 ml Tris 2M
(MP Biochemicals, Illkirch), 2 ml NaCl 5M (VWR), eau distillée afin d’amener le
volume a 100 ml. Le pH de la solution est ensuite amené a 9,5.
composition de la solution de BciP: 25 mg de BciP (sigma chemical CO) dans 500 ul
de diméthylformamide (VWR)
composition de la solution de NBT : 75mg de NBT dans 0,76 ml de formamide (Fluka
Chemika, Buchs) et 0,23ml d’H20x_
@ Milieu de montage obtenu par mélange de polyvinyl alcool 40, 000 (12g) (sigma chemical CO) et
de polyvinyl alcool 70, 000-100,000 (sigma chemical CO), eau distillé (30 mL) et tampon TRIS 0.2 M
pH8 (60 mL)
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Fiche 8
Etude morphologique

> Analyses effectuées en microscopie optique sur un microscope Olympus BX 60
(Rungis, France) avec si besoin un micrometre Olympus.
» Les parameétres étudies sur coloration HES, sur les échantillons proximaux et distaux
(contrdle n=8 et carencés n=10), sont:
o I’épaisseur de la paroi intestinale
o la hauteur des villosités
o la profondeur des cryptes
0 I’épaisseur de la sous-muqueuse
o [I’épaisseur de la musculeuse interne et de la musculeuse externe
o ladensité des cryptes pour 1 mm?
o le nombre de villosité sur Imm de long
o [I’épaisseur des villosités
o la hauteur des entérocytes

o I’épaisseur de I’axe villositaire

» Etude de la mucosécrétion par comptage des cellules a mucus sur les colorations
spéciales PAS, Bleu Alcian pH=1,0 et Bleu Alcian pH=2,6 (contrdle n=3 et carencés
n=3)

o Détermination du pourcentage de cellules a mucus au sein des cryptes et
des villosités (comptage effectué sur un total de 500 cellules) sur les

échantillons distaux et proximaux

> Evaluation de I’activité des phosphatases alcaline intestinale endogene sur les

échantillons distaux et proximaux (contrdle n=3 et carencés n=3)
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> L’analyse statistique est réalisée a I’aide du logiciel Statview 5.0 software avec
réalisation de test U Mann-Whitney (limite p<0.05)
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Fiche 9

Immunohistochimie

O Etude immunohistochimique réalisée selon la méthode streptavidine/biotine/peroxydase

dans un automate Dakocytomation AutoStainer (Glostrup, Denmark) selon le protocole

suivant :

>
>

Y Vv

YV V V V

YV V VYV V

Les coupes sont déparaffinées et réhydratées

Un démasquage des sites antigéniques est réalisé par incubation des coupes pendant
20 minutes a 97°C dans une solution de Tris-citrate buffer pH 6.0® dans un automate
PT Link (Dakocytomation, Glostrup, Denmark)

Lavage 20 minutes dans une solution de tampon Tris-HCI Tween®

Blocage de I’activité des peroxydases endogenes par incubation pendant 10 minutes
dans une solution de peroxide d’hydrogene 3% (Dako)

Lavage 5 minutes dans une solution de tampon Tris-HCI Tween

Incubation de I’anticorps primaire (voir liste ci-aprés) selon les dilutions indiquées
(dilution réalisée dans diluant pour anticorps (Dako)), a température ambiante pendant
30 minutes

Lavage 5 minutes dans une solution de tampon Tris-HCI Tween

Incubation avec I’anticorps secondaire biotinylé (cf tableau ci-aprées) (dilution réalisée
dans une solution de tampon Tris) @

Lavage 5 minutes dans une solution de tampon Tris-HCI Tween

Incubation des coupes avec une solution de Streptavidine/Peroxydase au 1/480

Lavage 5 minutes dans une solution de tampon Tris-HCI Tween

Révélation par incubation des coupes avec une solution de Tris 0.05M pH 7.6 DAB®
pendant 10 minutes

Lavage 5 minutes dans une solution de tampon Tris-HCI Tween

Contre-coloration avec de I’Hematoxyline 1/10 (Dako) pendant 5 minutes

Arrét de la réaction par ringage a I’eau distillée

A noter la réalisation pour chaque technique de témoins négatifs par omission de

I’anticorps primaire
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Anticorps primaires

Ki-67

MUC-2

lysosyme

Caspase-3 clivée

Phospho-Histone H3

MCM-6

B-caténine

Anticorps secondaires
Anti souris

Anti chévre

Anti lapin

Source

Polyclonal de lapin

Polyclonal de lapin

Polyclonal de lapin

Polyclonal de lapin

Polyclonal de lapin

Polyclonal de chévre

Monoclonal de souris

Source
Polyclonal de chévre

Polyclonal de lapin

Polyclonal de porc

Dilution

1/100

1/200

1/1000

1/400

1/2000

1/400

1/50

Dilution

1/150

1/150
1/150

Fournisseur
Thermo Scientific,
Courtaboeuf, France
SantaCruz
Biotechnology, INC
Dakocytomation,
Glostrup, Danemark
Cell Signalling
Technology, USA

Medical and Biological

Laboratories, Nagoya,

Japon

SantaCruz

Biotechnology, INC

SantaCruz

Biotechnology, INC

Fournisseur

Dakocytomation,

Glostrup, Danemark
Dakocytomation

Dakocytomation

@ 1 L de solution de Tris-citrate buffer pH 6.0 obtenu par mélange de 125 mL d’acide borique 0.08M,
16 mL d’acide citrique 0.1M, 90 mL de citrate de sodium 0.1M, 500xL de tween20 (Sigma Aldrich) et
500 L de Emulloil LN (procalp S.A, Mazamet, France), complétée par de I’eau distillée pour obtenir

1L de solution.

@ Tampon Tris-HCI Tween : 250 mL de Tris 2M pH 7.6 (60.57g de Tris (hydroxyméthyl-
aminométhane, MP Biomedicals) dans 32 mL d’HCI pur 37% (Merck) QSP 250mL avec eau distillée),
300mL de NaCl 5M, 5 mL de Tween 20, complétée par de I’eau distillée pour obtenir 10L de solution
@ Tampon Tris : 12.5 mL de Tris 2M et 15 mL de NaCl 5M complétés & 500mL avec de I’eau distillée

puis ajout de 250uL de tween et 5 mL d’albumine bovine

@ pour 10 mL de solution de Tampon Tris 0.05M pH 7.6 : 6mg de Diaminobenzidine
tétrahydrochloride (Sigma Aldrich), 200 L de MRX et 36 uL d’eau oxygénée a 30 volumes (Gilbert
laboratoire, Hérouville Saint-Clair, France) ; solution MRX 50X : 14.5 mL de Brij 35 sol 10%
(Merck), 500mg de Saponine (Fluka), 2.5 mL de Tween 20, 1.7g d’Imidazole (Boerhinger, Paris,

France) complété avec de I’eau QSP 50mL.
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Fiche 10
Marquage des cellules apoptotiques (APOSTAIN™)

Principe : Ce test est base sur la sensibilité accrue de I’ADN a la dénaturation thermique des

cellules apoptotiques. Cette méthode permet la dénaturation de I’ADN par chauffage a 56°C

en présence de formamide, et son marquage par I’anticorps monoclonal (Mab F7-26)

spécifique de I’ADN simple brin

>

>
>
>

Les coupes sont déposées sur lames a bords rodés (Menzel-Glaser), non fixées,
conservees a -80°C

Fixer les coupes en plongeant les lames dans un bain de paraformaldéhyde 5% ©
pendant 10min a température ambiante (a faire sous la hotte)

Rincer dans du PBS 1X® 3 fois pendant 5min a température ambiante sous agitation
douce.

Déshydrater les coupes en plongeant les lames dans une solution de méthanol® a 80%
pendant 30min a température ambiante. (sous une hotte)

Mettre les lames dans une solution de saponine® a 0,2mg/ml pour perméabiliser les
membranes pendant 20 min a température ambiante.

Laver une fois avec du PBS 1X rapidement (environ 30s) a température ambiante.
Plonger les lames dans une solution de formamide® a 50% pendant 20 min au
bainmarie a 56°C. (sous une hotte)

Rincer avec du PBS 1X froid 3 fois pendant 5min a température ambiante sous
agitation douce.

Sécher le pourtour des coupes avec du papier absorbant.

Entourer les coupes avec un stylo hydrophobe DakoPen™ et laisser sécher.

Déposer 100pl de solution de BSA a 10% (diluer dans du PBS 1X) contenant

0,2mg/ml de saponine afin de bloguer les sites non spécifiques sur les coupes pendant

1h a température ambiante et dans une chambre humide.

>

Diluer au 1/10° I’anticorps primaire Apostain (anti-ADNsb/Apostain, AbCys SA) dans
une solution de BSA a 10% contenant 0,2mg/ml de saponine.

Déposer 100ul d’anticorps primaire dilué sur chaque coupe et laisser incuber une nuit
a 4°C (dans une chambre humide).

Rincer les lames dans des bains de PBS 1X 3 fois pendant 5min a température
ambiante sous agitation douce.

Sécher le pourtour des coupes avec du papier absorbant.
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> Diluer au 1/2000° I’anticorps secondaire (Alexa Fluor 555 de chévre anti IgM de
souris ®) dans une solution de BSA a 10% diluée dans du PBS 1X.

> Déposer 100ul d’anticorps secondaire dilué sur chaque coupe et laisser incuber 1h a
température ambiante et a I’obscurité.(dans une chambre humide)

» Laver avec du PBS 1X 3 fois pendant 5 min a température ambiante sous agitation
douce.

> Déposer sur les coupes 100ul de DAPI @ (dilué au 1/200° dans de I’eau distillée
soitune concentration finale de 5ug/ml) pendant 30s a température ambiante et a
I’obscurité dans une chambre humide.

> Rincer les lames 3 fois pendant 5min dans de I’eau distillée sous agitation douce

» Monter les lamelles avec une solution Gel/Mount™ (sécher le pourtour des coupes et
ajouter une goutte au milieu de la coupe) et laisser sécher a 4°C a I’obscurité.

» Conserver bien les lames a I’obscurité dans du papier aluminium a 4°C

@ Paraformaldéhyde (PAF) a 5%— 25g de paraformaldéhyde dans 450 mi

d’eau distillée+50 ml de PBS 10X+quelques pastilles de soude jusqu’a dissolution
compléte du paraformaldéhyde

@ PBS 10X — 12,1g de Na2HPO4, 2g de KH2PO4, 80g de NaCl, 2g de KCI
Qsp 1 litre d’eau distillée et ajuster a pH=7,4

Pour du PBS 1X mélanger 100ml de PBS 10X dans 900ml d’eau distillée

@ Méthanol a 80%— Pour 1 litre : 800ml de méthanol et 200ml de PBS 1X

@ Solution de saponine— Pour 1 litre : 200mg de saponine dans 1 litre de PBS
1X

®) Solution de formamide— Pour 1 litre : 500ml formamide et 500ml d’eau
distillée

® Alexa Fluor 555 de chevre anti IgM de souris ;Invitrogen

@ DAPI— Diamidino-4’,6 phénylindol-2 dichlorhydrate
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Fiche 10
Extraction de protéines totales a partir des cellules et des tissus

> Avant de commencer :

- Préparer une solution de phenylmethanesulfonylfluoride ou phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF) @ a 10 mg/mL dans I’éthanol absolu

-> Préparer une solution d’orthovanadate de sodium (NazVO,;) @ a 18,39 mg/mL dans de
I’eau MilliQ

-> Préparer le tampon RIPA selon le tableau suivant :

Tampon RIPA Concentration
NaCl (sodium chloride) (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) 8 g/L
NazHPO, (sodium phosphate anhydrous dibasic) (Sigma-Aldrich) 1,44 g/lL
KH,PO, (potassium dihydrogen phosphate) (Sigma-Aldrich) 0,24 g/L
NP40 (Nonidet P40) (Sigma-Aldrich) 1%
DOC (Deoxycholate de sodium) (Sigma-Aldrich) 0,5%
SDS (Lauryl sulfate ou sodium dodecyl sulfate) (Sigma-Aldrich) 0,1%
PMSF (Sigma-Aldrich) 10 pL/mL
NazV Oy (Sigma-Aldrich) 10 pL/mL
Cocktail antiprotéases (Sigma-Aldrich) 1,4 ulL/mL

> Procédure :

-> Pour les cellules : décoller les cellules avec la trypsine et collecter les sous forme de culot

cellulaire avant la lyse :

NB : le culot cellulaire peut également étre congelé a -80°C pour réaliser I’étape suivante

ultérieurement.

—> Pour les tissus : broyer le tissu & I’aide d’un mortier et d’un pilon dans I’azote et la

carboglace et garder environ 50 mg de tissu puis conserver le reste a -80°C

162



- Reprendre les cellules ou le broyat tissulaire dans du tampon RIPA a raison de 200 uL de
tampon pour 5 millions de cellules et 500 uL de tampon pour 100 mg de tissu

-> Passer le lysat/broyat 5 fois dans une seringue munie d’une aiguille de 0.9 mm de diamétre
-> Faire 2 cycles congélation-décongélation — azote-bain marie a 37°C

-> Centrifuger 30 min a 4°C, 12000 rpm

- Récupérer le surnageant et stocker au congélateur a -80°C.
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Fiche 11
Dosage des protéines/histones par la méthode de I'acide

bicinchoninique (BCA)

» Préparer une gamme étalon (0, 50, 100, 200, 400, 800, 1200, 1600 et 2000 pg/mL,
en duplicat) a partir d’une solution stock de BSA® (bovine serum albumin) diluée dans
le méme tampon que les échantillons a doser

» Préparer le réactif de travail en mélangeant 50 volumes de réactif A (BCA)@ avec 1
volume de réactif B (CuSO4)®

» Distribuer 25 pL de chaque dilution de BSA ou d’échantillon a doser sur une plaque
de 96 puits a fonds plats

Deux blancs sont réalisés avec 25 puL de diluant seul

Ajouter 200 L de réactif de travail et agiter la plaque

Couvrir la plague et la placer 30 min a 37°C

Laisser refroidir la plaque a température ambiante

Mesurer I’absorbance sur un spectrophotometre lecteur de plaques® a 570 nm

YV V.V V V VY

La droite de régression étalon est tracée et la concentration protéique des
échantillons déduite

» La concentration en protéines est déterminée a partir de la courbe étalon

Smith et al. (1985) Anal. Biochem., 150 : 76-85

@ Ampoule contenant de la BSA a 2,0 mg/mL dans une solution de NaCl a 0,9% (p/v) et NaN; a
0,05% (p/v)

@ Réactif A : solution aqueuse contenant BCA-Na, 1% (p/v), Na,CO3 2% (p/v), tartrate-Na, 0,16%,
NaOH 0,4% (p/v) et NaHCO30,95% (p/v) (pH 11,25)

®Réactif B : solution de CuS04.5H,0 a 4% (p/v) dans de I’eau déionisée

Pierce, Rockford, IL, USA kit BCA Protein Assay® Reagent (Pierce, Rockford, IL, USA)

@ Lecteur de plaques Victor3 Wallac Multilabel, Perkin Elmer
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Fiche 12
Electrophoréese analytique des protéines/histones sur gel
dénaturant de polyacrylamide (SDS-PAGE) — Western Blotting

> Préparation du tampon de migration pour 1 litre 10X concentré :

- Tris ® 250 mM 30g
- Glycine ® 1,92 M 1449
- SDS @1 % 10g
- gsp eau MilliQ

-> A utiliser 1X concentré : diluer 100ml de la solution 10X et compléter a Llitre.
- pH = 8,3 - ne pas ajuster avec HCI
- Conserver a 4°C

-> Utiliser a température ambiante

> Préparation des gels d’electrophoréese

-> Passer les plaques de verre a I’alcool

- Monter I’appareil d’électrophoreése Mini-Protean Il : plaques de verre et espaceurs (en
général 1,5mm)

-> Préparer les gels de séparation et de concentration selon le tableau ci-dessous en adaptant
la concentration en acrylamide @ selon la taille de la protéine : (pour 2 gels prévoir 20 mL de
solution)

- Couler les gels et s’arréter a au niveau bas du plastique vert en dessous de I’emplacement
du peigne

-> Déposer un fin film (~ 500ul) d’isopropanol ® (ou isobutanol)

- Attendre la polymérisation a température ambiante (pour gel 12%, si T° ~ 20-22°C
compter 20min)

- Rincer abondamment a I’eau distillée et éliminer toutes traces d’eau

-> Couler le gel de concentration a 5% (voir tableau). Pour 2 gels prévoir 8 mL

-> Positionner le peigne en Téflon en évitant la formation de bulles : polymérisation

—> Retirer le peigne et rincer les puits avec du tampon de migration

-> Monter I’appareil en assemblant les deux supports de gel sur le systéme central
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- Remplir le réservoir central (cathode) jusqu’en haut ainsi que la cuve (a moitié) avec le

tampon de migration

> Préparation des échantillons

- Les échantillons récupérés dans un tampon de lyse doivent étre préalablement dosés. Pour
un premier essai, prévoir un dépdt de 20 a 30 ug par puit pour les protéines et de 4ug par puit
pour les histones. Pour une plus belle migration, déposer a quantité et volume constants (pour
une méme quantité de protéines par échantillon, compléter avec le tampon de lyse pour

obtenir le méme volume)

- Dans des tubes Eppendorf, ajouter 1 volume de tampon Laemmli 2X @ a 1 volume
d’échantillon
-> Chauffer 5 mn a 100°C les échantillons et les marqueurs de taille ® (si nécessaire)

-> Charger les puits avec les échantillons et les marqueurs

» Migration ® :

—> A voltage constant
—> Gel de concentration : 80V, environ 15 min
-> Gel de séparation : 110V, ~1h30

—> Arréter la migration quand le front de migration arrive en bas des plaques

166



» Tableau indiquant la composition des gels de polyacrilamide

Gel de Séparation

6%

8%

10
%

12
%

15
%

Eau MILLIQ

Acrylamide
Mix 29:1 @

Tris 1.5M pH
8.8 @

SDS 10%
APS 10% ©
TEMED ®

Eau MILLIQ

Acrylamide
Mix 29:1 @

Tris 1.5M pH
8.8 @

SDS 10%
APS 10% ©
TEMED ®

Eau MILLIQ

Acrylamide
Mix 29:1 @

Tris 1.5M pH
8.8 @

SDS 10%
APS 10% ©
TEMED ®
Eau MILLIQ

Acrylamide
Mix 29:1 @

Tris 1.5M pH
8.8 @

SDS 10%
APS 10% ©
TEMED ®

Eau MILLIQ

Acrylamide
Mix 29:1 @

Tris 1.5M pH
8.8 @

SDS 10%
APS 10% ©
TEMED ©

5ml

2.7
1

1.3

0.05
0.05
0.004
2.3
1.3

1.3

0.05
0.05
0.003

1.7

1.3

0.05
0.05
0.002
1.7

1.3

0.05
0.05
0.002
1.2
2.5

1.3

0.05
0.05
0.002

10 ml

5.3
2

2.5

0.1
0.1
0.008
4.6
2.7

2.5

0.1
0.1
0.006

3.3

2.5

0.1
0.1
0.004
3.3

2.5

0.1
0.1
0.004
2.3

2.5

0.1
0.1
0.004

15 ml

8
3

3.8

0.15
0.15
0.012
7
4

3.8

0.15

0.15
0.009

5.9

3.8

0.15
0.15
0.006

3.8

0.15
0.15
0.006
3.5
7.5

3.8

0.15
0.15
0.006

20 mi

10.6
4

5

0.2
0.2
0.016
9.3
5.3

5

0.2
0.2
0.012
7.9
6.7

5

0.2
0.2
0.008
6.6
8

5

0.2
0.2
0.008
4.6
10

5

0.2
0.2
0.008

25 mi

13.3
5

6.3

0.25
0.25
0.02
11.6
6.7

6.3

0.25
0.25
0.015
9.9
8.3

6.3

0.25

0.25

0.01
8.3
10

6.3

0.25
0.25
0.01
5.7
12.5

6.3

0.25
0.25
0.01

30 ml

15.9
6

7.5

0.3
0.3
0.024
13.9

7.5

0.3
0.3
0.018
11.9
10

7.5

0.3
0.3
0.012
9.9
12

7.5

0.3
0.3
0.012
6.9
15

7.5

0.3
0.3
0.012

40 ml
21.1

10

0.4
0.4
0.032
18.6
10.7

10

0.4
0.4
0.024
15.8
13.3

10

0.4
0.4
0.016
13.2
14

10

0.4
0.4
0.016
9.2
20

10

0.4
0.4
0.016

50 mi

26.5
10

12.5

0.5
0.5
0.04
23.2
13.4

12.5

0.5
0.5
0.03
20
16.6

12.5

0.5
0.5
0.02
16.4
20

12.5

0.5
0.5
0.02
11.4
25

12.5

0.5
0.5
0.02
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Gel de concentration 1ml 2ml 3ml 4 ml 5ml 6 ml 8Sml 10ml
Eau MILLIQ (68 1.4 2.1 2.7 3.4 4.1 55 6.8

Acrylamide
Vool 017 033 05 067 083 1 13 17
Tris 0.5M pH

1% oo 013 025 038 05 063 075 1 125

SDS 10% 001 002 003 004 005 006 008 0.1
APS10%® 001 002 003 004 005 006 008 0.1
TEMED®  gpp1 0002 0.003 0004 0005 0.006 0.008 0.01

@ Tous les produits sont fournis par Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

@ Acrylamide : bisacrylamide (29:1) (Bio-Rad Laboratories)

@ Isopropanol VWR Prolabo

@ Tampon Laemmli X2 ; Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

® Marqueurs de poids moléculaires : Low Molecular Weight ; LMW - Amersham Pharmacia, UK

® Appareil d’électrophorése Mini-PROTEAN® |l (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette,
France)

@ Tris-HCI 1,5M pH 8,8 : 18,165 g de Tris/100ml Eau MilliQ, ajuster a pH 8,8 avec HCI, filtrer sur
0,22um et conserver a 4°C, Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

SDS : (Lauryl sulfate ou sodium dodecyl sulfate) 10%

10 g de SDS/100ml eau MilliQ, sous agitation douce pour éviter que cela mousse, conserver a
température ambiante, Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

@ APS : Persulfate d’ammonium 10%, 1g/10ml eau MilliQ, aliquoter par 400ul, conserver a -20°C,
Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

@ TEMED, Tetramethylethylenediamine, Euromedex

®@* Tris-HCI 0,5M pH 6,8: 6,055 g de Tris/100ml eau MilliQ, ajuster & pH 6,8 avec HCI, filtrer sur
0,22um et conserver a 4°C, Sigma-Aldrich (St Louis, USA)
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Fiche 13
Transfert des protéines sur membrane de Polyvinylidene fluoride
(PVDF)

> Préparation du tampon de transfert : pour un litre 10X concentré

- Tris ® 480 mM 58,19
- Glycine ® 390 mM 29,3g
- SDS @ 0,375 % (13 mM) 3,759
qgsp eau MilliQ

-> A utiliser 1X concentré : 100ml de la solution 10X + 200ml de éthanol + gsp eau MilliQ
- pH = 9,2 — ne pas ajuster avec HCI -

-> Conserver & 4°C

—> Utiliser froid

> Préparation de la membrane®@

-> Découper la membrane a la dimension du gel : 7x8,5cm minimum (gants)

- Mettre la membrane PVDF au moins 30 sec dans du méthanol

-> Equilibrer la membrane dans le tampon de transfert froid (5min max) ainsi que les éponges
et les filtres

-> Démonter I’appareil de migration, éliminer le gel de concentration et équilibrer les gels
dans le tampon de transfert froid (5mn max)

> Transfert ® :

-> Préparation du sandwich : placer la face blanche en haut et noire en bas, superposer sur la
face blanche dans I’ordre :
- une éponge
- un papier filtre @
- lamembrane
- legel
- un papier filtre @: expulser les bulles d’air a I’aide d’une pipette plastique
- une éponge
- Expulser les bulles d’air en faisant rouler une pipette plastique, sur le sandwich
—> Fermer le sandwich
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- Placer les cassettes dans le module de transfert, face noire vers face noire

- Mettre le glagon
- Remplir la cuve avec du tampon de transfert froid

- Transfert a ampérage constant :

350 mA pendant 45mn

ou 90 mA toute une nuit
- Démonter le sandwich et récupérer la membrane PVDF
-> Colorer la membrane avec une solution de rouge Ponceau S® pendant 5 min, décolorer
partiellement a I’eau distillée puis repérer les standards de poids moléculaires au crayon de
papier.
-> Poursuivre le ringage jusqu’a décoloration compléte de la membrane

@ Tous les produits sont fournis par Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

@ Membrane polyvinylidene difluoride membrane, (PVDF), porosité 0,2 um (Bio-Rad Laboratories,

Marnes-la-
Coquette, France)
@ Appareil de transfert électrophorétique semi-sec Trans-Blot® SD (Bio-Rad Laboratories)

@ Papier filtre Whatman ou blotting paper, Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

® Solution filtrée de rouge Ponceau S & 0,5% (p/v) contenant acide acétique a 1% (v/v) : Sigma-

Aldrich (St Louis, USA)
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Fiche 14
Immunodétection en révélation par chimiluminescence de |'activité
peroxydase

> Préparation du tampon de lavage : pour un litre 10X concentré :

- Tris ©® 200 mM 24,29
> NaCl® 15M 87,59

- A utiliser 1X concentré : TBST :100ml de la solution 10X + gsp eau MilliQ + 1ml de
Tween 200 a 0,1%

- pH 7,4 a ajuster avec HCI

- Conserver a 4°C

> Préparation du tampon de blocage :

-> Dissoudre du lait écrémé a 5% dans le tampon de lavage TBST

-> Agiter jusqu’a complete dissoulution

> Immunodétection :

-> Saturer les sites aspécifiques en incubant la membrane dans du tampon de blocage pendant
1 h & température ambiante sous agitation lente

- Incuber la membrane avec I’anticorps primaire dirigé contre une protéine donnée (voir
tableau ci-dessous) dans du tampon de blocage pendant 1 nuit a 4°C, sous agitation rotative
lente, dans de petits sacs en plastique scellés

—> Laver la membrane PVDF 4 fois 10 min avec le tampon de lavage

- Incuber la membrane dans la solution d’anticorps secondaires conjugués a la peroxidase
(voir tableau ci-dessous) pendant 1 h sous agitation rotative lente a température ambiante dans
de petits sacs en plastique scellés

—> Laver 4 fois 10 min la membrane avec du tampon de lavage

-> L’activité peroxidase est révélée par chimiluminescence @

- Déposer la membrane (protéines vers le haut) sur un film plastique ®

-> Appliquer le volume indiqué par le fournisseur de mélange réactionnel
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—> Laisser 5 min, puis sécher la membrane

—> Disposer la membrane entre 2 films plastique

-> Mettre en contact la membrane ainsi protégée avec un film autoradiographique @ pendant
1a5min

- Révélation du film autoradiographique dans un bain de révélation ® jusqu’a apparition des
premieres bandes (~30 s)

- Ringage a I’eau

-> Plonger la membrane dans le bain de fixation ® jusqu’a transparence du film (~2 min)

-> Verifier que les bandes ainsi révélées se trouvent a la bonne taille en superposant le film

sur la membrane et en reportant le marqueur de taille sur le film par transparence.

» Anticorps utilisés :

Anticorps primaires Source Dilution Fournisseur
. Cell Signalling
PP2A-c Polyclonal de lapin 1/1000
Technology, USA
. . Cell Signalling
B-caténine Polyclonal de lapin 1/1000
Technology, USA
cdx-2 Monoclonal de souris 1/1000 BioGenex, USA
Cycline E Polyclonal de lapin 1/1000 Millipore, France
) SantaCruz
cdk?2 Polyclonal de lapin 1/1000 )
Biotechnology, INC
B actine Polyclonal de poulet 1/1000 US Biological, USA
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Anticorps secondaires Source Dilution Fournisseur

Anti-Lapin 1/2000 Molecular Probes,
Cergy-

Anti-Souris Chévre 1/2000 Pontoise, France

Anti-Poulet 1/2000 Southern Bioteh,
Birmingham, USA

@ Tous les produits sont fournis par Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

@ ECL+Plus (Amersham Pharmacia Biotech, UK) est basé sur la synthése enzymatique d’un ester
acridinique émettant une lumiére intense

@ Saran® (Dow Chemical Company, Midland, MI, USA)

@ BIOMAX MR (Kodak Scientific Imaging Film, NY, USA)

® Revélateur radio (LX24 — Kodak, France)

® Fixateur radio (AL4 — Kodak, France)
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Fiche 15
Duolink® in situ PLA™ reagents

Principe : Cette technique permet de détecter, visualiser et quantifier des protéines

individuelles, des modifications post-traductionnelles ou des interactions protéiques dans des

échantillons cellulaires et tissulaires. Les réactifs Duolink sont basés sur le PLA® (Proximity

Ligation Assay). Lorsque les sondes PLA sont & proximité (28A), les brins d'’ ADN peuvent

interagir et se lier grace a un ajout ultérieur d’oligonucléotides et d’une ligase. lls sont ensuite

amplifiés plusieurs centaines de fois a I'aide d'une polymérase et I’ajout de sondes

oligonucléotidiques complémentaires fluorescentes met en évidence le produit final. Le signal

de chaque paire de sondes PLA détectées est visualisé comme un spot fluorescent individuel.
» Protocole

-> Sortir les lames du congélateur et les laisser décongeler environ 2-3min a température

ambiante (ne pas les laisser sécher).

-> Entourer les coupes a I’aide d’un stylo hydrophobe DakoPen™.

-> Fixer les coupes en ajoutant 200l de paraformaldéhyde @ a 4% pendant 15min a

température ambiante.

- Rincer les lames dans un bain de PBS® 1X, 3 fois pendant 5min a température ambiante

sous agitation douce (facultatif).

-> Incuber les coupes dans un bain de Triton® a 0,1% afin de perméabiliser les membranes, 2

fois pendant 10min a température ambiante.

-> Laver dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5min a température ambiante sous agitation

douce.

-> Réentourer les coupes a I’aide d’un stylo hydrophobe DakoPen™.

-> Déposer 200ul d’une solution de BSA® a 10% diluée dans du PBS 1X (attention a ce que

la coupe soit bien recouverte de la solution) afin de bloquer les sites non spécifiques et laisser

incuber entre 1h a température ambiante.

-> Déposer environ 100ul d’anticorps primaire (diluer I’anticorps dans une solution de

PBS 1X-BSA 10%) si il y a deux anticorps sinon 200pl et laisser incuber de 24 a 72h selon

anticorps dans une chambre humide a 4°C.

-> Laver dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5min a température ambiante sous agitation

douce.

-> Déposer environ 80ul de chaque PLA probes® (diluer les anticorps au 1/5° dans une

solution PBS 1X-BSA 10%) NB : les deux PLA probes utilisés doivent avoir une

174



dénomination différente — un « espéce » minus et un « espéece » plus et incuber pendant 1h
dans une chambre humide a 37°C.

- Laver dans un bain de TBST ®, 2 fois pendant 5min a température ambiante sous agitation
douce.

-> Déposer environ 80ul de la solution de ligation (Diluer la solution stock de ligation au
1/5° dans de I’eau MilliQ puis diluer dans cette solution la ligase au 1/40°) et laisser incuber
30 min dans une chambre humide a 37°C.

-> Laver dans un bain de TBST, 2 fois pendant 2min a température ambiante sous agitation
douce.

- NB : ce réactif est sensible a la lumiére donc a partir de cette étape procéder a I’obscurité.
Déposer environ 80ul de la solution de ligation (Diluer la solution stock d’amplification au
1/5° dans de I’eau MilliQ puis diluer dans cette solution la polymérase au 1/80°) et laisser
incuber 100min dans une chambre humide a 37°C.

-> Laver dans un bain de tampon de lavage B®, 2 fois pendant 10min & température ambiante
sous agitation douce.

-> Déposer environ 200ul de DAPI ® (dilution 1/200° dans du PBS 1X soit une
concentration finale de 5pg/ml) et laisser incuber de 30s & 1min a température ambiante.

-> Laver dans un bain d’eau distillé, 3 fois pendant 5min a température ambiante sous
agitation douce.

- Monter les lames au montage fluo (Fluoromount, Sigma) (verser sur le milieu de la coupe
une goutte, poser une lamelle et laisser sécher a 4°C.

-> Conserver bien les lames a I’obscurité dans du papier aluminium a 4°C.

-> L’observation se fait au microscope a fluorescence a 555nm.

—> Pour le comptage, utiliser le logiciel.
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» Anticorps utilisés :

Anticorps primaires Source Dilution Fournisseur
] Zymed Invitrogen
E-Cadhérine Mouse monoclonal 1/200 )
Laboratories, USA
. . Cell Signalling
B-caténine Rabbit polyclonal 1/200
Technology, USA
) Cell Signalling
Phosphor-Serine Mouse monoclonal 1/100

Technology, USA

@ Paraformaldéhyde (PAF) a 4%— 20g de paraformaldéhyde dans 450 ml d’eau distillée.
Ajouter 50 ml de PBS 10X.

@ PBS 10X — 12,1g de Na2HPO4, 2g de KH2PO4, 80g de NaCl, 2g de KCIQsp 1 litre d’eau
distillée et ajuster a pH=7,4. Pour du PBS 1X mélanger 100ml de PBS 10X dans 900ml d’eau
distilléeK.

@ Triton 0,1%— Ajouter avec un cone coupé a I’extrémité 1ml de Triton dans 1l de PBS 1X.
@ BSA 10%— 10g de BSA dans 100ml de PBS 1X.

® PLA probes : Mouse, Rabbit, Goat MINUS ou PLUS, Kit Duolink Detection reagent
Orange (Olink Bioscience, Suede).

® Solution de TBST (Tris-Buffered Saline Tween-20) : diluer 100ml de la solution TBS 10X +
gsp H20 MQ 1 litre + 1ml de Tween 20 a 0,1%.TBS 10X (pour 1 litre) — Tris 200 mM, NaCl
1,5 M,pH 7,4,gsp H20 MQ 1 litre (a ajuster avec HCI ;conserver a 4°C).

@ Tampon de lavage B : Dans 500 ml d’eau MilliQ dissoudre 5,849 de NaCl ; 4,24q de

Tris base et 26g de Tris HCI. Ajuster le pH a 7,5 par ajout d’HCI et compléter a 1 litre avec
de I’eau MilliQ. Filtrer la solution avec un filtre de 0,22um et stocker a 4°C

DAPI— Diamidino-4’,6 phénylindol-2 dichlorhydrate
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Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) représentent un groupe de
pathologies fréquentes. L’apport de I’analyse anatomopathologique des prélévements dans le
cadre de ces pathologies représente un réle non négligeable dans la prise en charge des
patients atteints par ces maladies, que ce soit du point de vue diagnostic ou du suivi de la
maladie. Ainsi dans ce travail nous avons montré que la présence de lésions de pléxite sur la
limite proximale de pieces de résection iléocaecale relative a une atteinte par la maladie de
Crohn était prédictive d’une rechute de la maladie nécessitant une seconde chirurgie, pouvant
ainsi guider le clinicien pour une prise en charge thérapeutique plus adaptée. D’un point de
vue physiopathologique, les MICI sont des maladies dont la pathogénie reste encore en partie
a élucider. Dans ce travail nous avons montré I’importance de certains acteurs comme PPAR
gamma et NRLP6 dans le maintien d’un fonctionnement normal de I’intestin.En effet un
déficit d’expression de ces molécules peut prédisposer au développement des MICI. Il en est
de méme pour une carence en donneurs de méthyles : en effet nous avons démontré q’une
telle carence aggravait les lésions de colite induites par DSS (Dextran Sulfate Sodium) chez le
rat. Afin de mieux comprendre comment une carence en donneurs de méthyles pouvait
intervenir dans la pathogénie de la maladie de Crohn, nous avons étudié I’impact de cette
carence sur le fonctionnement et le développement de I’intestin gréle chez des ratons issus de
meéres carencées en folate et en vitamine B12 durant la gestation et I’allaitement, démontrant
ainsi qu’un déficit en donneurs de méthyles entraine des conséquences sur le fonctionnement
de I’intestin gréle, pouvant ainsi créer un état de prédisposition au développement de la
maladie de Crohn.

Mots clés : Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales (MICI), Carence en donneurs de
méthyles, anatomopathologie, plexite, Maladie de Crohn.

Inflammatory bowel diseases (IBD) are very frequent. Pathological examination in IBD
management is important for the diagnosis and for the follow-up of the disease. In this study
we show that submucosal plexitis in the proximal resection margins and early surgical
revision after the first ileocecal resection are associated with CD recidive requiring surgical
treatment. It could be very important in order to stratify patients according to their risk,
identifying those who can benefit from aggressive medication regimen, possibly modifying
the natural course of CD. IBD pathogenesis is not completely clarified. We show the
importance of molecules as PPAR gamma and NRLP6 in intestinal homeostasis : a reduced
expression of PPAR gamma and NRLP6 could predispose of IBD. The same observation is
made for methyl donor deficiency (MDD): methyl deficient diet aggravates experimental
colitis induced by Dextran Sodium Sulfate in rat. To understand how MDD could play a part
in Crohn’s disease pathogenesis, we investigated whether MDD may affect development and
functions of small intestine in rat pups from dams subjected to the MDD during gestation and
lactation. MDD has dual effects on small intestine by producing dramatic effects on
enterocyte differentiation and barrier function in rats. Our observations could explain how
vitamin B12 and folate deficiency can play a role in Crohn’s disease development.

Key words : Inflammatory Bowel Disease (IBD), Methyl Donor Deficiency, pathology,
plexitis, Crohn’s disease.
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