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Résumé

Les mucines sont impliquées dans de nombreux neroasi biologiques comme la
cancérogenese et les interactions hoéte/pathogédiaésant de ces glycoprotéines de
potentielles cibles thérapeutiques ou diagnostiques

Il a, par exemple, été démontré une néoexpresoMUdC5AC dans les tumeurs
coliques et dans les foyers de cryptes aberrantieapparaissent dés les premiéeres étapes de
développement du cancer du cblon. MUC5AC constinsi un biomarqueur de choix pour
le diagnostic et le pronostic du cancer du colanptemiéere partie de notre travail de these a
consisté a développer un produit de contraste adapiimagerie du cancer du cbélon. Pour
cela, nous avons tout d’abord sélectionné, paedartique du phage display, un peptide affin
vis-a-vis de MUC5AC qui a été préalablement pugii@épartir d’adénomes coliques humains.
Ce peptide a ensuite été conjugué a la biotinerefféga un produit de contraste pour
l'imagerie par résonance magnétique (IRM) (UltrabiRarticles of Iron Oxide). Cela nous a
permis d’'apporter la preuve de l'efficacité de datn par IRM des polypes pré-cancéreux
dans des modeles animaux et cellulaires qui sureept MUC5AC et dans des tissus

coliques humains.

Dans I'estomac, MUC5AC est exprimée de facon phggique et est impliquée dans
I'adhésion dHelicobacter pyloria la muqueuse gastrique. Cette adhésion est vegpiigraux
pathologies induites pdfl. pylori. Dans la deuxiéeme partie de notre travail de thesas
avons démontré que parmi les différents oligosawbbs portés par les mucines gastriques
humaines, un nouveau type @eglycane portant un motif LacdiNAc (LDN) était imglié
dans I'adhésion de la bactérie a la muqueuse gastrLe LDN est exclusivement porté par la
mucine MUC5AC gastrique et son expression est Bmra la localisation deél. pylori.
Toutes les souches #k pylori testées adherent fortement au LDN. L'analyse proigue et
la construction de mutants ont permis d’identifiee nouvelle adhésine bactérienne, LabA
(LacdiNAc antigen binding adhesin) qui reconnaédfiquement le LDN. Cette découverte
permet de mieux comprendre les mécanismes d’adhésid. pylori et son tropisme
d’organe. Ces résultats sont le point de dépattidés visant a étudier I'implication du LDN
dans la physiologie gastrique et I'hnoméostasiesraassi pour le développement de stratégies

alternatives pour le traitement de l'infectiorapylori.
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Abstract

Mucins are implicated in different biological ph@mena such as cancer development
and host/pathogen interactions. Mucins have thes béentified as promising therapeutic

targets and have been proposed as potential pridgoosliagnostic markers.

Improved detection sensitivity of early coloreatahcer would have important clinical
applications. In this PhD thesis work, we repoe ttevelopment of new peptides against
MUCS5AC, a good marker of aberrant crypt foci, fbe tearly diagnostic of colorectal cancer.
Peptides have been identified by screening phagmagi peptide libraries against MUC5AC
purified from fresh human colonic adenomas. Ondadpgptide has been selected and further
conjugated with biotin for immunohistochemistry dis and ultrasmall superparamagnetic
iron oxides for nuclear magnetic resonance ima@dil). Its efficiency to detect MUC5AC
has been evaluated on cellular and animal modeishvdverexpressed this mucin, as well as

on human colonic tissues.

In stomach, MUC5AC is physiologically expressed @dmplicated in adhesion of
Helicobacter pylorito the gastric mucosa. This adhesion is a negegsarequisite for the
pathogenesis oH. pylori related diseases. Here we demonstrated that, armabnthe
oligosaccharides expressed on human gastric muaimew type ofO-glycan carrying a
LacdiNAc motif is implicated in the binding of thmcteria to the gastric mucosa. LacdiNAc
was exclusively carried by gastric MUC5AC mucin atsl expression correlated with.
pylori localization. All strains tested adhere stronglyLiacdiNAc. Proteomic analysis and
construction of mutants allowed us to identify avglobacterial adhesin, LabA (LacdiNAc
antigen binding adhesin), which specifically redags LacdiNAc. These findings give new
insights into the mechanisms of adhesionHofpylori and its specific tissue tropism. We
anticipate our results to be a starting point tawlgtimplication of LDN in gastric physiology
and homeostasis and for development of alternaivategies for treatment ¢i. pylori

infection.
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DSS: Dextran sodium sulfate

DTT : dithiothréitol

EDTA : éthyléenediaminetétracétate

EGF : “epidermal growth factor-like*

ELISA : “enzyme-linked immunosorbent assay*

RE : réticulum endoplasmique

ESI-MS-MS : spectrométrie de masse en tandem par ionisatianode electrospray
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GalNAc et GIcNAc : N-acétylgalactosamine Bkacétylglucosamine
Gal : galactose

GalNAcol : N-acétylgalactosaminitol

GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase

Gd : gadolinium

Gd-DTPA : “gadolinium-diethylenetriaminepentaacetic acid®
GRE : “breath-hold 3D gradient-echo*

HES : hémalun éosine safran

HexNAc : N-acétyl hexosamine

HMG : “Human Gastric Mucin*

Hop : “H. pylori outer membrane protein®

Hor : Hop related
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HNPCC : “ hereditary non polyposis colorectal cancer”
HSQC : “ Heteronuclear Single Quantum Coherence”
IL-6 et 8: interleukine 6 et 8
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LabA : “ LacdiNAc antigen binding adhesin®
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NIH : “National Institutes of Health*

OipA : “outer inflammatory protein A"

OMP : “outer membrane protein®

PAA : polyacrylamide

PAI : “pathogenicity island*

PAGE : électrophorese en gel de polyacrylamide
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PCR : “polymerase chain reaction”

PCS: “photon correlation spectroscopy”

PEG : polyéthylene glycol

TEP : positron emission tomography

PFBB : protein free blocking buffer
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PMSF : phénylméthylsulfonylfluorure
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RARE : “rapid acquisition with relaxation enhancement*
RCH : recto-colite hémorragique

REL : réticulum endoplasmique lisse

RELM f3 : Resistin-like molecul@
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RT-PCR : Reverse transcriptase-PCR
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Introduction

L’épithélium gastro-intestinal est recouvert d'uceuche de mucus lui conférant une
protection contre des agressions de nature chimigeéeanique mais aussi bactérienne. Les
constituants organiques majeurs de ce gel sontghesprotéines appelées mucines. Ces
molécules ont des caractéristiques biochimiques|leui sont propres, avec un taux de
glycosylation allant jusqu'a 80% du poids total,deopriété de s’oligomériser, d’étre peu
soluble et d’avoir une masse moléculaire dépadeamillion de dalton. L’'ensemble de ces
caractéristiques sont responsable de la viscogitautus.

Dans I'estomac, les mucines majeures, MUC5AC et Id4Gnt le premier rempart
contre les enzymes et acides sécrétés de cet orgasepeu de bactéries sont capables de
survivre dans ces conditions hostilelelicobacter pyloriest la seule a étre capable de
persister a long terme. L’étape indispensable gausurvie est son adhésion a I'épithélium
gastrique ; ce qui est possible par les différerstigactures glycaniques portées par les
mucines. Une fois durablement installée dans lmmamm H. pylori peut induire une
inflammation chronique pouvant évoluer jusqu’aucganL’objectif de ce travail a donc été
de caractériser de facon exhaustive sur de nombreliMdus le profil deO-glycosylation
des mucines gastriques afin d’identifier les glysamtervenant dans I'adhésiontdepylori.
Ceci dans le but d’identifier de nouvelles stradggi’éradication del. pylori. Au cours de ce
travail un nouveau motiD-glycanique, le LacdiNAc (LDN), a été identifié pda premiére
fois et porté uniqguement par MUC5AC gastriqgue. H#éférentes analyses, nous avons
démontré que toutes les souches bactérienness@btide pylori étaient capables de se fixer
au LDN. Des analyses protéomiques nous ont perpnsuite, d’identifier 'adhésine
bactérienne capable de reconnaitre le LDN, cepguila suite, nous a conduits a générer le
mutant correspondant. La propension a exprimeiD de différents modeles animaux pour
l'infection aH. pylori a également été testée ce qui permettra de testkrtures applications
de cette découverte pour éradigbieipylori.

La seconde partie de ce travail concerne le dstgnalu cancer colorectal par
imagerie IRM. Pour cela un marqueur exprimé tre&cgeement lors de la carcinogénese
colique, MUC5AC, s’est avéré étre une bonne ciBle.effet, les différentes propriétés des
mucines et leur localisation en surface de I'éfitiné peuvent en faire des cibles pour le
développement de techniques d’'imagerie de dépistagke suivi du cancer colorectal. Le

développement de tels outils est souvent freindgplacalisation intracellulaire des molécules

1
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pouvant servir de biomarqueur, ce qui les rendcilgs a observer en imagerie. Le travail a
donc débuté par la purification de MUCS5AC a padiér pieces tumorales coliques, puis la
sélection d’'un heptapeptide par la technique dwgefhthsplay, la synthése et de conjuguer a
un produit de contraste ce peptide. Pour ensuatiér sur modeles animaux, préalablement
développés, la spécificité du produit par analy®®l.l Ce travail a permis la mise au point

d’'un nouvel outil d'imagerie moléculaire pour cible cancer colorectal.

2
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Expose bibliographigque

3

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

| Le tractus gastro-intestinal

Le tractus gastro-intestinal est une voie de pa&sdag aliments qui débute a la cavité buccale
et se termine a l'anus (Figure 1). Il permet l'asimement, la digestion chimique et
enzymatique des aliments (enzymes et des variatiemsd) et leur brassage par péristaltisme.
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Figure 1 : Organisation générale du tractus gastestinal d'aprés http://www.autoimmun.ch.

1. Anatomie

1.1 L’estomac

L’estomac est composé d’'une premiére zone appel@acqui est directement reliée
a I'oesophage dans sa partie supérieure et fatigmnavec le fundus qui est suivi du corps et
de l'antre. L'extrémité inférieure de I'estomac,dglore, s’abouche au duodénum qui est la
partie supérieure de lintestin gréle. L'estomaatpétre plus simplement divisé en deux
parties, la partie proximale et la partie disthke premiére comprend le cardia, le fundus et la
moitié du corps tandis que la seconde comprendréamoitié du corps, I'antre et le pylore
(Figure 2).
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Figure 2 : Anatomie de I'estomac d’apres http:/daic.kellogg.edu/herbrandsonc.

Cette distinction tient compte de la propriété ‘@stbmac a faire varier sa taille en
fonction de son remplissage puisque c’est surtaytdrtie proximale de I'estomac qui est
capable d’augmenter de volume grace a une puissanseulature circulaire, une couche
interne de fibres musculaires s’étendant obliquéreenine couche musculaire longitudinale
externe au niveau des courbures. Sa longueur meyestrd’environ 25 centimetres et a une
capacité maximale d'1,6 litres. L'estomac sécréta 3 litres par jour de suc gastrique,
composé d’eau, d’enzymes hydrolytiques (pepsinéipastes), d’HCI, du facteur intrinseque,
d’HCO3 et de mucines. Le suc gastrique est sécrété & uhigmviron 0,8 mais est tamponné
a 2-4 par le chyme, ce qui est proche des valeptsnales d'action de ses enzymes
hydrolytiques. Cette acidité permet, d’'une part,dématurer les protéines alimentaires et
d’autres part, de tuer la plupart des bactériésam de cet organe un environnement pauvre
en espéces bactériennes.
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1.2 L’intestin gréle

L'intestin gréle ou petit intestin débute au pylolimite distale de I'estomac, et se
termine a la valvule iléo-caecale, limite proximdlegros intestin. Il se divise en trois parties:
le duodénum, le jéjunum et I'iléon (Figure 3).

7 . empties
¥ 1into cecum
(large intestine)

Figure 3 : Anatomie de l'intestin gréle d’apréshiftivww.daviddarling.info/encyclopedia.

Sa taille peut varier de 4 a 7 métres pour un di@n&environ 5 centimeétres. Le
duodénum intervient dans la neutralisation de dia€igastrique, d’'une part par sa sécrétion
de mucus riche en HGOet d’autre part, il est relié au cholédoque (réguér le sphincter
d’Oddi) qui y déverse la bile. La bile, outre saadton dans la digestion des lipides, est
également riche en ions HGOLe jéjunum et l'iléon sont principalement impliég dans
'absorption des produits de dégradation des alisjede I'eau, des électrolytes et des
vitamines. Pour parfaire a ses fonctions, l'intesgiréle possede des caractéristiques
anatomiques destinées a en accroitre la surfaceffén ces tissus épithéliaux forment un
nombre considérable de replis. Ceux-ci sont plusjoés dans le jéjunum et s’atténuent a la

partie distale du gréle, ce qui s’accentue paréagnce de villosités et de microvillosités.

1.3 Le gros intestin

La derniere partie du tube digestif est constitdée gros intestin qui se situe dans le

prolongement de l'intestin gréle. Il mesure 1,5Qre®de longueur en moyenne et est divisé
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en trois parties : le caecum, auquel se rattacppé&ndice, le cblon puis le rectum. Le cdlon
est lui-méme subdivisé en quatre segments : aseenmansverse, descendant et sigmoide
(Figure 4).

Right

Hepatic Left Splenic
Flexure Flexurne
Ascending Descending
Colon Colon

Cacum

Sigmaoid Colen

Appendix Rectum

Figure 4 : Anatomie du gros intestin d’apres htpaw.crcftlauderdale.com/education.

Le cblon est ensuite relié au rectum, lui-mémeesminant par le canal anal. Le gros
intestin a deux fonctions principales. Il sert gilde stockage pour le contenu intestinal et
permet de poursuivre la réabsorption de I'eau stéllectrolytes débutée dans l'intestin gréle.
Le gros intestin peut réduire a 100-200 mL enviles 500 a 1500 mL de bol alimentaire

guotidiennement en transit.

2. Structure générale du tractus gastro-intestinal

Sur toute sa longueur, le tractus gastro-intestpwdséde une paroi faite de cing
tuniques concentriques représentées a partir denmgre : lamuqueuse (comprenant un
chorion de tissu conjonctif et un épithélium deétement bordant la lumiere), dausculaire-
mugqueuse(faite de cellules musculaires lisses)stais-muqueusdfaite de tissu conjonctif),
la musculeuse(faite de cellules musculaires lisses) eséeuseencore appelée adventice
(faite de tissu conjonctif). En fonction de la lbsation dans le tractus, on constatera des
différences histologiques propres a chaque étagaludigestif en relation avec la fonction
physiologique (Figure 5).

v

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

muscles lisses
obliques

1all -
conancih
...... IR jOnctl

glande
secretrice
acineuse

muscles isses
longitudinaux

muscles lisses

circulaires e
s - 1§ tissu lymphoide
jeju_l'l um = | e_on [cellules immunitaires)
Bemargis: glande secrétrice tubulaire

les diamétres des différentes régions nesont pas res pectés mak les symbolespermettent de les comparer

Figure 5: Schéma général des tissus du tractus gastro-imdéstapres Précis de Physiologie, Doin, 1997.

Le tube digestif participe principalement a la edition des aliments par trois
caractéristiques anatomiques : I'épithélium de t@wént, ses glandes et sa musculature lisse.
L’ensemble de ces particularités permettent I'gtsom des aliments, la protection, la
lubrification et la dégradation des aliments ams leur brassage mécanique. De plus, le tube
digestif joue un role certain dans la défense initaire par la présence de tissus lymphoides
peu denses dans la sous-muqueuse et des plagu®syeliégeant dans le chorion de la
muqueuse de la partie terminale de liléon, I'erdende ces tissus forme les MALT
(Mucosa-associated lymphoid tissue). Le tractusrgrstestinal participe aussi a la sécrétion
d’hormones par les cellules endocrines qui le caaph disséminées le long de I'épithélium

intestinal et représentant 1% des cellules épéleai
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Trois types d’épithélium se partagent le revétenm@rtne du tractus gastro-intestinal.

Un épithélium de protection mécaniqueprésent d’'une part dans I'cesophage et d’autite par
dans le canal anal. Il s’agit d’'un épithélium pagiteux stratifié non kératinisé excepté dans

les deux derniers tiers du canal anal.

Un épithélium de protection chimique afin de prévenir des attaques du suc gastriqute to
en lubrifiant le tissu stomacal. Il est donc exislament situé dans I'estomac et constitué d'un
epithélium simple. A son extrémité au contact deluimiere, il forme des glandes qui

s’invaginent et forment des cryptes.

Un épithélium d’absorption retrouvé essentiellement dans lintestin, du duodé au
rectum, constitué d’'un épithélium prismatique simpla surface d’échange entre ce tissu et
la lumiéere est amplifiée directement par les regéid’organe, formant des anses intestinales,
par I'existence de replis macroscopiques appelBailes conniventes ou de kerckring de la
mugueuse a la sous-muqueuse. Mais aussi, de realtdlosités formées par la muqueuse
gui sont des projections digitiformes de cette @eenet de microvillosités visibles en
microscopie électronique portées par certainesulesll épithéliales (entérocytes). Ces
villosités sont toutes de méme longueur, de mériareaet paralleles, leur donnant un aspect
strié d’'ou le nom de cette structure, plateau sitiébordure en brosse. L'ensemble de ces
caractéristiques anatomiques et histologiques wiaaamplifier la surface d’échange sont
toutes présentes dans le jéjunum et I'léon, conengémontrent les surfaces d’absorption
présentées dans le tableau 1. En effet, au nigaagros intestin, il n'y a plus d’anse, de

valvule connivente et de villosité, seuls subsistgrelques rares entérocytes.

Tableau 1 : Taille et surface des segments dwsaygstro-intestinal.

Longueur (cm) Diameétre (cm) Surfacezd’absorption

(m)

Estomac 25 15 0,11

Duodénum 25 5 0,09

Jéjunum 300 5 60

lléon 60 5 60

Caecum 10 7 0,05

Célon 150 5 0,15

Rectum 20 2,5 0,015

© 2012 Tous droits réservés.
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Le tractus gastro-intestinal est composé de diftéraypes de glandes exocrines
sécrétant toutes du mucus et certaines parmi eslesctent également des ions ou des
enzymes. Les glandes cardiales et pyloriques sspectivement situées dans le chorion de la
muqueuse cardiale et pylorique. A l'instar des dénde Brinner, qui sont situées dans la
sous-muqueuse du duodénum, ces glandes sécretqunement du mucus. A l'inverse, les
glandes fundiques et de Lieberkihn se retrouvesperivement dans le chorion de la
muqueuse gastrique fundique/antrale et de I'imeagtéle. Celles-ci sécrétent, outre du mucus,
des ions et des enzymes hydrolytiques (pepsinigzases) pour les premieres et des peptides

et enzymes antimicrobiens (lysozymes) pour lesrsdzn

3. Histologie du tractus gastro-intestinal

L’épithélium gastro-intestinal est composé de défés types cellulaires dont la nature est
dépendante de I'organe dans lesquel il se trouseditersitée des types cellulaires nécessite
tout d’abord une régulation trés fine de la diffé@miation depuis lesellules souchegusqu’au
phénotype final. Les cellules souches pluripoterstest a l'origine des différents types
cellulaires et ont une activité intense permettamtremplacement continuel des cellules
epithéliales. Elles sont localisées au fond deptesydans le gros intestin, a quatre cellules
du fond des cryptes dans l'intestin gréle et dangrbemier tiers supérieur dans I'estomac
(appelé spécifiguement dans [I'estomac, isthmus)lesEldeviennent progénitrices,
proliférantes, précurseurs et enfin cellules ddf@iées, tout en se déplacant dans l'axe
glandulaire en fonction du type cellulaire en dexdre contrdle s’effectue via des signaux
envoyés entre cellules épithéliales (voie NOTCH) entre cellules épithéliales et
mésenchymateuses (voies Wnt, Hedgehog, BMP) (Figure
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Figure 6 : Régulation de la prolifération et dedifférenciation épithéliale dans I'estomac et Estin gréle
adapté de Karamt al, 2004 et de Gregorieéft al, 2005

Parmi les cellules épithéliales différenciées, aiads sont spécifiques d’organes ou de

zones anatomiques tres délimitées leur conféranpamriétés physiologiques propres

Dans I'estomac, trois types de glandes sont reéesivies glandes cardiales, fundiques et

pyloriques. Les propriétés qu’ont les glandes fquds a produire de I'HCI et différentes
enzymes, sont respectivement dues

la présenaeude types cellulaires distincts, les

cellules pariétales (encore appelées bordantescyntiques) et les cellules principales. Les

cellules pariétales tres volumineuses, arrondies et riches en mitodhes, ne sont pas

retrouvées en périphérie de la glande mais dapsrteon médiane (Figure 7)
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Figure 7 : Organisation histologique des glandeslifjues d’aprés
http://homepage.mac.com/danielbalas/HISTOLOGIE/ERTG/estomac/estomac.htm.

Un mince prolongement de leur cytoplasme rejanlumiére puisqu’elles semblent étre
comme repoussées par les cellules principales.ckbigles pariétales sont capables, sous
I'action d’une pompe HK'-ATPase présente a leur membrane luminale, de jpeodes ions
H*. Les ions K accumulés dans la cellule retournent dans la kemgar un canal K
également présent a la membrane luminale. A chamjaton sécrété, sous l'action de
'anhydrase carbonique, un ion HgQ@uitte la cellule du c6té basolatéral pour seotater
dans le sang en échange d’'un ion 0lus I'action d’'un transporteur d’anions. Les i@Ils
sont accumulés dans la cellule pour étre ensuaegeés par un canal Glans la lumiere. De
cette facon, chaque ion*Hest sécrété accompagné d'un ion. Ces cellules pariétales
sécrétent, par ailleurs, une glycoprotéine appiléeur intrinséque (ou facteur de Castle) et
qui lie la vitamine B12, la protégeant ainsi delégradation. Lesellules principales(chief
cells), les plus représentées dans les glandesgfues] sont retrouvées dans les deux tiers

inférieurs de celles-ci. Elles possedent de nonga®wésicules de sécrétion contenant divers
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proenzymes dont le plus représenté est le pepsisog®rsque ce proenzyme est au contact
du milieu gastrique acide, il va alors, par élinima autocatalytique d’'un peptide qui le
rendait inactif, se transformer en pepsine activeforme active est une endopeptidase qui
hydrolyse préférentiellement les liaisons peptid®jou est engagé le groupement aminé d’un
aminoacide aromatique (Phe, Tyr). Différentes autrezymes comme la chymosine (retrouvé
chez les nouveaux-nés) connue pour précipiter $aica du lait et la triacylglycerol lipase
dégradant les graisses sont retrouvées dans gastrique.

Un type cellulaire est spécifique au caecum et @oncproximal, trouvé au fond des
glandes de Lieberkihn, lezllules de Paneth Ces cellules sont capables de sécréter des
peptides antimicrobiens et enzymes tels que legtidiges, les défensines et le lysozyme
mais aussi de phagocyter. Ces propriétés confarkntellule de Paneth une fonction dans la
défense innée et le contrdle de la flore bactéaemar ailleurs, lorsque ces cellules sont
retrouvées dans des régions plus distales du c@kxri, est associé avec un changement
métaplasique du tissu, signe d’'une infection clgqoaiaux origines souvent incomprises.
(Bansalet al, 1984 ; Tanakat al, 2001). Tout comme les cellules de Panethetddrocytes
sont uniquement retrouvés dans le petit et grossiim. Leur fonction est, par contre,
différente puisque les entérocytes possedent unidtdad’absorption importante due a la
présence de microvillosités a leur p6le apical. @dkiles sont indispensables a I'absorption
des nutriments, d’électrolytes, d’eau et de vitasipour l'intestin gréle et d’eau pour le
cblon dans une moindre mesure. Il existe deux gramdes d’absorption, soit par voie
paracellulaire soit par voie transcellulaire. Laevparacellulaire, exploite les jonctions serrées
présentes au podle apical des entérocytes en ntillsa ions N§ absorbés par différents
mécanismes (Diffusion, cotransport ou transporif)apbur absorber I'eau, des ions et de
petites molécules hydrosolubles. Tandis que la wua@ipescellulaire utilise des mécanismes
comme I'endocytose et des transporteurs (actifpamsifs) pour absorber les molécules de
taille plus importante. L’entérocyte est le typéidaire le plus représenté dans l'intestin gréle
et est en moindre quantité dans le cdlon. De flkisont recouverts a leur péle apical par le
glycocalyx (glycoprotéines et glycolipides membiegs) jouant un réle dans la protection
des membranes cellulaires. De tres nombreuses eszyhydrolytiques (peptidases,
disaccharidases). sont présentes au niveau du plateau strie deésoegtes. Ces enzymes
sont soient directement directement synthéséeslgsaentérocytes soient issues du bol
alimentaire en cours de digestion. Ces enzymesraadstihydrolyse des peptides et des
glucides alimentaires avant leur passage vers reulation sanguine en vue de leur

assimilation par I'organisme.
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A linverse des entérocytes, le®llules endocrines(ou entéro-chromaffines) sont
retrouvées tout au long du tractus gastro-intelsti®ea sont des cellules polarisées portant des
microvillosités et piriformes, réactives a la corsgion du contenu luminal. Elles synthétisent
et sécretent des amines (histamine, sérotonindg®ipolypeptides (proglucagon). Plusieurs
types de cellules endocrines sont répartis toubag du tube digestif. Chaque type sécrete
une hormone donnée et possede une localisatioarendielle (Tableau 2). Par exemple, les
cellules D qui sécretent la somatostatine sonbugtres de I'estomac au c6lon en passant par
le pancréas. A linverse, les cellules G qui preduat la gastrine ne sont localisées que dans
lantre et le duodénum proximal. Ce systeme de ledigm endocrinien participe a de
nombreuses fonctions digestives comme la motridgésécrétions d’enzymes, de mucines ou
d’ions.

Tableau 2: Les différentes cellules endocrinestrdatus gastro-intestinal d’aprés Ringli al, 2000. EC :

entérochromaffine, GLI : preproglucagon, pYY : péettyrosine tyrosine, PP : pancréatique polypeptielCL :
enterochromaffin-like, CCK : cholécystokinine, GlBastric inhibitory polypeptide.

Estomac Intestin gréle Gros intestin
Cellule | Sécrétion Fundus| Antre | Duodénurm Jéjunum Illéon  Appendice Co6|oRectum
principale
P/D; Ghréline + rare rare rare rare
EC Sérotonine + + + + + + + +
D Somatostatine  + + + + rare rare rare rare
L GLI/pYY rare + + + + +
A Glucagon Feetus
PP PP Foetus
ECL Histamine +
G Gastrine + +
CCK/l | CCK + + rare
S Sécrétine + +
GIP GIP + + rare
M Motiline + + rare
N Neurotensine rare + +

Le dernier type cellulaire retrouvé dans tout Bctins gastro-intestinal est d¢allule
caliciforme (goblet cells ou cellule a mucus), que I'on ret@wependant en plus grande
guantité dans le gros intestin. Il en existe dexdgpes dans les glandes gastriques, a la
surface, les cellules de la muqueuse superfidplts cells) et dans la zone intermédiaire, les
cellules a mucus du collet (neck cells). Toutesckdhiles a mucus contiennent de nombreux
et volumineux granules de sécrétion, qui occupembdjeure partie de la cellule lui donnant
son aspect de calice. Ces granules contiennemblestituants protéiques et glycoprotéiques
du mucus, dont le plus important est la mucine. rhesines sont des glycoprotéines de haut

poids moléculaire et fortement glycosylées. MUCRIlasseule mucine sécrétée présente de
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lintestin gréle au gros intestin en condition pljegique. L'estomac contient, quant a lui
chez les individus sains, MUC5AC a sa surface etQdUlans le fond de ses glandes. La
sécrétion du mucus s'effectue par exocytose, dpsémn de la membrane des granules avec
la membrane apicale cellulaire. Lorsque les granudent sécrétés, les mucines qu'ils
contiennent s'hydratent, ce qui entraine le gordl@mdu granule et son éclatement,
permettant la libération du mucus dans la lumi€ependant, il est possible que certains
granules fusionnent a l'intérieur de la cellule r@vexocytose entrainant ce que I'on appelle
une exocytose composée (Specian & Neutra., 198@hdHeet al, 1991). Les granules des
cellules caliciformes du tractus gastro-intestinahntiennent de petites protéines et
glycoprotéines dont de récents travaux en font aungen la diversité de facon croissante. Les
peptides en tréfles ou TFF (trefoil factor) sorg [dus connus. Il en existe de trois types
numerotés de 1 a 3, différentiellement exprimésdanractus. lls sont toujours associés aux
mucines, participent a la viscosité du mucus et sopliqués dans la régénération tissulaire
(Taupin & Podolosky, 2003). RELM (Resistin-like moleculd), fcgbp (IgG Fc binding
protein) et DMBT1 (Deleted in maligan brain tumqgrdht été identifiés récemment, comme
participant a la réponse immunitaire et dans lailga du gel de mucus (Kobayacéit al,
2002 ; Kang & Reid, 2003 ; Artist al, 2004). Une fois le contenu des vésicules ddalesl

a mucus dans la lumiere, d’autres composeés orgasiguinorganiques viennent enrichir sa
composition, comme des déchets cellulaires. Ent,efés cellules gastro-intestinales se
renouvellent selon le méme mode appelé anoikiscgosiste au détachement régulier de

celles-ci (3 a 5 jours) vers la lumiére pour y &iiresi éliminées.

Il Le mucus gastro-intestinal

Les constituants majeurs du contenu des granulesséteétion des cellules
caliciformes sont les mucines, elles ne représéctpendant que 5% du mucus une fois gu'il
est sécrété. Plus de 90% est composé par de kéauestant sont des électrolytes {Na&",
K*...), des composés organiques tels que des protéaesiébris cellulaires, des

immunoglobulines (IgA, IgG et IgM), lipides et aeglnucléiques.

1. Caractéristiqgues générales

La surface de I'épithélium du tractus gastro-imestdes mammiféres est revétue
d'une couche protectrice de mucus. Elle forme liemgee le tissu sous-jacent et la lumiere. II

existe deux formes de mucus (Allen, 1977, 1978) gal insoluble dans I'eau, d'épaisseur
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variable, adhérant a la muqueuse (firm) et unel@wesqueuse hydrosoluble qui recouvre la
premiére couche (loose), directement en contaat kevenilieu extérieur (Figure 8). Il n’existe
pas de différence de composition entre les deusgshdu mucus qui pourrait expliquer les
propriétés physicochimiques divergentes. Seul iifie degré de condensation du mucus,
guand il est adhérent, le mucus est compact, @assdond cas, plus hydraté et volumineux.
Ceci pourrait s’expliquer par I'action d’enzyme®tgolytiques de I'h6te pouvant influer sur
I'organisation du réseau de mucus (Johanssah, 2008).
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Figure 8 : Organisation du gel de mucus dans tusagastro-intestinal d’apres Aturegal, 2001.

Les fonctions du mucus dans le tractus gastraiint sont multiples. Tout d’abord,
il joue un réle dans larotection mécaniquedu tissu qu’il recouvre en favorisant 'avancée
du bol alimentaire et de ses intermédiaires patiflaation. Cette propriété est induite par la
couche visqueuse directement présente dans larkietigpermet de minimiser les différentes
forces exercées au cours du passage de ces delanerte tube digestif.

Le mucus forme aussi urmrriére chimique contre les molécules potentiellement
nocives pouvant étre au contact des tissus. Léérelifts constituants du gel font de lui un
véritable réseau de malilles glycoprotéiques leaehpartiellement imperméable. La structure

des mucines rend notamment l'action des enzymeggwiques plus difficile de par leur
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richesse en sites de glycosylation, ce qui a pffet de masquer la partie protéique de la
mucine (apomucine). Seule peut s’effectuer uneusiidih lente et sélective des nutriments
vers les entérocytes. Il en est de méme pour ééretites toxines bactériennes, radicaux
libres (Crosset al, 1984), composés pouvant faire varier le pH. @énpmene est d’autant
plus important dans la muqueuse gastroduodénasejyeile est en contact direct avec un
milieu au pH acide. Cette muqueuse produit, dersitiyaddes ions HC® qui forment un
gradient de pH dans la couche de mucus afin dangpdnner et de protéger I'épithélium
contre les conditions gastriques extrémes (Willia8Jurnberg, 1980). Nonobstant, ceci
n’expliqgue pas comment les ions acides passemivars le gel muqueux uniquement vers la
lumiére et pas dans l'autre sens. Une des expitatest basée sur la propriété qu’ont deux
solutions de viscosité différentes a ne pas sengétalviscous fingering). Dans ce cas, c’est
lorsque le gel possede un pH supérieur ou égaj@ede milieu extérieur ne se mélange pas
avec. En dessous de cette valeur l'acide sécrétst smpable de retraverser le mucus
jusqu'aux cellules épithéliales (Bhasker al, 1992). Une autre explication possible est
I'accumulation d’'ions C& dans les granules de sécrétion permettant d’urielpaondenser
les mucines et autres glycoprotéines les unes @ingsapar la création de liaisons anioniques
et d’autre part de tamponner les ions HCl nouvedleirsécrétés. Le calcium est ensuite
relargué dans la couche supérieure de mucus losa dkcondensation et est, par ce biais,
éliminé (Schreiber & Scheid, 1997).

Le gel de mucus participe égalementidtdraction entre I'héte et le microbiotetant
pour la mise en place de la flore endogéne que lddoste contre les pathogénes. La mise en
place de laflore microbienne commensaledébute dans l'estomac, le duodénum et le
jéjunum ot I'on trouve 10a 16 bactéries par gramme de matiére, se poursuit Bei 1
dans I'iléon et de I8 & 132 dans le gros intestin (Sartor, 2008). L'estomast mependant,
quant a lui, étre considéré comme stérile a caaseonditions extrémes de pH qui y regnent.
La couche la plus externe de mucus offre une neatidéale pour I'attachement et le
développement du microbiote commensal, et ce, awement a la couche fermement
attachée aux cellules épithéliales qui est stddEhanssoret al, 2010). L’implantation
microbienne est favorisée par la grande hétérotg@ glycanes portés par les différents
constituants glycoprotéiques du mucus. Il a été trdorpar ailleurs, que des bactéries
commensalesBacteroidesRuminococcusBifidobacterium...¢taient capables d’utiliser, par
lintermédiaire de différentes enzymes, les oligabarides portés par les mucines de I'héte
comme source nutritive (Salyegsal, 1977 ; Miller & Hoskins, 1981 ; Corfielet al, 1992 ;
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Sonnenburget al, 2005). L'implantation de cette flore endogenenpet a I'organisme de
lutter indirectement contre les pathogenes en corda mucus digestif en génant leur
adhésion et leur multiplication. Elle joue aussir@le dans la dégradation d’aliments que les
enzymes de [I'héte sont incapables de digérer, comlegsucres complexes ou
certaines protéines et synthétisent un grand noddrgtamines (Vitamine K, indispensable a
la coagulation sanguine), d’acides aminés essentelfacteurs anti-inflammatoires et agents
antimicrobiens (Konisky, 1982 ; Berg, 1996).

Afin de lutter contrda microflore pathogéenele mucus contient diverses molécules
antimicrobiennes (McGuckiret al, 2011) soit en provenance de la circulation serggu
(immunoglobulines) soit directement sécrétées pmar ¢ellules épithéliales (histatines,
défensines...). En outre, le mucus possede certaioEfsmglycaniques, portés par les
mucines, capable d’inhiber la croissance de patmegéKawakubeet al, 2004) et agit en
masquant les adhésines présentes a la surfaceid@meeépour inhiber ainsi leur adhésion
entrainant une élimination plus rapide du tractigestif (Paerregaaret al, 1991).

La viscosité, la propriété de former un gel et yvertie des caractéristiques

biochimiques sont induites par des macromoléculpslées mucines.

2. Les mucines

Les mucines sont les glycoprotéines majoritairesndigus formant une large famille
et sont responsables de ses propriétés rhéologigessnucines peuvent étre glycosylées de
trois facons : l1aD-, N- et laC-glycosylation. LaO-glycosylation est de loin, la glycosylation
la plus représentée sur les mucines, pouvant remrsjusqu’a 80% de la masse totale de la
glycoprotéine. Les mucines sont tres hétérogenexjulaires et de trés haute masse
moléculaire puisque pouvant atteindre plusieurdiong de daltons sous leur forme native
(Rose, 1992 ; Dekkeat al.,, 2002 ; Porchet & Aubert, 2004 ; Lindenhal, 2008).

Le terme « mucine » a initialement était associé glycoprotéines sécrétées et donc
formant un gel de mucus. Par la suite, d’autresagyotéines ancrées dans la membrane et
sécrétées mais ne formant pas de gel ont été idesalifle mucines. Tous les membres de cette
famille sont désignés avec les trois lettres MUisule chiffres parfois complétés de lettres.
En considérant que seules les glycoprotéines sésrépar les cellules épithéliales

appartiennent a la famille des mucines, cette degntontient 16 membres (Lindet al.,
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2008) divisés en trois classes : les mucines sfmsétormant un gel (MUC2, MUCS5B,
MUCS5AC, MUC6 et MUC19), les mucines sécrétées menémt pas de gel (MUC7) et les
mucines membranaires (MUC1, MUC3A/B, MUC4, MUC12UNI13, MUC15, MUC16,
MUC17, MUC20 et MUC21). Le dernier membre a avodr identifié est MUC21 (ltolet al,
2008). Le tractus gastro-intestinal comprend un lremlimité de mucines qui sont
spécifigues a chaque compartiment (van Klinlenal, 1998 ; McGuckinet al, 2011)
(Tableau 3). Mise a part MUC2, toutes les autresin@s, ne sont pas retrouvées uniquement

dans le tractus gastro-intestinal (Figure 9).

Tableau 3 : Les différentes espéces de mucinesrmiessdans le tract@gastro-intestinal

Tissus Mucines sécrétées Mucines membranaires
(Conditions
normales)
Estomac MUCS5AC, MUC6 MUC1, MUC16
Petit intestin MUC2 MUC1, MUC3A/B, MUC4,

MUC12, MUC13, MUC15,
MUC16, MUC17

Gros intestin MUC2 (detecté en quantité limitée au MUC1, MUC3A/B, MUC4,
: . ) MUC12, MUC13, MUC15,
cours de certaines études : MUC5AC MUC16, MUC17

MUC6, MUC5B)

Les geneMUC codentles apomucinegqui constituent 'axe peptidique des mucines
et peuvent comporter de 400 a 7000 acides amirgs.apomucines possedent plusieurs
domaines et régions qui leur sont caractéristiguesie des régions les plus caractéristiques
représente 50% du corps protéique. Elle possedeséiggences peptidigues répétées en
tandem, d’ou son nom de régidbandem RepediR) ou région PTS a cause du nhombre élevé
en proline, thréonine et sérine (PTS) qu’elle aanttiLa séquence initiale est, chez I'Homme,
composeée de 8 a 169 acides aminés selon 'apomudlb€2, MUC5AC, MUC5B et MUCG6
en contiennent 23, 8, 29 et 169 respectivementdByBresalier, 2004). Elle est le siege de
la O-glycosylation par ses thréonines et sérines. édtevariable en longueur et en séquences,
est propre a chaque mucine et a chaque espece. eBtleen revanche localisée
systématiqguement dans la partie centrale de I'aporauHollingsworth & Swanson, 2004).
La répétition en tandem dans le géneC du fragment d’ADN codant les TR engendre des
VNTR ou répétitions en tandem en nombre variable (bBriaumber tandem repeats). Ce qui

a pour conséquence chez une méme espece et pomnuaonge donnée, un nombre défini
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d’acides aminés composant le TR mais un nombraiaride répétition. Pour le geMUC2

chez 'Homme 69 nucléotides sont répétés de 515afdis (Toribaraet a., 1991) ; pour le
geneMUCS6, 507 nucléotides sont répétés de 15 a 26 foisdi$aque pouMUCS5B aucun
polymorphisme de type VNTR n’est observé (Vinet al, 1998). D’autres domaine

fonctionnels sont présents sur les mucines maisdsgrendais de la nature de cell-ci.

MUCS5B, MUC20

Estomac

MUC1, MUCS,
MUCS5AC, MUCEB,
MUC13, MUC20

Duodénum

MUC1, MUC2, MUC3,
MUC8, MUC17,
MuUC20

Intestin gréle

MUC1, MUC2, MUC3,
MUC17, MUC20

Coélon

MUC1, MUC2, MUCS3,
MUC4, MUC11,
MUC12, MUC13,
MUC17, MUC20

Glandes salivaires i
MUC1, MUC3, MUC4, MUC5B, 0 aom
MUC7, MUC19
CEsophage
—
MUC1, MUC4,

Voies respiratoires

MUC1, MUC2, MUC3, MUC4,
MUCS5AC, MUC5B, MUCY,
MUCS8, MUC11, MUC13, MUC20

Systéme
hépatobiliaire

MUC1, MUC2, MUC3,
MUCS5AC, MUC5B, MUC6

Pancréas

MUC1, MUC5AC,

MUC5B, MUCS,

MUC11, MUC12,
MUC20

Organes sexuels
féminins
MUC1, MUC4,
MUCS5AC, MUCS5B,

MIUCe, MUCS8, MUCS9,
MUCA12

| Organes sexuels
A masculins

MUC1, MUC8

Figure 9: Répartition des mucines dans le corps humainrdspndrianifahanet al, 2006

2.1 Les mucinedike

Difféerentes glycoprotéines sont sécrétées, ou, a la surface de différents typ
cellulaires dont les épithélia. Elles sont congdsrcomme ncinedike par I'existence d

nombreux sites potentiels O- et de N-glycosylation dans leur séquence. Parmi ¢
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MUC10, MUC14 et MUC18, bien que considérées iretiaént comme appartenant a la
famille des mucines, méritent une meilleure caraz@on biochimique afin d’en confirmer
la légitimité de classification. D’autant qu’un pequis pour I'appartenance a la famille des
mucines est leur sécrétion par des cellules éfathélet non des cellules endothéliales ou de
mélanome (Johnsoat al, 1996 ; Melnicket al, 2001 ; Kinoshitaet al, 2001). DMBT1
(deleted in malignant brain tumoi) &st quant a elle une glycoprotéine sécrétée tpyart a

la superfamille des récepteurs de type SRSBayenger Receptor Cystein-Ricklle est
exprimée principalement dans les épithélia du wisaoespiratoire et digestif, dans le cerveau
et dans le systeme reproducteur. Elle est codéle ggne du méme nom qui a été cloné pour
la premiére fois il y a 14 ans (Mollenhawstr al., 1997). Elle a été initialement proposée
comme gene suppresseur de tumeur du fait de laenég élevée de sa délétion homozygote
et l'absence d’expression dans les carcinomes i@&mp gastrigues et pulmonaires
(Mollenhaueret al, 2001 ; Wuet al, 1999). Cependant le réle exact joué par DMBT1sdan
développement et la progression tumorale n'estepasre élucidé, d’autant que I'expression
de DMBT1 augmente dans les cancers du sein, deseg salivaires et colorectaux (Bikker
et al, 2004 ; Blackburret al, 2007).

2.2 Les mucines membranaires

Les mucines membranaires sont des glycoprotéineiilaices qui possedent en plus
des domaines PTS et des régions nues, un domaamsntembranaire qui leur est
caractéristique et permet leur ancrage dans la mamalcellulaire. Elles portent un domaine
intracellulaire, qui pour certaines d’entre ellet Bche en résidus tyrosine, offrant un site
interagissant avec de nombreuses protéines imglggdéans la carcinogénese, la genése de
meétastases et l'adhésion cellulaire @i al, 2001 ; Schroedeet al, 2003). La partie
extracellulaire qui est porteuse de tous les auloesaines, contient letomaines epidermal
growth factor-like (EGF). Les EGF-like sont impliqués dans l'interactrécepteur-ligand
comme démontré pour MUC4, qui interagit avec ErteB2nflue sur la régulation de la
croissance et la différenciation cellulaire. |lgakement été proposé que ce domaine pouvait
agir directement comme facteur de croissance agieage et libération dans le milieu
extracellulaire (Carraway & Carraway, 2007 ; Camagwt al, 2007). Autre fragment de la
partie extracelluaire, ldomaine SEA(Sea urchin sperm protein Enterokinase and Aglin).
est porté par de nombreuses mucines membranairest eimpliqué dans le clivage et

'association de sous-unités de la mucine (Magtaal, 2006). Il est, en effet, composé d’un

21

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

site de coupure protéolytique qui permettrait @idation des mucines membranaires sous
forme soluble (Wreschneet al, 2002 ; Lindenet al, 2009). D’autres domaines sont
uniguement retrouvés portés par MUC4 chez les negaimembranaires, comme par exemple
le domaine AMOP (Adhesion-associated domain in MW®Dd Other Proteins), NIDO, les
domaines riches en cystéines et D de von Willebi@dF-D). Le domaine AMOP est
supposé étre impliqué dans I'adhésion cellulaineles autres protéines identifiées avec ce
dernier sont impliguées dans ce phénomene (Citicatedl, 2002). Concernant ldomaine
NIDO (porté par la protéine nidogene qui est une pmet@le la matrice extracellulaire,
également connue sous le nom d’entactine) sa fan@st inconnue. Par ailleurs ces deux
domaines possédent plusieurs siteddgycosylations (Moniawet al, 2001). Les domaines
riches en cystéines et VWF-D sont trés importardzcles mucines sécrétées pour leur

oligomérisation.
2.3 Les mucines sécrétées

Les mucines sécrétées sont riches en cystéinesdetneaines du preen Willebrand
factor (pro-vWF) aux deux extrémités amino terminalestéNwninale, Nt) et carboxy
terminales (C-terminales, Ct). Le VWF est une gbyotéine multimerique sécrétée dans le
sang, essentielle a 'lhoméostasie et a la coagulatie pro-vWF est constitué de quatre
domaines répétés et désignés par les lettres &, &,D organisés comme suit : D1-D2-D’-
D3-Al1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK. CK pou€ystine-Knot également retrouvée chez
les mucines et D’ correspondant & un domaine Dgtrér{Shelton-Inloest al, 1987). CK est
toujours trouvé du coté Ct, en derniére positiopadsede des similitudes avec la protéine
Norrin, impliguée dans la maladie de Norrie (Pevdar & Hill, 1998). CK intervient dans la
formation de diméres de mucines par la créationpdets disulfures dans le réticulum
endoplasmique (RE) sous l'influence déglycanes (Belkt al, 2003). Les quatre domaines
de D1 a D3 portés du cbté Nt sur toutes les mucigesetées, vont ensuite directement
influer sur la formation d’'oligomeres de mucinegsLdiméres formés sont préalablement
transportés jusqu’a lI'appareil de Golgi pour étoerectementO-glycosylés et former des
multiméres par la formation de ponts disulfuresreemés cystéines du domaine D3. Cette
multimeérisation peut étre visualisée a I'aide draitroscope électronique ou I'on observe de
longs filaments de mucines ayant une taille vargant.00 nm a 5um (Carlstedt & Sheehan,
1984 ; Sheehart al, 1986 ; Sheehamt al, 1996). Ceci dit, d’autres mécanismes sont
probablement mis en ceuvre pour I'assemblage etrlaation de complexes muciniques
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mettant vraisemblablement d’autres liaisons covatert des liaisons non-covalentes en jeu
(Perez-Vilar & Boucher, 2004). De plus, aux extr@&niNt et Ct de ces apomucines se situent
des régions pouvant subir des clivages autocagalsi au niveau de la séquence peptidique
Gly-Asp-Pro-His trouvée sur MUC2 (Khatet al, 1998 ; Lidellet al, 2003) et MUC5AC
(Lidell & Hansson, 2006). Les peptides issus dwagle atteignent une taille proche de
120kDa et sont retrouvés dans le tractus gastestinbl (Pearsoet al, 1981 ; Robertomt

al., 1989). Leur role n’est pas clairement démonteésnest supposé étre en relation avec la
conformation des mucines au cours de leur synthieae.ailleurs, les mucines sécrétées
possedent une caractéristique qui leur est propfentarieur ou juste en périphérie du
domaine TR, ledomaine CYS riche en cystéines. Il est trés conservé chez lesinas
sécrétées de différents organismes, suggérantometidn importante et peut étre retrouvé de
2 a 9 fois sur chacune d’elles (Desseyn, 2009)d@raine est tres hydrophobe, ce qui est
supposeé favoriser I'agrégation des mucines entes-at avec d’autres protéines dans le
mucus (Brunelliet al, 2007). En outre, tous les domaines CYS sont oségp d’'une
séquence conservée Trp-(Ser/thr)-Aaa-Trp (ou Apaésente n'importe quel acide aminé)
qui est consensus a (&mannosylation. Cette glycosylation s’effectue déamgéticulum
endoplasmique, I'abolition de la séquence pepteligansensus conduit a la rétention de la
protéine recombinante générée dans ce dernieron@ién de laC-mannosylation est donc
probablement I'exportation de la mucine dans l'appale Golgi, sa conformation au cours
de la synthese, son trafic et I'interaction aveamutfes composants du mucus (Desssyal,
2000 ; Perez-Vilaet al, 2004).

Parmi les cing genes de mucines sécrétées existais sont localisés sur le
chromosome 11 au niveau p15 dans une zone longd@Qdkb et organisés en cluster (Pigny
et al, 1996) a I'exception de MUC19 qui I'est en 12qThen et al., 2004 ; Culp et al.,
2004). MUC2, MUCS5AC et MUCS6 sont les trois mucirsgsrétées retrouvées en conditions
normales dans le tractus gastro-intestinal (FigixeElles sont largement impliguées dans

différents phénomenes physiologiques.
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Figure 10 : Structures des trois principales mustcrétées retrouvées dans le tractus gastrdiiales

2.3.1 MUC2

MUC2 est la mucine sécrétée de l'intestin gréldwetdlon chez des individus sains.
Isolée a partir d’'une banque d’ADNc (Gueh al, 1989), c’est la plus étudiée des mucines
sécrétées humaines. L'organisation du promoteuMd€2, comparable a celles des autres
mucines secrétées, est composée d’'une boite TAG#Midée a 25 nucléotides en amont du
site d'initiation de la transcription, ainsi queud’ motif CACCC au niveau -88/-80. Le
promoteur est séparé en deux régions : I'une &chAT (-8000/-4000) et I'autre riche en GC
(en aval de -4000). Enfin, différentes régions eromt de la boite TATA peuvent se lier a
différentes protéines a activité transcriptionnéhé>-1 et 2, CREB) (Velciclet al, 1997 ;
Gumet al, 1997). La séquence prédite en acides aminéspdesucines, a partir des données
génétiques, est classiquement divisée en troiomégi centrale, Nt et Ct pour une masse
moléculaire de 540kDa pour MUC2. La région centmporte deux tandem repeat (TR).
La premiere, délimitée par deux domaines CYS de¢ eard’autre, ne présente pas de
polymorphisme de type VNTR, contrairement a la sdeoséquence de TR. La région N-
terminale renferme les 4 domaines D (D1, D2, DD8), communs aux mucines sécrétées

localisées sur le chromosome 11p15.5. Le cbté @utat comporte 859 acides aminés
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portant dans I'ordre un domaine VWF-C, un domaw&--B et un domaine CK. Ce dernier
est formé de 85 acides aminés, dont 11 sont désgimgs. |l existe 31 sites potentiels e
glycosylation le long de I'apomucine, concentréasdées domaines Nt et Ct (Guet al,
1992 ; Gendler & Spicer., 1995 ; Allen al, 1998 ; Rousseat al, 2004).

2.3.2 MUCS5AC

MUCS5AC est la mucine majoritaire dans I'estomac|atrouve aussi dans le tractus
trachéo-bronchique, dans les épithélia oculaire,systéme hépatobiliaire, le pancréas,
'endomeétre et faiblement dans le colon chez ddgidus sains (Audiet al, 1993 ; Hoet
al., 1995 ; Gipsoret al, 1997 ; Bartmaret al, 1999 ; Andrianifahanat al, 2001 ; Forgue-
Laffite et al, 2007). Initialement, lorsque les ADNc de mucines été clonés, il a été décidé
d'utiliser la nomenclature suivante : MUC5A, MUC®B MUCS5C. Il a ensuite été démontré
gue MUCS5A et MUC5C étaient issues du méme géne @aom deMUC5AC (Porchetet
al., 1991 ; Aubertet al, 1991 ; Guyonnet Duperat al, 1995). L’apomucine, de 640kDa,
peut également étre divisée en trois régions rakentNt et Ct. La région centrale se compose
de 3500 acides aminés, et est organisée en neuidesnCYS de 110 acides aminés chacun
portant 10 résidus de cystéines. Entre les cingnigrs domaines CYS du cOté Nt
s’intercalent des régions PTS sans TR. Les quaireathes CYS restant sont également
entrecoupés par 4 domaines PTS renfermant desrssguetpétées en tandem de 8 acides
aminés chacune. Ces TRs montrent un polymorphismpertant de taille et de séquence. De
nombreux site d®-glycosylation y sont retrouvés et un seul siteeptiel deN-glycosylation.

La région Nt contient 1370 acides aminés et présene grande homologie (45% environ)
avec la région Nt de MUC2 et est riche en cysté&@nen sites dé&l-glycosylation (7 sites
potentiels). Cette deuxieme région contient, ers,plin motif « leucine zipper » entre les
acides aminés 273 et 300, pour faciliter la dinaéiosn de MUCS5AC. La région Ct est
constituée de 1227 acides aminés, impliqués damsagion PTS d’'une cinquantaine d’acides
aminés et dans les domaines D4, B, C de VWF etG&ite derniere région renferme 12 sites
potentiels deN-glycosylation (Buisinest al, 1998 ; Van de Bovenkangt al, 1998 ; Escande
et al, 2001).
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2.3.3 MUCG6

MUCSG6 est la moins bien caractérisée de ces tromas. Elle a été identifiée a partir
d’'une banque d’ADNCc gastrique et est exprimée dbgzandividus sains dans I'estomac, les
glandes de Brinner duodénales, le pancréas, law@diiliaire et faiblement dans le coélon
droit, I'iléon et dans les glandes endocervicalexiparaet al, 1993 ; Toribarat al, 1997 ;
Bartmanet al, 1998). Contrairement a MUC2 et MUC5AC, MUC6 nentient pas de
domaine CYS et posséde un domaine Ct court de didésaaminés. Les trois domaines de
VWF-D4, B et C sont absents, seul subsiste le dmn&@K (Desseyn & Laine, 2003 ;
Rousseaet al, 2004).

3. La glycosylation des mucines

3.1 LaO-glycosylation de type mucine

La O-glycosylation de type mucine est une modificasteffectuant dans I'appareil de
Golgi entre un résidu d’acide aminé hydroxylé (s&rou thréonine) de I'apomucine et un
résidu deN-acétylgalactosamine ou GalNAc par le biais d’'uasbdnO-a-glycosidique. Elle
représente la modification post-traductionnelleeueg des mucines et plus de 80% de leur
masse moléculaire. Il existe, par ailleurs, 6 autypes de€-glycosylation, qui n’ont jusqu’a
présent pas encore été identifiés sur les mucil@e®-glucosylation (Luther & Haltiwanger,
2008), laO-mannosylation (Lommel & Strahl, 2009), @xylosylation (Bulow & Hobert,
2006), laO-fucosylation (Haltiwanger & Stanley, 2002),@dagalactosylation (Spiro, 2002) et
la O-N-acétylglucosaminylation (Hasdt al, 2007). LaO-glycosylation de type mucine, une
fois liée avec le résidu de GalNAc, se poursuiplies souvent avec de nombreux autres
résidus glycaniques ou aglyconiques qui sont strésten trois régions. Leoyau ou core
qui est la partie impliquant la GalNAc initiale, tesomposé de galactose (Gall-
acétylglucosamine (GIcNAc) et GalNAc. Il est suti squelette ou backbone qui est
constitué d’'une alternance de Gal et GIcNAc appelfi@éne lactosaminique. Il existe le type 1
qui correspond a une liaison Bi-3 entre le Gal et la GICNAc et le type 2 corresfant a
une liaison enBl-4 entre les mémes résidus (Mutsaetrsal, 1986). La derniére région,
appeléepériphérie, est quant a elle terminée par différents résglysaniques tels que les

groupes sanguins portant du fucose (Fuc), Gal &ilAa des structure osidiques acides
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(acide sialique) et des aglycones comme du sulidensell & Feizi, 1982 ; Brockhausen,
1999). Afin de déterminer le répertoire @eglycosylation le plus complet possible, les
techniques de RMN (résonance magnétiqgue nucléatrele spectrométrie de masse sont
souvent utilisées. Ceci a permis par exemple dect@niser le profil d&©-glycosylation des
mucines du tractus gastro-intestinal, au niveau’itk®n et du cblon (Podolsky, 1985a ;
Podolsky, 1985b ; Capaet al, 2001 ; Robbet al, 2003, 2004 ; Larssoet al, 2009) et au
niveau de la muqueuse gastrigue (Slomiengl, 1984 ; Hanisclet al, 1993). Ces travaux,
bien que préliminaires concernant la muqueuseigastrmontrent clairement deariations
d’expression glycanique entre ces tissudl a été démontre, par exemple, que les mucines
intestinales exprimaient essentiellement du corsiabylé alors que dans l'estomac était
majoritairement retrouvé du core 2 avec peu d’asidique. Il a par ailleurs, était clairement
décrit un gradient d’acidité, de bas en haut, mhelstin gréle jusqu’au colon. En effet, IBs
glycanes de la périphérie, présents dans le pédistin sont globalement neutres et fucosylés
tandis que le colon distal exprime plus de 70% lgeages sialylés ou sulfatés (Robdteal.,
2003, 2004).

3.1.1 Noyaux glycanigues

Le noyau peut étre composeé par 2 ou 3 résidus aadittues. Huit types différents
ont été decrits jusqu’a aujourd’hui sur les glyaipmes de mammiféres (Tableau 4). lls sont
classés de 1 a 8, seuls les cores de 1 a 5 sddsgmar les mucines gastro-intestinales. La
GalNAc, reliée a I'acide aminé hydroxylé, peut &wbstituée sur le C3 (carbone 3), le C6
simultanément ou indépendamment ; aveowou 3 Gal relié au C3, ufl GIcNAc sur le C3
ou le C6 ou les deux et enfin uneGalNAc en C3 ou C6. La biosynthése des cores sur
'apomucine est I'étape d'initiation de k@-glycosylation. Elle nécessite le transfert initial
d’'une GalNAc sur une sérine ou une thréonine pa UDPN-acétylgalactosamine sous
I'action d’'une polypeptid&l-acétylgalactosaminyltransférase (ppGalNAc-T). tadpit de ce
transfert, correspondant a une molécule de GalN#lige a l'acide aminé, est nommé
antigéne Tn. 24 ppGalNAc-Ts ont été identifiées guaalysein silico et 12 d’entre elles ont
été caractériséas vitro (Ten Hagenret al, 2003). Ce grand nombre peut s’expliquer par
linfluence éventuelle de la position et de la stmue du glycane précédemment ajouté sur
'apomucine. Actuellement aucune séquence consersuscide aminé n'a encore été
identifiée pour l'action de ces ppGalNAc-Ts. Le edr identifié & partir de mucines sous-

maxillaires de porc, a été le premier core a aetér identifié et constitue, par ailleurs, le
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déterminant antigénigue T ou Thomsen-Friedenrefcarléon, 1968). Ce core nécessite
laction d’'une core 1[31,3-galactosyltransférase (Q33Gal-T1 ou T-synthase), qui est
exprimée dans de trés nombreux tissus humainsefJal, 2002) et d'une chaperonne
spécifiqgue pour I'enzyme, appelée Cosmc (Cofe8Gal-T-specific molecular chaperon).
Cosmc est une protéine transmembranaire de 318saaidinés et qui protege I'enzyme d’un
adressage au protéasome (Ju & Cummings, 2002).faiméde core 1 synthétisé, I'enzyme
permettant la synthése du core 2 peut entrer enljeis genes difféerents codent des cores 2
B1,6-N-acetylglucosaminyltransferases (B@GICNAc-T) dans le génome humain. Le core 2
est exprimé dans de nombreux tissus et notammaestliatestin et 'estomac (Bierhuizen &
Fukuda, 1992 ; Schwientek al, 2000). Le core 3 est synthétisé, a I'instar deed, par une
seule transférase appel@k 3-N-glucosyltransféeras@3Gn-T6) et retrouvée de I'estomac au
cblon (lwaiet al, 2002). Le core 4, quant a lui, nécessite comnéeepuis I'action de la
B3Gn-T6, suivi de I'action de IB6GN-T4 du core 2 également nommeée C2/C4GnT. Le4ore
a été identifié dans des cellules colorectales @rauses, dans l'intestin gréle adulte et feetal
humain (Caporet al, 1992 ; Robbeet al, 2004 ; Robbe-Masselet al, 2009). Le dernier
core porté par les mucines du tractus gastro-intdsest le core 5, il est détecté dans tout
l'intestin, I'enzyme permettant sa synthése do#r; pontre, étre caractérisé (Feersyal,
1986 ; Robbeet al, 2003). L'’ensemble de ces cores est indispensabédongation de®©-
glycanes, sans eux la fonction de protection degosdccharides des mucines n’est pas
possible, comme l'atteste les résultats obtenusrseisouris déficiente pour I'enzyme du core

1 présentant des colites spontanéeseffal, 2011).
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Tableau 4 Structure des différents noyaO-glycaniques.

Désignatiol Structure
Core 1 GalNAc
Gal(l31-3)/
Core 2 GlcNAc(B1-6)
GalNAc
Gal(B1-3)
Core 3 GalNAc
GIcNAc(B1—3)/
Core 4 GlcNAc(B1-6)
GalNAc
GlcNAc(B1-3)
Core© GalNAc
GalNAc(a1-3)
Core 6 GlcNAc(B1-6)
GalNAc
Core 7 GalNAc(01-6)
GalNAc
Corc B GalNAc
Gal(al-3)/

Les cores sont soit allongés par le squelette saiylés. Chez I'Homme, un tyf
majeur d’acide sialique est retrouvé, I'acN-acétylneuraminique (Neu5Ac). Cependant,
acides 99-acetylN-acétylneuraminique (Nel9Ac,), 7-O-acétylN-acétylneuraminiqu
(Neub5,7A¢) 7,9-di-O-acéty-N-acétylneuraminique (Neu5,7,94¢c  Neu5,8,9A3,
Neu5,8A¢9-actyl ou encore Neu5Ac8Me (Neu5AO-methylé sur le carbone 8) ont «
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caractérisés dans les mucines coliques humainespwe certains une spécificité de tissu
tres étroite comme le Neu5,8Acetrouvé uniqguement dans le sigmoide du célon. Au
contraire, dans I'estomac, seuls le Neu5:9dtcl'acide 90-lactyl-N-acetylneuraminique en
faible quantitéont été mis en évidence (Muchmateal, 1987 ; Corfieldet al, 1993 ; Robbe

et al, 2003). Les acides sialiques peuvent étre liésasGalNAc du point d’attache ex2-6

des cores 1, 3 et 5 et @@-3 oua2-6 sur un Gal terminal.

3.1.2 Squelette glycanique

Le squelette contribue, pour I'essentiel, a la leng des chaines glycaniques par
I'enchainement des résidus de Gal et GIcNAc li elnorsque plusieurs dimeéres osidiques se
succedent, les chaines résultantes seront qualifd polylactosaminiques. Outre la
différence de carbone impliqué dans la liaison ggamédes chaines de type 1 ou 2, le squelette
peut étre sous forme linéaire ou ramifiée par I'dgarce d’une liaison sur le C6 du Gal. Ceci
ajoute un degré de complexité a I'ensemble et ésigdé par le terme antigéne i pour la
forme linéaire et antigéne | pour la forme branc{téeunsellet al, 1988) (Figure 11). De
nombreux enzymes sont impliqués dans la syntheseltnes lactosaminique, les GIcNAc
transférases appelée iGnT, B&Gal-T pour les chaines i et les IGnT pour fornaelidison

31,6 des chaines | (Sasaitial, 1997 ; Ujitaet al, 1998 ; Inabat al., 2003).
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Structures linéaires
Gal(p1-4)GlcNAc Gal(p1-4)GlcNAc
Gal(B1-4)GlcNAc(p1-3) Gal(p1-4)GlcNAc(B1-3)
Gal(p1-3
Antigene |
GlcNAc
Structures branchées Gal(p1-3) 4 Gal(p1-4)GlcNAc
Type 1 Type 2
Ga\{Bl-él]G[cNAc{Bl-G)\ Gal(B1-4)GIcNAc(B1-6)
Gal(p1-4)GlcNAc Gal(p1-4)GlcNAc
Gal(B1-4)GlcNAc(p1-3) GIcNAc(B1-3)
Gal(B1-3)
Antigene |

Figure 11 : Exemple de structures du squef@ttgycaniques.
3.1.3 Périphérie glycanique

La région périphérique des oligosaccharides desimasicprésente une grande
hétérogénéité dans les différents étages du trgeisiso-intestinal. Elle peut étre générée aux
extrémités des chaines polylactosaminiques terssnall internes. La plupart des oses ou
dérivés d’oses sont en configuration anomeérigquet avec une spécificité de liaison étroite.
Les acides sialiques sont liés sur le C3 ou le 'G6 Gal et le C6 d’'une GalNAc,dFuc sur
le C2 du Gal et le C3 ou le C4 du GIcNA@®al sur le C3 du Gal,dGalNAc sur le C3 du
Gal, I'aGIcNAc sur le C3 ou le C4 du Gal etp&alNAc sur le C4 du Gal. Le sulfate est,
guant a lui, retrouvé le plus souvent sur un résiduGal, GalNAc ou GIcNAc. Lorsqu’un
résidu d’acide sialique ou de sulfate est en positerminale cela a pour conséquence
d’inhiber I'élongation de l'oligosaccharide en ceute synthese. Sous I'action de différentes

glycosyltransférases, ces différents résidus soptiqués dans la formation des antigenes de
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groupes sanguins (A, B, O et Lewis) (Figure 12)elQque soit le groupe sanguin le Fuc est
toujours présent ; quand il est relié a un Gabrihfe le groupe O (ou H en anglais), lorsque ce
méme Gal est substitué par un autre Gal ceci féengeoupe B ou par une GalNAc le groupe
A. Cependant certains individus, représentant 2086lad population, qualifiés de non
sécréteurs, ne sont pas capables de synthétisésida de Fuc lié eal-2 sur des chaines de
type 1. Ce phénomeéne est di a I'absence d’une yliicssférase spécifique appelée FUT2,
enzyme capable de catalyser le transfert d'un wésié L-fucose sur une chaine
lactosaminique de type 1 principalement (Mollicetal, 1985 ; Kellyet al, 1995). D’autres
fucosyltransférases existent mais agissent surtréawglycoprotéines, seules la FUT1 et la
FUT3 ont une action sur les mucines. La FUT1 ephbke de transférer le Fuc sur des
chaines de type 2 sur du Gal pour former le grétip@ndis que la FUT3 catalyse la réaction
de transfert du Fuc sur une GIcNAc efh-4 sur des chaines de type 1 ou 2 permettant la
synthése des groupes Lewis. Il existe deux grodpesewis, le couple Lewist® constitué
d’un enchainement de Gal et de GIcNAc liédn3 et le couple Lewiset” constitué du
méme enchainement mais lié@Eh4. Les Lewid et® ont comme point commun un Fuc sur la
GIcNAc lié enal-4 et ce qui les difféerencie est I'ajout d'un Fsior le Gal enal-2
uniquement sur le LewisDe la méme facon, le couple Leivist? posséde comme point
commun un Fuc eal-3 sur le GIcNAc et comme différence I'ajout d’BEnc sur le Gal en
al-2 uniquement sur le LewisLes antigénes Lewis peuvent étre complétés pmradieles
sialiqgues pouvant former par exemple, le sialyl is2wt le sialyl Lewi$ plus connus sous
leurs appellations cliniques respectives CA19-8I€C-ST-43 et utilisés comme marqueurs
tumoraux (Nakagoeet al, 2002). lls peuvent étre également sulfatés, d@mesion de
sulfotransférases, donnant par exemple du sulfod’etwouvé dans les mucines colique chez
les individus sains ou disialylés comme le Disidlgvis‘ portées par les mucines coliques
issues de patients atteints d'un cancer (Robbe-dtatsst al, 2009). De nombreuses sialyl
(Harduin-Leperst al, 2005) et sulfotransférases (Brockhausen, 2008¢® identifiees, les
modifications qui en découlent apportent une gracmhaplexité structurale aux mucines et
sont impliquées dans de nombreux phénomeénes hipiegi(Nieuw Amerongeet al, 1998 ;
Jass & Walsh, 2001). Certains autres antigénesineola Sda/Cad, ont été identifiés dans le
cblon d'individus sains et sont portés par les mesi(Mortonet al, 1988 ; Caporet al,
2001). L'antigene Sda/Cad est composé d’'une GaltgAuninale reliée ef1-4 a un résidu de
Gal, lui-méme relié a une GIcNAc €1-3/4. En plus du résidu de GalNAc terminal, urdeci

sialique se lie aussi au Gal, @B-3, ce qui caractérise cet antigéne. Par aillel@sombreux
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antigénes ne sont pas retrouvés chez 'Homme nmidgi@ment portés par d’autres especes

animales. C’est par exemple, le cas de I'antigen&dlili qui consiste en I'enchainement de

deux résidus de Gal reliés ef-3 et qui est impligué notamment dans le rejetxdée®greffes

de porc réalisées chez 'Homme (Galili, 2006).

Groupe O GroupeA
Gal Gal
Ga|NAC{(L1-3)/
Fuc(oi1-2) Fuc(o1-2)
Lewis® Lewis?
Fuc(a1-4)—75‘CNf-‘~C Fuc(a1-4)76f:NAc
Gal(ﬁl—3)/ }a\([ﬁl&)
ra
Fuc(e1-2)

Lewis® LewisY
Gal(ﬁ1—4)7G‘CNAC Ga|(ﬁ1.4)—76\cNAc
FUC(OLI—3)/ Fuc(a1-3)

Fuc(a1-2)

GroupeB

/Gal

Fuc(al-2)

Gal(a1-3)

Sda/Cad

GaINAc(B1-£n76a(B1—3/4)

NeuAc(w2-3)

GlcNAc

Antigéne Galili

e

Gal

Gal{w1-3)

Figure 12 : Exemple de structures périphérigdagycaniques.

3.2 LaN-glycosylation

La N-glycosylation est une modification débutant daesRE et s’achevant dans

'appareil de Golgi entre la fonction amide d’'ursicu d’asparagine de I'apomucine et un

résidu deN-acétylglucosamine ou GIcNAc par le biais d'uneisba O-B-glycosidique.

Contrairement a l&-glycosylation de type mucine, une séquence conseasiste : Asn-

Aaa-Ser/Thr (ou Aaa représente n’importe quel aeiené sauf la proline) (Kornfeld &

Kornfeld, 1985). Cependant certains siteNlglycosylation atypique ont été identifiés, du
type Asn-Aaa-Cys (Satonet al, 2004) ou du type Asn-Gly-Gly-Thr (Kehet al, 1979). La

N-glycosylation se déroule en deux étapes, la prendans le RE rugueux (RER) ou un
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tetradécasaccharide (@Rlarny GICNAC,) est synthétisé conjugué a un intermédiaire lquidi
appelé dolichol-phosphate. Il est ensuite transférbloc sur la chaine peptidique en cours de
synthése. La seconde étape se passe dans le REREE) et 'appareil de Golgi lorsque la
chaine peptidique est synthétisée et consiste erafaration du glycane et sa transformation
en structure de type oligomannosidique, complé&kadétyllactosaminique) ou hybride. Les
N-glycanes possédent tous un noyau pentasaccharitiguannosyN,N’-diacétylchitobiose
(Mang GIcNAC,) qui peut étre substitué par des acides sialigles,Fuc sur des résidus de
Gal terminaux, des groupements sulfate en C3 deo&l6 de GIcNAc internes. lls peuvent
donc, au méme titre que I®-glycosylation, porter des groupes sanguins eteautr
déterminants antigéniques (Marionnesal, 2001). LesN-glycanes peuvent étre classés en
trois types : oligomannes constitués exclusiverd&amMan, le type complexe, possédant une
composition en oses variée et le type hybride, ng&ant les deux précédents types (Figure
13).

fet N

e A0

Noyau
pentasaccharidique

Oligomanne Complexe Hybride

’ NeuAc @ Man AFuc .GIcNAc O Gal

Figure 13 : Représentation des différents typel-dcanes.
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3.3 LaC-glycosylation

La C-glycosylation est une modification co-traductiolmes’effectuant dans le RE,
consistant en I'ajout d’'un résidu Mannose (Man) sarrésidu de tryptophane (Trp) de la
protéine. Elle posséde, chez les mucines, une ségumnsensus Trp-(Ser/Thr)-Aaa-Trp (ou
Aaa représente n'importe quel acide aminé). Ladiais’opére entre le C1 deilMan et le C2
du premier Trp du noyau indole dans le RER (Fidute Cette glycosylation a initialement
été découverte sur la ribonucléase 2 et n’est padiaison glycosidique conventionnelle car
elle s’effectue entre deux carbones C-C contrairena@ C-O et C-N des autres types de
liaisons (Hofsteenget al, 1994). Elle a été caractérisée dans les domé@i&des mucines
MUCS5AC et MUC5B (Perez-Vilaet al, 2004) mais serait absente de ce méme domaize che
MUC2 (Ambortet al, 2011). La fonction de I&-mannosylation dans les mucines semble
étre en corrélation avec la maturation de ces dersi au cours de leur synthese, mais doit

encore étre investiguée pour en élucider toutesubslités.

GDP-Man ————> Dol-P-Man ————> -V?I—X—X—W—
Man

HO

Tryptophan

Mannose

Figure 14 : LiaisorC-mannosidique d’aprés Essentials of Glycobiologyd 2dition. Varki A, Cummings RD,
Esko JDgt al, editors.Cold Spring Harbor (NY).
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lIl Implication de MUC2, MUC5AC et MUCG6 dans les
pathologies du tractus gastro-intestinal

MUC2 est la mucine sécrétée majeure du tractustingd. Des modifications de son
expression ont été décrites lors de pathologids tgle la recto-colite hémorragique (RCH)
ol MUC2 est sous exprimée aux abords du tissunmfiatoire (Longmaret al, 2006).
MUC?2 est également la cible de parasites, coremtamoeba histolyticéamibe) dans le but
de déstructurer la couche de mucus intestinal \arifser, de ce fait, le développement du
pathogéne (Lidellet al, 2006). Nombre de micro-organismes envahissaninulgueuse
gastro-intestinale influent sur la composition duces en usant de différents mécanismes
visant directement le gel de mucines. Pour cek,mecines peuvent étre dégradées, tout
comme leurs oligosaccharides (Sileaal, 2003 ; Tuet al, 2008). En outre, I'absence de
MUC?2 dans l'intestin, chez une souris génétiquenraralidée pour cette mucine, a pu mettre
en évidence le développement spontané d’adénontésdéinocarcinomes chez I'animal, ceci

renforcant le réle protecteur de MUC2 dans l'inteéVelcichet al, 2002).

Concernant MUCS6, plusieurs études contradictoirésrident soit une absence
d’expression de MUC6 dans les tissus colorectailxssou cancéreux ou au contraire une
expression trés rare dans du tissu colique saiis MEC6 serait présente dans de nombreux
adénomes (Sylvestet al, 2001 ; Bartmaret al, 1999). Dans I'estomac, son expression est
moins controversee, tout comme sa fonction. MUQ6désrite pour étre localisée dans le
fond des cryptes et étre porteuse d’'un glycanecoéier avec unexl,4-N-acetylglucosamine
branchée a un core 2. Quand ce glycane est asgmailélelicobacter pylori bactérie
pathogéne gastrique, il bloque la synthese de g& pa inhibant la synthése adglucosyl

cholesterol, un composé majeur de la paroi baciéei¢gKawakubeet al, 2004).

MUCS5AC est, quant a elle, la mucine majeure normalg exprimée dans I'estomac.
Elle peut étre retrouvée avec MUC2 dans l'intekirs de maladies inflammatoires comme la
RCH et dans les adénocarcinomes (Forgue-Lafittd, 2007). Elle est également induite lors
d’infections bactériennes ou parasitaires dansssa {Nutteret al, 2002 ; Radhakrishnaat
al., 2007 ; Takedaet al, 2010 ; Vieiraet al, 2010). De récents travaux ont d’ailleurs
démontré le role de MUCS5AC dans I'élimination dersvenématodesTgichuris muris
Trichinella spiralis et Nippostrongylus brasiliensisdans le tractus intestinal de souris. En
effet, des animaux déficients pour la mucine MUCS#&Csont montrés incapables d’éliminer
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ces pathogenes. Il a méme été démontré un roleedelgorté par MUC5AC seule et

directement sur le nématoitevitro (Hasnairet al, 2011).

De nombreux travaux ont permis de caractériser ditéamme une expression
aberrante de ces différentes mucines lors de pagiesl gastro-intestinales. Par exemple, en
cas de métaplasie intestinale compléte gastriqare)ue pour précéder un cancer gastrique, il
y a expression de MUC2, normalement absente du gastrique alors que MUCS5AC et
MUCG voient leur expression diminuer. L’expresseaiia glycosylation de ces trois mucines
sont d’ailleurs utilisées afin de classer les ttgiges de métaplasies existantes (Séval,
2002). La premiere étape du développement de Encaenese colique, qui correspond a
'apparition d’une hyperprolifération épithélialeig 'on appelle foyer de cryptes aberrantes
(FCA ou ACF pour Aberrant Crypt Foci), est corréééEexpressiorde novode MUC5AC.
Cette mucine est également retrouvée dans dive¥soatks et pathologies coliques pré-
cancéreuses (Bas al, 1983 ; Myerscought al, 2001 ; Mauriret al, 2007 ; Forgue-Lafitte
et al, 2007 ; Buet al, 2010). Initialement MUC5AC fut connue sous I'aflation d’antigéne
M1 (Baraet al, 1977) puis fut parfois désignée par les inigadMG (Human Gastric Mucin)
avant que la corrélation entre le géne et la pretéoit établit, indiquant qu’il s‘agissait de la
méme molécule. Les différentes études qui ont soin décrit I'expression de MUCS5AC
dans le cOlon sain chez certains patients maisuemegnt a une faible intensité, tandis que
dans les polypes adénomateux I'expression esimtieisse (Buisinet al, 1996 ; Bartmanet
al., 1999). Au contraire, lorsque la tumeur se tramsé en adénocarcinome, MUC5AC n’est
plus exprimée (Buet al, 2010). Cette mucine est, par ailleurs, plusudetgment exprimée
dans les adénomes villeux et dentelés que darediasomes tubuleux (Takagh al, 2003 ;
Hirono et al, 2004) et serait exprimée lors d’inflammation tdbe digestif de longue date
(Buisine et al., 2001 ; Forgue-Lafitet al, 2007). La néo-expression de MUC5AC dans le
colon peut étre qualifiée de réexpression, étanhéaue durant le$® et 18™ semaines du
développement foetal MUCS5AC est exprimée (Bara &tiBurl980 ; Baraet al, 1986).
L’ensemble de ces résultats font de cette mucinebam marqueur précoce du cancer

colorectal.
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e cancer colorectal

1. Epidémiologie

Le cancer colorectal (CCR) est la deuxieme causdédeés par cancer chez 'lhomme
apres le cancer du poumon et la troisieme causides chez la femme aprées le cancer du
sein et du poumon. Le CCR représente, dans le m@g® déces par an pour le sexe
masculin et 8200 déces par an chez le sexe fénfilynamique d’évolution des taux de
mortalité des principaux cancers en Frantestitut National du Cancer, 2010). La France est
'un des pays les plus touchés par le CCR, toutneenta plupart des pays industrialisés
derriere I'Australie, la Nouvelle Zélande mais suitles Etats-Unis (Faivret al, 2001).
L’incidence du CCR en France, qui correspond audlétdu nombre de nouveaux cas par an,
était de 37413 en 2005. La survie relative a cimg) standardisée pour I'age est de 57 % en
moyenne, sachant que les cas les plus récemmaeagrodizqués ont un meilleur pronostic
(Bulletin épidémiologique hebdomadairastitut National du Cancer, 2009). Ce cancer est
rare avant 50 ans mais au-dela son incidence augmapidement (Figure 15). Le
vieillissement de la population contribue donc augimentation de ce cancer, ceci en
association avec différents facteurs environnenentls que I'alimentation, l'activité

physique, I'alcool et le tabac.

Taux pour 100 000 personnes-années

S00-
i |ncidence femma
—t— Mortalité homme
——mm— Incidence homme
—pgee Mortalité femme

400

300 -

200

100 +
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Figure 15: Cancer colorectal : incidence et miétapar age en 2005 en France. D'apresBldletin

épidémiologique hebdomadajrastitut National du Cancer, 2009.
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2. Histoire naturelle du cancer colorectal

Au plan histologique, la premiere anomalie décelatl CCR correspond atCA. I
s’agit de cryptes au diamétre plus large entoudées épithélium épaissi, parfois déformées
et pouvant sécréter moins de mucus. Il en exisis types, pouvant séquentiellement étre
simples, hyperplasiques et dysplasiques. Leur pmmmun est I'élargissement des cryptes
tandis que ce qui les différencie est la formatiame architecture irréguliere pour les FCA
hyperplasiques et I'apparition cumulée d’'une dédéhciation pour les FCA dysplasiques.
Les FCA dysplasiques sont ainsi pourvues de noywatifiés, d’une augmentation de la
mitose et d’'une raréfaction de cellules a mucus digigorioet al, 1997). Certains FCA
peuvent se résorber (Schoet al, 2008) et d’autres augmenter en taille, de par la
prolifération de cellules dédifférenciées, ce qautpconduire a la formation d'upolype
adénomateux Celui-ci ne va pas forcément devenir un adéndauame, il n'est d'ailleurs
actuellement pas possible de distinguer un adéncapable d’induire un cancer d’'un
adéenome qui ne l'est pas. Cependant quatre @ifevent influer son devenir : la taille, le
nombre, le type histologique et le degré de dysplasn adénome dont la taille est proche de
5mm ne présente de tissus malins que de facon texaeplle (Faivre & Bader, 1987), a
l'inverse on peut estimer qu’un quart des adéncewyast atteint une taille d’1 cm de diametre
se transformeront en cancer, et ce, indépendanuedetr age (Mutet al, 1975 ; Strykeet
al., 1987). Le nombre important d'adénomes chez @mm patient est également un risque
plus élevé de développer un CCR (Winawel, 1993). Différents types histologiques de
polypes adénomateux existent et sont classés klomrchitecture tissulaire : les adénomes

tubuleux, tubulo-villeux, villeux et dentelés (sead en anglais) (Figure 16).

Figure 16 : Adénome tubulo-villeux avec dysplagpéh&liale minime (A), polype hyperplasique dentfd et

adénome dentelé sessile (C). Coloration Hématosadisine, agrandissement X100 d’aprés Cathomas, 200
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Plus 'adénome possede un contingent villeux ingrdrplus le risque de transformation
maligne est élevéeO(Brien et al, 1990) Le degré de dysplasie est aussi une donnée
importante, car lorsque I'épithélium est fortemémiché par des anomalies architecturales,
cellulaires et nucléaires cela sous-entend un nemlus important d’anomalies génétiques.
En effet, il est connu a présent que le CCR sweteascade de mutations géenétiques qui varie
selon le type de cancer, sporadique ou d'originmiliale, et selon le type de polype
adénomateux (Figure 1dggett & Whitehall, 2010).

Normal mucosa
| L i [ | i
BRAF KRAS APC APC KRAS BRAF
mutation mutation mutation mutation| | mutation mutation
W | Small TA
| Small TA GCHP MVHP
Methylation .
other poory. MGMT methylation N
unaersteod KRAS mutation; b=
Ghabn-ll?fel?'b’ : CING p5§| an:‘ 3 tion,
possibly ot
SSA it '&
Large TA with
severe dysplasia
MSS cancer
MSS cancer
CIMP low CIN
KRAS mut CIMP negative
BRAF wt, KRAS wt
Traditional pathway

Figure 17 : Modele de la tumorigénese colorectaprés Leggett & Whitehall, 2010.

Lorsque la dysplasie du polype est trés importast®) développement conduit a
linvasion en profondeur de la muqueuse, ce qui guar la transformation
adénocarcinomateuseUne fois que I'adénocarcinome a dépasse la maiseuhuqueuse, il
peut conduire a la formation de métastases pougéntraliser le cancer. Les étapes
précédant le CCR suivent donc de multiples étapenatlifications génétiques, que ce cancer
soit héréditaire ou sporadique. Les formes hérnéd#aeprésentent 5 a 10% des cas de CCR,
les principaux syndromes de prédisposition aux @mnadu colon sont la polypose
adénomateuse familiale (PAF ou FAP), le CCR héaéditsans polypose (HNPCC pour
hereditary non polyposis colorectal cancer, égatgnmappelé syndrome de Lynch), le
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syndrome de polypose juvénile (Wedizal, 2005) et le syndrome de Peutz-Jegleisnduit

un risque élevé de CCR impliquant dans 40 a 60 %cds une mutation du gestk 11
(Leggettet al, 2003). Le plus retrouvé est le FAP qui est dled mutations du gene
suppresseur de tumeur adenomatous polyposis(epk) conduisant a une inactivation du
produit du gene. Pour le syndrome de Lynch, ce lssninutations de genes de réparation de
'ADN (mst2, mihl, mlhg pms3 qui sont impliquées (Lynch & Lynch, 1998). Pouar |
polypose juvénile, des mutations dmad4ont été mises en évidence (Hoeteal, 1998).

Certains cancers du colon se développent suits end&adies inflammatoires telles que la
maladie de Crohn ou la colite ulcéreuse. Toutefoes cas ne concernent qu’'un faible
pourcentage des CCR (Ullman & Itzkowitz, 2011).

Les CCR sont majoritairement sporadiques (envirOfo des cas), mais impliquent
forcément plusieurs modifications génétiques a@guiau cours de l'existence et non
transmises. Le schéma initialement proposé dédrlagrerte dapcsuivie de celle d&-raset
enfin p53 (Figure 18) (Fearon & Vogelstein, 1990) s’est avénéomplet suggérant
I'existence de nombreuses autres mutations impdisjgé@ns le CCR (Smitt al, 2002).

, ) )

- APC K-IRS oo p33 e
wre il — S35
< == | VW*

W b

Normal Dvsplastic e Metastatie

; = S oy v Adenema — Carcinoma —
epithelia epithelia cancer

MMR genes

benign Ll malignant

Figure 18 : Modele de délétion génétique dans IR @fdposé par Vogelstein d'aprés Srathal, 2002.

L’ensemble des mutations retrouvées dans le @ERvent étre induites par des
instabilités génomiques qui sont soit des inst#silichromosomiques soit des instabilités
microsatellitaires (MSI) (Worthlegt al, 2007). Les conséquences de ces phénomenes sont
'accumulation d’erreurs et donc de mutations daeséquences génomiques.

On peut aussi ajouter, a ces instabilités, des fioations épigénétiques, qui vont
entrainer des changements d’expression génique.d&egulations épigénétiques peuvent
étre la méthylation de '’ADN ou la modification deistones ou encore de la chromatine (Van
Engelancet al, 2011).
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Il n’existe donc pas un seul type de CCR répondanine cascade de changements

histologiques et moléculaires mais une multitudecaleses et changements conduisant a la

formation d’'un adénocarcinome colorectal (Figurg 19
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Figure 19 : Evénements durant la carcinogénéseeartbde, d'aprés Toribara & Sleisenger, 1995.

2.1 Les foyers de cryptes aberrantes

Les FCA ont initialement était décrits dans lesonélde souris traitées avec un agent
carcinogene et proposées comme étant des lésiéngqplasiques (Bird, 1987). Plusieurs

annees apres, ces lésions ont été observées thmmrlie en histologie classique et avec

coloration au bleu de méthyléne, par chromoendaosc@ermettant une visualisation plus
simple (Figure 20) (Roncuccet al, 1991 ; Pretlowet al, 1991). Une étude a plus grande
échelle a permis ensuite de mettre en évidencantnuation du nombre de FCA apres

traitement avec un anti-inflammatoire non stéraidqgulindac) connu pour diminuer le risque

de cancer colorectal et le nombre de polypes chexz mhtients atteints de polyposes

adénomateuses familiales (Takayaetaal, 1998). Ultérieurement une corrélation entre un

nombre accrus de FCA et le risque de développeC@R, chez des patients consommant

© 2012 Tous droits réservés.
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conjointement du tabac et de l'alcool de facon liége, a été établie ; mais aussi une
augmentation du nombre de FCA avec I'age et unaigation majoritaire des FCA dans le
sigmoide, ou 70% des cancers colorectaux se leocali@\rawi et al, 2006 ; Sakaet al,
2011). Ceci permet d'associer I'apparition des F@®ec les stades précoces de la
carcinogene colique, pouvant en faire un marquesiékions précancéreuses.

Figure 20 :Photographie de cryptes aberrantes (désignéegpélethes noires) par chromoendoscopie au bleu
de méthylene d'aprés Takayaetzal, 1998.

2.2 Les polypes adénomateux

Les polypes adénomateux ou adénomes peuvent éssesl en plusieurs catégories
basées sur leurs aspects morphologiques : lesgfygdiculés, bien visibles, sessiles, moins
proéminents et plans, difficiles a distinguer (Feg21). Les premiers ont un pédicule leur
donnant I'aspect d’'un champignon tandis que lesragix n’en possedent pas et sont donc
reliés directement a la muqueuse avec une implantptus large. Les adénomes plans sont,
guant a eux, légerement surélevés au-dessus dumplgoeux, de teinte rougeéatre et plus
foncée que la muqueuse de voisinage (Maital, 1985). Ces Iésions sont difficiles a voir et
une analyse trés attentive de la muqueuse estsada@epour les détecter en ayant recours a
I'utilisation de colorants (indigo, carmin).
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Polype pédiculé Polype sessile Polype plan

Figure 21 : Aspects morphologiques des polypes@déteux.

3. Classification du CCR

Les tumeurs peuvent étre classées selon leur degdé&veloppement, une classification
internationale a été élaborée. Tout d’abord I'eissdgment de la tumeur dans les différentes
couches de la paroi colique est prise en comptee,ejusqu’au niveau du péritoine et des
tissus péri-rectaux tels que le vagin ou la vedsiguite il faut considérer la dissémination
par voie lymphatique et la formation des métastaSiesi la classification de la tumeur prend
en compte I'envahissement tumoral au niveau deatai rolique et des organes voisins par
contiguité (T), 'envahissement ganglionnaire (N)es métastases a distance (M). (Tableau
5).
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Tableau 5: Classification TNM selon 'OMS 2010.

T - Tumeur primitive M — Métastases a distance
Tx Renseignements insuffisants pour classer l@tum MO Pas de métastase a distance
primitive
M1 Présence de métastase(s) a distance
TO Pas de signe de tumeur primitive
M1la Métastase localisée a un seul organe (foie,
Tis Carcinome in situ : intra-épithélial ou envaaist le poumon, ovaire, ganglion(s) lymphatique(s) autre qu
chorion muqueux régional)
T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse M1b Métastase dans plusieurs organes ou métastas
péritonéales
T2 Tumeur envahissant la musculeuse
T3 Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les {iEsi+ Classification
coliques ou péri-rectaux non péritonéalisés
. ] Stade T N M
T4 Tumeur envahissant directement les autres esgan
structures et/ou perforant le péritoine viscéral Stade 0 Tis NO MO
T4a Tumeur perforant le péritoine viscéral Stade | T1, T2 NO MO
T4b Tumeur envahissant directement les autresn@sjou | Stade || T3, T4 NO MO
structures
Stade IIA T3 NO MO
Stade IIB T4a NO MO
N — Adénopathies régionales
Stade IIC T4b NO MO
Nx Renseignements insuffisants pour classer les
adénopathies régionales Stade Il tous T N1, N2 MO
NO Pas de métastase ganglionnaire régionale Stade Il1A T1, T2 N1 MO
N1 Métastase dans 1 a 3 ganglions lymphatiquesnégx T1 N2a MO
Nla Métastase dans 1 ganglion lymphatique régiona Stade 11IB T3, T4a N1 MO
N1b Métastase dans 2 a 3 ganglions lymphaticggismaux T2, T3 N2a MO
N1c nodule(s) tumoral, c. a d., satellite(s) darsous- T1,T2 N2b MO
séreuse ou dans les tissus non- péritonéalisésqérues ou
péri-rectaux sans métastase ganglionnaire régionale Stade IlIC T4a N2a MO
N2 Métastase dans 4 ou plusieurs ganglions lynpies T3, T4a  N2b MO
régionaux
T4b N1, N2 MO
N2a Métastase dans 4-6 ganglions lymphatiquésmagx
Stade IVA tous T tous N Mla
N2b Métastase dans 7 ou plusieurs ganglions |ptigples
régionaux P gang Stade IVB tous T tous N M1b

Lorsqu'un CCR est dépisté, le pronostic vital duigrd dépend du stade TNM de la

tumeur (Tableau 6).
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Tableau 6 : Survie a 5 ans selon le stade TNM.

Stades TNM Pronostic : survie a 5 ans
T1/T2 NO MO 95%
T3 NO MO 80%
T4 NO MO 80%
T1/T2 N1 MO 47%
T3/T4 N1 MO 47%
Tous T N2MO 47%
Tous T tous N M1 5%

4. Dépistage et diagnostic

Le CCR est un cancer a évolution lente qui, longest détecté a temps, peut étre
eradiqué facilement contrairement a d’autres cangerumon, pancréas...). Pour cette raison
les pouvoirs publics frangais ont lancé un prograntie dépistage gratuit de ce cancer pour
les personnes entre 50 et 74 ans. Pour cela Ié&sbccultll® est utilisé, il a 'avantage
d’étre d’'un colt abordable et accessible pour lpprité de la population exposée mais avec
inconvénient d’étre peu fiable. Difféerentes teaues visant a détecter certains marqueurs
sériques, ou a visualiser les potentielles anomaléla paroi intestinale sont utilisées. Parmi
les différents marqueurs sériques (comme CA 1980242, CA 72-4), seul le CEA (antigene
carcino-embryonnaire) (Thomsoat al, 1969) est employé pour suivre d’éventuelles
métastases ou récidives chez des patients ayawpétés d’'un CCR. Il est cependant peu
fiable comme marqueur précoce du CCR (Fletcher6 19uffy, 2001) et ne peut donc pas
étre utilisé dans ce cas. Les techniques d’'imagdee plus utilisées sont le scanner et la
coloscopie, qui sont trés répandues chez des pamdaciblées comme les individus
possédant des antécédents familiaux de CCR. Latdgpi du CCR peut étre divisé en deux
catégories, les tests capables de visualiser diremit la muqueuse colorectale (Imagerie
colorectale) comme I'endoscopie et les tests quéledt la présence de sang dans les selles.
Ces derniers sont des tests de sélection donslayite conduit a un examen diagnostic, dont
le plus utilisé est la coloscopie totale. Le chas techniques mises en ceuvre dépend du but
recherché. En effet, le diagnostic de masse néedadilisation de moyens peu onéreux,
rapide d’exécution et peu contraignant pour le goéti A l'inverse, des moyens plus
complexes et couteux seront appliqués dans dedatimms définies classées comme ayant de
forts risques de contracter un CCR. De ce faitpdpulation peut étre classée en trois

catégories de risques dont chacune d’elle seratdéple facon adéquate.
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1) Les populations a risque moyen, correspondant atiergs dont I'age est compris
entre 50 et 74 ans, n‘ayant pas d'antécédents ifamjl personnels ou tout autre
facteur identifié.

2) Les populations a risque éleve, dans lesquellesitsent les sujets ayant des
antécédents personnels d’adénomes ou de CCR diaiamavec un ou plusieurs
parents de premier degré atteints d’un adénomdudede 1 cm ou de CCR. Il en est
de méme pour les individus souffrant de maladidarmmatoires chroniques de
l'intestin (MICI) telles que les maladies de Cratunla rectocolite hémorragique.

3) Les populations avec un risque trés éleve, qui sojets par leur contexte familial a
étre touchés par des CCR a transmission hérédaaicsomale dominante comme les
PAF, HNPCC, les polyposes juvéniles et le syndrdm@eutz-Jeghers.

Les deux dernieres populations doivent étre suipascoloscopie, trés régulierement et

étre exclues des dépistages de masse.

4.1 La detection d’hémoglobine dans les selles

Afin de détecter I'hémoglobine, deux approches suitisées : le test au gaiac et les
tests immunologiques. Le test au gaiac, utilisdgtast Hémoccultll®, met en jeu une résine
du méme nom qui est extraite d’arbres d’origine racaée : le Guajacum officinaleet le
Guajacum sanctuml’extrait est un mélange complexe contenant pedement les acides
a- etB-guaiaconique, mais aussi de l'acide guaiaciniduiasitres composants secondaires.
La résine de gaiac, en présence d’'une solutiorolidee d’eau oxygénée détecte l'activité
pseudoperoxydasique de I'hnémoglobine. La premignitd de ce test est qu’il n'est pas
spécifique de 'hnémoglobine humaine et est donedéant du régime alimentaire des jours
qui précédent le test. Il peut donc présenter des positifs avec certains aliments riches en
peroxydases comme la viande rouge, certains fetiitsgumes (Coughlin & Friend, 1987). La
seconde est toujours dépendante de 'alimentatiais Bst liée aux effets d’inhibition par la
vitamine C (Jaffeet al, 1975). Les tests immunologiques reposent, qu@ardux, sur
l'utilisation d’anticorps polyclonaux ou monoclonaanti-hémoglobine humaine, limitant
ainsi les faux positifs. Plusieurs systemes de IlafeAds existent comme
immunochromatographie et I'immunodiffusion radialDetectacol®, Hemotest®...). Outre
le manque de sensibilité de cette approche (Momkatal, 2005), son codt la rend moins
adaptée a une utilisation de masse. De plus, aestdehniques reposent sur la détection de

sang dans les selles qui est également le sig@endhroides, lésions diverses ou fistules. De
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plus un test négatif ne signifie pas forcémentd&ire de Iésions cancéreuses puisque les
adénomes ne saignent pas toujours (Ransohoff & I&an2002). Cependant différents
travaux ont démontré la diminution de la mortalpdr CCR, par I'emploi du test
Hémoccultll®, apres dépistage de masse induisatétiection de 50 a 60% des carcinomes et
20 a 30% des adénomes de plus de 1 cm (Kewenhtalr, 1988 ; Hardcastlet al, 1996 ;
Kronborget al, 1996 ; Faivreet al, 2004).

4.2 L'imagerie du coélon

La technique la plus utilisée pour «imager » ldobest lacoloscopie totale,
initialement décrite par différents groupes japsn@anazawa & Tanaka, 1965 ; Oshiba &
Wanatabe, 1965 ; Niwa, 1965). Le principe repose I'stilisation d'une sonde flexible,
introduite par I'anus, comportant une caméra et idessuments permettant I'ablation de
polypes, a son extrémité (Figure 22). Elle ne pae@énmoins, étre utilisée que dans certaines
conditions, de par sa complexité de mise en pladeserisques éventuels encourus par le
patient lors de sa réalisation, liés a la sédagtaaux risques, assez rares, de perforations. Elle
permet dans le méme temps la résection puis I'sedlistologique de toute |ésion retrouvée
mais peut parfois étre incompléte ou manquer dasrié en raison de 'existence d’'un angle
ou d'un pli. Elle est réalisée chez les patientanayn test d’hémoculture positif, ainsi que
chez les patients appartenant a des populationgisgues élevés et tres élevasfortiori
lorsque des douleurs intestinales ou autres maaiiess seront ressenties. Par ailleurs, des
contre-indications existent en cas d’'infarctus dyocarde trés récent, d’'une sigmoidite
diverticulaire aigué avec fievre ou en cas de pation. De ce fait, plusieurs alternatives

existent.
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Figure 22 : Schématisation de la coloscopie tat@pres www.astrazeneca.fr.

La coloscopie Vvirtuelle, (également appelée computed tomography (CT)
colonography ou encore coloscopie virtuelle parademsitométrie) dont le principe repose
sur I'étude de la surface coligue en réalisant drstension de la lumiére colique par
insufflation de gaz (COou air), permettant d’obtenir des images 3D dis gmtestin. Ceci se
fait a partir d'images acquises a l'aide d'un s@amayons X (Vininget al, 1994). Plusieurs
études ont été réalisées afin d’évaluer l'effi@aae cette technique comparativement a la
coloscopie ; l'une d’elles décrit, lors de I'étude 1233 patients adultes asymptomatiques,
une sensibilité de 93,8% pour des polypes d’au sndlh mm de diametre, 93,9% et 88,7%
pour les polypes d’au moins 8 et 6 mm de diamatspactivement. En comparaison I'étude
de ces mémes patients, dont les polypes ont étéédade la méme fagon, par coloscopie
totale, a révélé une sensibilité de 87,5%, 91,59928% (Pickhardtet al, 2003). La
colocopie virtuelle est donc considérée comme aeswsible que la coloscopie totale pour des
polypes dont la taille est supérieure a 5 mm (Grasal, 2009) mais doit étre suivie d’'une
coloscopie totale lorsqu’un polype doit étre préléRickhardet al, 2011).

La médecine nucléairemet en jeux des molécules radioactives ou radietns, qui
pour le cdlon, sont utilisés en tomographies d'simsde positons (TEP ou positron emission
tomography). Les radioisotopes les plus utilisést de technétium 99m et le 2-deoxy-2-
(*®F)fluoro-D-glucose, leurs durées de vie respectisest de 6 heures et 2 heures.
L'utilisation du glucose marqué repose sur l'augtaton du métabolisme glucidique dans
les cellules cancéreuses. Les radiotraceurs premtuies positons qui, lorsqu’ils s’annhilent,
produisent deux photons, qui seront ensuite viséslia l'aide d’'une caméra adaptée

permettant de localiser la zone anatomique ou sifaate le radiotraceur. Le TEP est
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maintenant plus utilisé associé a la CT, ce quedffune part une information fonctionnelle
avec le TEP et d’autre part anatomique avec la ©dpendant cette technologie est plus
couramment utilisée dans le célon et le rectum d& suivre I'apparition de métastases
(Papathanassicet al, 2009).

Le lavement baryté qui consiste a introduire de la baryte dans lerc@ar lavement,
permettant son dép6t en une couche fine sur ld palique, a la propriété d’étre opaque aux
rayons X. Il peut ainsi faire ressortir les paroigstinales qui seront visibles sur les clichés.
Sa sensibilité est trés faible, comparativemeattadhnique de référence de coloscopie totale,
puisque pour des lésions supérieures ou égales @mOet 6 mm seules 48% et 35%
respectivement ont été détectées par cette teadngur une population a risque élevée
(Rockeyet al, 2005).

La coloscopie partielle ou recto-sigmoidoscopigffre 'avantage de ne pas nécessiter
une préparation du tube digestif aussi drastique lgs précédentes techniques, a savoir un
lavement complet par 2 a 4 litres d’une solutiodrbglectrolytiqgue contenant du PEG 4000
ou du phosphate de sodiurha recto-sigmoidoscopie se fait aprés un ou deugnients,
sans anesthésie, et est interrompue lorsqu’ellgéeste par des matiéres ou en cas de douleur.
Cette technique ne permet de visualiser que lencd@istal et reste moins résolutive que la

coloscopie totale dans ce compartiment (Lieberetat, 2001).

L’ ultrasonographie hydrocolique (ou échographie hydrocolique) qui est une
technique, comme son nom l'indique, basée surifation des ultrasons pour visualiser le
cblon, s’est avérée trés peu sensible pour la tigtede polypes. De plus, elle s’est montrée
sur une étude comprenant 52 patients, risquée ymiistpux d’'entre eux ont eu des

complications (Chuet al, 1994).

Le systéme NBI(Narrow Band Imaging) récemment développé permet de filtrer 3
bandes spectrales d’intérét au sein du spectrenumrivisible et ainsi favoriser le passage de
la lumieére bleue. Cette technique repose sur laélation, clairement démontrée, entre
'angiogenése des tissus tumoraux et la stimulatdenleur croissance (Folkman, 1971 ;
Folkmanet al, 1989). En effet, le systeme NBI offre une meilée visualisation de la
microvascularisation tissulaire grace a l'absomptde la lumiére bleue par 'hémoglobine,
mais aussi une image plus contrastée permettantielex apprécier I'organisation tissulaire

de la muqueuse colique. Cependant le gain qu'apperysteme NBI, comparativement a la
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coloscopie totale, reste a déterminer clairemergqoe différentes études ont démontré soit
une amélioration (Uraoket al, 2008), soit aucun apport dans la détection déa@mes (Rex
& Helbig, 2007 ; Adlert al., 2008).

De nombreuses alternatives sont en développemanimeola capsule colique
permettant de visualiser le tractus digestif pae @améra incorporée a une petite sonde
préalablement ingérée, dont I'efficacité est digeuiEliakimet al, 2006 ; Van Gossuret al.,
2009 ; Spadaet al, 2011), lac6lonographie IRM (Imagerie par résonance magnétique)
(Luboldt et al, 1997 ; Kuehleet al, 2007 et lamicroendoscopie confocal¢Hisiunget al,
2008).

4.2.1 L'IRM

Principe de I'lRM

L’IRM est une technique qui permet de générer dexges bi- et tridimensionnelles,
permettant de visualiser de nombreuses précisioasomiques. Elle présente l'avantage
d’étre non invasive et sans effet secondaire comaumis les incompatibilités avec des
matériaux contenant du fer (Stimulateur cardiagdéfibrillateur...). L'IRM consiste a
observer la RMN (résonance magnétique nucléairéjcipalement desprotons de
'eau contenue dans l'organisme, c'est-a-dire fpmrge des noyaux soumis a un champ
magnétique extérieur et a une excitation électrovétigue. En effet, le proton qui constitue
le noyau de I'atome d'hydrogene possedenament magnétiquequi s’apparente a un petit
aimant, que I'on qualifie de spin. On peut congd&ue lorsque I'on place un sujet dans un
champ magnétique et qu’on lui applique une ondetréimagnétique a une fréquence bien
définie dite daésonanceou de Larmor, alors la fréquence ajustée au moawente rotation
de ces spins va permettre I'orientation des prottarss la direction de ce chaniganalyse
IRM consiste a mesurer I'aimantation résultantetamue point des tissus analysés, mais plus
particulierement, la relaxation de cette aimantat@pres le phénoméne de résonance
magnétique. La relaxation, définie comme le pragegsr lequel les spins excités évoluent et
retournent a leur état d'équilibre, est caractgraédeux temps appelés T1 pour le temps de
relaxation longitudinale (axe Z) ou spin-réseau et T2 pour le temps relaxation
transversale (x-0-y) ou spin-spin. Par ailleurs, il est possiBbalement de modifier le temps
de répétition correspondant a l'intervalle entrendexcitations et le temps d’écho qui est
l'intervalle de temps entre I'excitation et la semue du signal IRM.
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On peut localiser les atomes en réalisant un gnadigectionnel sur le champ
magnétique, afin de modifier la fréquence de résomales protons, puis en appliquant des
techniques de traitement du signal utilisant lgedhmes de la transformée de Fourier. Etant
donné que l'aimantation est proportionnelle a largiié de noyaux d'hydrogéne présents et
gue les différents tissus ont un contenu en eaablar pouvant influencer le T1 et le T2, les
images IRM résultantes reproduisent I'anatomietidssis avec une bonne résolution et un
bon contraste. Les images sont d’ailleurs compodégqsxels dont le niveau sur I'échelle de
gris représente l'intensité du signal produit garvdxel (volume element) correspondant. Il
existe un grand nombre de séquences d'imageri¢ai@es favorisent l'influence du T1,

d’autres du T2 et seront qualifiées de pondéréd&sleru T2 respectivement.

Parallelement a cela, on peut améliorer le comtrgshce a l'utilisation d'agents de
contraste. Ces produits sont capables d'influetmeglement la relaxation des protons de
I'eau des tissus. Un agent de contraste IRM pest &ire varier les temps de relaxation T1
et/ou T2, avec une augmentation de l'intensitéignas pour T1 et une diminution pour T2.
lls seront qualifiés d'agents de contraste po@ffet T1) ou négatif (effet T2). Les agents de
contraste peuvent ensuite étre classés en deuxoca® paramagnétiques et super
paramagnétiquesselon leur nature, les premiers sont des complé¥ass possédant un ou
plusieurs électrons libres leur conférant un granminent magnétique (le gadolinium(lIl) est
le plus utilisé) alors que les seconds sont cargsitle cristaux d’oxyde de fer nanométriques.
On distingue les SPIO (Small Particles of Iron @yiét les USPIO (Ultrasmall Particles of
Iron Oxide) dont les diameétres respectifs sont sapes a 50 nm et entre 10-50 nm. Les
particules superparamagnétiques agissent commesagercontraste négatif tandis que les

molécules paramagnétiques se comportent commegdassale contraste positif.

L’un des objectifs actuels de la recherche en imadBM est'imagerie moléculaire
(Weissleder & Mahmood, 2001) qui consiste a coufliere ou I'autre catégorie d’agents de
contraste, a des molécules permettant d’augmestertiopisme vis-a-vis de tissus touchés
par une pathologie. Les produits en cours de dppelment touchent des pathologies aussi
diverses que la maladie d’Alzheimer (Podusi@l, 2004 ; Higuchet al., 2005 ; Larbanoix
et al, 2010), les plaques d’athéromes (Jaéfeal, 2006 ; Burteat al, 2008) et différentes
pathologies cancéreuses (Harisinghetnal, 2003 ; Kelly et al, 2008 ; Pene¢t al, 2009 ;
Capala & Bouchelouche, 2010).
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La colonographie par IRM

Différentes modalités d'utilisation de I'IRM dulod sont actuellement utilisées dans
le but de visualiser des polypes existants, maitsdes produits de contrastes non couplés a
des molécules pouvant cibler des biomarqueurs, empioyés en clinique. lls peuvent étre
utilisés en intraveineuse ou par lavement en mélamgec de l'eau. Cette technique a
initialement été élaborée en utilisant 15 a 20 ralgddolinium-diethylenetriaminepentaacetic
acid (Gd-DTPA) a 0,5 mol/L repris dans 1,5 a 28td’eau pour étre introduits dans le célon
puis analysé avant et aprés injection intraveineles&d-DTPA sur trois patients présentant
des anomalies coliques diverses, en utilisantqaesgce d’acquisition d'images GRE (breath-
hold 3D gradient-echo) par coupe coronale. Cettdeca permis de révéler des diverticules,
des carcinomes et des polypes apres retraitemantbtse des images (Lubokdttal, 1997).
D’autres études ont démontré la faisabilité « dgera» le codlon apres y avoir introduit
'agent de contraste, préecédemment décrit, pamiawe a I'aide d'imageur IRM de 1 ou 1,5
Tesla (Saaet al, 2000 ; Pappalardet al, 2000). Par ailleurs, plusieurs essais ont &ksés
afin de distendre le colon a l'aide d’air ou de £@ais le lavement reste la technique la plus
utilisée (Morrinet al, 2000 ; Lomagt al, 2001).

Trois types de marquage coliqgue ont ensuite étésagés : bright (brillante) lumen,
dark lumen et marquage des selles (Figure 23)deaz premiéres technigues nécessitent que
le colon soit préalablement vidé de son contentedhnique dite brillante utilise un lavement
eau/Gd ce qui permet d’obtenir un signal plus dains la lumiere intestinale (Lubolett al.,
2000). La seconde technique utilise, quant a ahe, injection de Gd intraveineuse avec un
simple lavement a I'eau et permet un éclaircissérderia paroi colique contrastant avec la
lumiere (Lauensteiret al, 2001 ; Hartmanmet al, 2006). La derniere technique, des selles
marquées, utilise du sulfate de barium ingéré 3ékhial’analyse IRM associée a un régime
sans fibres et sans sources de manganése comrhedelat et les fruits. Ceci permet de
visualiser la lumiére intestinale sans en videcdatenu, et la détection des polypes dont la

taille est supérieure a 8 mm (Lauenstial, 2002).
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Figure 23 : Images IRM en dark lumen (A), brighken (B), bright et dark lumen (C) et marquage édss
(D) d'aprés Geeneet al, 2003 ; Lauensteiet al, 2001, 2002.

L’imagerie moléculaire IRM du cancer

Le but premier de I'imagerie moléculaire IRM esutiiser une molécule affine
greffée a un agent de contraste dans le but d'ebisdes phénomeénes biologiques a I'échelle
de la cellule ou de l'organe. Dans le cas du canldemagerie moléculaire, permet la
visualisation des tissus tumoraux qui expriment ehesqueurs spécifiques. Pour cela des
anticorps ont initialement été utilisés (Cerdatnal, 1989 ; Folliet al, 1994 ; Neriet al,
1997 ; Curtekt al, 1998), avec cependant I'inconvénient d’étre imogene, pouvant rendre
les produits de contrastes greffés insolubles, massi de posséder une demi-vie plasmatique
trop longue (Goldsmith, 1997). De ce fait, d'autraslécules affines ont été testées, les
protéines, peptides, peptidomimétiques et des digaliautre nature, afin de cibler plusieurs
types de cancers mais rarement le CCR, comme par@&, aprés identification d'un peptide
de 15 acides aminés dans le paratope d’'un anticog®oclonal reconnaissant une forme
faiblement glycosylée de MUCL1, elle-méme caradigue des tumeurs. Ce peptide a été
greffé a un agent de contraste (nanoparticulesydexle fer) afin de tester la spécificité par
IRM sur des souris ayant préalablement subi unegw&ffe de lignées cellulaires, exprimant
ou non MUC1 sous-glycosylée (Mooet al, 2004). La transferrine a également déja été
utilisée, greffée a des agents de contraste (nammgdas d’'oxyde de fer), afin de cibler son
récepteur présent en plus grande quantité chemdesdus touchés par différents cancers
(Mooreet al, 1998 et 2001). Un autre exemple est l'utiliatite I'acide folique greffé a un
agent superparamagnétique, avec l'objectif d’oberely fixation a son récepteur surexprimé
dans les tumeurs solides (Sonvial, 2005). De nombreuses applications sont possibles
mais le développement d'outils d'imagerie moléa@lalRM pour le dépistage ou le

diagnostic du CCR, sont encore a réaliser.

54

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

4.2.2 La microendoscopie confocale colique

De nouveaux outils d'imagerie ont récemment étéelbfppés afin d’améliorer la
visualisation des tissus sans prélevement préaldlsleutilisent pour cela une technique
endoscopique avec la résolution d’'un microscopdonah associé a l'application préalable,
topique ou par intra-veineuse, d'un fluorochromkeiofescéine, acridine). Ceci permet
d'obtenir par voie endoscopique des images a ddengleurs variables dans le tissu, avec
une résolution de quelgues micrométres. Les imabenues offrent ainsi des informations
comparables a I'histologie classique (Krohatal, 2002 ; Rouset al, 2004 ; Kiesslichet
al., 2004 ; Wanget al, 2007). De trés récents travaux ont utilisé umgr@eche d’'imagerie
moléculaire couplée a la coloscopie totale ensatiit un peptide affin pour les dysplasies
coligues humaines et murines, couplé a la fluoieecfHsiunget al, 2008 ; Milleret al,
2011). Ces travaux ont pour finalité d'éviter Isaétion systématique des petits polypes et
d’améliorer la détection des polypes plans et k=sdifficilement identifiables par coloscopie

classique.

5. Les modeéeles animaux du cancer colorectal et MUGE

5.1 Les xénogreffes murines

Le principe de la xénogreffe est d’injecter desidigs cellulaires coliques humaines chez
des modeles murins immunodéprimés afin de mimertumeur humaine. Il existe 5 types
d’'implantations : I'injection ectopique (sous cutal, l'injection orthotopique (célon, caecum
ou paroi rectale), I'injection intrasplénique, |@ation intra péritonéale et I'injection dans la
veine porte. La plus utilisée et la plus simple éttre en ceuvre est I'injection sous-cutanée.
Ce mode d'implantation présente I'inconvénient ééloigné de I'environnement d’une
véritable tumeur colique, avec comme conséquencehangement du profil d’expression
cellulaire donc potentiellement du profil d’expressdes mucines et de I'angiogénése. Le
second mode d’injection le plus utilisé est la fgredrthotopique qui présente I'avantage
d’étre localisée dans un environnement plus proghgsiologiquement de celui d'une
véritable tumeur et de former spontanément des stas@s. Cependant, il présente
inconvénient d'étre difficile a réaliser et moingproductible que le précédent mode
d’injection. Les types cellulaires utilisés dépemdales caractéristiques moléculaires

recherchées. Dans le cas de lignées coliques hamakprimant MUC5AC, plusieurs ont été
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décrites dans la littérature comme DLD1, HCTC, L&I,7L.S180, KM12C, Caco2 et HT29
(lidaet al, 1998 ; Leteurtret al, 2004).

5.2 La chimio-induction chez les rongeurs

De nombreuses molécules ont été évaluées afinétigdatir leur capacité a développer des
tumeurs cancéreuses chez les modeles murins (TaB)led.es amines hétérocycliques en
complément du DSS (Dextran sodium sulfate), adrmées par voie gastrique, induisent chez
50% des animaux des tumeurs en utilisant le PHiBh{khwaet al, 2005). Les amines
aromatiques avec le 3,2'-dimethyl-4-aminobiphenyl@MAB, sont capables d’induire de
multiples tumeurs dans différents organes (Clewk#ral, 1967), les alkylnitrosamides avec
le Methyl-N’-Nitro-N-Nitroso-Guanidine (MNNG) par ngtillation intrarectale répétées
(Narisawet al, 1971 ; Mauriret al,, 2007) et I'injection d’azoxymethane (AOM).

Hepatic

Cyp2E1 Cr:;
CHy—N™N—CH, =J» CH;—N="N—CH,OH =J» CH;~N"=N OH-
¥ ¥
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Figure 24 : Métabolisme de 'AOM adapté de Rosegletal, 2009.

L’injection d’AOM permet aprés 3 semaines l'inducetid’adénomes chez 2 souris sur 5 et
aprés 6 semaines de traitement 100% d’inductiors€Rimerget al, 2009). De plus, 'AOM
est spécifique du cbélon puisque dégradé par degnmw coliques. Comme décrit dans la
figure 24, TAOM est métabolisé tout d’abord en MAfl&ans le foie pour donner ensuite un
ion diazonium méthylé sous I'action de la NAD détiogénase (présente dans le colon et le

foie). Ceci permet de libérer un ion méthyle sdastion d’enzymes coliques. Cet ion pourra
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se fixer a la 2-deoxyguanosine en’ Mu en & entrainant ainsi une mutation par

mésappariement, localisée uniquement dans le colon.

Il y a, sans conteste, bien plus de données caaaela chimio induction par AOM/DSS
chez la souris que chez le rat. Différentes ligrd®souris ont été injectées avec de 'AOM
(une fois, 10mg/kg) avec et sans ajout dans I'eabaisson de 2% de DSS (40 000 Da) puis
sacrifiées de 3 a 25 semaines apres injection.e@ietes ont permis de déterminer que la
lignée BALBI/c était la plus encline a développes tlemeurs lorsque I'on associait TAOM et
le DSS, avec 100% d’animaux présentant des adémnocares apres 18 semaines de
traitement (Tanakat al, 2003 ; Suzuket al, 2006).

Tableau 7 : Les différents agents chimio-inductetes les rongeurs.

Les composés Les Les amines Les amines AOM/DSS
chimio alkylnitrosamides | aromatiques | hétérocycliques
inducteurs
(MNNG et MNU) (DMAB) (IQ et PhIP)
Temps 20 semaines 20 semaines 55472 | 3 a20 semaines
d’induction semaines
Mode d’injection Intra rectale Sous-cutanée Dans Intra
(difficile et peu I'alimentation péritonéale
reproductible)

Nombre l1a2 Plus de 10 Plusieurs | 1 d’AOM puis
d’injections semaines DSS dans l'eau
nécessaires de boisson,

1semaine
Spécificité Par son mode | Pas spécifique| Peu spécifique Spécifique
tissulaire d’injection,
spécifique
Dangerosité CMR CMR Nocif CMR

Efficacité 50 a 70% Faible Faible 100% apres 6

d’induction d’induction semaines

© 2012 Tous droits réservés.

5.3 Autres modeles décrits

De nombreuses lignées murines ont été invalidéas giifférents génes, dont la liste
n‘est pas exhaustive, et développent a plus ou sndomg terme des polypes et
adéenocarcinomes coliques comme la souris invalpbae Muc2 (Velcich et al, 2002) ou
encore la lignée invalidée pour le gaape (adenomatous polyposis doéin complément d’un
traitement au DSS. Les souris sauvages ayant &etai conception du mutant APC ne
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présentent pas de dysplasie, alors que les souri&em traitées avec 1 a 2 cycles de DSS
(incubation 20 semaines) possédent 100% de dysplasimodéle est d’autant plus pertinent
gue chez 'Homme des mutations sur le géne APC assibciées a I'émergence du CCR
(Kinzler et al, 1991 ; Grodeewt al, 1991).
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Helicobacter pylori

1. Historique

Au cours des années 40, plusieurs travaux ont mé&vilence la présence d’'une bactérie
spiralée dans la mugueuse gastrique humaine etadaque rhésus. Cette bactérie identifiee
dans de nombreuses biopsies gastriques traitéesitme, n’était pas corrélée a un phénotype
particulier (Doenges, 1938 ; Freedburg & Barror4@9 Palmer, 1954 ; Fungt al, 1979).
Plusieurs années aprés ces travaux, deux sciemisfignt associé cette bactérie spiralée a une
inflammation et a des ulceres de la muqueuse gastr{iMarshall & Warren, 1984). La
culture de cette bactérie a, dans un premier tegtpsproblématique puisqu’en utilisant des
temps d’incubation classiques de 24 a 48 heuresingubactérie ne se développait. C’est en
prolongeant la durée de facon fortuite, lors d’welrend prolongé, que la bactérie, nommeée
initialement Campylobacter pyloridispuis en 1989Helicobacter pylorj s’est multipliée
(Romaniuket al, 1987 ; Goodwiret al, 1989). L'implication deH. pylori, dans la formation
d’'ulcéres gastriques et duodénaux a longuementlistéitée par la communauté médicale,
jusque-la incrédule et persuadée d’une originechsgomatique de ces pathologies. Afin de
prouver leur hypothése, Marshall décida d’expéritmebeffet des bactéries sur lui-méme. I
avala une culture dd. pylori, ce qui eut pour effet de déclencher des vomissenagmés une
semaine et I'apparition d’une gastrite. La biopsiafirma la présence de bactéries spiralées
colonisant la muqueuse gastrique. Plusieurs jolus pard, Marshall débuta une cure
d’antibiotiques, ce qui permis la disparition dgsptomes dans les 24 heures apres le début
du traitement. Cette démonstration a, par la séiteétayée par d’autres travaux sur différents
patients souffrant d’'ulceres gastriqgues ou duodémésorbés par antibiothérapie (Grahaim
al., 1992). Ces travaux ont été récompensés par ixrNmbel de médecine en 2005 pour
Warren et Marshall. On s’apercut ultérieurement tpse ulcéres gastro-duodénaux, dus a
I'infection chronique paH. pylori, étaient souvent le signe précurseur de cancersgyss.

Le traitement de ce pathogéne a donc diminué lguénéce des cancers gastriques dans la
population, faisant déd. pylori I'unique bactérie connue capable de générer urmecan
(Eurogastet al, 1993). Elle a d’ailleurs été classée dans lentsgcarcinogéenes de groupe 1

lors d’'une conférence au NIH (National Institubé$iealth) en 1994,
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2. Microbiologie

Helicobacter pyloriest un petit bacille de 2 a 3 um de long a Gragati légerement
incurvé et mobile grace a une ciliature polaireanposée de 2 a 6 flagelles par cellule (&eis
al., 1989) (Figure 25). A l'instar déSampylobacterH. pylori est microaérophile, nécessitant
5% d’'O, et 5 a 10% de COSa culture se déroule en atmosphere humide a @uraht 3-5
jours sur des milieux solides comme la gélose dab@u encore Brucella-Agar. En dehors
de ces conditions, la croissance est difficile eaiulle.H. pylori est uniquement retrouvée
chez 'Homme et les primates avec un tropisme [jestomac. Elle est capable de survivre
dans cet organe grace a son uréase, tres actpahleade déegrader I'urée, retrouvée a une
concentration de 2 a 4 mM dans I'estomac, en dealgcules d’'ammoniaque et une molécule
de CQ. Ces molécules produites tamponnent ainsi le plkhotwo-environnement bactérien,
la protégeant de l'acidité gastrique (Mobletyal, 1988). L'uréase d&l. pylori est la plus
affine des uréases bactériennes, vis-a-vis dedustrat (Mobleyet al, 1995).H. pylori n’est
donc pas une bactérie acidophile mais neutrophil@ gléveloppé un systeme de tolérance au
milieu acide. L'uréase peut étre sécrétee, membeaoa intracellulaire. Lorsque I'enzyme
est intracellulaire, ceci permet d’augmenter ledats le périplasme bactérien et la synthese
protéique, quand le pH du milieu extérieur estl&ilbenforcant la résistance bactérienne
(Scottet al, 1998). L'activité enzymatique est régulée paellgyui permet la formation d’'un
canal a urée lorsque le pH est acide (Westkal, 2000). Dans un milieu neutre ou basique,
Urel n’est pas actif ; sans cette régulation latdyée verrait son pH intracellulaire augmenter
continuellement, entrainant sa mort (Clyee al, 1995). Par ailleurs, l'alcalinisation du
périplasme est également due a la conversion dwydiode carbone, produit par I'uréase, en
bicarbonate par I'anhydrase carbonique périplasenigdarcus et al., 2005). De plus, elle
possede d’autres enzymes produisant de 'ammoniague amidases aliphatiques (AmiE et
AmiF) capablent d’hydrolyser de courtes chainesgmbrun groupement amide (comme le
propionamide ou encore I'acétamide) (Skouloubtial, 1997, 2001) et une arginase appelée
RocF, hydrolysant I'arginine en ornithine et amnaopie (McGeeet al, 1999, 2004).
L’ensemble de ces enzymes est régulé par un systadeex composantes ArsSR lui-méme
activé par une valeur de pH faible (Forsgthal, 2002; Pflocket al, 2006). Ce systeme est
constitué d’une histidine kinase (ArsS) et d'ung@orse OmpR-like (ArsR). ArsS est
responsable de la réactivité aux faibles pH (Pfletlal, 2004) et a été identifie comme
essentiel & la survie des bactéries dans des morgldcides (Loh & Cover, 2006). ArsR est,
qguant & lui, essentiel a la croissaicegitro (Scharet al., 2005).
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Figure 25 : Représentation schématiquéldicobacter pylori

L'uréase est, en outre, utilisée comme outil pcardépistage ded. pylori soit
directement a partir d’'une biopsie soit a l'aideurd’test respiratoire utilisant de l'urée
marquée atr’C. Celle-ci est administrée au patient et on détagbar spectrométrie de masse
le produit de dégradation (GDportant du™*C lorsque la bactérie est présente. L’examen
anatomopathologique, la détection par PCR du géndmetérien ainsi que ['étude

sérologique sont autant d’outils alternatifs auist&ge dH. pylori (Calvetet al, 2010).

3. Infections et maladies associées

Helicobacter pyloriest responsable de gastrites chroniques, de rasladitéreuses
gastro-duodénales et considérée comme un facteusglee associé aux adénocarcinomes et
aux lymphomes de type MALT (mucosa-associated lyigeh tissue) (Wotherspooet al.,
1993 ;Blaseret al, 1995 ; Blaser, 1997). La bactérie est capableotfeniser I'ensemble de
'estomac, excepté le cardia et avec une préférpoae 'antre et le pylore (Parsonredtal,
1991 ; Dawset al, 2002).H. pylori est retrouvée partout dans le monde, mais salprieea
dépend du pays et du mode de vie de différenteslg@igns au sein d’'un méme pays. En
effet, ce pathogéne est plutdt retrouvé dans deslations vivant dans un contexte socio-
économique peu favorable (Malaty & Graham, 1994). drévalence de linfection Hl.
pylori, au sein d'une population adulte d’dge moyen, st 80% dans les pays en
développement et de 20 a 50% dans les pays inalis#d. La transmission se fait par
ingestion orale de la bactérie et principalementdtéant I'enfance (Rowlandt al, 1999).
Aucune preuve de transmission entre I'Homme etirtiah n'a été mise en évidence et ce,
malgreé la mise en évidence occasionnellé. goylori chez le chat ou le mouton (Haredtal,
1994 ; Doreet al,, 2001).

Sans traitementH. pylori provoque tout d’abord ungastrite aigue suivie quasi

systématiqguement d’'urgastrite chronique caractérisée par des infiltrats inflammatoires de
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lymphocytes, plasmocytes et neutrophiles (Wyatt s&&hRone, 1988 ; Stolte & Eid, 1989).
Ces changements histologiques peuvent étre suavisige atrophie tissulaire (raréfaction du
nombre de glandes gastriques) et par la formatioltére peptique pouvant conduire a une
meétaplasie gastrique intestinalgour finir par uradénocarcinome gastriqueCette cascade
d’événements histologiques se déroule avec uneigwolpouvant excéder 30 ans (Coreta
al., 1975). Deux types d’adénocarcinomes peuventditangués, 'adénocarcinome de type
intestinal et de type diffus. Le premier suit esthement la cascade précédemment décrite,
tandis que le second peut avoir une origine pathgle différente puisqu’il n'est pas
uniquement imputé B. pylori et peut avoir une origine génétique due a la nautatu gene
de laE-cadhéring(Guilford et al, 1998). Il ne représente que 20% des adénocaneinale
l'estomac et survient a des ages généralement pifisoces tout en affectant de facgon

prédominante les femmes (Lauren & Nevalainen, 1993)

La métaplasie intestinale est caractérisée par le remplacement de la muqueuse
gastrique par une muqueuse de type intestinal. idlg étre classée en trois types pour
lesquels la nature des mucines est variable. Ell¢ @re compléete avec des mucines sialylées
(type 1), incomplete sialylée sans ou avec peu deimes sulfatées (type Il) ou incompléete
avec mucines sulfatées (Type Ill). Les métaplasiestype | possedent une organisation
histologiqgue comparable aux adénocarcinomes dttndis que les métaplasies de type Il
sont directement assimilées a un adénocarcinoméypie intestinal a I'exception de la
présence des mucines sulfatées, absentes dansoaléinome, qui lui est riche en mucines
sialylées. Il est, en outre, admis qu’une métaplatiestinale de type | peut évoluer en type
lll durant le développement de I'adénocarcinometrgpge (Jass & Roberton, 1994). La
métaplasie intestinale de type | n’exprime plus desix mucines sécrétées normalement
retrouvées dans I'estomac, MUC5AC et MUC6, maisjuement MUC2 qui est la mucine
sécrétée caractéristique de l'intestin et du cé@mretrouve, par contre, dans les métaplasies
intestinales de type Il et lll, MUC5AC et MUC6 erelange avec MUC2 (Het al, 1995 ;
Reiset al, 1999). Etrangement, il a été démontré Hueylori, n’était plus capable d’adhérer
a la muqueuse gastrique quand celle-ci était &fepar une métaplasie intestinale de type I, a
'inverse des métaplasies incomplétes (Reial, 1999 ; Teixeiraet al, 2002).

Comme décrit précédemment, tous les cancers dwonfias ne sont pas des
adénocarcinomes, 15% d’entre eux sontlgegphomes non-hodgkiniens a cellules Bles

MALT. Méme si I'estomac ne contient pas de tissumgdhoides organisés, les MALT
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apparaissent en réponse a l'infectioHd.gylori (Isaacson & Spencer, 1987 ; Wotherspebn
al., 1991).

L’ ulcere duodénalest acquis de fagon indirecte puisdiuepylori n’est pas capable de
coloniser I'épithélium de type duodénal normal. Pantre, lorsque l'on traite la muqueuse
gastrique contre la bactérie, les ulceres gastsigieduodénaux se résorbent simultanément
(Rauws & Tytga, 1990). L'effet indirect exercé pdr pylori peut s’expliquer par une
altération de la sécrétion acide gastrique quartlthtdérie colonise I'estomac. Cependant, la
localisation de la colonisation bactérienne damstdmac influence la dérégulation des
sécrétions acides. Dans la région antrale, la mtomuacide est augmentée tandis que dans le
corps la sécrétion acide est faible (McGowaal., 1996). En effet, lors d’une gastrite antrale,
une hypergastrinémie est observée, car les celltilds la muqueuse gastrique du corps sont
intactes mais sans le rétrocontrdle de la somatestaormalement produite par les cellules D
de I'antre (Mos®t al, 1992 ; Graham et al., 1993 ; El-oneairal, 1995). De plus, les patients
touchés par des ulceres duodénaux ne sont plubleapae produire d’ions bicarbonates,
nécessaires a la neutralisation des acides gassriggntrainant des dommages tissulaires
supplémentaires (Hogaat al, 1996). A l'instar de I'estomac, la pathologieodénale induite
par linfection antrale ded. pylori, conduit a une cascade de changements histol@yique
débutant par lanétaplasie gastrique duodénalguis la duodénite et suivie de l'ulcération
(Walker & Dixon, 1996). La métaplasie gastrique tpéure différenciée, par histologie, de
I'épithélium normal par I'absence de résidus acig@gés par les mucines et de MUC2, mais
aussi par la présence de MUC5AC et MUCS, les deusimas sécrétées gastriques (Van De
Bovenkampet al, 2003). Une fois la métaplasie présehtepylori est capable d’adhérer au
duodénum (Carriclet al, 1989). Sa résorption complete est longue a abetnrequiert
'association d'un inhibiteur de pompe a protonsuat antibiothérapie dirigée contke
pylori (Noachet al, 1993; Rimbarat al, 2011).

4. Facteurs de virulences

Helicobacter pyloriest capable de persister dans son héte durawindads périodes
pouvant excéder plusieurs décennies, I'équilibristart entre les effecteurs bactériens et la
réponse de I'hGte permettent une persistance l@mbér mais avec un risque sérieux, pour
I'héte, de développer des pathologies. La persistdmactérienne est rendue possible par
divers mécanismes, qui additionnés, sont caratitgres dH. pylori. L'un des premiers est la

plasticité¢ de son génomafin qu’elle puisse s’adapter rapidement et efraent a son
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environnement, notamment lors des changementsldggjaes au cours de I'évolution des
gastrites (Suerbauret al, 1998). La diversité génomique peut s’opérer partations
endogenes (Bjorkholnet al, 2001), permettant I'’émergence de variants an s la
population ayant subi une pression de sélectiorme#leure illustration est 'émergence tres
rapide de souches résistances aux antibiotiguesaromoent utilisés (De Franceset al,
2010).H. pylori est également fortement compétente pour I'asdimniad’ ADN provenant
d’autres souches de son espece (Fatisdl, 2001). La recombinaison intra-génomique est
basée sur la présence de séquences d’ADN rép&éddant eux-mémes des délétions et
duplications (Araset al, 2003). De plu#d. pylori, ne possede pas de systeme de réparation
des mésappariements (ou mismatch repair), ce @eéneine I'augmentation des variations
géniques aléatoires (Toneb al., 1997).

Helicobacter pyloriest capable de produire différents facteurs delanices dont les
mieux caractérisés sont la cytotoxine VacA (vaduda cytotoxin A) et [Iilot de
pathogénicité cag ainsi que son effecteur CagAofoyin-associated gene A). Cela a
d’ailleurs permis d’aboutir a une classificatiorar p'étude de I'expression différentielle de
ces deux facteurs: les souchedd.d’pylori de type | et de type Il qui expriment
respectivementagA et vacAou vacAseul. Différentes études ont démontré que leimiasti
ayant développé des duodénites, des ulceres duod@tades tumeurs gastriques étaient
majoritairement infectés par des souches de tyf®vacciet al, 1993 ; Xianget al, 1995 ;
Weel et al, 1996). Ces observations ont également été ééalisur modele murin. En effet,
des extraits des souches de type | administrédsnoeat, ont induit des dommages et
changements histologiques comparables a ce qubssrvé chez ’'Homme, contrairement
aux souches de type Il. En outre, alors que leshssude type | et Il peuvent coloniser les
souris, seul le type | peut induire des pathologiestriques observées chez I'Homme
(Marchetti et al, 1995). Les souches de type | sont, par aillecapables d’induire la
sécrétion de difféerentes molécules ayant des #&sivhflammatoires (Crabtrest al, 1995 ;
Yamaokaet al, 1997).

VacA est un polypeptide formant des pores (donnantpdels de vacuoles en
microscopie) (Leunlet al, 1988), par insertion dans la membrane des esll@pithéliales
(Garneret al, 1996). VacA peut étre transféré vers la celhdiee par le systéeme de sécrétion
(sec) puis est accumulé a la surface bactérienmegtie transféré une fois en contact avec les
cellules eucaryotes (llveat al, 2004). VacA peut ensuite étre internalisé pacdllule héte

(Sommiet al, 1998) et étre inséré dans la membranes desule&siendosomales tardives,
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perturbant notamment le systeme de présentatioramtggenes intervenant dans la réponse
immunitaire (Molinariet al, 1998 ; Czajkowskt al, 1999). La dérégulation engendrée est
provoguée par la formation de canaux voltage dégesdqui peuvent également transporter
des ions bicarbonates et des anions organiquesmGiEsules peuvent potentiellement étre
utilisées comme source de nutriment par la bactérsgiue VacA est inséré dans la barriere
épithéliale (Szabet al, 1999). VacA peut aussi cibler la membrane dgsahondries de
I’hote relarguant ainsi du cytochrome C et induisbapoptose (Galmicheet al, 2000).
L’analyse du role de VacA dans l'infection est cdioqyeee par la variabilité génique slacA
cependant certaines études ont démontré I'impaetdeccertains variants dans la sévérité de
la pathologie (Athertoet al, 1997).

La plupart des souches He pylori possedent uitot de pathogénicité cagcag-PAl)
contenant 29 genes (Cengitial, 1996). Les raisons pour lesquelles le cag-PAhssocié a
différentes pathologies ne sont pas complétementpdses, cependant, de nombreux
mécanismes d’actions ont été élucidés. L'un d’edgemment décrit, est I'inhibition d’'une
enzyme de réparation de 'ADN (P53) par I'expressaerrante d’'une cytidine déaminase,
engendrant des mutations progressives pouvant gerau cancer (Matsumosgt al, 2007).
Ensuite, le cag-PAIl ne contient pas uniguemengeleegagA mais aussi des genes adjacents
possédant une homologie de séquence avec des amgpds systeme de sécrétion de type
IV (TFSS) (Covaccet al, 1999). Ces différents composants, une fois asigsmforment une
structure macromoléculaire permettant le transtety maniere d’'une seringue, d’effecteurs
bactériens (Odenbre#t al, 2000). Avant que la fonction des composants &$3 soit
démontrée, plusieurs travaux avaient caractérigéucttion parH. pylori, sur des lignées
cellulaires gastriques humaines, d’'un réarrangermerdytosquelette, d'un changement de la
forme des cellules et de la phosphorylation dedusside tyrosine de certaines protéines
(Segalet al, 1996, 1997). Initialement les changements despimarylation ont été imaginés
comme étant une réponse de la cellule héte adladtaent de la bactérie a sa surface. Par la
suite, il a clairement été identifié que cette @iwd était d’origine bactérienne, injectée dans
la cellule eucaryote et n'était autre dhagA. (Segakt al, 1999 ; Asahet al, 2000 ; Steiret
al., 2000 ; Backeret al, 2000). Pour injecter CagAd. pylori utilise une adhésine présente
dans son cag-PAIl appelée CagL, qui va adhérerrdégrinesus; et lui permettre d’injecter
la protéine oncogene CagA (Kwai al, 2007). Jusqu'a maintenant CagA est la seule
protéine effectrice connue qui est injectée dansdBule humaine. Cependant d’autres

composants bactériens sont co-injectés, commeptigdpglycane déd. pylori qui induit une
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réponse inflammatoire Nod1l dépendante (Vigtlal, 2004). La phosphorylation de CagA
s’opére directement dans la cellule héte par dgwsine kinases identifiées (c-abl et c-src) et
connues pour étre impliquées dans l'oncogenésén(8teal, 2002 ; Tammeet al, 2007).
Une fois que CagA est phosphorylée, elle interagéc de nombreuses protéines de I'héte
déclenchant des signaux mimant ceux induits patiVation des récepteurs de facteurs de
croissance a activité tyrosine kinase (Higasthal, 2002 ; Hatakeyamat al, 2003). Une
autre cible de CagA, indépendante de la phosphmwylaes résidus tyrosine, concerne les
protéines des jonctions apicales épithéliales ouieat dans la formation de la barriere
gastrique entre la lumiére et I'espace interstit@es jonctions sont indispensables pour
I'établissement de la polarité cellulaire, la pigation cellulaire, 'adhésion cellule-cellule et
les mouvements cellulaires. CagA est donc capabiflugr sur chacune de ces fonctions,
engendrant différents changements phénotypiquédaisds (Amievaet al, 2003 ; Bagnoli

et al, 2005 ; Murata-Kamiyat al.,, 2007) (Figure 26).

Bactérie

VacA

Adhésines

TFSS

CagA

Cellule gastrique de
I’hote

Figure 26 : Représentation des deux facteurs deewices les mieux étudiés He pylori adapté de Amieva &
El-Omar, 2008.

A Tlinstar des autres bactéries Gram négatif, pylori posseéde dulLPS

(Lipopolysaccharide) ou endotoxine qui est essentiel a sa survie. &gildn structural, le
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LPS est constitué d'un lipide A et d'une partieypatcharidique, appelée antigene O,
dépassant de la membrane externe. Le LPS, chézparpdes bactéries, est tres toxique, sauf
chezH. pylori, ou il n'induit qu’une réaction immunitaire faib{®uotialaet al, 1992). De
facon intéressante, I'antigene O isolé de diffeeersiouches dd. pylori contient tres souvent
des antigenes de groupes sanguins ABO ou Lewismeooeux retrouveés portés par (@s
glycanes des mucines gastro-intestingfespinall et al, 1996 ; Monteircet al, 1998).Ceci
laisse suggérer une adaptation de la bactérie A&enafin d’échapper a ses mécanismes de
défense immunitaire par mimétisme. Ceci a été ooéfipar I'étude de la composition du
LPS au cours de linflammation, montrant un changeimd expression glycanique en
fonction de I'état physiologique de I'h6te (Nilsset al, 2006). Mais aussi sur modéle
animaux, ou, lorsque I'on infecte des souris irtédis pour les enzymes impliqués dans la
synthése du Lewfisla bactérie ne produit pas ce glycane dans s@®) ePce, contrairement
aux mémes souches inoculées a des souris sauRgae( al, 2009).H. pylori est donc
capable d’échapper au systeme immunitaire de I'efte’adaptant a son environnement, en

I'imitant.

Comme décrit précédemment, I'infection ld. pylori est associée a une infiltration
dans la muqueuse gastrigue de cellules immunitagssentiellement des neutrophiles,
induisant des dommages tissulairesHR:NAP (Helicobacter pylorineutrophil-activating

protein) a été identifiee pour induire 'adhésion des raphiles aux cellules endothéliales et
la synthése des radicaux oxygerfEsanset al, 1995). Cette protéine est immunogéne chez

'Homme et la souris, puisque la majorité des imdlig infectés paH. pylori produit des

anticorps dirigés contre el({&atinet al, 2000).

Par ailleurs,Helicobacter pyloriutilise I'activité uréasique dans le but de résistu
faible pH de son environnement. Cependant, elleégatement capable de fuir I'acidité
présente dans la lumiére en colonisant le gel deumwui est naturellement tamponné
(Williams & Turnberg, 1980), ce qui permet a la téae d'atteindre la surface de
I'épithélium gastrique et lui évite d’étre empop@r le mucus. Ceci est rendu possible par sa
motilité, considérée comme étant un facteur de colonisationt le degré est corrélé a
'agressivité (Eatort al, 1992, 1996).
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Figure 27 : Principaux mécanismes utilisés ldapylori pour coloniser son héte d’aprés Suerbaum & Mighett

2002.

5. Mécanismes d’adhésion utilisés patelicobacter pylori

L’adhésion deH. pylori a la mugueuse est I'étape qui initie sa colorosatteci fait de ce

meécanisme une étape importante pour le succes idfection bactérienne. Pour cela

différents mécanismes sont utilisés, I'un d’eux lestixation duLPS de H. pylori a une

protéine co-sécrétée avec les mucines gastriqued'aquappelleTFF-1 (trefoil factor 1 ou

peptide en tréfle 1). TFF-1 est exprimé dans I@sat la région antro-pylorique gastrique

(Rio et al, 1988) et son expression est fortement induite de Iésions tissulaires (Taumh
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al.,, 2001). Linteraction entre ces deux moléculegiseémpliguée dans [linitiation de
'adhésion gastrique et pourrait expliquer le tsopé d’organe déd. pylori (Clyne et al,
2004 ; Reevest al, 2008).

Parallelement & cela, de nhombreugextéines de la membrane externéOMP) ont été
identifiées par analyses du génome de deux soulghids pylori pour avoir soit une activité
de porine soit d’adhésine. 33 OMPs difféerentesav@tdentifiees (Almret al, 1999 ; Tomlet
al., 1997). Les membres de cette famille peuvent plesaéne taille comprise entre 20 et 130
kDa, 21 d’entre-eux ont des extrémités N-termiretleC-terminale tres conservées et sont
appelés protéines Hopi( pylori outer membrane protein). Les 12 autres ne contrérpes
d’extrémité N-terminale et sont qualifiées de HorofHelated). Les extrémités conservées
permettent l'intégration des protéines a la membran I'interaction avec d’autres membres
de la famille (Almet al, 2000) (Figure 28).
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Figure 28 : Arbre phylogénétique des protéinesadarhille OMP che#.pylori d’aprés Almet al, 2000.
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Six Hop et une Hor ont clairement été identifiéesmmme adhésines et/ou importantes a la
colonisation, BabA (HopS) (llveet al, 1998), SabA (HopP) (Mahdaet al, 2002), HopZ
(Pecket al, 1999), AlpA (HopC) et AlpB (HopB) (Odenbrest al, 1996), OipA (HopH)
(Yamaokaet al, 2000 ; Jonget al, 2004) et HorB (Snellingt al, 2007). Des analyses du
génome ont démontré que plusieurs membres de ldeadop possédaient des copies de
géenes dupliquées comme BabA et BabB (Hop T) (Skleical, 2004). Leur présence
suggere le cheminement suivi lors de I'émergencealvelles adhésines. En effet, chacune
des copies peut subir des mutations indépendaniegont progressivement les faire diverger
des unes et des autres et faire apparaitre de lfesieiles de fixation (Aspholm-Hurtigt
al., 2004). La duplication des génes serait égalem@mhoyen pour la bactérie de s’adapter a
son héte durant I'infection en régulant I'expressies adhésines (llvet al, 1998 ; Solnick
et al, 2004).

Les deux adhésines les mieux caractérisées jusgaiatenant sont BabA (blood
group antigen binding adhesion) et SabA (sialid ddnding adhesin)BabA est capable
d’adhérer aux antigenes des groupes sanguins fésopprtés par le©-glycanes des
mucines, majoritairement le LeWist le groupe H. Deux types de BabA ont été idigstif
95% reconnaissent le LeWist ses dérivés (AleBIe?), les souches porteuses sont qualifiées
de généralistes. Les autres souches, reconnaigsatement le Lewfssont qualifiées de
spécialistes. Cette adhésine est directement iog®igdans la sévérité des pathologies
gastrigues et dans la densité de colonisatioid dpylori (Borenet al, 1993 ; llveret al,
1998 ; Aspholm-Hurtiget al, 2004). SabA adhére a des glycanes portés par des
glycosphingolipidesexprimés dans I'estomac lors de linflammation inelypar H. pylori,
comme le sialyl LewiS et sialyl Lewi§. En outre, elle posséde de fortes similarités de
séquence avec HopO (SabB). Cette adhésine estéeoarda progression de I'infectionHa
pylori vers l'adénocarcinome gastrique. (Mahda&ti al, 2002 ; Marcoset al, 2008).
Cependant ces deux adhésines ne sont pas les sepliegiées dans I'adhésion #k pylori,
une étude de I'expression de 7 adhésines sur a@s<sliniques différents a mis en évidence
une expression variable de SabA et BabA puisqués s38% et 58% respectivement des
isolats cliniques les portent. A l'invergdpA (adherence-associated lipoproteins)A&iB
sont retrouvés chez 100% des bactéries, suggénardlel important de ces deux adhésines
bien que leurs ligands ne soient pas encore id&ntiOdenbreiet al, 2009). Il a d'ailleurs
été démontré qu’en l'absence de AlpA et AlgR, pylori n'était pas capable de coloniser
I'estomac de cochons d’Indes et qu’il colonise f@emuqueuse de souris, tout en n’induisant
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plus de cytokines pro-inflammatoires (Jomgel, 2004 ; Luet al, 2007). Tout comme AlpA

et AlpB, OipA (outer inflammatory protein A) et Hapr'ont pas de ligands connuSipA a
initialement été identifiée comme induisant la gse d'interleukine-8 (IL-8), elle a ensuite
ete définie comme adhésine lors d’études ou le geat invalidé (Dossumbekoed al.,
2006).HopZ est, quant a elle, encore peu étudiée ; seulergaication dans I'adhésion a été
démontrée jusqu’a maintenant (Patlkal, 1999). Concernant ces quatre dernieres molécules
des analyses ultérieures doivent encore étre ééaliafin de déterminer si elles sont
directement impliquées dans I'adhésion ou ont plutd réle d’adhésines « chaperonnes »,

nécessaires a la bonne conformation des autresindbé

6. Helicobacter pyloriet les mucines sécrétées

Les mucines sécrétées de I'estomac sont MUC5AG@, sutface du tissu, et MUC6
dans le fond des glandes. Elles sont chez I'Homifféeremment glycosylées, MUC5AC
exprimant majoritairement les groupes Lewis de tyfee et Lé), tandis que MUC6 porte
des antigénes Lewis de type 2 {led Le) (Sakamoteet al, 1989 ; Nordmaet al, 2002). La
localisation a la surface de la muqueuse gastedjlee glycosylation de MUC5AC en fait une
molécule impliguée dans I'adhésion bactérienneggen adéquation avec les résultats décrits
concernant I'adhésine BabA portée per pylori, reconnaissant le LewWis(Van de
Bovenkampet al, 2003). Lorsque les patients sont infectés, @enke une délocalisation de
MUCSG6 a la surface et une diminution de I'expressienMUC5AC pouvant étre corrigées
aprés élimination de linfection (Byrét al, 1997 ; Hoet al, 2004). La diminution de
synthése de MUCS5AC, induite pat. pylori, conduit a la déstructuration du gel de mucus
alors que la présence de MUCG6 en surface favdnigetition de la colonisation bactérienne
par I'existence d'un motif glycanique inhibant saissance (Kawakubet al, 2004). La
dégradation du mucus gastrique plampylori, dans le but de faciliter son acces a I'épithélium
gastrique, par des protéases ou des glycosydasesntoversée (Sidebothaet al, 1991 ;
Slomiany & Slomiany, 1992H. pylori serait capable de tirer profit de la viscosité dicus,
sans la dégrader, grace a sa forme hélicoidaléagarise sa motilité (Hazekt al, 1986 ;
Sycuroet al, 2010 ; Boniset al, 2010). Elle est également capable de s’oriedéers le
mucus, grace a des chimiorécepteurs protéiqueésrali I'activité du moteur flagellaire
comme ChePep (Howitt al, 2011). Ceci lui permet d’accéder plus rapidengels couche
de mucus, dont le pH est proche de la neutralic@rétberet al, 2004) (Figure 29). De plus,
le gradient de pH serait modifié par I'activité asé&ue deH. pylori, ce qui aurait pour effet

de neutraliser I'acidité du mucus a sa surfacéest diminuer la viscosité, favorisant ainsi les
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déplacements bactériens (Cellial, 2009). D’autant que la fixation d& pylori aux mucines

a été décrite comme régulée par le pH (Lineteal, 2004).

Lumiere gastrique

3”/// pH 3.0

Helicobacter _
pylori 805

Muquese gastrique

Figure 29 : Localisation dd. pylori dans la couche de mucus gastrique en fonctiorHdd'apres Schreibest
al., 2004.
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Matériels et méthodes
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= Matériel biologiqgue humain

Les tissus intestinaux proviennent de pieces opiéeat de patients des deux sexes,
jeunes et/ou adultes, tout comme les tissus gaseBicayant servi au travail sur coupe
(Protocole DC-2008-242 apres avis du CPP). Lesnditloas ont été préparés par I'anatomo-
pathologiste (Dr P. Gosset, Hopital Saint-Vincéilte) a partir des pieces opératoires, apres
soustraction de tissus nécessaire pour I'analyatoar-pathologique et I'établissement du
diagnostic. Les échantillons ont été stockés aG8fisqu’a leur utilisation. Les tissus
gastriqgues ayant servi a la purification des mugiost été préparés par le Dr Bara (Dr J.
Bara, U482 Inserm).

= Culture cellulaire

Les lignées cellulaires humaines d’adénocarcinootigue HCT116, HT29 et HT29
5M21 (Lesuffleuret al, 1998) (clone mucosécréteur obtenu a partir dsolss-population
HT29-MTX, qui se caractérise par une sécrétion deus particulierement abondante) ont
éte cultivees en milieu de Eagle modifié par DubeldDMEM), supplémenté en
antibiotiques (pénicilline et streptomycine 100W/rei additionné de 10% de sérum de veau
foetal décomplémenté. La culture est réalisée a gn°@&tmosphere humide sous 5% de,CO
avec renouvellement du milieu quotidiennement. telules sont repiquées une fois par
semaine apres traitement par une solution stéel®aCl 153mM contenant de la trypsine
0,25% et de 'EDTA 0,1% & une densité de 20 008/cm

= Purification de MUC?2

Une des caractéristiques de MUC2 est d’étre laeseuwicine intestinale insoluble dans
le chlorure de guanidine (Herrmamnhal, 1999). Les échantillons sont donc solubiliséssda
une solution de chlorure de guanidine 4M, contenant cocktail d’inhibiteurs de
protéases (EDTA 5mM, benzamidine 10mNtethylmaleimide 5mM, inhibiteur de trypsine
0,2dmg/ml, DTT 10mM, azide de sodium0,02% et PMSF 1mM dissous dans 500l
d’isopropanol). MUC2 est ensuite précipitée paistr@apes de centrifugation pendant 30
minutes a 12500 g. Le surnageant est conserveé & -R@qu’a utilisation et le culot est
resuspendu dans la solution de chlorure de guamidia précipité contenant MUC2 est

finalement réduit et alkylé pour solubiliser la rmec
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= Ultracentrifugation en gradient de chlorure de
césium

Les échantillons contenant des mucines a purifbeit sepris dans une solution de
chlorure de guanidine 4M, contenant un cocktaihlilbiteurs de protéases (EDTA 5mM,
benzamidine 10mMN-ethylmaleimide 5mM, inhibiteur de trypsine 0,1mg/MTT 10mM,
azide de sodiun®,02%et PMSF 1mM dissous dans 500ul d’isopropanol). larnsité est
ajustée a 1,4g/ml a l'aide de chlorure de césiuldes@uis I'ultracentrifugation est réalisée a
308500 g, pendant 48 heures a 20°C en utilisambtor Beckman70.1 Ti (Carlstedet al,

1983). Des fractions de 1ml sont récupérées ad’didn collecteur de fraction8iprad) et

d’'une pompe péristaltiqu®fiarmacig réglée a un debit de 500ul/min.

Les mucines sont repérées par le biais de la mekkuta densité de chaque fraction
(comprise entre 1,35g/mL et 1,45g/mL pour les mesjnet de l'utilisation d’anticorps
spécifiques anti-mucines a l'aide d’un slot blabtuPcela, 20uL de chacune des fractions sont
déposées sur membrane de nitrocellulose a I'aide dppareil & slot blot. La membrane est
saturée par une solution a 5% de lait écrémé daneB&-T pendant 1 heure a température
ambiante. L'immunodétection est réalisée en utilisan anticorps anti-mucine au 1 : 1000
dans du TBS-T avec 5% de lait pendant 1 heure adeture ambiante. La membrane est
lavée 5 fois10 minutes dans le TBS-T. Elle est gémsacubée avec un anticorps secondaire
anti-souris ou anti-lapin le cas échéant marqué@ @droxydase Amersham Biosciences
utilisé a une dilution au 1/10 008ans 5% de lait dans le TBS-T, 45 minutes sousitawi
lente. Aprés 5 fois 10 minutes de lavage, la réiarase fait par chimiluminescence (ECL-

Advance Amersham Biosciencegour étre visualisée a I'aide d’un film photo.

= Chromatographie de tamisage moléculaire

Les fractions contenant les mucines sont rasseshiéaysées contre du chlorure de
guanidine 4M et séparées par chromatographie ser ambonne de Sépharose CL-4B
(80x2cm, Pharmacig. Les molécules sont éluées avec du GuHCI 4M adéhit de
11mL/heure. Les glycoprotéines d’intérét sont répsérmar slot blotting puis dialysées contre

de I'eau.
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= Chromatographie échangeuse d’anions pour la
purification de MUC5AC

La derniere étape de purification est réalisée gaomatographie liquide basse
pression sur un appareil FPLC AKTA Purifiéxnjersham Biosciencedppsala, Suéde) avec
une colonne Mono Q HR 5/Fkarmacia 5mm de diametre, 5cm de haut). Deux tampons
sont utilisés : un tampon A composé d'urée 8M, p8ié& un second tampon B constitué du
tampon A avec du NaCl 2M (Thornteh al, 2001). Les molécules sont éluées a un débit de 1
ml/min et des fractions de 1ml sont récupérées glyprotéines sont éluées par un gradient
linéaire de tampon B (de 0 a 50% en 40minutes). fyedéines et glycoprotéines sont
détectées par absorbance a 280nm et 215nm regpeetit. Les fractions contenant

MUCS5AC sont rassemblées, dialysées dans de I'éeauipuire puis lyophilisées.

= Rounds de sélection de la bibliotheque PhD-C7C sur
MUCS5AC

Nous avons utilisé une banque de phages M13 exprindas heptapeptides
randomisés cyclisés par des ponts disulfure (PhD'¥ New England Biolabs Inc., Leusden,
Pays-Bas) dans le but d’isoler un peptide affinasds de la mucine MUC5AC colique. Afin
de sélectionner les phages exprimant les peptiffies ais-a-vis de MUC5AC, nous avons
préalablement épuisé la bibliothéque initiale detides (1,2x19 peptides différents présents
en 200 exemplaires chacun) dans un premier pdiisué par une solution de blocage non-
protéiqgue (PFBB, Thermo Fisher Scientic Inc., USA)vi d'un second contenant MUC2
immobilisée (100pg/mL). De cette facon les clones spécifiques pour notre cible sont
éliminés avant d’étre mis en contact avec la cililemobilisée a une concentration de
100pg/mL, 0,1 pL/puits), qui elle est dans le it et dernier puits. En outre, nous avons,
au fil des rounds, intensifié la pression de s@&@aceén augmentant la quantité de détergent
(Tween-20), en débutant avec 0,1% pour Yerdund pour ensuite passer a 0,3% pour le
second et terminer a 0,5%. Conjointement a celas agons augmenté au cours des rounds le
temps de contact avec les deux puits non spécti(R® 45 et 60 minutes respectivement) et

I'avons diminué avec la cible (120, 90 et 75 misutspectivement).

MUC2 et MUC5AC ont été préalablement purifiées @tipale pieces opératoires
coliques provenant de patients atteints de cammmdosectaux. Le couplage des deux mucines

sur une plaque de polystyréne 96 puits (Greiner@ie, Wemmel, Belgium) est effectué a
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100pg/mL de MUCS5AC (cible) et MUC2 (contre cible)’aide d’'un tampon bicarbonate
(0,2AM NaHCQ, pH 8,6) une nuit a 4°C (Phillipst al, 2006). Le jour suivant, les puits sont
vidés et bloqués 2h a 4°C avec 200uL de tampdiatage (PFBB, Thermo Fisher Scientic
Inc., USA). Les puits sont ensuite rincés avec alupon phosphate (PBS) complété avec
0,1/0,3/0,5% de Tween-20 pour les rounds 1, 2 etspectivement. Apres ce ringcage, la
bibliothéque phagique (2x1bphages dans 100uL de PBS-Tween) est ajoutéesspuies et
incubée comme décrit précédemment a 37°C. Aprésepits rincages du puits contenant la
cible, les phages liés a la cible sont élués amngampon glycine-HCI 0,2M, pH 2,2 complété
avec 0,1% d’albumine sérique bovine (BSA). Dix m@suplus tard la solution est neutralisée
a l'aide de tampon Tris-HCI 1M, pH 9,1. Entre chagqound de sélection, les phages élués
sont amplifiés en infectant une cultureEdtherichia coli(souche ER2738, New England
Biolabs Inc.). Aprés amplification, les bactériesitséliminées par centrifugation et les phages
sont purifiés par précipitation au PEG/NaCl (20%=P&000, 2,5M NaCl) a 4°C. Un culot de
phages est obtenu par centrifugation pour étrdefimant solubilisé dans du tampon TBS
(50mM Tris-HCI, 150mM NacCl, pH 7,4) complété avechaN; 0,02%.

Les phages sont titrés aprés chaque round de ieélamt comptant le nombre de
colonies obtenues apres infectiorEdcoli sur un milieu sélectif contenant de I'isopropyl-
beta-D-thiogalactoside (IPTG) (ICN Biomedicals Jri8ruxelles, Belgique) et du 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (Xgal)igi®a-Aldrich, Bornem, Belgique). Le
génome du phage contient une partie du gene LacZamqfiere a la bactérie la capacité de
produire lap-galactosidase, laquelle réagit avec le substrgialXet donne des colonies

bleues.

= Séquencage des clones sélectionnés

L’ADN simple brin des phages sélectionnés a étéléispar extraction
phénol/chloroforme (Sambrook et al., 1989). Le ségage de linsert contenu dans le
génome phagique a été realisé par la méthode dgefSam l'aide de lI'amorce 5'-
CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3 (New England Biolabs) s’hgtdant a 96 nucléotides en
amont de la séquence insérée. La séquence d’ADN aralysée par un CEQ 2000 XL
(Beckman CoulterTM, Analis, Namur, Belgique). Latlee de la séquence a été réalisée a
I'aide du logiciel JaMBW 1.1 (http://bioinformaticsg/JaMBWY/).
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= Criblage des clones et évaluation de leur affinité
(ELISA)

La mise au point du test ELISA a nécessité I'utien d’'un anticorps primaire
monoclonal anti-MUCS5AC de souris (45M1), d’'un pat# 8 anticorps monoclonaux anti-
MUCS5AC de souris (PM8) au 1:200 et d’'un anticorpsomdaire anti-souris conjugué a la
peroxydase au 1:5000 (Pharmacia Biotech Beneluas®&ulaal, Pays-Bas). L'immobilisation

de la cible sur la plaque ELISA a été réalisée cerdacrit précédemment.

Pour tester la spécificité des phages vis-a-vismlasines, chaque puits est incubé
avec 16 phages dans 100pL de PBS-T 0,5% 2h & 37°C. Legephsont détectés a l'aide
d’'un anticorps monoclonal anti-M13 couplé a la patase (Amersham Pharmacia Biotech
Benelux, Roosendaal, Pays-bas) dilué au 1:5000 dansmpon bicarbonate/BSA (0,1M
NaHCG;, pH 8,6, 0,02% Nal 0,5% BSA). La réaction de coloration a la perasel est
réalisée en présence d'ABTS sel dammonium de d&ci2,2-azino-bis (3-
éthylbenzotiazoline-6-sulfonique), Sigma-AldricB2mg dans 100mL de citrate de sodium,
pH 4 complété avec 0,05% d&:B,. Apres 30 a 60 minutes d’incubation a température
ambiante la D@ysnm est lue sur un lecteur de microplaque (Stat-Fa&O21Awarness

Technology Inc., Fisher Bioblock Scientific, TournBelgique).

Pour déterminer la constante de dissociation appar(ky), les puits coatés sont mis
en présence d'une gamme de dilutions d’ordre 2hdeygs. La premiére dilution débute a 2
10*virions/puits tandis que la derniére s’achéve & 4@/puits.

= Evaluation de I'affinité des peptides par ELISA

La faible masse des heptapeptides impose dansemmeyrtemps des mises au point
afin de limiter le risque de fixation non spécifesur le support utilisé. Pour ce faire
différents agents de blocages ont été testés einectt sur une plaque de polystyrene 96 puits
(Greiner Bio-One Courtaboeuf, France) : lait en poudre 0,1% (Rdjjilgélatine de poisson,
la solution de blocage non-protéique utilisée lduscriblage des phages (PFBBhermo
Fisher Scientic In¢.USA) et BSA 0,1%. Une fois le meilleur agent dechge déterminé et
incubé 2H a température ambiante, les mucines esatEnt mises en présence des peptides
biotinylés qui sont incubés 2H a 37°C dans une ganden concentration comprise entre
10°3M et 10°M. Les peptides biotinylés fixés a la cible sontélés & I'aide d’anticorps anti-
biotine de chévre incubés une heure a températutdaate {ectors laboratoriesParis,
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France) dilués dans du PBS a 1 pg/mL. Une secorabation d’'une heure a température
ambiante est réalisée en présence d’anticorpschétire marqués a la peroxydase a 0,2
pg/mL (Sigma-Aldrich) dilués dans du PBS compléié (1% de Tween-20. La réaction de
coloration a été réalisée comme décrit préecedammgmés 30 a 60 minutes d’incubation a
température ambiante la R§hm est lue sur un lecteur de microplague (ELx800,tdsio

Instrument, Colmar, France). Entre chaque incubdtiois lavages par du PBS+Tween 0,1%

sont effectués.

= Caractérisation de I'expression de MUC5AC par lesignées

cellulaire utilisées

Dans un premier temps, les deux lignées cellulgid29 5 M 21 et HCT116) ont été
testées par RT-PCR (Reverse transcriptase-PCR)de Id’amorces se fixant spécifiguement
a 'ADNc (ADN complémentaire) de MUCS5AC. L'ARN a étextrait a l'aide du kit
d’extractionRNeasy Mini Kit(Qiagen SA Courtaboeuf, France) selon les recommandations
du fabriquant. Le protocole d’extraction comprendétapes : la lyse des cellules dans
I'échantillon, la fixation de 'ARN du lysat cellaire a la membrane de la colonne, le lavage
de la membrane et I'élution de 'ARN de la membra@ette technique permet de purifier
rapidement I'ARN des protéines, nucléases et awtoesaminants ou inhibiteurs pour les
étapes ultérieures. L’ARN purifié doit ensuite éseumis a une rétrotranscription afin
d’obtenir un double brin d’ADNc qui pourra étre difig et détecté aprés PCR le cas échéant.
Pour se faire, la rétrotranscrition a été effectadaide du kitMMLV Reverse Transcriptase
1st-Strand cDNA Synthesis KRromega contenant 2 pL de I'enzyme (200Ul/uL), 5 pL du
tampon 5X adéquat, 1 pL d'un inhibiteur de RNast® |(g/pL), 2 uL d’'un mélange de
nucléotides (10 mM) et complété par de 'eau RNase gsp 25 pL. Le mélange contenant

'ARN (1 pg pour 25 pL) est placé a 37°C pendard haure puis conservé a 4°C.

La PCR a ete réalisée en utilisant ce couple d’aesor
5TGATCATCCAGCAGCAGGGCT3 et 55CCGAGCTCAGAGGACATATGG3' durant

30 cycles (1 minute 94°C, 1 minute 50°C et 1 mint2&C). La composition du prémix de
PCR est: Tampon 5 puL de Taqg 3Xrdmega, 2 pL de chacune des deux amorces a 10 uM, 5
pL de dNTP 10 mMPromega, 1,25 puL de Taq polymérase 5 ul/ (Promega, gsp 23uL
avec de l'eau distilléeLe mélange est complété par 2 d’ADNc (0,5 ng d’ADN).
L’amplification se déroule dans un thermocydiex Cycler(Analytik Jena. Parallélelement

a cela une RT-PCR contrble a été realisée afinotrder la quantité d’ADNc entre les
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différents échantillons vis-a-vis de la GAPDH avece couple d’amorces:
5"GGTGGACCTGACCTGCCGTCTA3'et 5’ GAGGTCCACCACCCTGTTAG3' durant
30 cycles (1 minute 94°C, 1 minute 69°C et 1 mirM&eC).

Une électrophorese en gel d’'agarose 2% complétd parde bromure d’éthidium est ensuite
réalisée afin de révéler le produit de PCR. La atign se fait sous un courant de 100 Volts
pendant 45 minutes dans du tampon TAE (Tris/Acet@teM - EDTA 1 mM - pH 8). Le gel
est ensuite observé sur un trans-illuminateur UVhtérprétation se fait directement par
visualisation d’une bande apparente correspondalat présence de MUCS5AC dans les

échantillons testés.

= Evaluation de I'affinité des peptides par ELISA surcellules

Aprés 21 jours de culture pour les cellules HT2929Met 7 jours pour les cellules
HCT116 en plague de 96 puit&reiner Bio-One Courtaboeuf, France), les cellules sont
rincées avec du PBS a 4°C, puis fixées avec 1%udargldehyde dilué dans du PBS. Les
cellules sont ensuite rincées a nouveaux 3 fois awePBS a 4°C et incubées 2 heures a
température ambiante avec la solution de blocagepnatéiqgue (PFBB,Thermo Fisher
Scientic Inc. USA) et 2 heures a 37°C dans une gamme de coatientcomprise entre
10°M et 10°M de peptides biotinylés. Les peptides biotinyiégd a la cible sont révélés a
'aide d’'anticorps anti-biotine de chevre incubée theure a température ambiantedtors
laboratories Paris, France) dilués dans du PBS a 1 pg/mL. 4émwende incubation d’'une
heure a température ambiante est réalisée en peegéamticorps anti-chévre marqués a la
peroxydase a 0,2 pg/mL (Sigma-Aldrich) dilués dduasPBS complété par 0,1% de Tween-
20. La réaction de coloration a la peroxydase éaisée en présence d’ABTS comme décrit
précédemment. Entre chaque incubation 3 lavagesdypB@BS sont effectués.

= Dosage de MUCS5AC par ELISA

La détermination de la quantité de MUCS5AC a étdigéa a I'aide d'une gamme de
concentrations allant de 2,5 a 50 pg/mL de MUCS5AStggue humaine. Les échantillons
sont préalablement coatés sur une plaque de paysty96 puits Greiner Bio-One
Courtaboeuf, France) repris dans du tampon bicatledi®,1M NaHC@ pH 8,6) et incubés a
4°C en atmosphere humide durant une nuit. On ajeoseliite un agent de blocage non-
protéique (PFBB,Thermo Fisher Scientic IncUSA) que l'on incube 2H a température
ambiante. Les mucines fixées sont révélées a I'dide anticorps anti-MUC5AC de souris
(45M1 dilué au 1:200 dans du PBS, fourni par leJDBara, U482 Inserm) incubé une heure a
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température ambiante. Une seconde incubation dhewee a température ambiante est
réalisée en présence d’'anticorps anti-souris marquka peroxydase a 0,2 pg/mL (Sigma-
Aldrich) dilués dans du PBS complété par 0,1% dediw20 et 0,5% de BSA. La réaction de
coloration a la peroxydase est réalisée en prése¢@d®TS comme décrit préecédemment.
Apres 30 a 60 minutes d’incubation a températurbiamte la DQosnm est lue sur un lecteur
de microplaque (ELx800, Biotek Instrument, Colmirance). Entre chaque incubation 3
lavages par du PBS+Tween 0,1% sont effectués.

= Spécificité des peptides par immunohistochimie

Des coupes de muqueuses gastrique, colique samfiadgnome colorectal humains
(5 um d'épaisseur) ont été fixées 24h par du pareméhyde 4% et incluses dans de la
paraffine. Pour le marquage, les coupes sont t@ltodd déparaffinées dans du toluene et
réhydratées dans de l'alcool 95%. Apres ringages dke I'eau, les lames sont portées a
ébullition durant 10 minutes dans un tampon cit(&&mM, pH 4). Une fois la température
du tampon revenue a 25-30°C, les lames sont ensaodées au PBS puis successivement
incubées durant 15 minutes dans une solution dexpee d’hydrogene (3D,) 0,15% et un
kit de blocage de la biotine endogéne pendant umeufe [nvitrogen Cergy Pontoise, Payis
Puis les coupes sont bloguées a l'aide de PFBReuteha température ambiante, pour étre
ensuite incubées a 4°C, 18 heures avec les petidé&erentes concentrations (20 puM, 10
UM, 1 pM, 0,2 uM, 0,04 uM) ou les anticorps (MUC5A®MS a la dilution 1/100 et
MUC2 : LUM2-3 a la dilution 1/100) dilués dans dB% La révélation des peptides est
réalisée comme décrit précédemment, tandis queniiésorps anti-MUC5AC et MUC2 sont
révélés a l'aide d’'un anticorps secondaire antrsoet anti-lapin, respectivement, couplés a
la peroxydase et dilués chacun au 1/2Bthérsham BiosciencesApres différents lavages
dans du PBS les lames sont incubées avec du DAB'-O&minobenzidine

tetrahydrochloride) 0,05%, complété avec 0,015%@Hlurant 50 minutes.

= Evaluation de la spécificité des USPIO sur modeéles

cellulaires

Aprés 21 jours de culture pour les cellules HT2929Met 7 jours pour les cellules
HCT116 en plaque 6 puit§&(einer Bio-One Courtaboeuf, France), les cellules sont rincées
avec du PBS a 4°C, puis directement mises en doavac 0,5mL d’'USPIO dilués dans du
PBS durant 30 minutes, 1 heure ou 2 heures a 3iiéGb@ateur 5% de CQ Les USPIO sont

testés a différentes concentrations de 1/2/4/8 miféepour chaque temps et sur chacune des
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lignées. Apres aspiration du surnageant, les esllabnt lavées deux fois avec du PBS puis
grattées pour ensuite étre reprises par 250uL d& (@Bux fois). Les cellules sont ensuite
agitées vigoureusement afin de détacher la couehmuwtines de ces dernieres et ainsi les
mettre en suspension. Pour les cellules HT29 5MZluspension est centrifugée 5 minutes a
1500 g puis le culot est éliminé afin de s’affrande la grande quantité de cellules (difficile
a hydrolyser). Pour les cellules HCT116 la suspemest conservée dans son intégralité. Ces
deux préparations sont ensuite lyophilisées pysiges par 100uL d’'une solution d'HCI a
5N 4H a 80°C au bain-marie en vortexant les tuleesethps a autre pour homogeénéiser la
solution. Le dosage est ensuite réalisé par relakogra I'aide d’'un Minispec Mg-6@Bfuker,
Ettlingen, Germany). Pour réaliser le Perls orisgtillOuL de solution a doser dans 100uL de
réactif, incubation durant 15 minutes a tempérammdbiante dans une solution de PBS-

ferrocyanure de potassium 1% - HCI 1%.

= Le modéle animal de xénogreffe

Des souris (femelles) Nude NMRI (25-30g) ont étenocmndées chez Janvi€gntre
d’élevage Roger Janvier CERJe Genest St Isle, France), livrées a I'instRasteur de Lille
et stabulées pendant une semaine de quarantaigeinjeetions des souris préalablement
endormies a I'isoflurane (par inhalation) ont éélisées a I'aide d’une suspension de £X10
cellules/50pL pour les cellules HCT116 et d’'unepsmsion de 2X10cellules/40uL pour les
cellules HT29 5M21 en sous cutané dans la zoneldorses tumeurs sont prélevées sur les
animaux apres euthanasie par injection létale dthésiant et sont conservées dans du
formaldéhyde 4% jusqu’a leur fixation en paraffi@® protocole a été soumis a un commité
d’éthigue au sein de I'entreprise Guerbet souspkigtion ER-10-00078 selon le protocole
DR-10-01709-PRO.

= Caractérisation immunohistologique des xénogreffes

Une fois la fixation en paraffine réalisée, despmmide 3um d’épaisseur ont été
réalisées. Afin de réaliser la révélation immuntaiagique proprement dite un déparaffinage
est réalisé. Différents parametres ont été étudiéxpression de MUCS5AC a l'aide d'un
anticorps polyclonal de lapin (LUM5-1 au 1/10003ntalun éosine safran (HES) pour évaluer
la nécrose tissulaire et la vascularisation. Tolgssréactions de coloration ou immuno-
révélations sont réalisées en automate pour latégisation du modele muriBénchmark

Ventana Strasbourg, France).
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= Synthése des USPIO

Les nanoparticules ont été préparées selon les odeth décrites dans le
brevet WO2004/058 275 (US 2004/253181) pour la gmadjpn des solutions colloidales de
particules magnétiques et selon les méthodes dgcténs le brevet WO2004/058 275 pour la
complexation des particules magnétiques par destiéms carboxylates. Les particules
décorées avec des fonctions carboxylates sont @esigluccessivement aux peptides vecteurs
(C60 cyclique) et au PEG aprés activation des wésichrboxyliques selon un protocole
classique de chimie peptidique. Elles sont alorsodémées P3667 avec le peptide et P3007
sans le peptide. Aprés ultrafiltration, les suspmrsscolloidales sont caractérisées par dosage

de Fer, mesure de la taille PCS et des relaxivités r2.

Dosage du Fer total

Le fer est dosé par spectroscopie d’absorption igteen(Spectrophotomeétre VARIAN
AA10) apres minéralisation par HCI concentré ettthh par rapport a une gamme étalon
d’ions ferrique (0, 5, 10, 15 et 20 ppm).

Taille des particules

Le diamétre hydrodynamique de la particule greffé@té déterminé par PCS (appareil
Malvern 4700, laser 488 nm a 90°) sur un échantildué a ~ 1 millimolaire avec de I'eau
PPI filtrée sur 0,22 um. PCS = Photon Correlatipecioscopy = Technique par Diffusion
de Lumiére Dynamique (Pecost al, 2000).

Mesures de relaxivité

Les temps de relaxation T1 et T2 ont été déternpaésies procédures standards sur
un appareil Minispec 120 (Bruker) a 20 Mhz (0,47%¥k) 37°C. Le temps de relaxation
longitudinal T1 est mesuré en utilisant une ségaahinversion Récupération et le temps de
relaxation transverse T2 est mesuré par une teebr@PMG. Les vitesses de relaxation R1
(=1/T1) et R2 (=1/T2) ont été calculées pour défées concentrations en métal total (variant
de 0,1X1C° & 1X10° mole/L) en solution aqueuse & 37°C. La corrélaéntre R1 ou R2 en
fonction de la concentration est lin€aire, et latpaeprésente la relaxivité rl (R1/C) ou r2
(R2/C) exprimées en (1 /seconde) x (1/ mM/L) goitt™*.s?).
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A une concentration en fer de 265mM, la taille padicules déterminée par technique
PCS est de 28nm. La relaxivité dans I'eau (20MHz)pour rl1 de 34 mMs® et pour r2 de
91 mM*.s™,

= |IRM moléculaire de MUC5AC sur xénogreffes

Le produit de contraste portant le peptide (P3G6EXé testé sur les deux modeéles
tandis que le produit de contraste seul (P30073 été testé que sur le modele MUC5AC
positif. Les produits de contraste ont été injegas intraveineuse caudale et testés a trois
doses : 20 umol Fe/kg, 40 pmol Fe/kg et 100 pmid-e

Une séquence d'IRM a été utilisée dans cette étudeséquence RARE (Rapid

Acquisition with Relaxation Enhancement) pondéd, (Tableau 8).

L’effet du produit de contraste a été mesuré en RARndéré en Jen utilisant cette
équation. Avec Sl pour Signal Intensitypsalet Shrspour respectivement l'intensité du signal

dans la tumeur apres et avant injection du prathitontraste.

(Slpost/$|Ref)_ (Slprp/S|Ref)
(Slpre/S|Ref)

L’augmentation du S| (mesuré avec le logiciel ImBgeété calculé en considérant le SI d’un
échantillon de référence &) a 20uM de Gd.

ASI/ Ref%= x100

Tableau 8 : Protocoles d'IRM RARE.

Séquence IRM Paramétres d’acquisition

(Bruker/Biospin,
Pharmascan, 7T)

RARE TR/TEe = 3000 / 48,7 ms, facteur RARE =4, NEX = 4, ntagri
= 256x256, FOV = 2,3 cm, épaisseur de coupe = 1 20m,
coupes axiales, résolution spatiale = 90 um, TedfgExjuisition

=12 min 48 sec
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= Immunohistochimie

L’immunohistochimie a été réalisée sur des coupetisdus fixés dans la paraffine (3 a
5um d’épaisseur). Elles sont dans un premier tetaparaffinées par deux bains successifs de
toluene pendant 10 minutes, deux bains d’éthar@ldl@endant 5 minutes et un bain d’éthanol
96% pendant 5 minutes. On réalise ensuite un rmaité a la chaleur pendant 10 minutes a
ébullition dans un tampon citrate 0,05M, pH 4. Apa&oir laissé refroidir durant 20 minutes,
on bloque la coupe a l'aide d’'une solution de PHB®dant au moins 30 minutes. On
ajoute alors les anticorps primaires (Tableau @dpat 1 heure a 37°C. La coupe est lavée
plusieurs fois dans le PBS 0,5% Tween puis inc#yee des anticorps secondaires anti-lgG
de lapin et anti-IgG de souris (1:5000 dans du PB&gure a 37°C) marqués a l'aide de
fluorophores Alexa fluor 488 et 546itrogen). Aprés plusieurs ringages dans le PBS 0,5%
Tween et une fois dans le PBS, la lame est montée du Mowiol et examinée sous un
microscope confocal ZeissLSM 510; objectif x63). Une coloration des noyaweupétre

réalisée avant le montage avec du DAPI pendane&@nsles.

Tabelau 9 : Liste des anticorps utilisés.

Anticorps anti- Polyclonal de lapin Monoclonal drigs
MUC2 LUM2-3
(Nordmanet al., 2002)
MUC5AC LUM5-1 45M1 et PM8
(Nordmanet al., 2002) (Baraet al., 1986)
MUC6 LUM6-1 CLH-5
(Nordmanet al., 2002) (Reiset al.,, 2000)
MUC5B LUM5B
(Nordmanet al., 2002)
LDN 273-3F2
(Van Remoorteret al., 2000)
Lewis’ 2.25LE
(Baraet al., 1988)
Lewis’ 22-1B3-A
(Van Remoorteret al, 2000)
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= Détection histologique des USPIO sur tissus

La détection histologique des USPIO a nécessit@ntinorps anti-PEG (Poly éthylene
glycol), puisque le PEG est directement utilisé Ide la synthese des USPIO. Cet anticorps
(Epitomics, Netherlands, PEG-B-47) est une IgGageénl Les échantillons ont tout d’abord
été déparaffinés comme décrit précédemment, lexpdases endogénes ont été bloquées par
une incubation de la coupe 15 minutes dans 0,139Qd’ avant d’étre bloquées dans du
PFBB durant 45 minutes a température ambiante.andigorps anti-PEG ont ensuite été
incubés une nuit a 4°C au 1: 250. Trois lavagemitutes chacun au PBS sont ensuite
effectués, suivi d’'une incubation avec un anticogezondaire anti-lapin marqué a la
peroxydase Amersham Bioscienced& heure a température ambiante au 1 : 250. lasda
sont a nouveau lavées trois fois 5 minutes au PBiicebées 50 minutes avec du DAB

0,05% dans 0,015% d3@, avant d’étre montées entre lame et lamelle.

= Analyse de la glycosylation des mucines

Libération chimique des glycanes

Les mucines purifiées lyophilisées sont dissoutassdune solution de NaOH 0,1M
contenant du BkNa 1M. La solution est incubée a 45°C pendant 2#ds sous agitation
magneétique. La réaction est ensuite stoppée patiadd’'une résine échangeuse de cations
(Dowex 50x8, 20-50 mesh, forme )}t la solution est filtrée puis évaporée a séexdédent
de sels de borate est éliminé par co-distillatisnscessives avec du méthanol (Carlson,
1968). Les glycannes libérés sont sous forme diehgcharide-alditols.

Chromatographie échangeuse de cations

Les peptides sont éliminés du mélange par passadg sblution sur une colonne de
Dowex 50x2 (200-400 mesh, forme®)H Les oligosaccharides sont élués par de l'eau
désionisée tandis que les peptides restent fixésastésine. Aprés détection des oses par
coloration a l'orcinol sulfurique sur couche minde silice, les différentes fractions sont
neutralisées a l'aide d’'une solution de JIHH 1M et concentrées sous évaporateur rotatif a
25°C.

Dessalage des oligosaccharides

Les oligosaccharides sont dessalés et purifiéessppasage de la solution sur une

colonne de Bio-Gel £(90x1,6cm) éluée par de I'eau désionisée a un diebitOmL/heure.
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Les glycanes sont repérés par un détecteur AlV=R06nm) en sortie de colonne et une

vérification est faite par coloration a I'orcinol.

Analyse des oligosaccharides par ESI-MS/MS ( Narmys@-TOF )

Les spectres ESI-MS et ESI-MS/MS ont été réalisésus spectrometre de masse de
géométrie Q-TOF et de type Q-Star PulsarApplied Biosystems/MDS ScieXoronto,
Canada) équipé d’'une source nanoélectrosptentgdng Odense, Denmark). Les échantillons
ont été dissous dans un solvant méthanol/eau/0ditke dormique (50/50, v/v), a une
concentration de 60pme@l.. La tension appliquée au capillaire oscille er8@ et 1000
Volts.

Pour les spectres MS/MS, I'énergie de collisionligigge aux précurseurs varie de 20
a 90eVolts en fonction de I'état de charge et d&tdailité de I'ion sélectionné. L’acquisition
a été réalisée en mode pulse d’ions (fonction @ecd » activée), et les spectres présentés
résultent de I'accumulation de 50 a 100 cycles a@laylmge de la gamme de masse choisie.
Toutes les analyses ont été réalisées en modéf ppsih mode négatif.

= Purification des oligosaccharides par HPLC

Le mélange des oligosaccharides alditols de cha&ghantillon est injecté sur une
HPLC (Dionex Chromeleon System, Sunnyvale, CA, US#9ntée avec une colonne de
silicie greffée amino (Supelcosyl, LC-NH},6 x 250 mm, Supelco, Bellefonte, CA, USA). La
colonne est initialement équilibrée avec un mélaagetonitrile/eau (80 : 20) a un débit de
1mL/min. Apres l'injection du produit, un gradieinéaire débute pour atteindre un ratio de
40 : 60 (acétonitrile/eau) a 80 minutes. L'eau @ssuite remplacée par une solution de
phosphate 30mM a ratio de 50 : 50 jusque 110 msnuURalis la colonne est a nouveau
equilibrée pendant 20 minutes. Une seconde étapPLdC a ensuite été effectuée afin de
purifier certaines structures restées en mélangesdp premiere étape sur colonne amino.
Elle consiste a utiliser une phase réverse C18 @ébit de 0,5mL/min. Les oligosaccharides
sont élués avec de I'eau et détectés par specpiesddy’ a 200nm.

= Analyse RMN des oligosaccharides

Les échantillons & analyser sont d'abord lyophiliagéec difH,0 (99,97%°H atoms,
Eurisatop, CEA, Saclay, France) et transférés dans un tebe2680 X 5-mm BMS-005B
Shigemi®. Les déplacements chimiques sont exprieméparts par million (ppm) et ont été
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calibrés en utilisant de I'acétone interne B8H( 2,225 and'°C 31,55 ppm). Les spectres ont
été acquis & 300 K sur un spectrométre de 9,4se@ruker®) ottH résonait & 400,33 MHz
et °C a 100,25 MHz. Afin de caractériser la structummpléte des oligosaccharides
différents spectres ont été réalisés-1D, *H-'H COSY,'H-'H-TOCSY et'H-*C HSQC.

= Helicobacter pyloriet conditions de culture

Les souches dEl. pylori B128 (Israelet al, 2001), 26695 (Tomket al, 1997), J99
(Alm et al, 1999), G27 (Covacet al, 1993), P12 (Haast al, 1993) et B38 (Thiberget al,
2010) ont été cultivées en gélose au sang ou dr(lBkin heart infusion) contenant 10% de
sérum de veau décomplémenté a 37°C en atmosphereagiophile. Ces deux milieux
peuvent étre supplémentés avec un mélange angibastiantifungiques (0,3fig.m* de
polymyxin B, 2,5ug.m* d’amphotericin B, 12,51g.mI* de vancomycin et 6,26g.mI* de
trimethoprim) et d’antibiotiques appropriés (§.mI* de kanamycin, fig.mI* d’apramycin

ou 5pg.mi* de chloramphenicol).

= Helicobacter pyloriet adhésion a la muqueuse gastrique

H. pylori a été marquée avec de la fluorescéine isothiocgdRaTC, Sigma) et testée
pour son adhésion sur coupes de tissus gastrignesie déecrit dans la littérature (Fakal,
1993). Les bactéries sont reprises dans 1 mL dsohgion 0,15 M NaCl/0,1 M carbonate de
sodium, pH 9,0 puis incubées dans une solutiocHeahent préparée a 10mg/mL de FITC
repris dans du diméthyl sulfoxide (DMSO) durantéute dans I'obscurité. Apres plusieurs
lavages suivis de centrifugations, la solution &aehne est diluée 5 fois dans le PFBB avant
utilisation. Le tissu est préalablement déparaféhéhydraté suivi d’'une incubation dans une
solution de blocage (PFBB, Thermo Fisher Scientific, USA). Les bactéries sont incubées
2 heures a température ambiante avec ou sans gf/¢afv) a une concentration de 1 mM
pour le LDN (LacdiNAc) ou le Lewfs Les lames sont ensuite rincées 3 fois avec du PBS
contenant 0,05% de Tween 20 et colorées au DARVdluation de I'adhésion bactérienne
est estimée au grossissement 400 par dénombremeitadtéries. Chaque valeur représente
au moins 5 champs différents.

= |dentification de LabA

Les lysats bactériens des souches B128 et 2669%&t@isbniqués et centrifugés (4500

g pendant 2 minutes) puis incubés une nuit a 4°@résence de mucines gastriques purifiées
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avec (condition 1) ou sans (condition 2) LDN a 2niMs tubes ont a nouveau été centrifugés
(4500 g pendant 2 minutes), le surnageant a éléctblet séparé par électrophorése a 7,5%
de polyacrylamide. Le gel a ensuite été coloré adeu bcolloidale et les bandes
différentiellement colorées entre les conditiongtl?2 ont été découpées pour analyse en
spectrométrie de masse. Chaque bande bien résdtéesmumise a une digestion trypsique
aprés décolorations successives avec une soluti®® anM de NHHCO; et une solution a
100 mM NHHCOs/Acétonitrile (v/v). Les bandes ont ensuite étéhgidsatées dans une
solution d’acétonitrile (ACN) et séchées. Les praé ont été réduites dans une solution de
DTT 10mM dans une solution a 0,1 M de M€CO; a 56°C pendant 30 minutes puis a
nouveau séchées. Soumises a une alkylation avecsologion de NHHCO; (0,1 M)
complétée d’iodoacétamide 55 mM pendant 20 minatd®bscurité. Les bandes sont a
nouveau séchées et rehydratées dans une solutienaat 50 mM NEHCO;, 5 mM CaC4,

et 12,5 ng/pL de trypsine a 4°C pendant 20 minut&xceés de tampon est éliminé et la
digestion s’effectue une nuit a 37°C. Les peptsta# alors libérés du gel. Apres addition de
25pL d’'une solution a 25 mM de MNHCQO;, la bande de gel est incubée 15 minutes sous
agitation et le surnageant est collecté. Cetteeétap renouvelée deux fois avec une solution
d’ACN 45%/0,1% de TFA et 95%/0,1% TFA. Tous lesmaigeants sont mélangés et séchés.
Les peptides sont ensuite repris dans une soldg8ofFA 0,1% pour étre dessalés en Zip-Tips
Cis. Les peptides élués sont directement préparésnsumatrice d’acide-cyano-4-hydroxy-
cinnamique a 10mg/mL dans une solution d’ACN/TFA%,(v/v) et déposés sur la cible du
MALDI-TOF ou TOF/TOF (AB Sciex TOF TOF 5800, ApptieBiosystems, Foster City,
California). Chaque spectre obtenu est calibré lpamasse monoisotopique de fragments
peptidiques issus de l'autoprotéolyse de la tryp$842,5100, 1045,5642 et 2211,1046 Da).
Les protéines ont été identifiees en utilisant &roProspector (http://prospector.ucsf.edu/,
UniProt release 2011 03 - Mar 8, 2011). Les pam@séetsuivants ont été utilisés:
Helicobacter pylori tolérance de masse 50 ppm, un site de clivadidiéou_es critéres
utilisés pour accepter I'identification prennenta@mpte le taux de recouvrement, le nombre

de peptides retrouves, le score et la précision.

= Electrophorése SDS polyacrylamide

Les échantillons sont repris dans du tampon Laen{625mM Tris/HCI; 10%
glycérol (viv) ; 2% SDS (m/v) ; 59F-mercaptoéthanol (v/v) ; 0,02% bleu de bromophénol
(m/v) ; pH 6,8), puis chauffés 10 minutes a 95°@s lprotéines sont déposées sur un gel

polyacrylamide contenant, dans le gel de conceotrat,5% de polyacrylamide, 0,125M de
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Tris/HCI pH 6,8, 0,1% de SDS, 0,0125%N&,N’,N’-tétramethylethylenediamine et 0,005%
de persulfate d’'ammonium. Le gel de séparation 7d&%polyacrylamide est composé de
0,375M de Tris/HCI pH 8,8, 0,1% de SDS, 0,0125% dd¥,N,N',N’-
tétramethylethylenediamine et 0,005% de persulié&enmonium Le gel est coulé dans un
mini-Protean Ill Bio-Rad, HerculesCA, U.S.A.). La migration est réalisée dans ungan
dénaturant (20mM de Tris, 150mM de glycine et 0,d86SDS) a voltage constant (100V,
pendant 2-3 heures).

A lissue de la migration, le gel est soit colotératrate d’argent soit transféré sur une
membrane de nitrocellulose de porosité 0,45um endeul’analyse par western blotting. Le
transfert est réalisé deux heures a 250mA darenedn de transfert 20mM Tris et 150mM
glycine. L’efficacité du transfert est vérifiée panloration de la membrane au rouge Ponceau
(200mg Ponceau ; 3mL ATCA ; 97mL eau). L'immunodét est réalisée comme décrite

précédemment pour le slot blot.
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Résultats
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MUCS5AC et le Cancer colorectal

Présentation de I'étude

L’objectif de ce travail est de rendre possibléiEgnostic précoce de lésions coliques
malignes par une méthode non invasive d’'IRM enacibla mucine MUC5AC colique. Pour
ce faire, nous avons couplé un heptapeptide affur [a cible, sélectionné par la technique du
phage display, a un produit de contraste IRM. lcargriblage de la banque de phages, treize
clones ont été sélectionnés sur la base de leweségge peptidique. La mesure de leur
affinité vis-a-vis de MUC5AC a permis de conserdeux peptides qui ont été synthétisés
sous forme linéaire et circulaire, couplés a Idib#& Nous avons ensuite utilisé ce couplage
pour caractériser I'affinité et la spécificité deaque peptide. Un seul candidat a été conserve,
pour étre greffé a des particules superparamagrestitprmeées de cristaux d’oxydes de fer
(magnétite : F,). Préalablement, nous avons pu réaliser la capwrenodele cellulaire
pour valider la fonctionnalité du complexe avané wtilisation sur modeéeles animaux. Nous
avons, conjointement a cela, caractérisé ces mogaleanalyse anatomo-pathologique. Deux
campagnes d’'IRM ont été réalisées sur animaux, diéualuer la dose optimale a injecter
ainsi que la spécificité du produit. Et enfin, nausns confronté les résultats IRM avec

I'histologie du produit de contraste injecté.

92

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

= Purification de MUC5AC gastrigue et colique

Les échantillons de mucus repris dans du chlorarguinidine ont été soumis a une

ultracentrifugation en gradient de chlorure de wésiComme le montre la figure 30, la

densité des fractions contenant MUC5AC est compnigee 1,4 et 12g/m&e qui correspond

bien a la densité attendue pour les mucines (dnf® et 1,45g/ml). Cette étape permet de

concentrer les mucines, tout en éliminant les pglteanes, les acides nucléiques, les

protéines et glycoprotéines de bas poids moléadair

A 100 - 1.8
90 ~ T 1.6
o 9 414
2 T
2 50 Log =
= 40+ =
£ 29 TO0E =
20 +04 A
10 .4 T— 0,2
0 L 0
2 3 ¢ 7 8 9 10 11 12
Fractions
B 100
90
80 ~
E 70 ~
= B0
E a0
:1_4-
= 40 +
z 30
E 20 ~
10 4
0-—m—m= J
1 g 5 6 7 8 9 10 11 12
Fractions

Figure 30 :Purification des mucines coliques par ultracengafiion en gradient de chlorure de césium. Le

mucus a été obtenu directement par grattage dasstjsuis soumis a une ultracentrifugation en gradie

chlorure de césium dans une solution de chlorurgudmidine 4M. Les fractions ont été collectéeanstlysées

pour leur densité—*— ), leur réactivité au p/ ===

),(Bur réactivité avec un anticorps anti-MUC5AC

(45M1) (=) et avec un anticorps anti-MUC2 (LUM2-: —&—) (B).
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Les fractions contenant MUCS5AC ont été rassembléedysées contre de I'eau et
concentrées pour étre chromatographiées sur unarmide Sépharose CL-4B. Cette étape
permet d’éliminer les contaminants de faible masséculaire. En effet, les mucines étant
tres lourdes elles sont éluées au volume mort deltmne. Les glycoprotéines d’intérét sont
repérées a l'aide des anticorps anti-MUC5AC (Figedg poolées puis dialysées contre de

'eau avant d’étre concentrées pour la dernieneeétie purification.

R gy

Figure 31 : Slot-blot des différentes fractionsugérées aprés chromatographie de gel filtratiobaide de

l'anticorps monoclonal anti MUC5AC (45M1). Les dépsont réalisés de gauche a droite et de hauaen b

Aprés réduction-alkylation des échantillons, lescmes ont été séparées sur une
colonne de monoQ, en augmentant progressivemeocbraentration en NaCl. Comme le
montre la figure 32, MUC5AC est éluée a une comedéinh de sels comprise entre 150 et
300mM. Les fractions sont contrdlées a I'aide damicorps spécifique anti-MUC5AC puis

sont rassemblées, dialysées dans I'eau ultrapunegb@ lyophilisées.
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AL LA AL LU

Figure 32 :Chromatogramme obtenu lors de la purification de @BBC provenant de tissus coliqu
Chromatographie échangeuse d’anions une colonne mor@. En rose, visualisation des glycojéines, en

bleu, les protéines et vert, le gradient de N

= |[mmobilisation de la cible

L’immobilisation de MUC2 et MUC5AC, préalablementrgiées a partir de piece
opératoires coliques et gastriques (saines et &@R) a été réalisée sur une plaque
polystyréne 96 puit{Greiner Bi-One, Wemmel, Belgiqyea 100ug/mL de MUCS5A(
(Cible) et MUC2 (contre cible) a I'aide d’'un tampbitarbonate une nuit a 4°C (Phillips .
et al, 2006). La fixation a été controlée a I'aide dmarquage immunologique indct. Cela
a nécessité l'utilisation d'un anticorps primairemnoclonal an-MUC5AC de souris (45M1
et polyclonal antMUC2 de lapin (LUM:-3) dans un premier temps et ensuite d’'un antic
secondaire angeuris ou an-lapin conjugué a la peroxydase, gi@n révele par I'ajou
d’ABTS. Celuici a révelé une réponse spécifi équivalenteoptimale a 60,2ug/mL pol
MUCS5AC colique et 12,5ug/mL pour MUC5AC gastriqugigure 33) et a 100ug/mL po
MUC2. Il y a donc bien une fixation des mucineslssrplaques de polystyré
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Gamme étalonnage MUC5AC gastrique
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Figure 33 : Comparaison de I'immobilisation des>d®WUC5AC en utilisant I'anticorps 45M1.

= Rounds de sélection des phages

A l'issue de chaque round de sélection et des gtdjaenplification, nous avons titré
les phages (Figure 34). Nous constatons entreolesds 1 et 2 une augmentation importante
de phages se fixant a la cible, ce qui prouveitatité de I'enrichissement pour des clones
d’'intérét. A linverse, on observe une légére dimtion entre les rounds 2 et 3 ce qui

confirme l'efficacité de 'augmentation de la priessde sélection.

Par ailleurs, nous avons été contraints d'arréterdunds de sélection a 3 passages car

la cible a introduit une contamination de phagemes sauvages. Ceci s’explique par la
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présence de coliphages en grande quantité damstéssins et donc potentiellement encore

présents sur les mucines qui ne peuvent étre antes sans risque d’étre endommagées.

Phages
retenus
Round (output) Amplifié
1 2,26 1,787
2 3,07 7,521
3 1,87 4,951
1.0E+12
s
, T1.0E+10
=1
o
% 1.0E+08
L]
o
£ 1.0E+06 —
a ‘//& —y —&— Cutput amplifie
w
S 10E+04 —e— Clutput
2
~ 1.0E+02
1.0E+00 T T
1 2 3
Round
Figure 34 : Titre des phages récupérés au counodads de sélection.

= Test des pools phagiques apreés les rounds de satatt

Nous avons ensuite testé les phages retenus (Qstpula cible aprés chaque round

vis-a-vis de leur fixation spécifique et non spéci€, ceci dans le but d’observer un

enrichissement en phages d’intérét (Figure 35)c@nstate une augmentation significative de

I'affinité spécifique entre les rounds 1 etA . contrarig une confirmation de ce phénomene

n'est pas observée pour le round 3. Ceci s’expligebablement par la contamination

phagique préalablement observée et qui « polluensémble du signal, d’autant que les

© 2012 Tous droits réservés.
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phages sauvages se répliquent plus rapidemenegyhages possédants un insert (exprimant

un peptide).
Fixation des pools de phages au fil des rounds sur la cible
0,175
0,170
£ 0,165 -
c
Lo
& 0,160
T
] 0,155 -
0,145
Output 1 Output 2 Output 3
Rapport d'affinité spécifique/non spécifique
2
1,8
1,6
1,4 -
£ 1,2
o
% 1
x 0,8
0,6 |
0,4
0,2
0 .
Output 1 Output 2 Output 3

Figure 35 : DQysnm Vis-a-vis de la cible et évaluation de I'affinitéégifique des Outputs ( DEnm MUCS5AC
coliqgue/ DQgsnmMUC2).

» |solement et amplification clonale

Nous avons, dans un premier temps, sélectionn®I®@ies isolées sur boite de Pétri
pour les amplifier et ainsi se constituer une bande phages potentiellement affins pour la
cible tout en la conservant dans des conditionmettant leur utilisation a long terme.
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Nous avons ensuite réalisé la macro-amplificatims ®6 clones afin d’avoir
suffisamment de phages {f@hages par puits) pour leur criblage, ce qui @ssité au total

125 amplifications.

= Protocole de criblage des clones

Nous avons testé chaque amplification clonale eligumnt 16% phages sur 4 puits
différents : un puits ne contenant que l'agent edge, un puits avec 20ug/mL de MUC2,
un puits avec 20ug/mL de MUCS5AC gastrique et urispeontenant 20pug/mL de MUC5AC

colique.

= Elimination des clones non spécifiques
La premiére sélection est réalisée en utilisantks< premiers puits non spécifiques
(agent de blocage et MUC2) ce qui permet de neeteesque 41 clones sur 96 (élimination

des clones possédant une fg6h>0,1) (Figure 36).
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0,70
0,60 ~

0,50 ~

0,40 o Blocage
m MUC2

0,30

DO a 405nm
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0,10 A

0,00 -
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Clones

O Blocage
m MUC2

DO a 405nm
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Figure 36 : Sélection des clones se fixant peupalits non spécifiques (MUC2 et agent de blocage)les 96
initiaux, en écartant ceux ayant une Jgg), supérieure a 0,1. Seuls 41 clones sont conse?y&k ¢, 7, 8, 11,
14, 16, 19, 20, 22, 23, 25, 26, 27, 29, 30, 3338437, 38, 39, 40, 43, 44, 55, 56, 60, 61, 6478372, 75, 76,
83, 84, 89, 92 et 93).

= Sélection des clones spécifiques

Nous avons ensuite criblé les 41 clones préalables&ectionnés pour leur faible
fixation envers I'agent de blocage et MUC2 (FigBm. Cette étape permet de conserver 36
clones qui ont des Digsnmcomprises entre 0,1 et 0,9 pour MUC5AC gastriquieed,2 a 0,9
pour MUC5AC colique.
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DO a 405nm
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Figure 37 : DQusnm des 41 clones se fixant a la MUC5AC colique (MUCSE) et a la MUC5AC gastrique
(MUCS5AC G). 36 clones sont retenus (2, 4, 7, 8,141,16, 23, 25, 26, 27, 29, 33, 34, 35, 37, 3848943, 44,
55, 56, 60, 61, 64, 68, 71, 72, 75, 76, 83, 8492%t 93).
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Tableau 10 : Séquences peptidiques des 22 clogasreges, leur P (probabilité que la bibliothéquetiemne au
moins une de ces séquences peptidiques), leur puettemps de Y vie plasmatique théorique (d'aprés
www.expasy.ch, protparam).

© 2012 Tous droits réservés.

Clone P (K>0) % Y vie pl
plasmatique
théorique
(heure)
7 99 30 5,52
16 100 4.4 5,57
25 99 1 9,76
27 97 5,5 9,75
33 100 5,5 9,75
34 100 1,9 5,24
35 97 100 9,73
37 99 7,2 6,40
38 98 19 9,47
39 37 19 5,24
44 98 19 5,24
55 100 >20 5,95
56 100 >20 5,95
60 100 >20 5,95
61 100 >20 5,95
64 100 >20 5,95
72 100 >20 5,95
83 100 >20 5,95
84 100 >20 5,95
89 100 >20 5,95
92 100 >20 5,95
93 95 30 6,00
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Sur les 36 clones séquences, 7 clones sont despM sans insert (2, 4, 8, 11, 29,
40 et 43), 7 possédent un insert ne correspondana pin heptapeptide (14, 23, 26, 68, 71, 75
et 76) et 22 ont été séquencés avec succes (25187, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 44, 55, 56, 60,
61, 64, 72, 83, 84, 89, 92, 93). Sur ces 22 cloh8snserts peptidiques différents ont été
identifiés, puisque I'un des inserts a été retroaué 9 clones différents (Tableau 10). On
constate I'enrichissement de la bibliothéque pae wéquence aprés €™ round de
sélection pour les clones 55, 56, 60, 61, 64, 3288, 89 et 92. Cette séquence, tout comme
les autres, possede majoritairement des acidestampolaires (Glycine, Alanine, Proline et
Leucine). Par ailleurs, plusieurs acides aminéd ban représentés dans I'ensemble des
séquences : la Sérine, la Proline, la Leucine e$ dae moindre mesure la Glycine I'Alanine
et '’Arginine. La Proline est plus retrouvée awsiions 2 et 5, la Sérine aux positions 1 et 3

et la Leucine aux positions 6 et 7 (Figures 38888).

104

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

Frégquence des acides aminés (%)
=

q [] . [] []

R H K DE ST Y N QCML A G P V¥V | F W

Acides aminés

(A)

Position des acides aminés dans le peptide

(B)

Figures 38 : (A) Fréquence des acides aminés cositelans les heptapeptides exprimés par les phages
sélectionnés. La ligne rouge représente la valayerme. (B) Fréquence des acides aminés a chagiiopale
I'heptapeptide.

= Mesure du Ky des phages vis-a-vis de MUC5AC colique
et gastrique

Le Ky a été estimé sur les 13 clones différents dabstl@’identifier le ou les clones

les plus spécifiques pour la cible. Pour le peptédmuvé a plusieurs reprises, un seul clone a
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ete amplifié (le clone 60). Un total de 40 ampéfions aura été nécessaire afin d’estimer le
Kg4 de chacun des 13 clones sur la MUC5AC coligueastrgiue. Pour chaque constante 12
puits de MUCS5AC colique et 12 puits de MUC5AC gagste a 60,2ug/mL et 12,5ug/mL
respectivement sont recouverts. Les séquencesipp@s désignées clone 60 et clone 93 ont
respectivement un Kde 3,25x13° M et de 1,05x18 M pour la cible et de 5,13xIH M et
1,27x10° M pour MUC5AC gastrique, ce qui en font les clofessplus affins pour les deux
MUCS5AC. Par allleurs, on peut constater que toaslenes, sauf 93 et 39, ont une meilleure
affinité vis-a-vis de la MUC5AC gastrique (Figur8)3L’ensemble des graphiques qui ont

servi au calcul des f&sont présentés en annexe 1.

0,0001 A
0,00001 ~
1E-06
1E-07 ~

1E-08

1E-09

1E-10 -

O MUC5AC colique
1E-11 @ MUC5AC gastrique

Figure 39 : Valeurs desgkdéterminées pour chacun des 13 clones. On corpiatées clones 60 et 93 ont les
meilleures affinités pour MUC5AC gastrique et MUGS&olique.

= Synthése peptidique
Les séquences peptidiques du clone 60 et du clBnen® été synthétisées par la
société Polypeptide group (France) sous formealeire et linéaire (sans les cystéines)
couplées a la biotine (linker 8-amino-3,6-dioxaactd) qui permettra de révéler leur fixation

sur les modelem vitro/ex vivo

= Sélection du meilleur agent de blocage pour testdes
peptides en ELISA

Les peptides ont préalablement été testés aveeratits agents de blocage sans la

cible. Nous avons utilisé comme agents de blocagéadBSA 0,1%, du lait 0,1%, de la
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gélatine de poisson a 0,1%, du PFBB et I'associal® ces différents agents (Figure 40). On
peut constater que le mélange présentant le meibsuit de fond est I'association PFBB+lait
0,1%. Nous utiliserons donc pour la suite des mdaifpns ce dernier.

0.8 -

0,7 -

0,6 -
Eo05 +
=

(=]
S 04
o 1~
Q03
02 +

01 -

0 E A e = =SS, i = - - i i = — m—i
BSA Lait Gel FFEE PFEE + FFBE + FFEE + FPFBE +
poissan lait gel BSA lait + B5A
poissan +gél
poissan

Figure 40 : Test de différents agents de blocage.

= Mesure du Ky des peptides vis-a-vis de MUCS5AC

gastrique

Le calcul du K a été réalisé a partir de la méme préparation d€BAC gastrique et
dans les mémes conditions employées durant lategledes clones. Les modifications du
protocole sont le remplacement des anticorps dra@ge par un anticorps anti-biotine de
chévre (1/1000), suivi aprés lavage d'un anticogpsi-chevre couplé a la peroxydase
(dilution 1/10 000). On constate que le peptideiBfulaire (60C) présente leske plus affin
pour la mucine (Figures 41 et 42).
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Figure 41 : Courbes de titration ayant servi aguale K; pour chaque peptide vis-a-vis de MUC5AC gastrique

humaine.
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Peptides Circulaire Linéaire
Clone 60 8,48.10M 1,90.10° M
Clone 93 1,91.16M 2,76.1C0M

kydes deux peptidessélectionnés (circulaire et linéaire)
sur MUCSAC gastrigue humain

3,0E-03
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2.0E-03
g- 1,5E-03
=

1.0E-03

5,0E-04

0,0E+00 — BN B |

Peptide 60 C Peptide 60 L Peptide 923C Peptide 93L

Figure 42 : K des peptides 60 et 93 circulaires et linéairesuté sur MUC5AC gastrique humaine.

= Mesure du Ky des peptides vis-a-vis de MUCS5AC et

MUC?2 colique humaines

Le calcul du K a été réalisé a partir de la méme préparation dEBAC colique et
dans les mémes conditions employées durant lateglates clones. Seul le peptide 60C a été
testé, car il semble étre le plus prometteur ejuantité de MUCS5AC colique restante est
insuffisante pour multiplier les essais sur pluseueptides. On constate (Figure 43) quede K
du peptide 60C sur MUC5AC colique est tres proaheealui trouvé sur MUC5AC gastrique,
ce qui nous laisse a penser que les peptides 98 (§ ainsi que le peptide 60C ont des
comportements similaires pour MUCS5AC gastrique etJOBAC coliqgue humaines.
Concernant MUC2, préalablement purifiée a partipdigpes de patients, aucun peptide a été

capable d’'y adhérer.
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1,8
Peptide 60C sur MUC5AC colique
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Figure 43 : Courbes de titration ayant servi agudade Ky pour le peptide 60C vis-a-vis de MUC5AC colique
humain.

= Expression de MUCS5AC par les modeles cellulaires

Les lignées HT29-5M21 et HCT116 ont été cultivéesadt 3 semaines et de 7 a 15
jours respectivement. Ce temps est nécessaire quaida lignée HT29-5M21 exprime la
mucine MUC5AC (Lesuffleuet al, 1998), tandis que la lignée HCT116 se décollésafb
jours de culture. La PCR met en évidence que, quelsoit le nombre de jours passés en
culture, la lignée HCT116 n’exprime pas MUC5AC caitement a la lignée HT29-5M21
(Figure 44). La taille de I'amplicon corresponda&dille attendue de 400 paires de bases (pb)
comme l'indique le témoin de masse (M). Paralléleiniecela la présence de GAPDH a été

testée dans les mémes échantillons comme témaitif posn montre).
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507pb

398pb

Figure 44 : Résultat de la RT-PCR aprés électrayd®en gel d’agarose. Chaque échantillon déposéspond
a une culture indépendante, le dépdét 1 correspdadignée HCT116 a 7 jours de culture, les dé@ot3 pour
HCT116 a 12 jours et 4 et 5 pour la lignée HT29 3NM21 jours de culture.

= Mesure du Ky sur cellules HT29-5M21 et HCT116

Le calcul du K a été réalisé sur des cellules HT29-5M21 cultivéesemaines et
HCT116 cultivées 7 jours. Parallelement au caleuKd, les cellules ont été testées a I'aide
d’anticorps anti-MUC5AC et anti-MUC2. Nous avondquement testé les peptides 60C et
93C (Figure 45). On constate que sur les cellul@23bM21, le K du peptide 60C est
comparable aux {calculés sur MUC5AC colique et MUC5AC gastrique lime. Par
ailleurs, on peut constater que la densité optapservée sur les cellules HT29 est plus faible
que lors des autres essais. Ceci peut s’explicurefipstabilité des mucines sur les cellules et
le manque de robustesse de la mesure du Kd direntesar cellules. Concernant le peptide
93C, on constate une DO trés |égérement infériaucelles observées précédemment ainsi
gu’'un Ky identique a celui déterminé sur MUCS5AC gastriguenhine. Concernant les
cellules HCT116, il n'y a aucune fixation du pept@OC alors que le peptide 93C se lie avec
un Ky comparable a celui obtenu sur les cellules HT225Meci suggére une trés bonne
spécificité du peptide 60C, mais une mauvaise pole peptide 93C.
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11

Peptides sur cellules HT29

K, 60C = 4,72X10°M
K, 93C = 1,04X10™*M

1,0 1

0,9

0,8

0,7

DO (405nm)

0,6

0.5 A ® 60 circulaire
A 93circulaire

0,4 T T T T T
-5,5 -5,0 -4,5 -4,0 -3,5 -3,0 -2,5

Log [Peptide] (M)

Figure 45 : Courbes de titration ayant servi awwdatle Ky pour les peptides circulaires vis-a-vis des cedlul
HT29.

» Mesure du Ky des peptides sur MUC5AC gastrique de

rat et souris

Le peptide 93C est plus affin vis-a-vis des Mucskc souris et de rat que sur
MUCS5AC humaine (Figure 46), et ce, contrairemenpaptide 60C. Ceci laisse penser que
les peptides 60 et 93 n'ont pas la méme spécifilgtéiblage vis-a-vis de MUC5AC. En effet,
les mucines gastriques de rat et souris utilisées de test ont été moins purifiées (mélange
de MUC5AC et MUCB6) que les mucines humaines gastgcet coliques. La quantité réelle
de MUCS5AC coatée sur la plaque de microtitrationdesmc plus faible, ce qui peut justifier

une affinité plus faible.

Le peptide 60C est le plus spécifique de la MUCSAMaine qui est notre cible. On
peut supposer que la reconnaissance des motifslWE5MC par les deux peptides est trés
fine puisque les valeurs de Karient d’un facteur 10 entre les mucines humaatemimales
qui ont 60% d’homologie (d’aprés le site web wwwPASYy.org) dans leur séquence primaire

en acides aminés.
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1,0
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0,0

MUCS5AC rat et souris sur peptide 60C
K, rat : 6,59X10™M
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Figure 46 : Courbes de titration ayant servi awwdatle Ky pour les peptides circulaires vis-a-vis des mugine
gastriques de rat et de souris.
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différents peptides
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différentes valeurs de K des

Peptide MUCS5AC MUCS5AC HT29 5M21 a MUCS5AC MUCS5AC
gastrique colique 3 semaines de| gastrique rat gastrique
humaine humaine culture souris

60C 8,48.10°M 9,94.10°M 4.72.10°M 6,59.10'M 5,49.10'M
60L 1,9.10°M NC Pas de réactiof NC NC
93C 1,9.10'M NC 1,04.10'™M 8,03.10°M 9,05.10°M
93L 2,76.10°M NC NC NC NC

7.0E-04

6,0E-04

5,0E-04

4,0E-04

m60C

3,0E-04 m93C

2.0E-04

1,0E-04

0,0E+00

Kd MUCBAC G Kd Muchac Rat Kd Muchac Souris

Figure 47 : Récapitulatif des affinités des diffésepeptidesChaque K a été calculé au minimum deux fois et

de fagon indépendante donnant a chaque essai léessviés proches ou identiques.
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= Spécifité des peptides sur coupes de tissus humains

Les différents peptides sont incubés directementses tissus gastriques et coliques
humains. Les figures 48, 49, 50 et 51 montrentréssiltats obtenus pour les marquages

histochimiques des différentes coupes.

Figure 48 : Marquage de coupes d’'épithélia gastdains I'aide dupeptide 60C biotinyléa la concentration
de 20 uM (A), d’anticorps monoclonaux anti-MUC5AM®MS8) (B). Visualisation des vacuoles de sécrétions
(Fléches) par le peptide 60C et I'anticorps anti-®BAC. Marquage de coupes d’épithélia gastriquésssa
humains a l'aide d’anticorps monoclonaux anti-MUCHAPMS) (C) et a I'aide dpeptide 93C biotinyléa la
concentration de 10 uM (D). Le peptide 93C mardaaskmble du tissu, en comparaison I'anticorps- anti
MUCS5AC marque les glandes désignées par des fléehda figure C.
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Figure 49 : Marquage de coupes d’adénomes coliguesde du peptide 60C a la concentration de B sur
cryptes coupées de facon longitudinale (A), d'ampis monoclonaux anti-MUC5AC, (PM8), sur cryptes
coupées de facon longitudinale (B), d'anticorps amdonaux anti-MUC5AC, (PM8), sur cryptes coupées de
fagon transversale (C) et a I'aide peptide 60C biotinyléa la concentration de 20 UM, sur cryptes coupées d
fagon transversale (D). Le marquage des glandetesggné par des fléches.

Figure 50 : Marquage de coupes d'adénomes coliguesde d'anticorps monoclonaux anti-MUC2, (LUNB2-
(A) et d’'un réactif révélant les mucines en roseri@lic Acid Schiff stain : PAS ; coloration en en ciblant
leurs glycanes, sur cryptes coupées de facon eesele (B). Le marquage des glandes est désignégsar

fléches.
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Figure 51: Marquage d'une coupe d’épithélium ggs& saina l'aide dupeptide 60L biotinylé a la
concentration de 20 uM (A). Absence de marguagecohcentration de 10 pMe marquage des glandes est
désigné par des fléches.

Tableau récapitulatif des observations immunohistoimues

Peptide | Epithélium gastrique humain sain Adénome dmue humain

60C Bon marquage a différentes Bon marquage sur les deux
concentrations en peptide (20 uM, 10 yMpncentrations testées (20 uM et 10
1puM, 0,2 uM et 0,04 uM) sauf pour les| uM). Pas de coupes sériées

deux derniéres concentrations ou la disponibles mais marquage identique
réponse est assez faible. Marquage a celui observé avec les anticorps
identique avec les anticorps anti- anti-MUC5AC.

MUCS5AC (coupes sériées).

60L Absence de marquage a 10 uM. Présendéon réalisé
d’'un marquage comparable a celui
observé avec le 60C a la concentration|de

20 uM.
93C Marquage non spécifiqut : le peptide Méme constat que sur I'épithélium
réagit sur toute la coupe. gastrique

= Synthése des produits de contraste
Le peptide a été greffé a des particules superEgaétiques appelées USPIO (Ultra

Small Particle Iron Oxide) qui sont des nanopaltisw'oxyde de fer. La particule seule sera
désignée sous l'appellation P3007 et la partictedfée au peptide 60C P3667.
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= Capture des USPIO sur modeles cellulaires

Différents temps d’incubation des cellules, aprésenen contact avec les USPIO, ont

été testés. La concentration en USPIO est déteenpagmesure de la relaxométrie. Lorsque

'on compare 3 temps d’incubation des figures 52e654, on peut constater que le temps de

mise en contact optimal est a 1 heure d’'incubattoneffet, apres deux heures d’incubation,

la composante spécifique de linteraction est peode l'aspécifique comme on peut le

constater sur la figure 52 pour les cellules MUC5pa65itives (HT29 5M21) puisque la
relaxivité due a 'USPIO P3007 est proche de callec 'TUSPIO P3667. A l'inverse, apres

une heure d’incubation (Figure 53), seule TUSPIEB&7 se fixe spécifiguement aux cellules

MUCS5AC positives de facon trés nette. On peut égafe constater qu’'une demi-heure

(Figure 54) de mise en présence des produits déaste avec les cellules MUC5AC

positives ne permet pas une fixation spécifiquel’'d&PIO P3667 a MUCS5AC a des

concentrations inférieures a 8mM.

Fixation 2 heures

500

450

400

350

300

250

200

150

100
50

Imi 2mi 4m Emi

mHT29 5MM21 P3667
EHT29 5M21 P3007
@ HCT116 P3667
W HCT116 P3007

Figure 52 : Dosage de la quantité de fer sur l#sles (HCT116 et HT29 5M21) aprés mise en contecfH

des USPIO (P3667 et P3007) par relaxométrie.
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Fixation 1 heure

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

1mi 2mh 4m 8mM

EHT29 5M21 P3667
mHT29 5M21 P3007
EHCT116 P3667
EHCT116 P3007

Figure 53 : Dosage de la quantité de fer sur l#sles (HCT116 et HT29 5M21) aprés mise en contectlH

des USPIO (P3667 et P3007) par relaxométrie.

Fixation 30 minutes

120

100

80

60

40

20

Imi 2Zm 4m 8m

EHT29 5M21 P3667
EHT29 5M21 P3007
EHCT116 P3667
BHCT116 P3007

Figure 54 : Dosage de la quantité de fer sur ldsles (HCT116 et HT29 5M21) aprés mise en conti#et

30minutes des USPIO (P3667 et P3007) par relaxamét

La quantité de mucines a été déterminée par td§Atans les cellules HT29 5M21.

Elle s’est avérée constante puisque variant de &8 &g/puits (moyenne pour 36 puits :

51pg/puits), cette précision n'a donc pas une grancddence sur la variabilité des résultats.

Le dosage de MUCS5AC pour les cellules HCT116 danreevaleur proche de Opg/puits.
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= Modeéles animaux de xénogreffe

Afin de tester le produit de contraste sur modelasmaux, une premiere série
d’'animaux avec xénogreffe a été générée pour estenaombre de jours nécessaire a la
formation d’'une tumeur aprés injection des cellulesorales HCT116 et HT29 5M21
(Tableau 11) parallélement a I'expression de MUC58@ constate, pour le modele HT29
5M21 (MUC5AC positif), une différenciation du tistormant des pseudo-cryptes (Figure 55
C) renfermant la mucine MUC5AC (en marron). A l'arge, le modele HCT116 (MUC5AC
négatif) ne présente pas de différenciation tissulet n’exprime pas ou peu de MUC5AC
(Figure 55 D).
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Tableau 11 : Descriptif macroscopique de chaquetum
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Longueur

Souris Lignées Jours (mm) Largeur (mm) Profondeur (mm)| vol (mf
1 HT29 5M21| 15 9,4 7,2 4,6 311,3
2 HT29 5M21| 15 7,2 4.4 3,8 120,4
3 HT29 5M21| 15 6,4 4,1 3,5 91,8
4 HT29 5M21| 15 11,9 7,12 4,7 398,2
5 HCT116 15 13,9 8,6 5,4 645,5
6 HCT116 15 13,3 7,8 5,7 591,3
7 HCT116 15 11,6 6,2 3,6 258,9
8 HCT116 15 13,5 6,5 4.4 386,1
9 HCT116 18 11,7 5,7 2 133,4
10 HCT116 18 12,8 10,4 6,3 838,7
11 HCT116 18 14 13,8 10,2 1970,6
12 HCT116 18 15,7 12,1 10,2 1937,7
13 HT29 5M21| 25 20 17,8 8,4 2990,4
14 HT29 5M21| 25 14,2 11,7 8.8 1462,0
15 HT29 5M21| 25 12,4 9,8 6 729,1
16 HT29 5M21| 25 11,7 7,9 6 554,6
17 HT29 5M21| 35 14,4 10,2 4,5 661,0
18 HT29 5M21| 35 13,8 11,7 5,6 904,2
19 HT29 5M21| 35 6,1 3 51 93,3
20 HT29 5M21| 35 9,9 4,6 3,5 159,4
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Figure 55 : Caractérisation histologique des xéefbgs du modele murin, A et B : coloration HES eCD
coloration DAB avec anticorps anti MUC5AC.

L’étude a également permis de conclure a une atitis des animaux apres quinze
jours d’injection des cellules tumorales. En effptus les cellules tumorales restent
implantées sur I'animal plus la nécrose est impbetaet donc peut induire des erreurs
d’interprétation induite par une fixation non spiégie du produit de contraste aux tissus
nécrosés. Ce phénoméne est accentué par un redeméist de la division cellulaire au fil du
temps (Figure 56). Par ailleurs, I'évaluation devéscularisation (par coloration HES) a
permis d’observer une localisation en périphéridadumeur des vaisseaux et en quantité
significative.
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Quantification de la nécrose dans le modéle
murin de xénogreffe
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Nombre de cellules en mitose par
champ dans la tumeur

Figure 56 : Evaluations de la nécrose et de lasaitlans les tumeurs HCT116 et HT29 5M21.

= |IRM moléculaire

La souris de la figure 57 posséde une tumeur MUCPASItive et a été injectée avec
le produit spécifique (P3667). La souris de la figb8 posséde une tumeur MUCS5AC
positive injectée avec le produit non greffé autjepspécifique (P3007). Tandis que la
souris de la figure 59 posséde une tumeur MUC5AGatiée injectée avec le produit
spécifique. La tumeur de la figure 57, qui a ésdtée avec le produit P3667, apparait plus
sombre et a donc une image en contraste négaét apjection du produit. A l'inverse, la
tumeur de la figure 58, qui a été traitée avecrtelpit P3007, apparait plus claire et a donc
une image en contraste positif avec une forte giterde pixels. L'effet observé dans la
tumeur de la figure 57 n’est pas retrouvé cheolais de la figure 59 (MUC5AC négative),
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puisque I'on n'observe pas de variation de condrdsins la tumeur. L’estomac a également
était imagé puisqu’il possede naturellement chélortime et les rongeurs de la mucine
MUCS5AC. On peut observer apres injection du prodpécifique chez les souris des figures
57 et 59 (injectées avec P3667) une zone gasteilgquentact avec la lumiere qui présente un
net assombrissement délimité par le tissu supégasirique. Ce résultat déemontre clairement
la validité du produit P3667 pour cibler la mucM&C5AC. En effet, en utilisant le produit

spécifiqgue a concentration égale chez des animgamt ales tumeurs au profil d’expression
de MUCS5AC, opposé, mais possédant la méme carstagér de sécrétion de mucines dans
'estomac, nous observons clairement une réporitgatitielle dans la tumeur mais pas dans

I'estomac.

Pre-contrast 25’ 24” Post P3667 64’ 37" Post P3667
TUMOR

Pre-contrast 25’ 24"’ Post P3667 64’ 37"’ Post P3667

STOMACH

Figure 57 : IRM pré et post contraste sur le modélkilaire sécrétant MUC5AC (HT29 5M21) avec ledit
spécifiqgue P3667 a 100umol/kg. Images de la turpesitive et de I'estomac. Les fléches désignemel’par la
tumeur et d’autre part, la paroi stomacale.
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Pre-contrast 40’ 04" Post P3007 66’ 42"’ Post P3007
TUMOR

4

-

Pre-contrast 40’ 04"’ Post P3007 66’ 42’ Post P3007
STOMACH

Figure 58 : IRM pré et post contraste sur le modélkilaire sécrétant MUC5AC (HT29 5M21) avec leduit
non spécifique P3007 a 100pmol/kg. Images de letmrpositive et de I'estomac. Les fléches désigdante
par la tumeur et d’autre part, la paroi stomacale.
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Pre-contrast 39’ 32” Post P3667 59’ 34" Post P3667
TUMOR

Pre-contrast 39’ 32” Post P3667 59’ 34" Post P3667
STOMACH

Figure 59 : IRM pré et post contraste sur le mod&kulaire ne sécrétant pas MUC5AC (HCT116) awec |
produit spécifique P3667 a 100umol/kg. Images deiaeur MUCS5AC négative et de I'estomac. Les fléche
désignent d’'une par la tumeur et d’autre partaepstomacale.

L’'imagerie IRM sur les animaux porteurs de xéendgefs’est déroulée en deux
campagnes distinctes résumeées dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Récapitulatif de toutes les sourisiagarvies pour I'analyse IRM dans la tumeur ausadles deux
campagnes d'imagerie.

100pmol d’'USPIO/kg d'animaux  20pumol d’'USPIO/kg mitmaux

MUC5AC+ P3667 4 3
MUCS5AC+ P3007 5 5
MUCS5AC- P3667 2 4

Quelle que soit la concentration de produit de resté spécifique (P3667) utilisée, les
tumeurs MUCS5AC positives présentent un signal répectible. Le signal décroit de -10%
(post-contraste) a -15% avec respectivement 20deéér/kg et 100umol de fer/kg (Figures
60 et 61). Dans les mémes conditions, les deux@estnégatifs (P3667/MUC5AC négatif et
P3007/MUCS5AC positif) voient leur signal dans laneur ne pas évoluer ou augmenter

légerement.

Il est intéressant de noter queA8I/Ref% n’est pas proportionnel a la dose injectée
mais que lorsque I'on augmente la dose de prodjgéittié on améliore le signal. On constate
dans I'estomac apres injection de P3667 a 100umodfi’il y a une décroissance de signal
importante comprise entre -40% et -45%. L’injectida P3007 abaisse le signal dans
'estomac de -15%. A la concentration de 20umollegaombre d’'images traitées n’est pas
suffisant. On observe également, dans le foie oat&aa une concentration de 100umol/kg, et
ce quel que soit le produit injecté, une diminutirASI/Ref% de 30% en moyenne dans le
foie et de 50% en moyenne dans la rate. A la cdrateon de 20umol/kg d’agent de
contraste, seul le foie a pu étre imagé et les @na@gitées posteriori On constate que pour
les animaux MUC5AC positifs injectés avec soit teduit P3667 ou P3007 une diminution
du signal d’approximativement 15% et de 10% posraeimaux MUC5AC négatifs injectés
avec P3667.
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Figure 60 : Analyse RARE des souris injectées avecdose de 100umol de fer/kg dans la tumeurphest, le
foie et la rate.
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Figure 61 : Analyse RARE des souris injectées avexdose de 20umol de fer/kg dans les tumeursotiesc,

le foie et la rate.

© 2012 Tous droits réservés.

129

http://doc.univ-lille1.fr



These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

= Calcul de la concentration en USPIO contenue dang |

plasma des souris imagées

On peut observer dans les tableaux 13 et 14 quedsesentrations en fer sont
proportionnelles a la dose de produit injectée. @has, les concentrations déterminées
suggerent que les produits ne sont que tres psinék 1h-1h30 apres leur injection.

Tableau 13 : Concentration en fer mesurée parasiékie dans le plasma des souris de la premiénpagne.

Souris Concentration en fer (umol/L)

1 MUCS5AC positive P3667 20 pumol Fe/kg 380
2 MUCS5AC positive P3007 20 pmol Fe/kg 4115
3 MUC5AC négative P3667 20 umol Fe/kg 471,5
4 MUCS5AC positive P3667 40 pmol Fe/kd 909,6
6 MUCS5AC positive P3667 20 pmol Fe/kd 486,8
7 MUCS5AC positive P3667 100 pmol Fe/kg 1555,5
8 MUCS5AC positive P3007 100 umol Fe/kg 1804,8
9 MUCS5AC positive P3007 20 pmol Fe/kg 306,4
10 MUCS5AC positive P3667 20 pmol Fe/kg 312,4
11 MUC5AC négative P3667 20 pmol Fe/lkg 4425

12 MUCS5AC positive P3007 20 pmol Fe/kg 334,4
13 MUCS5AC positive P3007 20 pmol Fe/kg 343,3
14 MUCS5AC négative P3667 20 pmol Fe/lkg 350,7
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Tableau 14: Concentration en fer mesurée par reléi@e dans le plasma des souris de la deuxiempagme.

Souris Concentration en fer (umol/L)

1 MUCS5AC positive P3667 100 pmol Fe/kg 2590
2 MUCS5AC positive P3007 100 pmol Fe/kg 1883
3 MUCS5AC positive P3667 100 pmol Fe/kg 3871
4 MUC5AC positive P3007 100 pmol Fe/kg 1667
5 MUCS5AC positive P3667 100 pmol Fe/kg 1959
6 MUCS5AC positive P3007 100 umol Fe/kg 1781
7 MUCS5AC positive P3007 100 umol Fe/kg 1908
8 MUCS5AC positive P3007 20 pmol Fe/kg 182
9 MUCS5AC négative P3667 20 umol Fe/kg 337
10 MUCS5AC négative P3667 100 umol Fefkg 2806

11 MUCS5AC négative P3667 100 umol Fefkg 3638

12 MUCS5AC positive P3007 100 pmol Fe/kg 2082

= Corrélation entre les résultats d’'imagerie et les mdéles

animaux

On peut constater dans les tableaux 15 et 16, apadgse anatomopathologique, que
toutes les tumeurs ont un profil d’expression de@BBC attendu. En effet, les xénogreffes
réalisées avec la lignée sécrétant MUC5AC (HT29 BMZxpriment toujours la mucine
MUCS5AC de facon constante et la lignée ne la santépas ne I'exprime jamais. Ces

résultats permettent de valider les résultats oBsgrar analyse IRM.
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Tableau 15 : Animaux utilisés lors de la campadRiel I1 et profil d'expression de MUCS5AC par histolegi

Avec + pour présent et — pour absent.

© 2012 Tous droits réservés.

Dose Immuno

Animaux Produit injecté (umol/kg) Cellules |MUCS5AC
Souris 1 P3667 20 HT29 5M21 +
Souris 3 P3667 20 HCT116 -
Souris 4 P3667 40 HT29 5M21 +
Souris 6 P3667 20 HT29 5M21 +
Souris 7 P3667 100 HT29 5MZ21 +
Souris 10 P3667 20 HT29 5MZ1 +
Souris 11 P3667 20 HCT116 -
Souris 14 P3667 20 HCT116 -
Souris 2 P3007 20 HT29 5M21 +
Souris 8 P3007 100 HT29 5M21 +
Souris 9 P3007 20 HT29 5M21 +
Souris 12 P3007 20 HT29 5MZ21 +
Souris 13 P3007 20 HT29 5MZ21 +
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Tableau 16 : Animaux utilisés lors de la campadrd R et profil d’expression de MUC5AC par histolegi

Dose Immuno

Produit injecté (umol/kg) Cellules |MUCS5AC
Souris 1 P3667 100 HT29 5M21 +
Souris 3 P3667 100 HT29 5MZ21 +
Souris 5 P3667 100 HT29 5M21 +
Souris 9 P3667 20 HCT116 -
Souris 10 P3667 100 HCT116 -
Souris 11 P3667 100 HCT116 -
Souris 4 P3007 100 HT29 5M21 +
Souris 2 P3007 100 HT29 5M21 +
Souris 6 P3007 100 HT29 5M21 +
Souris 7 P3007 100 HT29 5MZ1 +
Souris 8 P3007 20 HT29 5M21 +
Souris 12 P3007 100 HT29 5M21 +

= Détection des USPIO sur tissus apres injectiom vivo

chez I'animal

On peut constater, dans les tumeurs, une accunmldti produit de contraste greffé
au peptide (P3667) uniqguement lorsqu’elles secr&tC5AC. De plus, on peut remarquer
un marquage spécifique, donc une accumulation @d6éP8ans le tissu gastrique de souris
(Figure 62 E) et une absence de marquage chenilesuax traités avec le P3007 (Figure 62
F). Ces résultats permettent de valider I'analysagerie et de confirmer les images obtenues
en IRM dans I'estomac de souris injectées avec3@6P. En effet, on peut observer une
apparition de signal dans une couche indirecteremontact avec la lumiére gastrique chez
les animaux traités. On peut donc en conclure guardduit ne s’accumule pas jusqu’'a la
partie supérieure de I'épithélium gastrique, la portant, MUC5AC se trouve également.
Ceci peut s’expliquer par I'mpossibilité de 'USPla diffuser jusqu’a la surface, a sa
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détérioration au pH acide de I'estomac ou encoeeaaptation par MUC5AC présent dans le

bas des cryptes gastriques empéchant ainsi lagasign des USPIO.

Figure 62 : Détection du P3667 a l'aide de l'angimanti-PEG (A) sur xénogreffe HT29 5M21, (B) sur
xénogreffe HCT116 et sur coupe d’estomac de s@Hjisans contre coloration. Absence de détectioR3007

sur coupe d’estomac de souris (F) sans contre ataar Les coupes ont été parallélement révélées an
anticorps anti-MUC5AC sur HT29 5M21 (C) et HCT11B).(Le marquage des glandes est désigné par des
fléches.

L’ensemble de ces résultats apporte une preuveodeept IRM validée par histologie du
produit de contraste ciblant MUC5AC.

134

© 2012 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

Discussion

MUCS5AC et le cancer colorectal
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Ce travail a permis d’isoler une séquence de 7esacainés, affine pour la mucine
MUCS5AC humaine et Mucbac de rongeurs qui est exgeirde facon aberrante dans les
stades précoces de CCR humain et murins. Ce peptidé couplé a un agent de contraste
IRM du fait des trois avantages majeurs de cettenigue, a savoir : I'absence d’exposition
irradiante, son caractere non-invasif et sa boeéselution spatiale. Le conjugué a été testé
sur modeles animaux par injection intraveineusequiea permis de mettre en évidence sa

spécificité pour les tumeurs et les organes expriftlJC5AC.

La techniqgue du phage display est couramment emelafin didentifier des
séquences peptidiques utilisables en imagerie miaiée pour cibler le CCR. Or jusqu’a
présent les peptides utilisés ciblent soit une oukenon identifiee (Kelly & Jones, 2003 ;
Hsiunget al, 2008) soit des molécules dont la significatiéoldgique est mal comprise et
non spécifique du CCR, comme le TAG-72 ou la GaleeB (Chenret al, 2008 ; Kumar &
Deutscher, 2008). Lors de la sélection de peptictegre des cibles non identifiées, la
bibliotheque de phages est enrichie sur des ligoéladaires coliques (HCT116, HT29...) et
parfois suivie d’'une étape de sélection sur bigpsignorales coliques. Dans ce cas, pour
appauvrir la bibliothéque, I'agent de contre sébecetait une biopsie colique saine (Hsiung
et al, 2008). L’atout majeur de notre travail est lentwe important d’études ayant révélé les
anomalies d’expression de MUC5AC dans le CCR, pttamiede mieux cerner la nature des
pathologies mises en évidence (Buisttal, 1996 ; Bartmaet al, 1999 ; Myerscought al,
2001 ; Forgue-Lafitteet al, 2007 ; Buet al, 2010). L'utilisation de peptidas vivo plutot
gue d’anticorps est préférable du fait de 'immuenigité de ces derniers (Goldsmith, 1997).
Les peptides sont également non toxiques, facif@®duire en grande quantité et leur petite

taille permet une meilleure diffusion dans lesusss

Apres avoir démontré la spécificité du peptide iden il a été greffé a des USPIO,
(agents de contraste négatif) afin de I'utiliser B&IM. Le choix de I'agent de contraste a été
effectué en se basant sur sa petite taille. Aprés aaractérisé deux modeles de xénogreffes
sur souris Nude, un exprimant MUC5AC et l'autre nienproduit a clairement démontré sa
spécificité pour la cible. Fort de ce constat, nausns entrepris d’étudier son efficacité a
cibler 'estomac, organe exprimant naturellemertiltde, dans le but de connaitre sa capacité
a traverser la barriere gastro-intestinale aprésction intraveineuse. Nous avons donc
observé le ciblage de I'estomac uniqguement lord@umal a été injecté avec le produit de
contraste greffé avec le peptide. Dans le but digvda spécificité des images observées,

nous avons étudié la présence des USPIO danslep#s immunohistochimie. Cela a permis
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de démontrer le passage du produit jusque danpante intermédiaire de la muqueuse, sans
gue celui-ci n’atteigne la lumiére, validant aides résultats IRM. A ce jour, trés peu
d’analyses ont démontré le passage d’'un produdoméraste spécifiqgue de la voie sanguine
vers la lumiére gastriqgue. Ce résultat laisse qmrser que les USPIO peuvent traverser la
barriére gastro-intestinale. Cependant, ce phénend@it étre testé sur modéles animaux
ayant développés des tumeurs coliques exprimant BAGC comme le modéele AOM/DSS
dont l'analyse de I'expression de MUC5AC n’est pasore connue.

L'utilisation de ce produit de contraste ciblant KIBIAC, pourra étre indiquée dans
certains types de population mais n'a pas vocaiéire utilisé comme moyen de diagnostic
de masse, comme le test Hémoccult (Keweeter., 1988). Les populations pouvant étre la
cible de ce produit sont celles a risques élevéestélevés de développer un CCR. En effet,
ces populations sont plus sujettes de dévelopme€ddR et nécessitent donc un suivi régulier
par coloscopie totale. Cette technique est ceréssrésolutive mais a le double inconvénient
de nécessiter une anesthésie tout en pouvant prevogs perforations (Feld & Feld, 2010).
Le produit de contraste ciblant MUC5AC pourra dé@b@ injecté et imagé sans sédation et
permettre le suivi de I'expression de MUCS5AC pag technique non invasive d’'IRM.

En outre, les modalités d'injection du produit et MUC5AC semblent
prometteuses par voie intraveineuse mais nécessitentravaux complémentaires afin de
connaitre sa capacité a marquer le célon dontdiusgtion tissulaire et la vascularisation
sont difféerentes de I'estomac. La colonographie |Rigja utilisée sur les patients, utilise des
produits de contraste non spécifiques injectésvoa intraveineuse (dark lumen), intra-
colique (bright lumen) ou par marquage des sellebdldt et al, 2000 ; Lauensteiet al.,
2001 ; Lauensteipt al, 2002). L'utilisation du peptide greffé a un puitdde contraste pourra
étre envisageée selon ces trois modes d’injectioroqudéja fait leur preuve chez 'Homme.
Cependant afin d’avoir le méme type de contrastpebtide devra étre greffé a un produit de
contraste positif, capable d'éclaircir l'image commle Gd-DTPA. L’expression
physiologique de MUC5AC dans d’autres organesé@gaiement étre prise en compte pour le
mode d’administration du produit de contraste. #et,le produit de contraste peut étre capté
par les autres sources de MUC5AC, de I'estoma@alumon, du systeme hépatobiliaire et
du pancréas (Andrianifahars al, 2006). En tenant compte de ces points, il fauhinac
privilégier une administration par voie rectale emcore par voie orale, dans ce cas, en
développant un systéme capable de libérer le prashiquement lorsqu’il est présent dans

I'intestin gréle.
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Bien que la résolution des images IRM soit tréségepre aux autres techniques
d’'imagerie, la sensibilité du produit de contraste IRM demande des concentrations en
produit de contraste de l'ordre du micromolairenf@rement a la médecine nucléaire
utilisant des concentrations jusqu'a 10 000 foigérieures). Comme I'expression de
MUCS5AC en cas de cancer colique est plus faible daes I'estomac sain, le couplage du
peptide avec des radiotraceurs employés en TERrgiodonc augmenter la sensiblité de
détection de MUCS5AC si celle-ci s’avérait insuffise en imagerie IRM colique.

Par ailleurs, l'utilisation du peptide reconnaigssailUC5AC a également été
envisagée en microendoscopie confocale. Le prin@pese sur le marquage de ce dernier
avec une molécule fluorescente comme le FITC, guredulvérise ensuite dans le colon du
patient lors d’une coloscopie. Aprés rincage dedéslent de peptides marqués, le tissu est
observé a l'aide d’'un microendoscope confocal (ktigiet al, 2008). La suite de ce travail
pourra étre de tester, ex-vivo, la fixation spégei& du peptide fluorescent sur des pieces
tumorales coliques exprimant ou nhon MUC5AC. Si pesmiers résultats sont concluants,
cette étude conduira rapidement a une applicatiea tes patients. Elle permettra d’aider les
gastroentérologues dans le diagnostic différerted polypes identifiés en coloscopie. La
caractérisationn vivo en temps réel d’'une Iésion au cours de I'acte stmmgque avant sa
résection représenterait un progrés majeur en peEmiede limiter le risque de la
polypectomie aux seuls polypes comportant un cgatih adénomateux, immeédiatement au

cours de la coloscopie initiale.
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MUCS5AC et Helicobacter pylori

Présentation de I'étude

Le but de ce travail est de connaitre le profiglycanique du mucus gastrique pour
mieux en appréhender les fonctions biologiqueseretparticulier dans l'interaction héte-
pathogenes. Nous avons pour cela, tout d’abordepnig I'étude de [8@D-glycosylation des
mucines gastriques humaines sécrétées afin d'fanti'éventuelles nouvelles cibles pour
'adhésion dHelicobacter pyloria la muqueuse gastrique. Au cours des analyses)otif
glycanique jamais identifié chez 'Homme et unigesrnporté par MUC5AC gastrique, a été
quantifié et caractérisé. Nous avons ensuite étsaiépartition tissulaire dans I'organisme
humain et certains modeles animaux d’infectioR.gpylori par immunohistochimie. Nous
avons également utilisé cette nouvelle structurgcaglique pour tester linhibition de
'adhésion deH. pylori sur des coupes de tissus gastriques et protéimdgges (par ELISA).
Les résultats nous ont conduits a la caractérisadi® la protéine portée par la bactérie
pouvant reconnaitre ce nouveau motif glycaniquairsi €laborer le mutardad hoc pour

mieux comprendre le rble de I'adhésine.
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= O-glycosylation des mucines gastrigues sécrétées adal

humaines

Apres purification des mucines gastriques, comnwitddans le chapitre précéde
les O-glycanes ont été libérés pS-élimination en milieu réducteur, dessaet purifiés en
HPLC. Chaque pic a été collecté, conditionné etyagaen spectrométrie de masse po!
groupes sanguins B sains, 12 groupes A sains gtdlpes O sains. Les résultats ont pel
de quantifier et d’identifier la plupart des stuwres dycaniques du meélange (Tableal).
Différents constats peuvent étre réalisés, toubat@d, la plupart des structures posseder
core 2, la majorité (70 a 80%) des motifs sontgaod d’au moins un groupe sanguin A, B
O. Les groupes Lewis sont peu résentés (2 a 3% en moyenne), la structure glyaal
décrite pour inhiber la croissanceH. pylori: al,4N-acetylglucosamine branct a un core
2 (Kawakuboet al, 2004) est bien présente mais ne représente gu8% des motifs. U
motif de masse m/z@®, avec une structure non identifiable par spetdtde de masse,
deux HexNAc se succédent, reprée 7% de la totalité des glycanes. Enfin, les striad
acides sont trés peu présentes par rapport a céoqupeut retrouver dans lintestin, se
aucune structure sulfatée. 8 & 9% des structurgsrnpcau moins un acide sialique di
'estomac contre, dans le lod distal, 70% de glycanes sialylés ou sulfatésbf et al,
2003). Cet état de fait n'avait jamais été étudme structure, cependantes données
histologiques avaient déja montré I'absence derattm en utilisant le bleu alcian, con
pour colorer uniguemetgs mucosubstances acides (Sheah Jervis, 1976

Tableau 17: Structures glycaniques portées par les mucinegsames gastrues identifiées par nanoE
MS/MS enmode positif et négatif chez d’'individ adultes « sains %5 représente un Galactose, HexNAc f
N-acétylhexosamine, Fuc pour Fucose et GalNAcol pogN-acétyl galactosamine réduite (qui était au p

d’'attache avec I'apomucine).

Structures proposées
desO-glycanes portants  [M+Na]+ Commentaires Ale BLe" oL¢
des groupes sanguins

) 554 Corg 1H Traces Trace: Traces
antigen
%ﬁ 757 Core 2, H 4,2+/-0,5% 4,1+/-3% 7,7+1-0,4%
antigen
140

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

z/f/j 757 Core L, A 1 544/.05% - -
antigen
?ﬂ 919 Core2,H | 59,020 | 49+-05% | 87+-0.7%
antigen
919 Corg 2, H Traces Traces Traces
; antigen
@j 919 Corg 2, H Traces Traces Traces
antigen
T}j 919 Corg 2, H Traces Traces Traces
antigen
/?m 960 Core2, H | 1 5,01% | 35+-03% -
antigen
23 960 Core L, A 1 5 441:0.2% ] -
antigen
i % 1065 Core 2,di-H | 15, 105 17,141-2% | 29.7+/-1,2%
antigen
:fg 1081 Core 2, B ] 5,7+/-0,5% -
antigen
f?j 1122 Core_ 2, H Traces Traces Traces
antigen
{?ﬂ 1211 Core2, L8 | 5o,/ 0006 | 47+402% | 11,.2+-0,5%
antigen
ﬁ%)ﬂ 1227 Core 2_, B and i 13.7+/-1% i
H antigens
%ﬂ 1227 Core 2_, B and i 7 2+/-1% i
H antigens
ﬁ?ﬂ 1227 Core 2, B L8 : 5,1+/-0,3% .
antigen
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:/T:fﬂ 126¢ Core2, Aand| 5. 5, : :
H antigens
%ﬂ 126¢ Core 2, Aand| 45 4 394 : -
H antigens
/T:fg 126¢ core 2, H . . 9,4+/-0,5%
antigen
f;/?j 132¢ Corg 2, A Traces - -
antigen
@?/%\D 138¢ Core 2, dI-B . 9,6+/-15% .
antigens
Tﬁ% 143( core 2, diH |5 541020 Trace: 5,8+/-0,2%
antigens
:/?:fﬂ 1471 Core 2, di-A |5 7,050 . .
antigens
/ e Core 2, B and
A . ) _ 020, -
7L ) 159z H antigens 2,9+1-02%
Structures
proposées des
gggﬁg no?js [M+Na]+ Commentaires Al BLe" oLée®
antigénes
particuliers
o 408 Core. L TF Traces Traces Traces
antigen
1G, 2HexNAc, 960 (contient di Core 2, Het
1Fuc, GalNAcol 429) HexNAc- 6,7+/-0,6% 6,3+/-B% 6,5+/-0,7%
HexNAc
Core 2 capped
O-glycan
1122 (terminal 2,2+/-0,2% 2,8+/-0,% 2,9+/-0,2%
GIcNAc alpha
1-4), H antigen
Structures
proo_ Z?;Ce;nseges [M+Na]+ Commentaires Al BLe" oLe
neutres
;>D 611 Core 2 - Traces Traces
611 Core 1 Traces Traces Traces
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j 773 Core 1 2,4+/-0,2% Traces Traces

Oﬂ 773 Core 2 Traces Traces Traces
ZGé:I:eAﬁf\C, 976 Traces Traces Traces
3Gézfllljli)<(:§ﬁc, 1138 Traces Traces Traces
1G ,3HexNAc, .
1Fuc,GalNAcol 1163 2,2+/-0,1% Nd Nd
13F?Jlslgz)|(r\’}|£§6| 1284 Traces Traces Traces
flgjégggl)l(\ll\,léﬁ\:%l 1325 Traces Traces Traces
3GG’613IE2)((:§16\C, 1341 Traces Traces Traces
4G ,2HexNAc,
1Fuc,GalNAcol 1446 - Traces -
fl%cyzgggl)l(\ll\ﬁzl 1487 Traces Traces Traces
4Gézflni)((:|§f\c, 1503 Traces Traces Traces
3G, 4HexNAc,

GalNAcol 1544 Traces Traces Traces
zlzlgjézggl)l(\ll\,léﬁgl 1560 Traces Traces Traces
ggézg:ﬁ(\ll\nzl 1576 Traces Traces Traces
3G ,3HexNAc, . )
2Fuc,GalNAcol 1633 2,5+/-0,3% 5+/-0,5%
flgjésggl)l(\ll\ﬁ:%l 1649 Traces Traces Traces
2G, 4HexNAc, .
2Fuc, GalNAcol 1674 2,5+/-0,7% - -

[ESC 4:5)@{«'2\31 1690 Traces Traces Traces
3Géa5lni\)((:lgf\c, 1747 Traces Traces Traces
33F(:JJ'0322.)|(NNAA§(,)| 1779 Traces Traces Traces
24F?J'<:322)|(lll\l:ccél 1795 Traces Traces Traces
23F?J’c4gz)l(l{l\|£§<’)l 1836 Traces Traces Traces
éfc 4(:;)&%:\3] 1852 2,4+/-0,2% Traces Traces
43F?J,ngiei)|(l{l\|£§(’)| 1925 Traces Traces Traces
34F(131’03221)I(|\’}|:§6I 1941 Traces Traces Traces
5G, 3HexNAc, 1957 Traces Traces Traces
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2Fuc, GalNAcol

4G, 4HexNAc,

2Fuc, GalNAcol 1998 Traces Traces Traces
4G, 3HexNAc,
AFuc, GalNAcol 2087 Traces Traces Traces
6G, 3HexNAc,
2Fuc, GalNAcol 2119 - Traces -
4G, 4HexNAc,
3Fuc, GalNAcol 2144 Traces Traces Traces
5G, 4HexNAc,
2Fuc, GalNAcol 2160 Traces Traces Traces
4G, 5HexNAc,
2Fuc, GalNAcol 2201 Traces Traces Traces
5G, 4HexNAc,
3Fuc, GalNAcol 2306 Traces Traces Traces
4G, 5HexNAc,
3Fuc, GalNAcol 2348 Traces Traces Traces
Structures
pgposees des [M-H]- Comments AL8 BLe® oLe
-glycanes
acides
\3 537 Slalyl Tn Traces Traces Traces
antigen
o 675 Sialyl T antigen|  2,7+/-0,2% 2,6+/-0,3% 1,6429%),
/j 675 Sialyl T antigen 2,14/-0,2% 2,8+/-0,3% 1,8+2%,
?fm 821 1,8+/-0,2% Traces Traces
/:(\G 878 Stalylated core | 1 241019 Traces 2,0+1-0,2%
/;>j 966 Disialyl T 2.3+/-0.2% 2.3+/-0,2% 2 8+/-0,3%
antigen
- 1040 S'a'y'azted core nd 24/-0.3% Nd
'9] 1331 Disialylated Traces Traces Traces
core 2
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= Détermination de la structure de I'ion possédant une mass

m/z 960.

Le motif glycanique de masse m/z 960 a particulienet retenu notre attenti
puisque lorsqu’on le fragmente en spectrométriem#esse, on observe un idragment
atypique : le 429, correspondant ¢ succession de deux résidus Mecétylhexosamine

(Figure 63).

100 4

Relative intensity

5 s
10C S0 a00 Too 200

Figure 63 Spectre MS/MS de I'ion 960, en mode pos

La spectrométrie de masse ne permet pas, a ele, sieucaractériser précisémen
structure du 960, pour cela nous avons utilisésamance magnétique nucléaire (RMN). (
nécessite un oligosaccharide pur, or le motif ptdament purifié est, qu que soit
l'individu, en mélange aveion de masse m 919. Nous avons donc réalisé une HPLC ¢

une colonne C18 afin de séparer ces deux glycour 'analyse en RMN (Figure ).
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Figure 64 : Profil HPLC C18 d'une fraction préakafolent purifiée et contenant un mélange de deux
oligosaccharides.

L’analyse RMN effectuée, en utilisant des expémsndiomonucléaires de type
COSY90, TOCSYs, ROESY ainsi quun HSQC hétéronueéaH-*C, a permis de
déterminer que le glycane inconnu contenait un fngdyicanique singulier : le LacdiNAc
(LDN). Ce qui correspond a la succession d'une @lgNinitialement impliquée dans la
formation du core 2, reliée §41-4 a une GalNAc terminale (Figure 65 et annexd.@)Gal
disponible du core 2, est, quant a lui, relie@@n2 a du Fuc pour former le groupe H. Jusqu’a
maintenant, les travaux portant sur le LDN ont m®mue cette structure est trés peu
exprimée et uniquement portée par tleglycanes chez 'Homme, jouant un rdéle important
dans la physiologie de parasites humains, cor8olestosomak:lle n'a jamais été retrouvée
portée par des mucines (Dell al, 1995 ; Khocet al, 1997 ; van Remoorteet al, 2000 ;
Dell et al, 2003). De plus, elle a été décrite comme pouwehtire une réaction immunitaire,
par la formation de granulomes, chez des modelesaax (Van de Vijvert al, 2006 ; van
den Berget al, 2004).
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= Répartition du LacdiNAc dans I'organisme humain

Nous avons ensuite étudié la localisation tisseldir LacdiNAc par immunohistochimie
en utilisant différents anticorps dirigés contre ®BAC (LUM5-1), MUC6 (CLH-5) et le
LDN (273-3F2). Nous avons, dans un premier temijpsli€ son expression dans les différents
compartiments gastriques et a I'extrémité supéeieldr I'intestin gréle, le duodénum (Figure
66). Le LDN est observé dans le pylore, le corpe étindus, alors qu'il est absent du cardia
et du duodénum sain. Il est toujours exprimé ave&tCHAC, mais lorsque cette mucine est
exprimée plus profondément dans le tissu, elleareepas le LDN. Par ailleurs, MUCB6, qui
est elle-méme exprimée plus profondément que MUG5#&Joorte pas ce motif glycanique.
Il est intéressant de noter lorsque le tissu dualdést porteur d’'une métaplasie gastrique
duodénale, exprimant MUC5AC (normalement absertisdu sain) il y a présence conjointe

de LDN (F, désigné par une fleche).
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Figure 66 : Double immunomarquage pour MUC5AC (e)ugt le LDN (vert) dans le cardia (A), fundus,(B)
pylore (C) et le corps, dont on voit le détail dBuorypte (D). Double marquage dans le corps MUGHt)\et
MUCS5AC (rouge) (E). Colocalisation de MUC5AC et DDN dans une métaplasie gastrique duodénale (jaune)

(F). Lu représente la lumiére.

En cas de métaplasie intestinale gastrique comméténcompléte, on constate
'absence du LDN dés que MUCS5AC n’est plus exprireEenéme lorsque une autre mucine
sécrétée est présente, en I'occurrence MUC2 (Figitire
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Figure 67 :Double marquage par immunofluorescence de MUC5AQgg) et du LDN (vert). Coloration d
noyaux en bleu par DAPI. Métaplasie intestinale pigte sur la crypte de gauche en A, B et C avesegmee dt
tissu normal sur la droite (désigné ¢ la grande fleche blanche). Métaplasie intestinaleompléte
coexprimant MUC5AC et MUC2 (non immunorévélé maissigné par une simple fleche) avec
coexpression de MUC5AC et du LDN en D, E et F (gléSipar une double flécht

L’étude d’autres tissusxprimant des mucines sé€es dont MUC5AC, n’a pas rév la
présence du LDN dans d’autres organes comme laa@m) le 6lon ou encore les gland
salivaires. La présence de LDN dans I'estomacoetieis est beaucoup plus faible que «
'adulte et ilest peu porté par MUC5AC meprobablement par MUCG6 (Figure A). Cette
différence de répartition du LDN entre I'estomaculéel et foetal humain suggére ¢

implication dans I'homéostasie gastriqgue. De ptrs peut constater que lorsque MUC5
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est exprimé dans un polype coligue humain, celmiegporte pas de LDN. Cependant, on peut
observer, dans une zone exempte de mucine en @édpde la glande muci-sécrétante, un
marquage spécifique correspondant a d'autres gigté@pes portant du LDN (Figure 68B,

désigné par des fleches).

Figure 68. Double marquage par immunofluorescence de MUC5AQge) et du LDN (vert) dans le feetus

humain (19 semaines) (A) et dans un polype collguaain exprimant MUC5AC. Lu représente la lumiére.

Comme le LDN est exclusivement porté par MUC5ACzcledulte, qui est elle-méme la
mucine sécrétée majeure du mucus gastrique enctantac la lumiére, on peut supposer
limplication de ce motif dans linteraction hétethogene. De plus, plusieurs données
épidémiologiques relient ces résultats histologiqagec les pathologies gastriquedHa
pylori. D’'une part, le cancer du cardia a été démontménoe indépendant de la colonisation a
cette bactérie (Parsonnettal, 1991), ce qui coincide avec I'absence d’expossdu LDN.

En outre, il est clairement démontré lors de mé&ps intestinales gastriques, lorsque les
tissus gastriques n’expriment plus le LDN, une absed’adhésion dél. pylori a la dite
muqueuse (Craanest al, 1992). Inversement, lors de métaplasie gastritpceiénale, ou le
LDN est anormalement exprimé, on peut observer eaoienisation du duodénum par la
bactérie qui en est absente en condition normalgatit\et al, 1990 ; Khulusket al., 1996).

Nous avons donc entrepris de démontrer I'interaatio LDN et deH. pylori.

= Implication du LacdiNAc dans I'adhésion d’H. pylori
Nous avons utilisé tout d’abord linhibition de dlaésion de différentes soucheé$.
pylori par différents ligands glycaniques sur coupessiisi gastriques humains. Nous avons
utilisé comme ligand, le glycane décrit dans lééldture comme reconnu phk. pylori
(Lewis’), notre motif m/z 960 purifié par HPLC et le matmmercial LDN seul. Le Lewis
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a éeté largement caractérisé pour inhiber certapeshes bactériennes, et ce, en adéquation
avec l'expression de lI'adhésine bactérienne lemeaigsant : BabA (Boreet al, 1993). La
figure 69 représente les résultats d'adhésion dmlehe 26695 d’Hpylori préalablement
incubée ou non avec les différents glycanes surdesgs gastriques humains. On constate une
diminution significative du nombre de bactéries é&éhtes au tissu gastrique lorsque I'on
ajoute du LDN seul ou sous la forme du motif de sea®/z 960. Ceci est particulierement
intéressant puisque cette souche est décrite popas reconnaitre le LeWjgomme observé

ici, et de ne pas avoir de ligand spécifigue (Mahad al, 2002 ; Aspholm-Hurtiget al.,
2004), ce qui fait du LDN son premier ligand glyicpre connu.

Figure 69 : La souche dH. pylori 26695 préalablement rendue fluorescente a étébémcisur des tissus
gastriques (x400) sans glycane (A), avec 0,5mM B& L(B), le Lewi$ & 0,5mM (C) et 0,5mM du motif

naturellement trouvé dans I'estomac et contenari2 (D). Lu représente la lumiere.
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Six souches ont été testées dans ces condition&raM0 de glycanes et a 25m
uniguement pour les glycanes contenant du LDN. €rt ponstater que toutes les souche
fixentau LDN excepté la souche B128, qui se fixe faiblenas Lewi & laconcentration de
0,5mM (Figure 70).

90

80 +

70

60 -

ELDN 0,5mM

T mlewisb 0,5mM

Binding ( %)

30 | 960 0,5MM

20

0 1 T T T T
26695 J99 B128 G27 P12 B38

Figure 70 : Inhibition de I'adhésiosur coupes de tissus gastriques hundais souches 26695, J99, B128, C

P12 et B38, rapporté en % d'inhibin d’adhésion, avec une concentration de 0,5mM di,L9B0 et Lewi".

Lorsqu'on augmente la quantité de ligand a 2&, on observe alors une augmentatior
l'inhibition de I'adhésion bactérienne, non seuletés-a-vis de la souche B128, mais si
des autkes souches (Figure ). Le fait de devoir augmenter la quantité de L
spécifiguement avec la souche B128 afin d’en inhilaelhésion, suggére que cette dern
exprime une quantité d'adhésine reconnaissant I& lfus importante que les auti
souches.
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Figure 71 : Inhibition de I'adhésion sur coupegidsus gastriques humain des souches 26695, J28, &P7,

P12 et B38, rapporté en % d'inhibition d’adhésiavec une concentration de 25mM de LDN et 960.

Le méme type de résultat a été obtenu sur les seuld9, B128 et 26695 en utilisant des
anticorps anti-Lewf5 et anti-LDN bloquant ainsi I'accés des ligandssprés sur le tissu
gastrigue aux bactéries, confirmant les résultaésguemment démontrés en utilisant les

structures glycaniques (Figure 72).
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Figure 72 : Inhibition de I'adhésion bactériennes deuches J99, B128 et 26695 sur coupe de tisstqgas

avec des anticorps anti-glycanes (2.25LE pour {git%et 273-3F2 pour le LDN).

Fort de ces résultats démontrant clairement I'ation entre le LDN eH. pylori,

nous avons entrepris d’'identifier I'adhésine popée la bactérie reconnaissant le LDN. Pour

cela, nous avons développé un protocole utilisargropriété des mucines a étre insolubles

© 2012 Tous droits réservés.
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dans 'eau associée au LDN, qui lui est solubleadda premiere condition, nous avons ajouté
le lysat des souches dt& pylori B128 et 26695 et des mucines gastriques purifiépees
incubation, la suspension a été centrifugée afifade précipiter les mucines ainsi que les
protéines bactériennes s’étant fixées dessus. treageant est conservé pour réaliser une
électrophorése (Figure 73A). La deuxieme conditionsiste a ajouter du LDN a 25mM dans
la premiére condition, ce qui aura pour effet di@n I'adhésion aux mucines de la protéine
bactérienne impliquée dans la reconnaissance du (H)uire 73B). Les deux surnageants
sont ensuite soumis a une électrophorése SDS-PA@Ecplorés au bleu colloidal et les
bandes dont I'expression varie ont été découpémssgmalysées en spectrométrie de masse
afin d’identifier la protéine (Figure 73C). Apréte@rophorese, on peut constater qu'une
seule bande de 77kDa voit son expression variet.d@ptides ont été identifiés dans les
geneshpb128155g8dour la souche B128 ép0025pour la souche 26695 egalement appelé
hopD (Cf annexe 3). Parmi les dix peptides, six ontsé&guencés par spectrométrie de masse
MALDI-TOF/TOF. Comme cette protéine reconnait le tindDN, I'adhésine est donc
renommée, a linstar des autres adhésines idesgifBabA et SabA (llveet al, 1998 ;
Mahdaviet al, 2002), LabA pour LacdiNAc antigen binding adinesi
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Figure 73 :ldentification de I'adhésine portée par les soudB&®8 et 26695 dH. pylori. Incubation du lysat
bactérien avec les mucines gastriques purifiéasapodu LDN, avecl) et sans (2LDN. Aprés centrifugatiol
le surnageant de chaque condition est déposé extraphorese S[-PAGE pour analyse par spectrométrie

masse.

Nous avos ensuite réalisé le mutant dont le glabA a été inacvé sur la souche

B128 (Figure 74).

I muniini-lon ‘_
I — —-
0023
hp0024

Figure 74 : Inactivation du gémepC oulabA par insertion de cassette dans la souche |

Le mutant dénomm@dlabA, a ensuite été soumis a des coupes de gastriques
avec et sans LDN, afin de vérifier l'inhibition dedhésion en surface de I'épithélit
gastrique, en adéquation avkexpression de LDN (Figure ). On observe en surface
tissu gastrique, une tres forte diminution cadhésion chez le nant sans (7 B) et avec
LDN (75 D), tandis que lacsiche sauvage adhére sans LDN A) et est inhibée avec ui

concentration de 25mM de LDN ( C).
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Figure 75 : Fixation des bactéries en surface dalgueuse gastrique. B128 sauvage (WT) (A), B12&niu
AlabA (B), B128 WT avec ajout de LDN (C), B128 mutdabA avec ajout de LDN (D). Coloration des

noyaux des cellules gastriques en bleu avec du P&k Lu pour visualiser la lumiére (x400).

Par ailleurs, lorsque I'on observe sur la méme eplipdhésion du mutant sur des
zones plus profondes exprimant encore MUC5AC mias e LDN (76A), on constate que le
mutant malgré I'ajout de 25mM de LDN, est encorpatde d’'adhérer au tissu (76B). Ceci
s’explique par le fait que dans cette zone de tifisy a présence de LeWigorté par
MUCS5AC (76C).
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Figure 76 : Zone de muqueuse antrale plus prof@wde expression de MUCS5AC (rouge) mais absence de
LDN (A). Fixation du mutanflabA (en vert) avec ajout de LDN (B). Co-expressibnLewi$ et de MUC5AC
sur une coupe antrale (C). Coloration des noyasxcgdlules gastriques en bleu avec du DAPI, ave@duwr

visualiser la lumiére (x400).

Afin de caractériser la reconnaissance du LDN palbA, nous avons également
développé un test ELISA utilisant des glycanesf§sefh du polyacrylamide (PAA) et les
bactéries. Nous avons, pour cela, immobilisé du M, du glucitol-PAA comme témoin
négatif et du MUC5AC gastrique purifie comme témpuositif. Les bactéries mutantes et
sauvages ont ensuite été incubées avec chacums deotécules. Aprés lavages, les bactéries
sont révélées avec un anticorps ahtipylori, lui-méme révélé avec un anticorps marqué a la
peroxydase en présence d’ABTS. On peut constgtegsdecture de la plaque, une bonne
fixation de la souche B128 sauvage a la mucineigastainsi qu’une absence de fixation au
glucitol (glucose réduit), ceci permettant de valide test d’adhésion (Figure 77). Le mutant

est incapable, quant a lui, de se fixer sur MUC5®@lucitol ainsi que le LDN.
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Figure 77: Evaluation de I'adhésion de la souche H. pylori sauvage et mutée pour LabA -a-vis du
MUCS5AC gastrique, le LDN et le glucitol comme témaoiégati

» Expression du LacdiNAc dans l'estomac de différent

modeles animaux d’infection EH. pylori

L'ensemble de ces résultats dément I'importance du LDN dans I'adhésion
H.pylori dans I'estomac humain. Cepeng, certains modéles animaux ont été dévels
pour étudier la pathogénese de cette bactérie. Bomss donc étudié I'expression du LI
dans l'estomac de souris, rat, singe rhésus, cochiones et gerbille de Mongolie p
immunohistochimie et de porc et souris par anatissspectrométrie de ma. Les glycanes
possédant un ion de m/z 429t été listés dans le tableau,l®ontrant une quanti
importante de motifs différents chez la sourisreuement deux chez le porc. Dans les ¢
cas,lion m/z 960 trouvé chez 'Homme est prés
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Tableau 18 : Liste des glycanes portant potentredl® un motif LacdiNAc dans les mucines gastriques

chez la souris et le porc.

Composition [M+Na]* Mucines gastriques de Mucines gastriques de
porc souris
2 HexNAc, 1 Hex, GalNAc-ol 814 - +
2 HexNAc,1 Hex,1 Fuc, GalNAc-ol 960 + +
2 HexNAc, 2 Hex, GalNAc-ol 976 - +
2 HexNAc, 2 Hex,1 Fuc, GalNAc-ol 1122 + +
3 HexNAc, 2 Hex, GalNAc-ol 1179 - +
3 HexNAc, 2 Hex,1 Fuc, GalNAc-ol 1325 - +
4 HexNAc, 3 Hex, GalNAc-ol 1544 - +
4 HexNAc, 4 Hex, GalNAc-ol 1706 - +
5 HexNAc, 3 Hex, GalNAc-ol 1747 - +
4 HexNAc, 3 Hex,2 Fuc, GalNAc-ol 1836 - +
4 HexNAc, 4 Hex,2 Fuc, GalNAc-ol 1982 - +

La détection du LDN par immunohistochimie a ét@epnise initialement sur le singe
Rhésus, conjointement a I'expression de MUCS5AC.p@ut constater une absence de LDN
dans I'estomac simien mais une conservation depiégssion de MUCS5AC en surface des
glandes (Figure 78A). Ceci suggere une organisal®ola muqueuse simienne complétement
différente de la mugueuse humaine et rend l'utiisade ce modele impossible pour I'étude
de linteraction deH. pylori avec le LDN. Le cochon d’Indes qui est un autrelé® animal
pour étudier les mécanismes d’infectiotddpylori, (Shomeret al, 1998 ; Sturegardt al,
1998 est également exempt de LDN (Figure 78C); a lisgele rat et la gerbille de
Mongolie présentent a la surface de leur muqueastigue du LDN (Figure 78B et D). On
peut constater également que l'organisation dw tgastrique de cochon d’Indes est trés
différentes des autres tissusaefortiori humains. On observe une localisation de MUC5AC
treés diffuse sur tout le tissu avec une absenaaygees et de rassemblement de vésicules de

sécrétions.
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Figure 78 : Immunohistochimie de MUC5AC (rouge)det LDN (vert) sur le singe rhésus (A), le rat (B,
cochon d’'Indes (C) et la gerbille de Mongolie (D).représente la lumiere.

= Etude du profil de glycosylation en cas de métaplas

intestinale gastrique de type 1

Afin d’étudier la dynamique de glycosylation desaimes gastrigues humaines lors de
pathologies gastriques, nous avons utilisé les @mobtenues chez I'adulte sain. Nous avons
donc pu obtenir une comparaison du profil chromapigiqgue de<O-glycanes, entre deux
individus adultes ayant ou non une métaplasietintds. Le programme utilisé pour 'HPLC
permet I'élution des glycanes neutres pendant Gepr8mieres minutes puis acides jusqu’a
son terme (Figure 79). On peut constater une angtien de la quantité de structures acides
en cas de métaplasie (IM) puisque la surface desguides est plus importante et qu’il y a
une augmentation du nombre de pics. Parallélemestaa on peut observer, hormis pour le
groupe O, que les structures neutres sont éluéssragpidement en cas de métaplasie,

laissant penser a une simplification des motifsciCe été confirmé par analyse par
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spectrométrie de masse qui a permis de mettre ider@e une diminution de la quantité de

motifs glycanique de groupes sanguins A et B avatir du groupe O.
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Figure 79 :Profils HPLC des oligosaccharides gastriques praned’individus adultes sains et avec métapl
intestinale. Comparaison pour chaque méme groupgusa d’échantillon avec (IM) et sans (Norm
métaplasie intestinale.

163

© 2012 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



Thése de Yannick

Rossez, Lille 1, 2011

L’'analyse par spectrométrie de sse a également permis de caractériser les gly

quantifies par HPLC permettant de mettre en évidamee variation du motif glycaniqt

portant du LDN, de 9% chez l'adulte sain a-3% chez les patients présentant

métaplasie, comme décrit par imnohistochimie. Hormigela, peu de variation d’express|

des Lewis et de diGIcNAc terminale ont été observés (Figure

Adulte sain

B Oligosaccharides acides
M Groupes sanguins

m LacdiNAc

B Antigénes Lewis

H autres

m Capped core 2

Adulte Métaplasie

B Oligosaccharides acides
M Groupes sanguins

m LacdiNAc

B Antigénes Lewis

H autres

m Capped core 2

Figure 80: Répartition oligosaccharidique des mucines gastis de patients sains et atteints de

intestinale.
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Discussion

MUCS5AC et Helicobacter pylori
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Ce travail a permis d'une part de caractériser ridilpO-glycanique exhaustif des
mucines gastriques humaines et d’autre part l'iogpion d’'un nouveau motif glycanique
dans I'adhésion dElelicobacter pylori.Ce glycane n’a jamais été détecté auparavantesir d

mucines humaines.

Tres peu d’analyses de (&glycosylation des mucines gastriques ont été séed
jusqu’a maintenant. Les travaux de Hanisthal ont démontré I'absence d’expression de
core portant le motif GAL-6GalNAc et la prédominance des cores 1, 2 et failde
expression du core 3 chez 'Homme adulte. Cettdectumis en évidence I'existence de 30
oligosaccharides neutres différents par spectroenée masse (Hanischt al 1993). Au
cours de mon travail de these, plus de 60 strustoeritres ont été identifiees grace a la
sensibilité plus grande du spectromeétre de masseBSI par rapport & des approches RMN
ou des techniques de spectrométrie de masse dé&agpe ionique. Cependant, les structures
déterminées par Haniseh al ont été a nouveau identifiées durant notre trawac la méme
prédominance pour le core 2, mais moins nette [@aore 1. D’autres travaux ont identifié
une structure composée d'un résidu de GIcNAc lieed a un résidu dp Gal, portée par
MUCSG6 dans les glandes gastriques et les glanddBrutener duodénales (Nakamuet al.
1998 ; Kawakubcet al, 2004; Leeet al, 2008). Cette structure a également été retrouvee
dans notre étude mais a un faible pourcentage @@oa Ce motif est impligué dans
inhibition de la croissance deél. pylori car il entre en compétition avec un enzyme

responsable de la synthése de la paroi bactérienne.

D’autres types d’analyses, mettant en jeu desnlestou des anticorps, ont mis en
évidence par histochimie, la présence de motifodyés et des groupes sanguins dans
'estomac humain, avec par exemple l'utilisationladectine DBA qui marque les épitopes
de groupe A et 'UEA reconnaissant les résidus decose terminaux (Jiangt al 2004) ou
encore la présence des antigénes de type Lewade Id’'anticorps (Sakamott al, 1989).
Ces approches ont 'inconvénient de révéler laagytation totale, sans faire de distinction
concernant la protéine qui la porte ou encore pe tye glycosylationN- ou O-). La plupart
des structures périphériques déterminées par anhlgtochimique ont été retrouvées dans
notre étude et confirmées par RMN, a I'exceptioa detigenes Lewis de type 2, suggérant
gue ces motifs sont portés par d’autres types déaules que les mucines.

Parmi toutes les structures identifiées dans ceaitrala majorité sont neutres et
fucosylées (plus de 85%), tres peu de structuneisssalylées (entre 5 et 10%) et aucun résidu
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sulfaté n’a été détecté. Ce dernier résultat pasten corrélation avec @xglycosylation des
mucines gastriques de rat fortement impactée damgdiversité par le sulfate (Van Beurden-
Lamerset al 1989). L'absence de résidus acides dans la msgugastrigue adulte est
connue de longue date par les anatomopathologjsiagtilisent la coloration au bleu alcian
sans succes dans cet organe. Le bleu alcian réagyt les groupements acides des acides
sialiques et des sulfates (Sheahan & Jervis, 19&8gible représentativité de résidus d’acide
sialiques et I'absence de sulfates peuvent étrégerdes de différentes fagons. Ces résidus
acides sont connus pour étre trés impliqués dangeraction hote/pathogene, soit pour
protéger I'hGte en lui conférant une résistance puatéases bactériennes soit en facilitant la
mise en place de la flore commensale (Corfegldl, 1992 ; Lu & Walker, 2001 ; Marteres

al., 2009). Cependant I'estomac humain, de par sdafit@cextréme, ne permet pas une
colonisation bactérienne durable, excepté pgeéupylori. La flore bactérienne ne représente
que 16 & 10 bactéries/mL dans I'estomac adulte humain aloes chez le rat, dont le pH
gastrique est plus élevé,>1a 16 bactéries/mL sont trouvées (Dethlefstnal 2007). Par
ailleurs, d’'un point de vue purement chimique diblie pH gastrique entraine une protonation
du sulfate et des groupes carboxyliques, qui dimita stabilité de ces molécules en

entrainant une répulsion des différents groupesgéisa

Parallelement, nous avons comparé le profil deaglylation de patients atteints de
métaplasie intestinale gastrique de type 1 panlgddfLC et spectrométrie de masse. Nous
avons pu constater d'une part I'apparition de msagifycaniques portant des acides sialiques
et d’autre part la diminution de la complexité dgsanes neutres. En effet, on peut observer
chez les patients ayant les groupes sanguins Awtéddiminution drastique de la quantité de
motifs portant ces groupes sanguins, et ce, erufate groupe O. L’'apparition des motifs
acides dans les métaplasie de type 1 a déja étié (Blva et al, 2002). Par contre, aucune
étude n’a actuellement mis en évidence la prédammaes antigénes de groupe sanguin O
dans cette pathologie. Cette observation a étélppesgéace a l'utilisation d’'un programme
d’'HPLC, développé durant ma thése et visant a apdima séparation des structures neutres
contenues dans I'estomac. Ce résultat suggeredilirapce du groupe O dans 'homéostasie
du tissu gastrigue stressé et ouvre la perspediétides visant a mieux appréhender
limportance de ce phénotype. D’autre part, lesussutilisés lors de I'étude sont certes
atteints de métaplasie mais comporte également atged zones saines. Comme
'augmentation du groupe O est clairement obsesuédensemble du tissu, on peut supposer
gue ceci va faciliter la fixation de. pylori de par lI'implication du fucose dans I'adhésion
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bactérienne (Falkt al, 1993 ; Boreret al, 1993 ; Liuet al, 2009). A l'inverse, ceci ne peut
pas étre envisagé dans les zones métaplasiquequfiluést décrit gu’elles ne permettent pas
I'adhésion deH. pylori (Reiset al, 1999 ; Teixeirat al, 2002).

La découverte la plus surprenante de ce travalbesise en évidence de la succession
de deuxN-acétyl héxosamines portées par @eglycanes et représentant 7% de la totalité des
motifs glycaniques gastriques. Ce motif a été ifiénpar RMN comme étant le N,N’-
diacetyllactosediamine ou LacdiNAc (LDN), consistam I'enchainement d’'une GICNAc,
reliée a une GalNAc terminale ¢d,4. Le LDN a déja été caractérisé sur des pasadite
’'Homme, du genré&chistosoméNeelemaret al, 1994), et serait impliqué lors de I'invasion
par ce parasite dans la réaction inflammatoire (#an Berg,et al, 2004). Il est méme
capable, a lui seul, d’'induire une réaction immaing chez un modele murin de granulomes
(Van de Vijveret al, 2006).

Cependant, le LDN a été trouvé chez I'Homme surNeglycanes de certaines
glycoprotéines et glycohormones comme la lutropithé¢d), thyrotropine (TSH), la
glycodéline-A (Pierce & Parsons, 1980 ; Smith & Bager, 1988 ; Dellet al, 1995;
Manzella et al, 1996) et la TFP1 (tissue factor pathway inhifgroduite par les cellules
HEK 293 (Smithet al, 1992). Les enzymes capables de transférer iolurde GalNAc sont
au nombre de 9 est sont qualifies f#EGalNAc-Ts. lls peuvent étre classés en trois sous-
groupes. Le premier comportant des gangliosidethagas GM2/GD2 et la Sda/Cad synthase
(Yamashiro et al, 1995; Dohiet al, 1996). Le second sous-groupe contient deux
chondroitines sulfates N-acétylgalactosaminyltrewasfes et 3 chondroitines sulfates
synthases (Uyamat al, 2002; Yadaet al, 2003). Ces enzymes transférent un résidu de
GalNAc sur un résidu d’acide glucuroniquefdn4 et aucune des cing ne transfere un résidu
de GalNAc sur un résidu de GIcNAc. Le troisiemaetnier groupe contient deux membres
capables de transférer une GalNAcp45alNAc-T3 et la B4GalNAc-T4 (Satcet al, 2003;
Gotoh et al, 2004). Ces deux enzymes peuvent transférer éABalepuis 'UDP-GalNAc
sur la GIcNAc avec une liaison €il,4 sur desN- et O-glycanes. Les ARNm de la
B4GalNAc-T3 ont été détectés dans I'estomac et lengGalors que les transcrits de la
B4GalNAc-T4 ont été détectés dans le cerveau, lagres/et les glandes mammaires. Ceci
fait de lap4GalNAc-T3 le meilleur candidat pour I'enzyme cdpable synthétiser le LDN
dans l'estomac. Une étude histochimique utilisane dectine, laWisteria floribunda
agglutinin (WFA) a permis d'étudier la localisati@tu LDN gastrique humain. Or, cette

lectine a été décrite pour réagir préférentiellenaec du GalNAc terminal porté par Ies
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glycanes (Mengelinget al, 1991) et reconnaissant le Sda/Cad des O-glydékedsaraet al,
2006). Dans l'estomac, la WFA réagit a la surfagetigsu, co-localisant avec les mucines.
L’'auteur suggére ainsi que le LDN serait porté pas O-glycoprotéines hormonales
gastriques ou directement par les mucines (lkekaral, 2006). Dans notre étude, nous
apportons la preuve formelle que le LDN est poeglps mucines gastriques et uniquement
par MUC5AC donc en surface de I'épithélium. Cetiealisation fait potentiellement du LDN
un récepteur glycanique de choix pddr pylori, d’autant qu'il est retrouvé chez tous les
patients et en plus grande quantité que le Ly@sa 3%). De futures études pourront se
focaliser sur la variabilité de I'expression du LCAW cours de linfection paH. pylori,

comme déja démontré pour les groupes sanguins ahte@genes Lewis (Lindest al, 2008).

Aprés avoir démontré l'interaction entre le LDN dfférentes souches id’ pylori
dont le génome est entierement séquencé pour olacaans avons pu identifier 'adhésine
reconnaissant le LDN, faisant de HopD une nou\aadleesine dont le ligand est connu et que
I'on a rebaptisé LabA. La conception du mutantlausouche B128 n’a fait que conforter ce
résultat puisque les analyses d’adhésion sur tetspar test ELISA ont démontré une perte de
fixation sur le LDN ou dans les zones histologigpesgant le LDN. Cette découverte ouvre
de nombreuses perspectives sur la régulation deréssion de I'adhésine dans difféerents
souches dél. pylori et dans des conditions pathologiques variableSALgeut en tout état
de cause, étre une cible potentielle dans l'iniwbitde la colonisation bactérienne. Par
ailleurs, la spécificité de LabA vis-a-vis du LDMuyrait expliquer, conjuguée a d’autres
facteurs de virulences, le tropisme d’organeHdepylori. Cette hypothese est étayée par la
démonstration de I'absence du LDN dans tous lssgisestés et sécrétant des mucines, mais
aussi par I'absence de LDN dans les métaplasiestinales de type 1 et dans le cardia;
puisque les cancers du cardia ne sont pas coadtéprésence dd. pylori (Parsonnegt al.,
1991). L'expression du LDN est également obsenades des tissus duodénaux touchés par
une meétaplasie gastrique, ce qui est en adequatenla fixation ded. pylori (Carricket al.,
1989).

L’expression du LDN dans différents types de tisgastriques animaux est une bonne
facon de déterminer quels modeles utiliser poudiétul’implication de LabA dans la
pathologie. Le Cochon d’Indes et le singe Rhésus &3 deux modeles n’exprimant pas le
LDN, a contrario la souris, le rat, le porc et la gerbille I'expant. L'analyse par
spectrométrie de masse a été réalisée sur laraburis et le porc et a permis de révéler que

seul le porc possédait un seul motif de LDN, contimez I’'Homme, avec la méme structure.
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Ce qui sous-entend une interaction plus difficileétudier chez les modéles murins.
Cependant, une étude chez la gerbille reste petéret plus facile a mettre en place que chez
le porc, puisqu’elle est considérée comme I'un medleurs modeles d’infection . pylori
(Hirayamaet al., 1996 ; Sugiyamat al, 1998). L’absence de LDN chez le cochon d’Indes e
le singe Rhésus, dont seul le second modele ekbwennaturel déd. pylori (Duboiset al.,
1994), démontre I'adaptation de la bactérie a e bt pour la premiere fois une différence
notable dans le mécanisme d’infection entre 'Honehde singe. Contrairement au singe,
tous les autres modéles animaux utilisés nécesditataptation de souches initialement
isolées d’échantillons humains (Marchedti al, 1995). L'adaptation de la bactérie a cette
grande variété d’hotes repose sur la grande plastide son génome qui lui permet
notamment de produire ou non ses adhésines (Sadhiek, 2004 ; Dossumbekowet al.,
2006). On peut donc penser que selon le méme pekhtipylori est capable de s’adapter a
'environnement gastrique de singe. En outre, dents travaux ont décrit une variation du
profil glycanique induite par I'infection H. pylori chez le singe Rhés@€ookeet al, 2009.

Le LDN pourrait donc étre induit durant l'infectidractérienne pour renforcer son adhésion et
absent de la muqueuse non infectée. Les premitpssed’adhésions seraient possibles grace
aux antigenes de type Lewis présents dans I'estaimainges sains (Lindet al, 2008). Le
cochon d’Indes est également considéré comme unmuoaoleéle par certains auteurs (Shomer
et al, 1998 ; Sturegardt al, 1998), cependant son organisation tissulairérigas, en plus

de I'absence de LDN, en fait un modele trés éloidmén physiologie humaine.

Un autre constat intéressant, que nous avonsraisant différents tissus humains,
est la présence, lors d’un CCR exprimant MUC5ACpuideécules portant du LDN en marge
des vésicules de sécrétion. Ceci suggere un roporiant du LDN, porté par d’autres
glycoprotéines, dans I'homéostasie du CCR et dmribhction reste a élucider. Cependant,
I'analyse d’autres tissus coliques pathologiquasalétre réalisée vis-a-vis de I'expression du
LDN. L'implication du LDN dans des phénomeénes déédenciation cellulaire est renforcée
par les résultats de I'étude immunohistochimiquetdesus gastriques foetaux, ou I'on observe
un changement de localisation du glycane entréobeac adulte et feetal. Le LDN est présent
en surface de la muqueuse gastrique chez l'adiditelis que chez le foetus, le LDN est
présent majoritairement dans une zone intermédiddans la littérature, I'étude de
'expression des antigénes de type Lewis au coeicédeloppement foetal, a permis de mettre
en évidence un changement de localisation des Leésviype 1 et de Type 2. Les Lewis de
type 1 sont localisés chez I'adulte, plutét enawefde la muqueuse et portés par MUC5AC,
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alors que les antigénes de type 2 se situent alidbportés par MUCG. Il apparait que chez le
foetus, les mucines portent chacun des types desldifférents, et qu’ensuite la distribution
des Lewis mime celle de I'adulte lorsque le feetapmoche du terme (Lépez-Ferrer al.,
2001).

L’ensemble de ces résultats démontrent d’'une pParportance des mucines dans
l'interaction héte/pathogenes et en particulierdbganes qu’elles portent. Et d’autre part, ce
travail ouvre de nombreuses perspectives dansdiétle I'implication d’un nouveau motif
glycanigue porté par les mucines gastriques dafférelits phénomenes pathologiques

(cancer) et physiologiques (développement).
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Annexe 1 : Courbes de titration ayant servi au cald de Ky pour
chaque clone.

DO (405nm)

© 2012 Tous droits réservés.

0,8 -

0,7 ]
0,6 -
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

Clone 7

i 08
1 Kamucsac colique = 3,22X107"
1K

d MUC5AC gastrique = 4,88 X 10%° M

® MUCSAC colique
A MUCSAC gastrique

0,0 +————

-11,0 -10,5

-9,5 -9,0 -8,5 -8,0

Log [Phage] (M)

-7,0

173

http://doc.univ-lille1.fr



© 2012 Tous droits réservés.

DO (405nm)

DO (405nm)

These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

1,0
1 Clone 16 .
0,8 ] Kd mucsac coligue = 1,44 X 10 M
: Kd MUCS5AC gastrique = 4,22 X 10_09 M
0,6 -
0,4
0,2 A
00 - ® MUCSAC colique
1 A MUCS5AC gastrique
1 T T T T T T T T T T T T T T L T T T T
-11 -10 -9 -8 -7 -6
Log [Phage] (M)
1,0
1 Clone 25
g A
08 ] Ka mucsac colique = 4,73 X 10 M
: Kd MUCSAC gastrique = 4,22 X 10_09 M
0,6 -
0,4 -
0,2 A
0,0 - ® MUCS5AC colique
1 A MUCSAC gastrique
1 T T T T T T T T T T T T T T L T T T T
-11 -10 -9 -8 -7 -6

Log [Phage] (M)

174

http://doc.univ-lille1.fr



© 2012 Tous droits réservés.

DO (405nm)

DO (405nm)

These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

0,6
{ Clone 27
0,5_- Kamucsac colique = 9vO6X1O_08M A
g Kd MUCSAC gastrique = 4,14 X 10_09M
0,4
0,3 A
0,2
0,1
1 ® MUCS5AC colique
] A MUCS5AC gastrique
0,0 —r— 't 71 - T T 1 T T T T 1T T T T T T T T T 7
-11 -10 -9 -8 -7 -6
Log [Phage] (M)
0,7 7
{  Clone 33
0,6 1 07
1 KdMUCSACcoquue = 1,78 X107 m
0,5 —: Kd MUCS5AC gastrique = 1,20 X ]_0'08 M
0,4
0,3
0,2
0,1 § ®
0,0 - ® MUCSAC colique
1 A MUCSAC gastrique
-7
-11,0 -10,5 -10,0 -9,5 -9,0 -8,5 -8,0 -7,5 -7,0

Log [Phage] (M)

175

http://doc.univ-lille1.fr



© 2012 Tous droits réservés.

DO (405nm)

DO (405nm)

These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

0,5
. Clone 34 ® MUCSAC colique
1 A MUCS5AC gastrique
0,4 4 y
J KdMUCSACcoquue = 2'4SX1008M A
: Kd MUCSAC gastrique = 1,07 X 10% M
0,3
0,2 4
0,1
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-11 -10 -9 -8 -7 -6
Log [Phage] (M)
1,0
1 Clone 35 A
0,8 4 08
] Kamucsac coligue = 2,69 X 1077y
: Kd MUCSAC gastrique — 7,74X1O'09M
0,6
0,4
0,2 4
0’0'_ ® MUCSAC colique
. A MUCSAC gastrigue
-'"'|""|""|""|""|""|""|""
-11,0 -10,5 -10,0 -9,5 -9,0 -8,5 -8,0 -7,5 -7,0

Log [Phage] (M)

176

http://doc.univ-lille1.fr



© 2012 Tous droits réservés.

DO (405nm)

DO (405nm)

These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

0,8 -
1 Clone 37 ® MUCSAC colique
0,7 1 A MUCS5AC gastrique N
0.6 ] KdMUCSACcoquue = 1'46X10_08M
] Kd MUC5AC gastrique — 4,13X1O_09M
0,5 1
0,4
0,3 1
0,2 1
0,1
0,0-'"'I""I""I""I""I""I""I""
-11,0 -10,5 -10,0 -9,5 -9,0 -8,5 -8,0 -7,5 -7,0
Log [Phage] (M)
0,8
1 Clone 38
0,6 KdMUCSACcoquue = 1v94X1O_08M
: Kd MUC5AC gastrique — 1,19X10_08M
0,4
0,2 -
0,0 ~
] ® MUCSAC colique
_ A MUCS5AC gastrique
-'"'|""|""|""|""|""|""|""
-11,0 -10,5 -10,0 -9,5 -9,0 -8,5 -8,0 -7,5 -7,0

Log [Phage] (M)

177

http://doc.univ-lille1.fr



These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

0,7 1
1 Clone 39 ® MUCS5AC colique
0,6 - A MUCS5AC gastrique
] Ka mucsac coligue = 321X 10 M
0.5 g Kd MUC5AC gastrique = 4,35 X ]_0'08 M
E 04
5 ]
9 ]
I ]
O 0,3 -
0 ]
0,2 1
0,11
0,0 ] L
11 -10 9 -8 7 6
Log [Phage] (M)
0,6
{  Clone 44 ® MUCS5AC colique
0.5 4 A MUC5AC gastrique
1 Kimucsac colique = 2,86 X 10%
0,4 4 Kd MUC5AC gastrique = 1,99 X 108 M
E p
= ]
8 4
g 0,3 ]
0 ]
O B
0,2 -
0,1 4
0,0 L
11 -10 -9 -8 7 6

Log [Phage] (M)

178

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

0,7
] A
1 Clone 60
0’6_: Kamucsac colique = 3:25X 10"y A A A
1 Kymucsac gastrigue = 5,13X 10" M
0,5 -
~ 0,4 -
S ]
c
Lo ]
g 031
Q
B 02
0,1
00 3 A ® MUCS5AC colique
] A MUCSAC gastrigue
Tt 77 T 7 T
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6
Log [Phage] (M)
1,0
1 Clone 93
0’8'_ KdMUCSACcoquue = 1'OSX1O_09M
] Kamucsac gastique = 1,27 X 109 M
0,6 -
E p
c |
8 i
$ 0,4__
O m
[a) 4
0,2 -
0,0 - A MUCS5AC gastrique
_ ® MUCS5AC colique
1 —r— 't 71 - T T 1 T T T T 1T T T T T T T T T 7
-11 -10 -9 -8 -7 -6

Log [Phage] (M)

179

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Yannick Rossez, Lille 1, 2011

Annexe 2 : Déplacements chimiques de I'ion m/z 96@entifié par

spectrométrie de masse en mode positifa valeur H1/C1 du résidu GalNAc-
ol correspond a ses atomes H1 et H1'. Les protoéthyténiques des groupes NAc des
hexosamines résonnent a 2.070 (II'), 2.053 (H'2.€50 (I) ppm respectivement. Tous les
atomes de carbone méthylenique résonnent a 23.7 ppm

Atomes
H-1/C-1 H-2/C-2 H-3/C-3 H-4/C-4 H-5/C-5 H-6,6'/C-6
Résidus

GalNAc-ol (1) 3.78/62.1 4.401/52.8 4.080/74.3 3.500/70.3 4.253/69.4 3.9,3.7/72.5
Gal(B1-3) (II) |4.569/103.3 3.678/80.8 3.876/73.6 3.924/70.2 3.735/76.5  3.86/61.8

GIcNAc(p1-6)
4.548/103.1 3.760/56.2 3.711/74.1 3.627/80.6 3.530/76.0 3.86,3.67/61.7

(Ir)

GalNAc(B1-4)
4.517/103.3 3.939/54.0 3.750/72.1 3.942/69.3 3.728/76.5 3.65,3.55/64.0

()

Fuc(al-2) (F) |5.220/102.7 3.783/73.7 3.811/71.0 3.838/73.4 4.274/69.8 1.244/17.1

SOACS index
18.854
(Maes et al., 2009)

SOACS-ol index 23.255
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Annexe 3 : Peptides caractérisés par protéomique agit permis
I'identification de I'adhésine bactérienne LabA.En vert, les peptides ont

été séquencés.

10 20

MKKKFLSLTL GSLLVSALSA

70 80
TSYSALNTLI RQSADPNAI N
130 140

30

40 50

EDNGFFVSAG YQ GESAQW KNTKG QDLS

90

NARGNLNASA

150

SYSI SVCGPG SDKNKNGGVQ TFENVPANGE

190 200
| | QKAFGASG KDI PALSDTK
250 260
ETKEDIKVSN NAQELLKQAS
310 320
| FKNEI SAI Q DM KNAEI AV
370 380
QAEI LNRAQA YWKDFER! PT
430 440
ETVTNLKNSI AHFGDQAEQ
490 500
QNVVSKKTNE NSPQEIGDNY
550 560
| GFQUGYKQF FGKNKRWEAR
610 620

ATKHNKI SFG AFGE QLAGT
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210
ELNFEI KGKK
270
TI LTTLNEAC
330
EQSKIVAANA
390
EFVKDSLGVC
450
HNAQNLAYTL
510
YI DSNI HSQV
570
YYGFVDYNHT
630

SW.NSQYVNL

100 110
KNLI NDKTNS PAYQAVLLAL
160 170
TTI TCDSFYE PGKWBAI STE
220 230
NDNAQPGERW KFPWINGEFV
280 290
PW.SNGGAGG VGGGNSLW/G

340 350

QNQHNLDTGK
400
HEKGSDGNLR
460
ANFSGQYKKL
520
QSRTQELGSN
580
YNKSQFFNSD
640

ANVNNYYKAK

TFNPYKDANF
410
GTPSGTVTSN
470
GEHYDSI TAA
530
PFRRAGLI AA
590
SDVWI'YGVGS
650

| NTSNFQFLF

60
DSYERLNNLL
120
NAAAGLVWQVM
180
NYAKI NKAYQ
240
S| KWWNGTYT
300
| DKGDGSACG
360
AQSMVFANAKA
420
TWGAGCAYVG
480
| SSLPDAQSL
540
STTNNGAWNG
600
DLLVNFI NDK
660

NLGLRTNLAR
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670 680 690 700 710

NKRRGADHSA QHGVELGVKI PTI NTNYYSL LGITLQYRRL YSVYLNYVFA Y
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