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Ce travail a fait I'objet :

De 2 communications internationales affichées :

» « The nuclear receptor PPARy controls the expression of the short isoform of
TSLP in the colon.». Martin Mena A, Langlois A, Speca S, Djouina M, Desreumaux
P, Dubuquoy L, Bertin B. French Society of Immunology, Lille, Novembre 2014

= « PPARYy controls the expression of the short form TSLP in the colon.». Martin

Mena A, Langlois A, Speca S, Desreumaux P, Dubuquoy L, Bertin B. Digestive
Disease Week. San Diego (USA), Mai 2016
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Abréviations

5-ASA= 5-aminosalycylate

ADN= Acide désoxiribonucléique

AF= Fonction activatrice

AIEC= Adherent invasive escherichia coli

ANCA= Auto-anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles

ASCA= Anticorps anti-Saccharomyces cerevisise
ASMR = Amélioration du service médical rendu
ARNmM= Acide ribonucléique messager

AVC= Accident cardio-vasculaire

CEl= Cellule épithéliale intestinale

ChIP= Immunoprécipitation de la chromatine
CRP= Protéine C réactive

DBD= DNA binding domain

DR= Domain response

DSS= Dextran sodium sulfate

IDM= Infarctus du myocarde

IRM= Imagerie a résonance magnétique

JAK= Janus kinase

LBD= Ligand binding domain

MC= Maladie de Crohn

MICI= Maladies inflammatoires chroniques de I'intestin
NKT= Lymphycyte T Natural Killer

PPAR= Peroxisome proliferator activated receptor
PPRE= Peroxisome proliferator response element
RCH= Rectocolite hémorragique

SSPARMSs= Selective PPARy modulators

TGFB= Transforming growth factor-§

TMF= Transplantation de microbiote fécal

TNF= Tumor necrosis factor

TSLP= Thymic stromal lymphopoeitin

TSLPR= TSLP Receptor

VS= Vitesse de sédimentation
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Introduction

I. Les MICI

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI), représentées par
la rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn (MC), sont caractérisées
par une inflammation chronique de la muqueuse intestinale. Cette inflammation
inappropriée est liée a une hyperactivité du systéme immunitaire digestif. Elles
touchent le plus souvent les adultes jeunes et évoluent par poussées entrecoupées
de rémissions plus ou moins prolongées selon les patients. Toutefois elles peuvent
intervenir a tout &ge et 15% des cas concernent des enfants. Leur fréquence est trés
variable selon les pays. Les pays industrialisés (Europe du Nord Ouest et USA)
comptent parmi les pays avec les taux les plus importants. Chaque année en France,
ce sont entre 5 a 10 nouveaux cas de MC et autant de RCH qui sont diagnostiquées
pour 100 000 habitants (Figure 1) (1). Toutefois, la prévalence reste stable ces
dernieres années. Au niveau des pays en cours de développement (pays du
Maghreb, Afrique du Sud...), cette prévalence augmente de fagon exponentielle (1).
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Figure 1 : Représentation de l'incidence des MICI selon les pays. En rouge, l'incidence est
supérieure a 10 cas pour 10° habitants ; en orange, lincidence est de 5-10 cas pour
10° habitants; en vert, lincidence est inférieure & 4 cas pour 10° habitants; en jaune,
l'incidence est faible mais en constante augmentation. Les pays pour lesquels les données
sont absentes sont peints en blanc. (1)

La physiopathologie, probablement multifactorielle, fait intervenir des facteurs
génétiques, microbiens, environnementaux et immunologiques (2). En effet,
plusieurs facteurs de risques sont suspectés :

- Facteurs génétiques : les différentes analyses du génome faites sur les
patients atteints de MICI montrent clairement I'identification de prés de 163 génes de
prédisposition (3). Ce nombre élevé de génes prouve que les facteurs génétiques ont
donc un impact modéré sur la survenue de MICI. Cependant, la mutation du géne
NOD2/CARD15 multiplierait par 40 le risque de développer une MC. Les MICI ne
sont pas des maladies génétiques a proprement parlées mais il existe une
susceptibilité génétique pour ces maladies. En effet, il n'y a pas de transmission
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directe de la maladie des parents aux enfants. Cependant ces maladies peuvent
toucher plusieurs membres d’'une méme famille. Le pourcentage de forme familiale
varie entre 5 et 20% (4). Concernant la RCH, la population d’origine juive a une
incidence plus élevée (5 a 6 fois plus que le reste de la population). Les personnes
ayant des genes de « susceptibilité » ont plus de risques que les autres a contracter
une RCH : on parle de prédisposition génétique.

- Facteurs environnementaux : la part environnementale tient une place plus
que prépondérante dans les facteurs de risque. Il suffit d’'observer la prévalence
entre les pays industrialisés et les pays en voie de développement pour en étre
convaincu. Autre argument en faveur de I'environnement: en France comme en
Europe, il existe un gradient Nord/Sud, avec une prévalence plus importante dans le
nord (Haut de France) que dans le sud. La pollution, avec les micro-particules, les
métaux lourds (aluminium) ou encore le tabac peuvent étre responsables de la
survenue des MICI. Néanmoins, il existe une particularité avec le tabac. En effet, les
personnes fumeuses ont moins de risque de contracter une RCH alors que la MC est
exacerbée lorsque le patient fume. Il y aurait donc un effet « protecteur » de la
cigarette pour les patients susceptibles de contracter une RCH. Cependant, trés
récemment, une étude montrerait que le tabac n’est pas aussi protecteur qu'on
pourrait I'envisager, sur le risque de développement de RCH (5).

- Microbiote intestinal : tres longtemps délaissé et mal connu, de nombreuses
études montrent aujourd’hui que le microbiote intestinal agirait comme un organe a
part entiére (6). Un désequilibre de ce dernier pourrait étre le point de départ des
MICI. L'une des hypothéses la plus communément admise pour expliquer I'origine
des MICI est la rupture d’'un équilibre essentiel au niveau de lintestin : la tolérance
orale. Sous l'influence de divers facteurs génétiques et environnementaux, il y aurait
un déséquilibre de ce microbiote qui provoquerait ensuite une perte de tolérance vis
a vis de cette flore commensale et linitiation ainsi que le maintien d’'une réaction
inflammatoire non appropriée. Parmi les bactéries du microbiote pouvant étre
responsables des MICI, sont retrouvées les AIEC (Adherent Invasive Escherichia
coli), sous-types d’Escherichia coli, qui sont plus adhérentes aux cellules de la paroi
intestinales mais également plus invasives (7).

Il. La rectocolite hémorragique

A. Généralités

La rectocolite hémorragique touche environ 40 000 personnes en France.
Cette maladie survient a tout 4ge, avec une majorité des cas chez I'adulte jeune (20-
30 ans). Elle touche aussi bien les femmes que les hommes. La fréquence est plus
élevée chez la population d’origine européenne et plus particulierement dans la
communauté juive (4).

B. Clinique de la maladie

Contrairement a la MC pour laquelle I'inflammation de la paroi du tube digestif
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peut toucher I'ensemble du tractus digestif (de la bouche a I'anus), la RCH atteint
constamment le rectum et s’étend de maniére plus ou moins continue et plus ou
moins haut vers le cdlon droit, respectant l'intestin gréle.

Elle peut se développer sous trois formes différentes (Figure 2) :

- la colite distale (60 % des cas) atteint le rectum et la région du sigmoide

- la colite latérale gauche (25 % des cas) entraine des Iésions plus étendues
que la RCH distale, mais n’affecte pas l'intégralité du célon.

- la RCH pancolique (15 % des cas) touche aussi le rectum et la totalité du
cblon.

\¥/

Figure 2 : Représentation d’une colite distale, latérale gauche et une pancolite. D’aprés
gastro.medline.ch.

Les phases de poussées se caractérisent par différentes manifestations
digestives et extra-digestives. Malheureusement, les symptébmes sont trés variables
d’'un individu a un autre et dépendent beaucoup de I'étendue de l'inflammation
(rectite, proctite ou pancolite).

1. Manifestations digestives.

Les principales manifestations digestives sont 'abondance de selles/diarrhées
accompagnées de sang et de glaires. On parle de selles glairo-sanglantes. Lors de
linflammation des muqueuses coliques, ces derniéres sont fragilisées et sont le
siege de petites ulcérations et d’hémorragies. Encore une fois, la gravité de la
maladie influence la fréquence d’émissions de selles. Si l'inflammation a atteint le
cblon gauche, la fréequence de selles sera de 4-6 selles par jours alors qu’en cas de
pancolite, la fréequence augmente a 15-20 selles par jour. Dans les formes graves de
la maladie, qui touchent environ 1 malade sur 10, les patients ne peuvent plus se
retenir. Leur intensité peut imposer I'nospitalisation, I'arrét de I'alimentation et un
traitement par perfusion pendant quelques jours. En outre, I'évolution de la maladie
peut entrainer le rétrécissement du segment intestinal atteint, puis une occlusion ou
encore un abcés (4).Ces diarrhées sont généralement associées a des douleurs
abdominales intenses et des ténesmes (douleurs rectales).

2. Manifestations extra-digestives

Les manifestations extra-digestives, les plus fréiquemment associées aux
manifestations digestives sont la perte de poids et la fievre lors des poussées. Mais il
existe d’autres manifestions qui sont principalement dues a la réaction anormale du
systéme immunitaire (4). On retrouve ainsi :
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-Des douleurs articulaires plus ou moins sévéres qui s’accompagnent de
gonflements des articulations atteintes (chevilles, genoux, poignets).

-Des atteintes de la peau sont aussi visibles chez certains patients. Ces
atteintes se caractérisent par I'apparition de nodules douloureux et violacés (=
erythemes noueux) sous la peau des jambes et de lésions sur le tronc et les cuisses
(ulcérations appelées pyoderma gangrenosum).

-Des inflammations des yeux et plus particulierement au niveau de l'uvée
(Fuvéite). Cette partie de I'ceil se situe entre I'enveloppe externe et la rétine et
comprend entre autre I'iris. On observe dans ce cas, une rougeur de I'ceil, une vision
trouble et des douleurs oculaires.

-Des atteintes biliaires (plus rares que les autres, moins de 5 cas pour 100
patients) : l'atteinte est au niveau des canaux biliaires, on parle de cholangite
sclérosante. Les manifestions, quand elles sont visibles, sont une fatigue, des
démangeaisons ou encore une perte de poids. Une insuffisance hépatique peut
apparaitre (coloration jaune de la peau : ictére), ainsi qu'une hépatomeégalie et une
hypertension portale.

C. Evolutions et complications de la RCH

1. Evolution de la RCH

La rectocolite hémorragique est une maladie ou les poussées et les phases de
rémissions alternent. Ces phases peuvent durer quelques jours voire quelques
annees, selon les patients et leurs traitements. Certaines personnes n’auront qu’une
seule poussée dans leur vie. Les poussées successives aggravent les lésions.
Malheureusement, I'évolution de la maladie est totalement imprévisible.

Actuellement, la mortalité a énormément diminué pour les patients atteints de
RCH grace aux diagnostics, traitements et suivis de ces patients. Les grosses
hémorragies, les complications infectieuses, les perforations coliques et les cancers
colo-rectaux sont les principales causes de déces.

2. Complication de la RCH

Parmi les différentes complications on retrouve :
- Plaie sur I'anus (=fissures anales). |l n’y a pas de fistules (contrairement a la
maladie de Crohn).

-Le mégacdlon toxique (ou colectasie). Il s’agit d’'une complication grave. |l
survient généralement au cours d’'une poussée aigué. La colectasie est provoquée
par une distension (ou dilatation) du cOlon de fagon exagérée. Les manifestions
cliniques du mégacdlon toxique sont diverses. On retrouve une déshydratation
importante (soif, diminution du volume urinaire, peau qui perd son élasticité), une
diminution de la pression artérielle, une augmentation du rythme cardiaque, de la

17



fievre et des troubles de la conscience. Au cours de cette complication, il existe un
risque de perforation du cblon et I'apparition d’'une péritonite (inflammation de la
membrane qui entoure les organes dans I'abdomen), dus a la fragilisation de la paroi
colique par l'inflammation. A ce stade, le risque infectieux est trés important et il y a
urgence chirurgicale.

- La derniere complication est le surrisque de survenue d’'un cancer colo-rectal.
En effet, ce risque est plus élevé que le reste de la population. Il est augmenté chez
les personnes ayant une pancolite et ayant leur maladie depuis de nombreuses
années. Malheureusement ce risque est trés difficile a estimer et augmente avec le
temps. Les patients sont suivis régulierement afin d’étre pris en charge rapidement si
un cancer colo-rectal venait a apparaitre (8).

D. Diagnostic de la RCH

Il existe différents examens pour poser le diagnostic d’'une rectocolite
hémorragique. Parmi ces examens, on retrouve les examens cliniques, biologiques
et les examens d’'imagerie médicale. Les symptédmes cliniques ont déja été évoqués
précédemment (diarrhée, douleurs abdominales, etc.). Lorsque ces symptdomes sont
présents chez un patient et qu'une RCH est suspectée, d’autres examens sont
entrepris.

1. Examens biologiques

Les premiers examens réalisés sont une analyse des selles et une prise de
sang.

a) Analyses des selles

L’analyse des selles consiste a confirmer que les diarrhées n'ont pas une
origine microbienne (bactérienne, virale, parasitaire). Elle permettra également de
mettre en évidence la présence de sang, signe d’'une hémorragie intestinale. La
calprotectine est également recherchée dans les selles. En effet, il s’agit d’'un
marqueur d’inflammation qui peut orienter le diagnostic vers la RCH. Cet examen est
réiteré au cours de la prise en charge du patient afin d’évaluer lefficacité du
traitement mis en place.

b) Analyses sanguines

L’analyse sanguine va mettre en avant de nombreux signes évocateurs
comme les signes d’inflammations : hyperleucocytoses et hyperthrombocytose, une
vitesse de sédimentation (VS) augmentée, une augmentation de la Protéine C-
Réactive (CRP) et une anémie (associée a une diminution des érythrocytes). Les
anticorps ant-Saccharomyces cerevisiee (ASCA) et les auto-anticorps anti-
cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (ANCA), spécifiques des MICI, peuvent
étre également recherchés (9). Leur mise en évidence peut aider le médecin a poser
le diagnostic. Plus de 65% des patients atteints de RCH ont TANCA. La prise de
sang peut aussi montrer une dénutrition.
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2. Imagerie médicale/ examens endoscopiques

Les examens permettant de poser concrétement le diagnostic de RCH restent
les examens endoscopiques. |l existe différents examens : la rectoscopie (le rectum),
la sigmoidoscopie (rectum et partie finale du cdélon) et enfin la coloscopie (tout le
cblon). Ces différents examens permettent de visualiser I'intérieur du rectum et/ou du
cblon grace a un endoscope (tube flexible) et d’apprécier la qualité de la paroi
intestinale. Une muqueuse luisante, rouge et qui saigne facilement, est
caractéristique d’'une personne atteinte de RCH. Pour ce type d’examen, le patient
doit rester a jeun le jour de 'examen.

Il est possible de faire des radiographies de I'abdomen sans préparation ou
aprés un « lavement baryté ». Ces radiographies permettent de mettre en évidence
la présence de rétrécissements ou des dilatations du colon. Les IRM (imagerie en
résonance magneétique) peuvent étre également utilisées.

3. Classement de gravité de la RCH

La stratégie de traitement des patients RCH est fonction du type et de la
séverité de la maladie. Les médecins utilisent le score Mayo pour évaluer la sévérité
de la maladie. Ce score se divise en deux sous-scores (10).

Le premier est le sous-score clinique. |l va évaluer la sévérité clinique avec
une évaluation de la fréquence des selles, de la présence de sang dans les selles et
de I'observation globale du médecin. Ces trois évaluations sont notées entre 0 et 3.
Si le score final est inférieur a 2, la maladie est considérée inactive ; entre 2 et 4, la
maladie est faible ; entre 5 et 6, elle est modérée et entre 7 et 9, la sévérité de la
maladie est jugée sévere.

Le deuxiéme sous-score va permettre d'évaluer la sévérité endoscopique.
Comme les précédentes évaluations, elle varie entre 0 et 3. Un score de 0 signifie
que lintestin est normal ou que la RCH est inactive ; un score de 1: RCH légere
(érythéme, réduction du réseau vasculaire, Iégére friabilité); score de 2: RCH
modérée (érythéme marqué, absence de réseau vasculaire, friabilité, érosions);
score de 3 : RCH sévére (saignements spontanés, ulcérations).

Par la suite, les deux sous-scores sont additionnés et les médecins ont un
score final qui permet d’évaluer la sévérité globale de la maladie (score <2 : maladie
inactive, entre 2 et 4 : faible, entre 5 et 10 : modérée et score >10 : sévere) et ainsi
proposer un traitement adapté.

E. Traitements de la RCH

Comme indiqué précédemment, il n’existe actuellement pas de traitement
curatif pour la RCH. La plupart des médicaments sont prescrits afin d’atténuer la
réaction inflammatoire, traiter les symptdbmes de la maladie et diminuer les
fréquences de rechutes. Le traitement mis en place est en fonction de la gravité de la
maladie et doit étre adapté a chaque patient. Les traitements différeront selon si le
patient est en phase de rémission ou en poussée (11).
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1. Les traitements anti-inflammatoires
a) Les dérivés salycilés

La mésalazine (5-aminosalycylate ou 5-ASA) et la sulfasalazine sont les
traitements de premiére intention pour la RCH (Figure 3). L'action du 5-ASA est
topique et ne passe pas par la voie systémique. Ces médicaments sont capables de
contrbler les symptdomes au cours d’'une poussée. La mésalazine est également
prescrite au long cours comme un traitement d’entretien afin de diminuer I'apparition
de poussées. Le 5-ASA est prescrit pour les formes mineures et modérées de la
RCH.

Comme tout traitement, ces médicaments ont certains effets indésirables
(nausées, vomissements, brllures d’estomac, maux de téte) mais ceux-ci ne
justifient pas un arrét de traitement. La mésalazine sera préférée a la sulfasalazine
car elle provoque moins d’effets indésirables. Ses médicaments sont disponibles
sous différentes formes pharmaceutiques afin de convenir aux mieux aux patients :
comprimés, granulés, suppositoires et méme lavements. Certaines spécialités
pharmaceutiques sont a délitement chrono-dépendant et indifférentes au pH
(Pentasa®) et d’autres sont pH dépendante (Rowasa®) ou encore gastro-résistant
(Fivasa®).

COOH
COOH —
pam— ) \
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HoN Sulfasalazine

Figure 3 : Représentation de la mésalazine et de la sulfasalazine

b) Les corticoides

Les corticoides (prednisolone et méthylprednisolone) ne sont pas utilisés
d’emblée (Figure 4). lls sont généralement prescrits pour les formes sévéres et
uniquement quand les précédents traitements ne sont pas suffisamment efficaces. lls
réduisent l'inflammation avec plus de puissance et plus rapidement. Lorsqu’ils sont
prescrits en cas de crises, ce n'est que pour une courte durée afin de pouvoir limiter
les effets indésirables. En effet, cette classe de médicaments peut engendrer de
nombreux effets indésirables : hypertension artérielle, trouble du sommeil et de
'humeur, risque accru d’infection, troubles digestifs, déminéralisation des os,
troubles cutanés, perte de masse musculaire, prise de poids et gonflement du
visage, troubles hormonaux. Ces traitements sont prescrits sous forme intra-
veineuse, par voie orale ou encore par voie locale sous forme de lavement. Comme
pour toute corticothérapie, I'arrét du traitement doit se faire progressivement.

Il peut exister une corticorésistance et/ou une corticodépendance. En effet,
dans certains cas, les malades ne répondent pas aux corticoides. Il n'y a pas
vraiment de dose pour définir cette corticorésistance mais elle apparait le plus
souvent pour des doses comprises entre 15 et 20 mg/jour. Lorsqu’un patient a une
rechute de la maladie lorsque les doses de corticoides diminuent ou qu’une rechute
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est observée dans les 30 jours qui suivent 'arrét de la corticothérapie, on parle de
corticodépendance.

L'ensemble de ces médicaments anti-inflammatoires  nécessitent
obligatoirement un suivi régulier des patients afin d’avoir une meilleure observance et
vérifier qu’ils supportent/tolérent bien leur traitement. Ce type de traitement ne doit
jamais étre arrété précipitamment.

CHa
Figure 4 : Représentation de la prednisolone et de la méthylprednisolone

2. Les autres traitements
a) Les immunomodulateurs

Les immunosuppresseurs occupent aujourd’hui une place importante dans le
traitement des MICI. Leur efficacité est comparable que ce soit pour la MC ou la
RCH. On estime a pres de 56%, le nombre de patients traités actuellement par ces
molécules. Les immunosuppresseurs et les traitements anti-inflammatoires
permettent de diminuer les manifestations extra-intestinales de la RCH.

L'azathioprine (Imurel®) et la 6-mercaptopurine (Purinethol®) constituent un
des traitements les plus efficaces pour prévenir les rechutes dans la RCH (Figure 5).
lls ont en réalité un réle d'immunomodulateur. Ses 2 molécules sont généralement
prescrites pour les formes de RCH les plus évolutives et les plus difficiles a traiter
(poussées fréquentes et/ou séveres), dépendantes ou résistantes aux corticoides. I
s'agit de molécules qui vont mettre beaucoup de temps a agir (3 a 6 mois) et avant
de conclure a l'échec de ce type de traitement, le médecin s'assurera de
I'observance du traitement durant 3 mois, a une posologie adaptée.

L'azathioprine est prescrit a la posologie de 2 a 2,5 mg/kg/24h. La 6-
mercaptopurine, son métabolite est utilisé a une posologie moindre (1-1,5
mg/kg/24h). Ces molécules peuvent étre prescrites en monothérapie ou en
association avec une corticothérapie au début, en attendant que le traitement soit
efficace. Ces médicaments vont viser les cellules en division a renouvellement rapide
(dont les cellules du systtme immunitaire) et donc provoquer certains effets
indésirables : troubles digestifs, chute de cheveux temporaire, augmentation des
risques infectieux, toxicité rénale (entrainant une insuffisance rénale), hypertension
artérielle.
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Figure 5 : Représentation des molécules d’azathioprine et de 6-mercaptopurine
b) Les biothérapies

Depuis une dizaine d’années, la recherche travaille sur le développement et
l'utilisation de biothérapies chez les patients atteints de MICI, en cas d'échec
thérapeutiques des premiéres lignes de traitements. Parmi ses biothérapies, on
retrouve les anti-TNFa dont linfliximab (Remicade®), 'adalimumab (Humira®) et le
golimumab (Simponi®). lls sont indiqués uniquement chez les patients qui n'ont pas
répondu de facon correcte aux autres traitements dont la corticothérapie et les
immunomodulateurs (Figure 6). lls sont également envisagés si les traitements
précédents sont mal tolérés ou contre-indiqués. Dans certains cas (hypercorticisme,
maladie invalidante), il est possible d’éviter les thiopurines (du fait de leur temps
d’efficacité) pour débuter les anti-TNF. Il faut cependant signaler que 20% des
patients ne répondent pas a ce type de traitement et 30% d’autres patients ont un
risque de perdre la réponse souhaitée (12—-14).

En janvier 2015, le vedolizumab (Entyvio®), anticorps monoclonal humanisé
anti-o4p7, a obtenu 'AMM dans le traitement de la RCH mais également dans celui
de la maladie de Crohn. Cet anticorps fait partie de la famille des anti-intégrines tout
comme le Natalizumab (Tysabri®). Ce traitement est proposé en cas d'échec
thérapeutique avec les corticoides, les immunosuppresseurs et les anti-TNF. Les
études ont montré que ce traitement induit une réponse clinique hautement
significative, ainsi qu'une guérison des muqueuses chez les patients en échec
thérapeutique en comparaison avec un placebo (phase 3: GEMINI 1) (15).
Cependant, aucune étude n’a encore montré la comparaison en un traitement par
vedolizumab et un traitement par anti-TNF. Ce traitement reste réservé a l'usage
hospitalier et seuls les spécialistes en gastro-entérologie-hépatologie et médecine
interne peuvent le prescrire. Il est souligné que le service médical rendu est
insuffisant chez les patients naifs de traitement anti-TNF mais il est important chez
les patients en échec des corticoides, des immunomodulateurs et des anti-TNF.
Chez les patients atteints de RCH modérée a sévere en échec thérapeutique,
'amélioration du service médicale rendu (ASMR) est considérée mineure
(Commission de la transparence concernant le vedolizumab, janvier 2015).

La derniere classe des biothérapies est les inhibiteurs de la JAK (Janus
Kinase) 1 et 3. La molécule clé est le Tofacitinib. La Food and Drug Administration
(FDA) a déja approuvé cette molécule pour la polyarthrite rhumatoide. Les études
cliniques de phase 2 sur la RCH ont montré des résultats trés intéressant (16).
Actuellement, une phase 3 pour le traitement de la RCH est en cours.
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c) Les traitements contre-indiqués

Lors de la prise en charge thérapeutique d'un patient atteint de RCH, il est
important de vérifier et de retirer tout médicament pouvant étre néfaste pour le
patient. Parmi ces médicaments, il est important de contre indiquer la classe des
anti-diarrhéiques. En effet, le risque de mégacdlon toxique est accru avec ces
médicaments. Une autre classe a éviter est la classe des anti-douleurs et en
particulier des anti-inflammatoires non stéroidiens, capables d’aggraver les
symptémes de la RCH.

Il est donc important pour le patient de demander I'avis a son médecin ou son
pharmacien avant l'introduction d’'un nouveau médicament (4).

d) Traitements chirurgicaux

Les traitements chirurgicaux sont envisagés en cas d’échec thérapeutique.
Généralement, les personnes ayant recours a une intervention sont des patients
atteints de formes séveres de RCH, de formes chroniques invalidantes ou en cas de
complications séveres, citées precédemment. Ce sont pas loin d’un tiers des patients
atteints de RCH qui ont recourt a la chirurgie. Cependant, ces interventions
chirurgicales ne sont pas forcément adaptées a I'ensemble des individus. Il est
demandé aux patients d’étre parfaitement informés de ces chirurgies et des
discussions doivent étre entreprises avec tout le corps meédical afin d’avoir un
meilleur déroulement post-opératoire.

Il existe deux types d’intervention :

-La colectomie : suppression du célon uniquement. L’intestin gréle est alors
raccordé au rectum pour rétablir un transit intestinal normal. On parle d’anastomose
iléo-rectale (Figure 7). Cette intervention sera préférée a la suivante pour les
patients &geés ayant un probléme de fonctionnement sphinctérienne, en cas de doute
de maladie de Crohn ou encore les femmes en ages de procréer et désirant une
grossesse (18).
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Col ie totale avec iléorectale

Figure 7 : Représentation d’'une colectomie totale avec anastomose iléorectale. Société
Nationale Francaise de Gastro-Entérologie

- La coloproctectomie : suppression de la totalité des lésions. Le rectum et le
cbélon sont enlevés. Les patients ont ensuite une anastomose iléo-anale avec
réservoir. Cette récente technique permet de reconstruire un réservoir, qui remplace
le rectum, avec une partie de l'intestin gréle (Figure 8). Si le fait d’enlever la totalité
du célon supprime la pathologie, il existe malgré tout un risque d’inflammation du
réservoir (pochite). Mais ce risque reste faible. L'anastomose iléo-anale avec
réservoir en J est l'intervention de référence dans la RCH car elle permet d'arriver au
double objectif de guérison de la maladie par ablation de la totalité de la muqueuse
potentiellement malade, et de conservation de la fonction sphinctérienne. Pour cette
raison, elle est faite (en 2 ou 3 temps opératoires) dans pres 80 a 90% des RCH
opérées (18).

Colproctectomie totale avec réservoir iléal en J
etanastomose iléoanale

Figure 8: Représentation d’une coloproctectomie totale avec réservoir iléal en J et
anastomose iléoanale. Société Nationale Francaise de Gastro-Entérologie

by

Il est parfois nécessaire de recourir a une iléostomie de protection qui
permettra I'évacuation des selles afin d’éviter le passage de ces derniéres au niveau
de I'anastomose, permettant ainsi une bonne cicatrisation.

e) L’alimentation

L’influence de l'alimentation au cours d’'une RCH est un sujet encore tres
discuté (19). Un régime « sans résidu » est conseillé en cas de pousseée, afin de
diminuer le nombre et le volume des selles. Ce régime diminue I'apport de fibres
végétales ou animales. En dehors de poussée, le patient revient a une alimentation
normale. Il est conseillé de consommer du poisson vivant en eau froide (riche en
acide gras de la famille des oméga-3 aux propriétés anti-inflammatoires). L’alcool et
le café sont déconseillés au moment des poussées.
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f) Traitement a I'étude : la transplantation de microbiote fécal

La transplantation de microbiote fécal (TMF) est un traitement reconnu pour
son efficacité contre les infections a Clostridium difficile multirésistant (20). De
nombreuses études sont actuellement en cours afin de déterminer l'efficacité et
linnocuité d’'un tel traitement pour des patients atteint de MICI et plus
particulierement de RCH (21). Il en ressort que la TMF permet une réponse clinique
dans environ 2/3 des cas (65%) et une rémission clinique dans 40 % des cas. |l a été
également noté une augmentation de la richesse et de la diversification de la flore
intestinale du patient avec parfois un changement de cette flore. Malgré quelques
effets indésirables, ce nouveau type de traitement pourrait étre a l'avenir utilisé
comme un traitement de référence pour alterner ou remplacer les traitements
médicamenteux (22,23).

3. Education thérapeutique

L’éducation thérapeutique doit étre proposée aux patients atteints de MICI. Le
pharmacien tient un réle prépondérant dans cette éducation au méme titre que ses
confréres du corps médical. Cette éducation va permettre aux patients de mieux
vivre via I'acquisition et le maintient de ses connaissances autour de sa maladie afin
de mieux gérer sa vie. lIs vont participer activement a leur prise en charge. Ainsi les
patients participent a I'amélioration de leurs qualités de vie et a celles de ses
proches.

lls seront informés de sa maladie mais également des traitements prescrits et
des effets indésirables possibles, des conséquences et des risques d’aggravations et
de la fagon de faire face aux périodes de poussées. L’accent sera aussi mis sur
I'hygiéne de vie et la nouvelle organisation de vie des patients.

Cette éducation thérapeutique a clairement pour but d’aider au mieux les
patients a comprendre leur maladie, I'accepter et surtout a pouvoir mettre en
évidence de possibles troubles ou signes et savoir les décrire a leur médecin ou leur
pharmacien (24).

4. Soutien psychologique

La RCH reste une maladie grave de part son imprévisibilité, sa chronicité et
ses risques de complications. L'ensemble peut engendrer chez les patients atteints
de RCH un stress et une angoisse, deux facteurs reconnus pour déclencher des
poussées. Un soutien psychologique est donc proposé pour ces patients, afin de
maitriser ces situations de stress, de paniques ou encore d’éviter un isolement social
et psychologique. Ces périodes d’angoisse ne doivent jamais étre sous-estimées par
le corps médical ou I'entourage du patient. Ce soutien psychologique peut également
étre proposé au conjoint du patient. Il est également proposé en vue de traitements
chirurgicaux (4).
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lll. L’homéostasie intestinale

A. La muqueuse intestinale

La muqueuse intestinale représente deux types de barriére. La premiére est la
barriére physique empéchant I'entrée des microorganismes constituant le microbiote
intestinale ou encore les microorganismes pathogenes. Le mucus fait partie de cette
barriére physique. La deuxiéme barriére est la barriere immunologique. En effet, la
muqueuse intestinale est une zone trés importante d’échange entre le microbiote
intestinale et les cellules immunitaires présentes dans cette muqueuse. Les
antigénes constamment présents sont les antigénes de la flore commensale et ceux
alimentaires, normalement tolérés par notre systéme immunitaire. Les antigénes
pathogeénes sont également présents et provoquent une réaction du systéme
immunitaire contre ces derniers. Dans ce contexte environnemental d’homéostasie,
les cellules immunitaires doivent étre capables « d’accepter/tolérer » les antigénes
commensaux et de I'alimentation tout en combattant les antigenes pathogénes. Tout
ceci est possible grace a la communication qui existe entre le microbiote intestinal et
les cellules immunitaires intestinales.

La cellule intestinale épithéliale (CEIl) est située au centre de cette
communication et joue un rble a part entiére dans cette communication et donc le
développement et la régulation de I'homéostasie intestinale (25). Le microbiote
intestinal est reconnu par la monocouche de CEl via les récepteurs de I'immunité
innée (Toll-like receptor, Nod-like receptor) de ces derniéres. Ces récepteurs vont
pouvoir reconnaitre des motifs antigéniques de la flore commensale (26). Afin de
pouvoir contréler leurs fonctions, les CEIl sont capables de récupérer des métabolites
de bactéries commensales (27). Selon le contexte et les signaux regus, la CEl va
répondre en augmentant la synthése de mucus, de peptides anti-microbiens ainsi
qu’en favorisant la sécrétion des immunoglobulines A. Tout ceci va permettre de
maintenir un équilibre entre la flore commensale intestinale et la muqueuse
intestinale (25) et c’est ce qui constitue ce contexte « homéostasie intestinale » (28).

La CEl a la capacité de sécréter également des cytokines et des chimiokines
au niveau du pole basal et ainsi réguler les fonctions des cellules immunitaires de la
muqueuse intestinale (25). Cette capacité va permettre d’orienter la différenciation
des cellules dendritiques de la muqueuse intestinale vers une phénotype tolérogéne
(29-31). Parmi les différentes cytokines sécrétées, on retrouve la TSLP (Thymic
Stromal Lymphopoietin) ou encore le TGF-f (Transforming Growth Factor-f), deux
protéines immunomodulatrices. Les cellules dendritiques tolérogenes vont par la
suite orienter la différenciation des lymphocytes T naifs vers un phénotype régulateur
(Lymphocytes Treg FoxP3+). Ces lymphocytes sont des acteurs essentiels de la
tolérance immunitaire (32).

Ces résultats démontrent donc que les CEIl sont des cellules de I'immunité
innée a part entiére (reconnaissance de motifs microbiens, sécrétion de cytokines,
modulation de la réponse immune) impliquées dans le développement de
’homéostasie intestinale (25).
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B. Le récepteur PPARY

1. Fonction et structure

Les protéines Peroxisome Proliferator Activated Receptor (PPAR)
appartiennent a la super famille des récepteurs nucléaires qui comprend 48 facteurs
de transcription ligand dépendant chez I'homme. 3 récepteurs de ce type ont été
isolés et caractérisés : PPARa, PPARp/5 et PPARy. Ces 3 membres sont codés par
différents génes situés sur différents chromosomes. Cette super famille comprend
également les récepteurs aux rétinoides, aux stéroides, aux hormones thyroidiennes
ou encore a la vitamine D (33,34). Les récepteurs nucléaires ont une trés grande
importance dans l'organisme. En effet, ils sont impliqués dans la quasi-totalité des
processus de développement biologique et physiologique et jouent également un
réle dans diverses maladies (34). Les récepteurs nucléaires se distinguent des
autres facteurs de transcriptions par leur capacité a fixer des ligands hydrophobes
qui vont modifier leur activité transcriptionnelle. Ainsi, les récepteurs nucléaires
constituent une cible thérapeutique importante contre les désordres métaboliques,
les maladies inflammatoires ou encore les cancers (35-37).

Les récepteurs nucléaires PPAR ont les caractéristiques structurales de la
super famille des récepteurs nucléaires. Les différentes isoformes de PPAR
possédent 5 ou 6 régions structurales avec 4 domaines fonctionnels appelé A/B, C,
D et E/F (Figure 9). PPARy posséde un domaine amino-terminal variable (A/B). On
y retrouve la premiére fonction activatrice (AF-1) qui est indépendante de la
présence du ligand de PPARYy et qui est la cible de phosphorylation par des kinases
(38). On retrouve ensuite un domaine (C) constitué de 2 doigts de zinc fixant 'ADN
(appelé DBD= DNA binding domain), une région charniére (D) également appelée
hinge et servant de site d’amarrage pour des cofacteurs et enfin un domaine
carboxy-terminal (E/F) qui va permettre la fixation spécifique du ligand ainsi que
I'activation de la liaison du récepteur nucléaire a 'ADN (LBD=ligand binding domain).
Ce dernier contient la seconde fonction activatrice (AF-2), dépendante de la
présence du ligand. Le domaine LBD est composé de 12 hélices a et d’un feuillet de
4 brins B, constituant une large cavité hydrophobe pouvant accueillir un ligand. Si un
ligand se fixe, on observe une modification de conformation du domaine LBD, qui
pourra a ce moment - la accueillir des corégulateurs transcriptionnels. En I'absence
de ligand ou en présence d’antagoniste de PPAR, ce dernier interagit avec des co-
répresseurs qui bloqueront la fixation des co-activateurs et l'initiation d’'un complexe
transcriptionnel. Ces co-régulateurs affecteront donc [linitiation a la transcription
(augmentation ou diminution de la régulation transcriptionnelle) et I'abondance
d’ARN messager des génes cibles. (Figure 9).

A/B C D E F
e T T <
AF-1 Dimerization

Figure 9 : Représentation de I'organisation structurale spécifique des récepteurs nucléaires
(39)
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Afin que PPARYy puisse étre activé, il est indispensable que ce dernier soit lié a
son hétérodimere : le 9-cis-retinoic acid receptor (RXR). Le complexe PPARy/RXR
va se fixer sur des endroits spécifiques de I'ADN localisés sur les régions
promotrices de génes cibles (en amont du géne), appelés peroxisome proliferator
response element (PPRE) (Figure 10). Un PPRE, également appelé élément de
réponse, est composé de la répétition d'une séquence consensus: AGGTCA,
géneéralement espacée par un, deux ou trois nucléotides. Ces PPRE prendront le
nom de DR1 lorsque qu’il 'y aura qu’un nucléotide qui sépare les deux séquences
consensus, DR2 si deux nucléotides, etc.

Coactivators

ona @[ PPRE

Figure 10 : Représentation schématique de la fixation du complexe PPARy-RXR sur un
élément de réponse au niveau du promoteur d’un géne (39)

Gene expression

I =C

Il existe au niveau des tissus humains, 7 transcrits différents du géne PPARY.
Cependant seules 3 protéines sont exprimées. Les isoformes 1, 3, 5 et 7 donnent
une protéine structuralement identique : PPARy1, l'isoforme 2 donne la protéine
PPARy2, qui differe par leur domaine N-terminal (plus long de 28-30 acides
aminés) et enfin les isoformes 4 et 6 donnent la protéine PPARy4 (Figure 11A et
11B) (38). L’isoforme 1 est exprimée dans un trés grand nombre de tissus dont les
tissus cardiaques, muscles squelettiques, cellules B du pancréas, la rate, l'intestin,
les macrophages, etc. L’isoforme 2 est, quant a elle, majoritairement exprimée dans
les tissus adipeux (blancs et bruns). L’isoforme 3 est exprimée abondamment dans
les macrophages mais également dans le célon et les adipocytes. La différence au
niveau fonctionnel de ces deux isoformes (la 2 et la 3) n'est pas encore clairement
comprise. Les isoformes 4, 5, 6 et 7 sont essentiellement exprimées au niveau des
macrophages mais on retrouve également les transcrits 6 et 7 dans les tissus
adipeux (38).
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Figure 11 : Représentation des 7 transcrits de PPARy et des 4 protéines de PPARy (38)
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A l'origine, I'expression du récepteur PPARYy a été mise en évidence au niveau
du tissu adipocytaire. En plus de jouer un rdle primordial dans le métabolisme
lipidique et la sensibilité a l'insuline (40), il est indispensable dans la différenciation
des adipocytes. PPARy joue un rdle important dans l'organisme : il est capable
d’intervenir sur la modulation de réponses immunitaires et inflammatoires. |l est
exprimé dans des cellules immunitaires comme les lymphocytes B et T (41,42), les
macrophages (43), les cellules dendritiques (44). Diverses études ont mis en
évidence le role anti-inflammatoire de PPARy et de ses ligands au niveau des
cellules lymphoides et myéloides (40,45-47). Parmi elles, la premiere étude montra
que les ligands de PPARy étaient capables d’inhiber I'expression de génes
inflammatoires de macrophages (48,49).

2. Les ligands de PPARYy

L’'une des caractéristiques importante du récepteur PPARy est sa capacité
d’accueillir différents ligands (50-52). Cependant, il est important de souligner que
beaucoup de ces ligands n'ont qu’une faible affinité avec le récepteur nucléaire. En
effet, les concentrations de ligands nécessaires pour activer PPARy sont supérieures
aux concentrations physiologiques, ce qui améne a se demander si ceux-ci sont
réellement des ligands endogenes. Une autre notion importante est l'existence,
parmi tous ces agonistes, de modulateurs spécifiques de PPARy (SPPARMs :
Selective PPAR modulators) (53). En résumé, il est possible d’obtenir deux réponses
différentes sur la transcription d’'un géne suivant I'agoniste de PPARYy utilisé. Cette
différence de réponse s’explique essentiellement par la forme des molécules qui va
modifier la structure du récepteur nucléaire et donc modifier I'ancrage de co-facteurs
différents (53).

Une équipe a montré via une étude par cristallographie (rayon X), que parmi
les ligands naturels de PPARYy, se trouvent les acides gras oxydés. lls sont capables
de se fixer sur un résidu cystéine du site LBD de PPARYy via une liaison covalente et
activer PPARy (51). Cette découverte est tres importante et ouvre la voie pour la
synthése de nouvelles molécules ayant des affinités avec PPARYy.

La famille de molécules chimiques reconnue pour faire partie des ligands de
PPARYy est la famille des thiazolidinediones (54). Cette famille (surnommée « famille
des glitazones ») est historiquement connue par la commercialisation de ces
différents membres en tant que traitements anti-diabétiques. Parmi les molécules
connues, sont retrouvées la troglitazone, la rosiglitazone et surtout la pioglitazone.
Cependant, ses molécules ont été retirées du marché il y a quelques années a cause
des effets secondaires déléteres qu’elles pouvaient occasionner : rétention hydro-
sodée, hépatotoxicité, acrroissement du risque d’accident cardio-vasculaire (AVC) ou
infarctus du myocarde (IDM) (pour la rosiglitazone) (55) ou encore le faible risque de
cancer de la vessie (pioglitazone). Cependant, ce risque de cancer de la vessie est
contesté par de nouvelles études (56,57). La principale raison des effets secondaires
s’explique par le fait que la connaissance de PPARy dans 'organisme est encore mal
connue et son activation reste un mécanisme biochimique trés puissant pour lequel
toutes les facettes n‘ont pas encore été élucidées. Des études sur l'action des
« glitazones » sur linflammation ont déja été entreprises, en particulier sur des
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modeéles de rat exprimant des signes cliniques d’arthrite rhumatoide. La pioglitazone
et la rosiglitazone ont permis de diminuer les marqueurs d’inflammations synoviales
et la sévérité de l'arthrite (58,59). Plus intéressant, une étude clinique randomisée
double aveugle qui montrait l'efficacité d'un traitement par rosiglitazone en
comparaison a un placebo chez des patients atteints de RCH (60).

Les travaux de Rousseaux et al. ont permis de mettre en évidence que PPARy
serait une cible (parmi d’autres) du 5-ASA (61). Pour rappel, le 5-ASA est le
traitement de premiére intention pour les patients souffrant de RCH. Dans l'intérét de
synthétiser de nouveaux modulateurs spécifiques de PPARy, le laboratoire de
Philippe Chavatte a mis au point différentes molécules provenant d’'un drug design
du 5-ASA. Parmi ces molécules, le GED-0507-34-levo (acide amino-phényl-methoxy-
propionique) a montré des résultats trés intéressants (Figure 12) (62,63). Cette
molécule prochainement en phase 3 pour le traitement de la RCH présente une
activité anti-inflammatoire identique au 5-ASA mais a une concentration 30 fois

inférieure a ce dernier.
~._-COOH

HN~]/ O~
(R)(-)-GED-0507-34
Figure 12 : Représentation de la molécule du GED-0507-34. (62)

3. Expression et réle de PPARy dans le cblon

Apres le tissu adipeux, I'organe exprimant le plus PPARYy est le célon et plus
particulierement les CEIl du célon. |l existe un gradient d’expression de PPARy dans
ce dernier. L’expression la plus élevée de PPARy se situe au niveau du célon
proximal puis elle diminue progressivement lorsqu’on se dirige vers le cblon distal et
est beaucoup plus faible dans l'intestin gréle (64). Ses différents roles au niveau de
la CEl ne sont encore pas entierement connus mais il semble jouer un réle sur la
maturation, I'adhésion cellulaire et la motilité des colonocytes (64-66). PPARy
jouerait également un rbéle dans I'homéostasie intestinale. En effet, différentes
eéquipes de recherche, dont la nétre, ont mis en évidence une augmentation de
I'expression de PPARYy dans les CEIl de cblon en présence de la flore intestinale (67),
de produits bactériens (LPS ou butyrate) (67,68), probiotiques (69-71). Tous ces
résultats montrent qu’il existe bien un échange entre la CEl et le microbiote et PPARy
intervient dans cet échange.

Chez I'homme, le laboratoire a mis en évidence un déficit significatif de
I'expression et de l'activité de PPARy dans les cellules épithéliales intestinales de
cblon de patients souffrants de RCH (67). Ce déficit, dont l'origine est encore
inconnue, est limité au cdlon et n’existe pas au cours de la MC. Il est présent en
muqueuses saines et lésées de RCH, suggérant qu’il pourrait s’agir d’un facteur
primitif participant a la survenue de la maladie. Le niveau d’expression de PPARy
joue un réle important concernant le traitement de ces patients. Plus ce niveau sera
élevé, meilleure sera la réponse au traitement (72).
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4. PPARYy : cible thérapeutique pour la RCH

De nombreux travaux, dont ceux du laboratoire, ont permis de révéler le réle
essentiel de PPARy dans la régulation de I'inflammation intestinale, notamment au
cours de la RCH. En effet, son activation atténue de plus de 50% la pathologie dans
un modéle de colite expérimentale chez la souris (73). Toujours sur ce modele
animal, l'invalidation du géne PPARy dans I'épithélium intestinal provoque une
augmentation de la sensibilité a la colite expérimentale induite par le DSS (Dextran
Sodium Sulfate) (74). Comme cité précédemment, ce méme récepteur nucléaire est
significativement et spécifiquement diminué au niveau des CEIl du cblon chez les
patients souffrant de la RCH (67).

La premiére étude ayant mis en avant la possibilité de traiter les patients
atteints de RCH par des agonistes de PPARy remonte a une quinzaine d’années.
Lewis et al. publia I'efficacité de la rosiglitazone chez les patients atteints de RCH et
réfractaires au 5-ASA et aux corticoides (60). lls confirmeront leur résultat sur une
seconde étude randomisée et en double aveugle (précédemment citée). Une étude
chinoise confirme également ces résultats avec une étude clinique combinant la
rosiglitazone avec le 5-ASA contre le 5-ASA seul. lls observérent une meilleure
efficacité lorsque le 5-ASA est combiné a la rosiglitazone et sans effets secondaires
(75). Enfin, Pedersen et Brynskov ont comparé les effets cliniques d'un traitement
par mésalazine ou par rosiglitazone en topique chez des patients atteints de RCH.
Dans les 2 groupes, ils observérent une réponse clinique (diminution du score Mayo)
mais aucune différence entre les deux groupes (76).

L’ensemble de ces données révéle donc que le récepteur nucléaire PPARYy est
un acteur incontournable dans la mise en place d’'une homéostasie au niveau
intestinale. Les différentes observations concernant I'implication de PPARy au niveau
du cdlon font de ce récepteur nucléaire 'une des cibles des prochaines approches
thérapeutiques a envisager pour soigner les patients souffrant de RCH.

C. LaTSLP
1. Généralités

La TSLP est une cytokine épithéliale a 4 hélices a faisant partie de la famille
des interleukines 2 et est étroitement liee a I'lL-7. Elle fut initialement découverte en
1994 dans le surnageant de culture de lignées de cellules stromales thymiques de
souris (77). Elle fut caractérisée et étudiee comme un facteur de croissance
lymphocytaire des lignées B (78). Par la suite, la TSLP humaine fut isolée (79). En
comparant les acides amineés, les sites de glycosylations ainsi que les résidus de
cystéines, il a été montré qu’il existait une homologie de 43% entre les 2 TSLP (80).
Le géne codant la TSLP est localisé sur le chromosome 5g22.1.

L’ARNm codant la TSLP est principalement exprimé au niveau des cellules
épithéliales du thymus, du poumon, de la peau et de lintestin. On la retrouve
également dans les mastocytes, les cellules dendritiques ou les cellules stromales.
Cependant 'ARNm codant la TSLP est absent dans les types cellulaires
hématopoietiques ou les cellules endothéliales (29,80). Chez 'lhomme comme chez
la souris, la TSLP est constitutivement exprimée dans les CEIl avec un haut niveau
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d’expression au niveau du cblon. Son expression, in vitro, peut étre induite par des
cytokines, micro-organismes ou productions microbiennes (29,81-86).

2. Les isoformes de la TLSP

Récemment, il a été mis en évidence I'existence de 2 isoformes distinctes de
la TSLP. A partir du méme gene, 2 ARNm de la TSLP de taille différente sont
transcrits (87,88). Le premier variant est I'isoforme longue de la TSLP ou autrement
appelé TSLP 1. Le deuxiéme variant est I'isoforme courte de la TSLP ou TSLP 2.
Ces 2 isoformes sont constituées d’'un nombre différent d’exons. La TSLP 1 a 4
exons alors que la TSLP 2 n’en compte que 2 (Figure 13). La TSLP 1 est une
protéine de 159 acides aminés et son poids moléculaire est estimé a 18,1 kDa
(kiloDalton). La TSLP 2, plus courte au niveau N-Terminal, a deux sites d’initiation de
la traduction possible. En effet, il y a au début de la séquence codant la TSLP 2,
deux méthionines (premier acide aminé obligatoire d’'une protéine) trés rapprochées.
C’est pour cela qu'il peut y avoir 2 TSLP 2 avec un nombre différent d’acides aminés.
Elles seront constituées soit de 60 acides aminés soit de 63 acides aminés, avec des
poids moléculaires estimés a 7,1 kDa et 7,4 kDa.

La tres grande majorité des publications qui traite de la TSLP, ne distingue
pas les 2 isoformes et a quelques exceptions pres, la totalité des publications ne
décrive que la forme longue de la TSLP et les effets de cette derniére (89-92).
Pourtant, les études décrivant la TSLP 2 montrent clairement que cette isoforme est
exprimée constitutivement et qu’elle est lisoforme prédominante au niveau des
kératinocytes mais également au niveau des CEl et pulmonaires chez les patients
sains (87,88). Dans un contexte inflammatoire, il est observé une tres forte
augmentation d’expression de la TSLP 1 et une faible augmentation de la TSLP 2.
Ceci montre donc qu’en cas d’inflammation, I'expression de ces deux isoformes n’est
pas régulée de la méme facon (87,88,93,94). De plus il est montré également que la
TSLP 2 a un effet anti-inflammatoire in vitro et in vivo (88).

Les différents réles (anti-inflammatoire ou pro-inflammatoire) de la TSLP
pourraient s’expliquer par I'existence de ces 2 isoformes ayant des actions opposées
dans 'organisme.

ADN TSLP 1 i ! '
TSLP 1 - : |
TSLP2 -

Figure 13: Représentation de 'ADN codant la TSLP et de ces 2 transcrits.

3. Lerécepteurala TSLP : TSLPR

La TSLP exerce ses fonctions biologiques via son récepteur : TSLPR (TSLP
Récepteur). Le récepteur de la TSLP est un hétérodimere constitué d’'une chaine
alpha 1 du récepteur TSLP (TSLPRa1) et d’'une chaine alpha du récepteur a I'lL-7
(IL-7Ra) (Figure 14). En effet, le TSLPR seul a une faible affinité pour la TSLP mais
une combinaison avec I'lL-7Ra permet d’obtenir un site de fixation a la TSLP de forte
affinité. Sa fixation sur son récepteur va déclencher des signaux de transductions ou
de transcriptions comme STAT 1, STAT 3, STAT 5, JAK 1 ou JAK 6 (95).
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Actuellement, il semblerait que le récepteur a la TSLP reconnaisse les deux
isoformes méme si aucune étude n’a montré le contraire. Beaucoup de cellules ont la
capacité de répondre a la TSLP in vivo et in vitro. Parmi ces cellules, sont retrouvées
les cellules hématopoiétiques : les cellules dendritiques, les lymphocytes T CD4" et
CD8", les lymphocytes T Natural Killer (NKT), les mastocytes, les polynucléaires
basophiles et les éosinophiles. La TSLP joue un réle clé dans divers processus

physiologiques.
TSLPR ‘ IL-7Rt IL-7Rat

Human Mouse

Hum:m Mouse
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Figure 14 : Représentation du récepteur a la TSLP constitué du TSLPR et de I'lL-7Ra.

4. Reégulation de la TSLP

Différents facteurs de transcriptions ont été mis en évidence dans le contréle
de la régulation de la TSLP. Les différentes études étudiant le role des récepteurs
nucléaires sur I'expression de la TSLP n'ont généralement pas pris en compte
I'existence des deux isoformes (exceptées quelques études) et se sont concentrées
uniquement sur sa forme la plus retrouvée lors d’'inflammation : la TSLP 1. Parmi
eux, le NF-kB régule la TSLP au niveau pulmonaire (96) mais également au niveau
des CEI (Caco-2 et HT-29) in vitro en réponse a I'lL-1(97). Il existerait 2 sites de
liaisons (NF1 et NF2) dans la séquence promotrice du géne codant la TSLP. Le
promoteur du gene codant la TSLP contient également plusieurs sites reconnus par
I'AP-1 (autre facteur de transcription). Ces sites coopeérent avec les sites de liaisons
de NF-kB pour moduler la réponse a I'lL-1. Un lien entre PPARYy et la régulation de la
TSLP a déja été mis en avant au cours d’'un modéle de dermatite atopique chez la
souris (98). Dans cette étude, les auteurs démontrent que le récepteur nucléaire
PPARYy joue un rble de rétro-controle négatif sur I'expression de la TSLP dans les
kératinocytes. L'utilisation d’'un agoniste de PPARy (rosiglitazone) a pour effet de
diminuer I'expression de la TSLP alors que I'antagoniste PPARy (GW9662 20 uM),
permet d’'induire son expression. Ce lien semble exister également dans l'intestin
dans le cas des maladies cceliaques chez I'enfant. En effet, lors de ces maladies, un
faible taux de PPARy est observé en paralléle d’'une importante expression de la
TSLP (99). Le gluten aurait un réle sur la dégradation de PPARy et 'augmentation
d’expression de la TSLP. Cela permet de renforcer I'idée que le récepteur nucléaire
PPARYy puisse jouer un réle sur I'expression de la TSLP.

D’autres récepteurs nucléaires ont également été impliqués dans la régulation
de I'expression de la TSLP, notamment RXR (Retinoid X Receptor), RAR (Retinoid
Acid Receptor) ou encore VDR (Vitamin D Receptor) (100) (101) (102). Ces
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régulations ont été montrées uniquement dans des cellules épithéliales pulmonaires
et de la peau. L’agoniste de RXR (9-cis-RA) semble réguler négativement
I'expression de la TSLP alors que les agonistes de VDR (vitamine D3, MC903) la
régulent positivement. Au niveau des kératinocytes, ces agonistes de VDR semblent
se fixer sur les deux régions promotrices (TSLP 1 et TSLP 2) mais seule la TSLP 2
serait plus transcrite en présence de ces agonistes VDR (88,92).

5. Fonction de la TSLP

Suivant sa localisation, elle joue un réle différent : soit un réle homéostasique,
soit un réle pro-inflammatoire de type Th2. Il est clairement possible d’admettre
I'hypothése que les 2 transcrits donnent 2 protéines avec des fonctions totalement
différentes.

a) Role homéostasique

Au niveau central, la TSLP permet 'homéostasie lymphocytaire T dans le
thymus via la sélection positive et la différenciation intra-thymique des lymphocytes T
régulateurs (103). Aucun laboratoire n’a actuellement cherché a différencier les 2
transcrits de la TSLP au niveau central.

b) Roéle pro-inflammatoire de type Th2

Au niveau périphérique, son réle dans la modulation pro-inflammatoire Th2 a
été clairement démontré lors de pathologies allergiques (89,90,104,105). Ce profil
Th2 va permettre la différenciation des lymphocytes T CD4+ en lymphocytes Th2 et
induire une réponse inflammatoire pro-Th2. Parmi ces pathologies, on retrouve la
dermatite atopique (inflammation chronique de la peau) (91,92). En effet, la TSLP est
fortement exprimée au niveau des Iésions aigués et chroniques de la peau alors
qgu’elle est absente dans la peau non lésée (106). La forte expression de la TSLP est
également impliquée dans les allergies pulmonaires et 'asthme (106). Son rble serait
précoce dans la sensibilité des maladies allergiques pulmonaires, en stimulant les
cellules dendritiques a promouvoir les lymphocytes T CD4+ Th2 et les cytokines Th2
(106-108). La TSLP 1 semble étre l'isoforme « pro-inflammatoire ». En effet, des
études montrent que I'expression de la TSLP 1 serait régulée par NF-kB reconnu
pour tenir un réle clé dans linduction de génes pro-inflammatoires au cours des
maladies inflammatoires observées sur la peau ou l'intestin (88,100,109).

¢) Role de peptide anti-microbien

D’autres équipes de recherche se sont penchées sur un tout autre aspect de
la fonction de la TSLP. En effet, ils ont émis I'’hypothése que la TSLP pouvait jouer
un role de peptide anti-microbien. Sonesson et al. ont mis en évidence une activité
anti-microbienne de la TSLP recombinante, préférentiellement sur les bactéries gram
négatif (E. coli et Ps. aeruginosa) (110). lls démontrent également que la région C-
terminale, commune aux deux transcrits de la TSLP, serait la région ou se situe
I'activité anti-microbienne (110).
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Bjerkan et al. sont allés plus loin et ont cherché a savoir laquelle des
isoformes pouvait avoir une activité anti-microbienne. Ainsi, ils démontrent que la
TSLP 2, en plus d’étre l'isoforme prédominante dans les kératinocytes, joue un role
de peptide anti-microbien (87).

d) ROéle de la TSLP dans l'intestin

Au niveau intestinal, le réle de la TSLP est plus complexe. En effet, les deux
réles de la TSLP y sont retrouvés. Elle est constitutivement libérée/sécrétée par les
CEl. Lors d’infections par I'helminthe Trichuris muris, la TSLP permet une réponse
pro-Th2 protectrice, via une augmentation d’OX40L par des cellules dendritiques (84)
(Figure 15). Son réle homeéostasique a également été démontré dans la tolérance
vis a vis de la flore commensale et la différenciation de cellules dendritiques
tolérogénes (31,111). Ceci aboutit a la production de lymphocytes T régulateurs
(Figure 15) et la modulation du profil inflammatoire Th1/Th17 (29). En effet, la TSLP
va inhiber la production d’'IL-12 et IL-23p40 des cellules dendritiques et ainsi réduire
la polarisation Th1/Th17 et diminuer la production de cytokines inflammatoires (Th-
17, IFNy) (112,113). Chez les patients atteints de la maladie coeliaque, une
diminution de la TSLP 2 dans la muqueuse intestinale est observée pour les malades
non traités ou réfractaires en comparaison aux patients traités (94). Cette diminution
de la TSLP pourrait contribuer a 'augmentation des enzymes dégradant la matrice
des fibroblastes et de cytokines libérées par les lymphocytes T. Concernant les MICI,
le réle de la TSLP est encore mal connu (Figure 15). Son expression est diminuée
voire absente au niveau des CEIl chez les patients atteints de MC (29,32,85). Chez
les patients atteints de RCH, il est retrouvé une diminution d’expression de la TSLP
sur les tissus non inflammatoires alors que cette expression est augmentée au
niveau des tissus inflammatoires en comparaison a des tissus de patients contrdles
(83,114,115). Cette augmentation est due a une production de cytokines Th2 pro-
inflammatoires (83). En paralléle de cette expression aberrante de la TSLP au cours
des MICI, il a été montré une diminution des lymphocytes T régulateurs (116).
Fornasa et al. démontrent que seule la TSLP 2 est présente dans le tissu sain
intestinal alors que la TSLP 1 apparait dans les zones inflammatoires de la
muqueuse intestinale (88). Rimoldi et al. concluent leur recherche en émettant
'hypothése qu'une concentration physiologique de la TSLP pourrait rétablir
’homéostasie intestinale et apporter une réel bénéfice thérapeutique pour les
patients atteints de MICI (29). Une étude clinique a également montré qu'une
réponse des lymphocytes Th2 et Trég induite par une infection helminthique via une
voie potentiellement dépendante de la TSLP, permet de réduire les symptémes des
personnes atteints de MICI (117).
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Figure 15 : Réles de la TSLP dans l'intestin d’aprés Takai (118)
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Hypothéses de travail et but du projet

Suite aux découvertes du laboratoire concernant le déficit de PPARy au
niveau des CEIl chez les patients atteints de RCH, la recherche s’est orientée sur la
compréhension du réle exact de PPARy dans 'homéostasie intestinale mais aussi
sur la cause et les conséquences de ce déficit chez ces patients. Quelques
publications commencent a montrer le réle anti-inflammatoire joué par le récepteur
nucléaire PPARy au niveau des muqueuses intestinales. Cependant aucune d’entre
elles n’explique les conséquences de son déficit au niveau des cellules coliques
intestinales.

L’hypothése de ce travail est que le défaut d’expression de ce facteur de
transcription au sein des CEIl perturberait les capacités de ces cellules a induire un
phénotype tolérogéne des cellules immunitaires de la muqueuse intestinale. Ainsi, le
déficit de PPARYy pourrait étre une des causes de rupture de la tolérance intestinale
et étre a l'origine du développement d’'une réaction inflammatoire exagérée au
niveau des muqueuses intestinales coliques chez les patients atteints de RCH. La
compréhension et la description des differents mécanismes moléculaires et
cellulaires impliquées dans cette perte de tolérance permettraient d’ouvrir la
possibilité de corriger ce déséquilibre chez les patients atteints de MICI

Des expériences préliminaires ayant pour but d’'identifier des facteurs jouant
un réle dans la mise en place d’'un mécanisme de tolérance et étant modulés par la
diminution d’expression de PPARy dans les CEl ont ainsi été réalisées au
laboratoire. Pour cela, des cellules Caco-2 ont été précédemment établies afin
qgu’elles expriment stablement un ARN anti-sens ou interférant contre le géne codant
PPARy (Caco-2 ShPPARYy), dans le but de créer un « knock-down » de ce géne. La
deuxieme lignée exprime un ARN anti-sens contre le géne codant la luciférase,
normalement absent dans ces cellules (cellules contrdles; Caco-2 ShLuc). La
diminution de I'expression de PPARy a été contrdlée par qRT-PCR et western blot
(Figure 16). Les cellules Caco-2 ShPPARy expriment environ 70% moins d’ARNm
codant PPARYy, provoquant une diminution significative de I'expression de la protéine
PPARy. Cette diminution d’expression du géne PPARy dans la cellule Caco-2
ShPPARYy est équivalente a celle observée dans les CEl des patients atteints de
RCH (67).
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Figure 16 : Le niveau d’expression de PPARYy est significativement diminué dans les
cellules Caco-2 ShPPARy. (A) Confirmation du déficit d’expression par RT-qPCR (**:
p<0,01; n=6) et western blot du géne codant PPARy dans la lignée ShPPARy en
comparaison a ShLuc (n=3).

36



Ainsi, l'expression de différents facteurs pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires présents dans les CEl a été évaluée (Figure 17). Parmi les génes
différentiellement exprimés entre les cellules Caco-2 ShPPARYy et les cellules Caco-2
ShLuc, il a été mis en évidence que la TSLP pourrait étre un candidat intéressant
(Figure 17). En effet, son expression était fortement diminuée dans les cellules
Caco-2 ShPPARYy en comparaison aux cellules contréles.
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Figure 17: Le niveau d’expression de différents génes de cytokines anti-
inflammatoires et pro-inflammatoires et de récepteurs. Expression de 'ARNm des
différents génes évaluée par qRT-PCR dans les cellules Caco-2 ShLuc et Caco-2 ShPPARy
(n=3).

Les buts du projet sont donc :

1. De confirmer le réle de PPARy dans le controle de I’expression de la
TSLP dans des lignées de cellules épithéliales intestinales.

2. D’identifier I'isoforme de la TSLP pouvant étre dépendante du récepteur
nucléaire PPARy au niveau des cellules épithéliales intestinales.

3. De rechercher la fixation et I’action de PPARy sur le promoteur de la
TSLP.

4. D’évaluer et de comparer I'expression de la TSLP chez les patients

atteints de rectocolite hémorragique.
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Matériels et méthodes

. Culture cellulaire

Deux lignées cellulaires ont été utilisées. La premiére lignée était les Caco-2
(n°ATCC : CRL 2102), dérivée de cellules épithéliales d’adénocarcinome colique.
Cette lignée était cultivée dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplémenté avec 20% de sérum de veau feetal
(SVF, Dutscher, Brumath, France), 1% de pénicilline-streptomycine (Invitrogen). La
deuxiéme lignée était les T84 (n°ATCC : CCL-248), dérivée de cellules épithéliales
de cancer colorectale métastatique isolées sur un poumon. Cette lignée est cultivée
dans un milieu DMEM associé avec du Ham’s F12 medium. Ce mélange est
supplémenté avec 5% de sérum de veau foetal et 1% de pénicilline-streptomycine.
Les milieux de culture étaient changés tous les 2-3 jours afin de préserver un milieu
riche en nutriments et pauvre en déchets toxiques pour permettre une croissance
cellulaire optimale.

Parmi les lignées de Caco-2 disponibles au laboratoire, les cellules PPARy
« knock-down » (ShPPARY) ont été utilisées. Elles expriment de fagon stable un ARN
anti-sens dirigé contre le gene codant PPARy conduisant a une diminution spécifique
et significative de I'expression de PPARy. Ce déficit d’expression de PPARy a été
mesuré par gqRT-PCR et western blot en comparaison a la lignée contréle ShLuc
(diminution d’expression du géne luciférase, normalement absent dans ces cellules).

Les lignées cellulaires étaient cultiveées en monocouche confluente a 37°C
sous une atmosphere contrélée a 5% de CO; et 85% d’humidité. Chaque semaine,
les monocouches confluentes étaient traitées a la trypsine (Invitrogen) puis
repiquées aprés une dilution au 1/10°™. Concernant les lignées Caco-2 ShPPARYy et
Caco-2 ShLuc, la puromycine (2,5 pg/ml) était ajoutée au milieu afin de maintenir la
sélection des cellules transfectées.

Pour les expériences de stimulation, les cellules étaient placées dans des
plaques 6 puits. Chaque puits contenait 10° cellules. La veille des stimulations (16
heures avant), le milieu de culture des puits était remplacé par un milieu sans SVF
afin de synchroniser les cellules.

Il. Traitement des cellules

Les cellules ont été traitées avec du 5-aminosalicilate (5-ASA 30 mM, Sigma)
(61), de la pioglitazone (famille des thiazolidinediones, 10uM, Sigma) (119) et un
nouveau modulateur de PPARy développé au laboratoire et appelé GED (acide
amino-phényl-methoxy-propionique) (GED 30 mM, Nogra Pharma, Italie) (63). Du
milieu seul a été utilisé comme témoin négatif (=contrdle) pour les stimulations GED
et 5-ASA. Le diméthylsulfoxyde (DMSO, Sigma) a servi de contrble pour la
stimulation par la pioglitazone. Aprés 24 heures de stimulation, les puits sont rincés a
deux reprises par du PBS stérile. Les cellules sont lysées par I'ajout d’1 ml de
Trizol® (Invitrogen) par puits. Les plaques sont ensuite congelées a -80°C en
attendant I'extraction d’ARN et des protéines.
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. Muqueuses et cellules épithéliales humaines

Une tissuthéque (déclaration de collection biologique n° DC-2008-642) est
présente au laboratoire. Les prélévements sont des fragments de piéces opératoires
qui sont récupérés lors de chirurgies ablatives. Cette tissuthéque contient des
prélevements de cblons de patients contrbles (opérés par exemple pour I'ablation
d’'une diverticulite), mais également des prélévements d’intestins gréles et de cdlons
provenant de patients atteints de RCH et de MC. Ces prélévements sont effectués
en zones inflammatoires et non inflammatoires lorsque cela est possible.

Un morceau de prélévement est mis dans un tube contenant 1 ml de Trizol
puis broyé (ultraturax ou Precellys). L’ARN est extrait par la technique du Trizol.

IV. Extraction de ’ARN et des protéines

L’extraction de 'ARN a été réalisée au Trizol (Invitrogen) selon les instructions
du fournisseur. Aprés l'addition de chloroforme et centrifugation (12000 g, 15
minutes, 4°C), les ARN contenus dans la phase aqueuse sont précipités et laves
aprés un traitement successif a I'isopropanol et a I'éthanol 75%. La phase organique
restante est utilisée pour l'extraction des protéines. Les culots d’ARN sont re-
suspendus dans 20 a 30 pl d’eau sans ribonucléase. La quantification et 'analyse de
la qualité de I'ARN (via le ratio DO260/DO280) étaient réalisées par
spectrophotométrie (Nanodrop).

Avant d’effectuer I'extraction des protéines, une étape de précipitation est
réalisée. 300 yL d’éthanol 100% est ajouté a la phase organique et les tubes sont
centrifugés (2000 g, 5 minutes, 4°C). Le surnageant est récupéré et les protéines
contenues dans la phase organique sont précipitées a l'isopropanol (10 minutes a
température ambiante puis centrifugation 12 000 g pendant 10 minutes a 4°C). Le
culot protéique est lavé 3 fois par une solution de Guanidine HCI 0,3 M dans I'éthanol
95% puis lavé 1 fois par une solution d’éthanol a 100%. Aprés séchage, le culot est
repris dans le SDS 1% et laissé a 4°C toute la nuit. Le lendemain, les culots sont
chauffés 10 minutes a 50°C.

V. Traitement DNase et RT-PCR

Avant la rétrotranscription, 'ADN génomique contaminant les ARN extraits est
éliminé par digestion enzymatique a la désoxyribonucléase | (DNase | Amplification
grade, Sigma-Aldrich®). 2,2 ug d’ARN sont traités pendant 15 minutes avec 1 unité
de DNase I. La réaction est stoppée par ajout 'EDTA (4,55 mM) puis 'ARN est
incubé 10 minutes a 70°C.

L’ARN est ensuite rétrotranscrit en ADN complémentaire (ADNc) par action de
la rétrotranscriptase inverse, en utilisant le kit commercial Applied Biosystems
(Warrigton, Grande Bretagne), suivant les instructions du fabricant. 1 yg d’ARN total
était mise en présence de transcriptase inverse (Multiscribe, cDNA Reverse
Transcriptase), d’amorces aléatoires (random primers), de tampon (10X RT Buffer)
pendant 10 minutes a 25°C, puis 2H a 37°C et enfin 5 minutes a 85°C.
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V1. Q-PCR en fast past

Le niveau d’expression des ARNm a été estimé par PCR quantitative (q-PCR)
en temps réel de 40 cycles. La qPCR a été effectuée en utilisant un systéme
StepOnePlus (Applied Biosystem) a I'aide de Power SYBR ® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystem). Le SYBR Green est un fluorochrome qui a la capacité de
s’'intercaler entre les bases de ’ADN double brin en cours de synthése. L’évolution
de la PCR peut donc étre suivie grace a la fluorescence émise par le SYBR Green et
analysée par 'automate. La quantification des signaux qPCR a été effectuée a l'aide
d’'une méthode de quantification relative en utilisant la GAPDH comme gene de
référence pour les extraits humains.

Les valeurs ont été représentées en termes de quantité relative de variation
d’expression de 'ARNmM (exprimé en 2ACt) ou de multiplication par rapport aux
conditions de contréle (Fold).

Les séquences d’amorces utilisées sont :

Genes . . ,
. Séquence des amorces sens Séquences des amorces anti-sens
humains
GAPDH 5-GACACCCACTCCTCCACCTTT-3' 5-TTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-3
PPARy | 5-GCTGTCATTATTCTCAGTGGAGAC-3 | ° 'GTCTTCTTGATSACATGCAGTAG'
TSLP 5-TGCCTTAGCTACTGGTGCC-3' 5-ACGCCACAATCCTTGTAATTG-3'
TSLP1 | 5-GGGCTGGTGTTAACTTACGACTTCA-3 | ° 'ACTCGGTACTT;TGGTCCCACTCA’
TSLP2 | 5-CGT-AAA-CTT-TGC-CGC-CTA-TGA3 | > 11O TTCATT-GOC-TGA-GTA-GCA
TTT-AT-3
IL-8 | 5-AAGGAACCATCTCACTGTGTGTAAAC-3' | 5-AAATCAGGAAGGCTGCCAAGA-3
IL-1b 5-TTGTTGAGCCAGGCCTCTCT- 3 5-CCAAATGTGGCCGTGGTT-3’

VII. Immunoprécipitation des protéines

Cette technique consiste a sélectionner et concentrer la protéine d’intérét.
La différence avec la technique de culture habituelle se trouve dans le nombre de
cellules utilisées par conditions (6 millions de cellules cultivées et traitées des boites
de pétri 10 cm de diamétre spécial pour la culture cellulaire).

Apres un traitement de 24H, ces cellules sont nettoyées deux fois au PBS.
Les cellules sont ensuite décollées a l'aide d'un grattoir dans du PBS. Apres
centrifugation, les surnageants sont récupérés et traités avec un mix de tampon IPH
(Tris 50 mM pH=8, NaCl 150 mM, EDTA 5mM, NP40 0,5%) et d’inhibiteurs
protéases pendant 1 heure dans la glace. Aprés une nouvelle centrifugation a vitesse
maximale, le surnageant est de nouveau récupéré. 2 pg d’anticorps contre la
protéine d’intérét est placé dans tubes et 'ensemble est incubé une nuit a 4°C. Le
lendemain, un mélange de protéine A/G (bille de sépharose 50/50) est ajouté et le
mélange est incubé 2H a 4°C. Enfin, les échantillons sont rincés 3 fois par du tampon
IPH. Les échantillons sont analysés par la technique de Western Blot.

40



VIll. Western Blot

Les différents échantillons de protéines sont dénaturés 5 minutes a 95°C
(tampon de dénaturation : Tris HClI 50 mM pH 6,5, SDS 2,5%, 3 mercaptoéthanol
5%, glycérol 10%, bleu de bromophénol 0,08%) puis déposés sur un gel
d’acrylamide 15%. Apres migration 1H30 a 130V (tampon de migration : Tris 3 g/L,
Glycine 14,4 g/L, SDS 1 g/L), les protéines sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose Hybond-C extra (Amersham biosciences) en milieu liquide (tampon de
transfert : Tris 3 g/L, Glycine 14,4 g/L, Ethanol 20%) 1H & 110V.

Cette membrane est saturée dans du TBS 1X (Tris Buffer Saline : 24,23 ¢
Tris ; 80,06 g NaCl, pH 7,6)-Tween 0,1% Lait 5% BSA 0,5% 1H sous agitation a
température ambiante. Elle est ensuite incubée une nuit a 4°C, sous agitation, en
présence de l'anticorps primaire (PPARy: C26H12 Rabbit mAb, Cell Signaling ;
TSLP : Clone #258136 Mouse mAb, R&D Systems) dilué au 1/1000éme dans du
TBS IX-Tween a 0,1% et de la BSA 5% pour I'anticorps anti-PPARy ou du lait 5%
pour I'anticorps anti-TSLP. 3 lavages de 10 minutes en TBS IX-Tween 0,4% sont
effectués puis la membrane est incubée sous agitation avec I'anticorps secondaire
(Goat IgG ; PPARYy : anti Rabbit Ig G Perox, Jackson ; TSLP : anti mouse IgG Perox,
Jackson) dilué au 1/10 000éme dans du TBS IX-Tween 0,1%-lait 5%. De nouveau la
membrane est lavée 3 fois 10 minutes avec du TBS IX-Tween 0,4%. Elle est incubée
1 minute avec le kit Immobilon Western Chemiluminescence HRP substrate
(Millipore). La membrane est ensuite placée dans une cassette de révélation. Puis, le
film chemioluminescent (GE Healthcare) est apposé dans la cassette le temps
nécessaire. Enfin, le film est successivement immergé dans un bain révélateur, eau
et un bain fixateur (Sigma).

IX. Etude in silico du promoteur de la TSLP

Des séquences PPRE ont été recherchées in silico au niveau le promoteur du
géne TSLP 2. Environ 1000 paires de bases en amont du site d’initiation de la
transcription ont été analysés par différents logiciels  NUBIScan
(http://www.nubiscan.unibas.ch/), PPRE Search (http://www.classicrus.com/PPRE/)
afin d’identifier des éléments de réponses potentiels. La fonctionnalité des
séquences PPRE prédites a été étudiée par deux approches complémentaires :
ChIP assay (ImmunoPrécipitation de la Chromatine) et étude de géne rapporteur en
transfection transitoire.

X. ChIP (Chromatin ImmunoPrecipitation)

L'immoprécipitation de la chromatine est une technique relativement complexe
qui permet de mettre en évidence et sélectionner des fragments de chromatine qui
ont été immunoprécipités par un anticorps reconnaissant une protéine spécifique (ici
PPARYy). Cette technique a pour but de mettre en évidence la fixation physique de
PPARYy sur ’'ADN et en particulier sur la zone promotrice de la TSLP 2.

L’ensemble de la technique est décrit en annexe 1. Elle est composée en
autre, d'une étape de lyse cellulaire, d’'une étape de sonication (pour casser 'ADN),
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d'une étape d'immunoprécipitation avec [l'anticorps anti-PPARy, d'une étape
d’extraction et purification de 'ADN et enfin une étape d’amplification par PCR de
'ADN immunoprécipité avec des amorces encadrant des zones ou PPARy est
succeptible de se fixer, au niveau du promoteur de la TSLP 2.

Les séquences d’amorces utilisées pour la reconnaissance des fragments
sont (Annexe 1) :

Amorces Séquence des amorces sens (A) Séquences des amorces anti-sens (B)
1 5-GCCTGGGAGCAAAGGGTGGAGGG-3' | 5-CCCGATTGCTACAAGAGACGGTG-3’
2 5’-CAGAACTCCGAGAGGTGCCTG-3 5-GCTAGGCGCAGCCCCGCTCTG-3
3 5-CAGAATATGGTGTACTTGGAA-3’ 5-GATGTCCGCATCTGTACTGTG-3
4 5-GCTGTGCTCCAGGTCTCTCCAGTG-3' 5-GTACTGTGGCCATTCATGAATGC-3

XIl. Etude du géne rapporteur

Un fragment d’ADN génomique contenant I'élément PPRE identifié a été cloné
en amont du géne rapporteur luciférase (plasmide pGL4-Luc ; Promega). La capacité
de cet élément PPRE a transactiver la transcription du géne rapporteur a été étudiée
par transfection transitoire des cellules Caco-2 stimulées ou non par les ligands
agonistes PPARYy. L’activité luciférase sera mesurée 24h a 36h apres transfection.

Différents fragments d’ADN génomique ont été créés et ont permis le clonage
de différents vecteurs. Le fragment correspondant aux 1000 paires de bases en
amont du site d’initiation de la transcription du géne ({tslp2 humain
(construction « Prom TSLP2 ») a été obtenu par PCR sur de 'ADN génomique de
extrait de cellules Caco-2 (oligonucléotide sens 5'-
CGCTCGAGGGATGTCTATCCTTTGCTAAAG-3 ; oligonucléotide antisens 5'-
CGAAGCTTGGCGGAGGGCACTCGTCGCGAAAAG-3’). Le fragment correspondant
aux 548 paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription du géne tsip2
humain (construction « Prom TSLP2A1 ») a été obtenu par PCR sur de I'ADN
génomique dextrait de cellules Caco-2 (oligonucléotide sens 5'-
CGCTCGAGGGTACCTGAGTGGAAACTGTT-3'; oligonucléotide antisens 5'-
CGAAGCTTGGCGGAGGGCACTCGTCGCGAAAAG-3’). Les produits PCR ont été
clonés en vecteur TOPO pCR4 (TOPO TA cloning, Invitrogen) puis séquenceés afin
de vérifier les éventuelles erreurs de Taq Polymérase. Pour chaque construction, un
fragment sans mutation a été sous-cloné dans le vecteur pGL4.10[Luc2] (Promega)
a l'aide des sites de restriction Xhol/Hindlll introduits dans les oligonucléotides
(soulignés dans la séquence).

Dans les conditions optimales, les cellules utilisées lors de cette expérience
avaient un niveau de confluence compris entre 50 et 70%. Pour chaque condition, 2
millions de cellules ont été transfectées (SE Cell Line 4D-Nucleofector®, LONZA).
Elles étaient placées au repos toute la nuit dans des plaques de 48 puits a raison de
100 000 cellules par puits. Les cellules sont ensuite traitées par un agonistes de
PPARy durant 24H.
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Le lendemain, les cellules sont rincées avec du PBS puis on ajoute un tampon
de lyse dilué a 'eau stérile. Si les cellules ne sont pas analysées tout de suite, elles
sont placées a -80°C.

Deux étapes sont effectuées durant I'analyse :

- La premiére est un dosage de l'activité de la luciférase (géne rapporteur).
Pour cela, une solution contenant le substrat de la luciférase (la luciférine)
(Luciferase Assay System, PROMEGA) est utilisée puis l'activité¢ de la
luciférase est mesurée sur un fluorométre (FLUOstar Omega, BMG Labtech).

- La deuxieme étape est un dosage des protéines des différents puits par la
technique de Bradford. Du réactif de Bradford est placé avec les échantillons.
Les échantillons sont incubés dans le noir pendant 15 minutes puis une
lecture est faite a 595 nm.

Par la suite, le rapport activité luciférase/concentration protéine est fait. Cela
permet de normaliser I'activité de la luciférase par rapport a la quantité de protéine
présente dans les puits.

XIl. Analyses Statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées en utilisant le test non-paramétrique
de Mann-Withney a I'aide du logiciel Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Les
différences ont été considérées comme statistiquement significatives lorsque p<0,05.
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Résultats

. L’expression de la TSLP est dépendante du récepteur nucléaire PPARy
dans les cellules Caco-2 et T84.

A. L’'expression du géne codant la TSLP est diminuée dans les cellules Caco-
2 ShPPARy

Afin de confirmer les résultats préliminaires concernant la diminution de
I'expression de la TSLP au niveau des cellules ShPPARY, cette expérience a été
répétée plusieurs fois de fagon indépendante. Sur 5 expériences indépendantes,
'expression de 'ARNm codant la TSLP est diminuée significativement de 90%
environ dans les cellules Caco-2 ShPPARy en comparaison avec les cellules Caco-2
ShLuc (p<0,0001, n= 18) (Figure 18).

Ces premiers résultats suggérent donc que le récepteur nucléaire PPARy
participerait au contréle de I'expression de la TSLP dans les cellules Caco-2.

PPARYy expression TSLP expression
1.5 ” 1.5 *kk
510l ShLuc ShPPARy 5 1ol
3 STA - ——— . < PPARy 3
< 05 T—_—— - [3-actine < o051
ol ool |
ShLuc ShPPARy ShLuc ShPPARy

Figure 18 : La diminution d’expression de PPARy dans les cellules Caco-2 ShPPARYy
est associée a une diminution d’expression de la TSLP. Expression de 'ARNm de la
TSLP évaluée par gqRT-PCR dans les cellules Caco-2 ShLuc et Caco-2 ShPPARy, somme
de 5 expériences indépendantes (*** : p<0,0001 ; n=18).

B. Effets des agonistes de PPARY sur les cellules Caco-2 et T84

Afin d’établir le r6le de PPARy dans la régulation de I'expression de la TSLP, 3
ligands agonistes de PPARy ont été utilisés : la pioglitazone (10 uM) (119), le 5-ASA
(30 mM) (61) et le GED (30 mM) (63). Les cellules Caco-2 et T84 ont été stimulées
24 heures par un des agonistes.

Sur 3 expériences indépendantes, I'ensemble des agonistes de PPARy induit
une augmentation significative de I'expression de 'ARNm codant la TSLP dans les
cellules Caco-2 (p<0,001 pour GED 30 mM, pioglitazone 10uM et 5-ASA 30 mM,
n=9-12) (Figure 19A).

Une 2°™ lignée de cellules épithéliales (T84) a été utilisée afin de confronter
les résultats précédents. Tout comme pour les Caco-2, les agonistes de PPARy
induisent une augmentation significative de I'expression de '’ARNm codant la TSLP
(p<0,001 pour GED 30mM, n=12 ; p<0,01 pour pioglitazone 10 uM, n=6) (Figure
19B). Ces résultats proviennent de 2 expériences indépendantes.
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Figure 19 : Les agonistes PPARy augmentent I’expression du géne codant la TSLP
dans les cellules Caco-2, T84 (A) Expression de TARNm codant la TSLP évaluée par qRT-
PCR dans les cellules Caco2 en présence d’agonistes de PPARy : GED 30 mM, pioglitazone
10 uM (pio) et 5-ASA 30 mM (***: p<0,001 ; Mann Whitney ; n=9-12). (B) Expression de
'ARNmM codant la TSLP évaluée par qRT-PCR dans les cellules T84 en présence
d’agonistes de PPARy: GED 30 mM et pioglitazone 10 yM (***: p<0,0001, **: p<0,01;
Mann Whitney ; n=6-12).

C. Effets des agonistes de PPARY sur les cellules Caco-2 ShLuc et ShPPARYy

L’évaluation du niveau d’expression de 'ARNm de la TSLP sur les cellules
Caco-2 ShLuc et Caco-2 ShPPARYy en présence des agonistes PPARy, GED 30 mM
et 5-ASA 30 mM, a été également réalisée. D’'une part, I'expression de la TSLP est
de nouveau significativement diminuée dans les cellules Caco-2 ShPPARy en
comparaison aux cellules Caco-2 ShLuc confirmant les résultats précédents. D’autre
part, malgré le traitement des cellules Caco-2 ShPPARYy par les agonistes PPARY, le
niveau d’expression de 'ARNm codant la TSLP n’atteint pas celui observé pour les
cellules Caco-2 ShLuc stimulées par les agonistes PPARy (p<0,01 pour GED 30 mM
et 5-ASA 30 mM, n= 6) (Figure 20). Ceci suggére que lI'expression normale de
PPARy dans les cellules Caco-2 est indispensable a I'expression optimale de la
TSLP.

Il faut noter cependant que I'action des agonistes PPARy sur les cellules
Caco-2 ShPPARy augmentent I'expression de la TSLP de maniére significative
(statistiques non montrées). Ceci s’explique probablement par le fait que les cellules
Caco-2 ShPPARYy expriment toujours une petite quantitée de PPARy (environ 30%),
entrainant 'augmentation observée d’expression de ’ARNm codant la TSLP (Figure
20).
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Figure 20 : Les agonistes PPARy augmentent I’expression du géne codant la TSLP
dans les cellules Caco-2 ShLuc et Caco-2 ShPPARy. Cependant, la présence
d’agonistes de PPARy au niveau des cellules Caco-2 ShPPARy ne permet pas
d’atteindre les niveaux d’expression du géne codant la TSLP en comparaison aux
cellules Caco-2 ShLuc. C) Expression de ’TARNm de la TSLP évaluée par qRT-PCR dans
les cellules Caco-2 ShPPARy en comparaison avec les Caco-2 ShLuc aprés stimulation par
différents agonistes de PPARy (GED 30 mM et 5-ASA 30 mM) (** : p<0,01 ; Mann Whitney ;
n=6).

Il. L ‘expression de la TSLP 2 est dépendante de PPARy dans les cellules
Caco-2 et T84.

A. Expression génomique de la TSLP 2

Les résultats précédents nous montrent clairement que le récepteur nucléaire
PPARy agit sur I'expression du géne codant la TSLP. Cependant, la littérature
montre qu’il existe 2 isoformes de la TSLP (TSLP 1 et TSLP 2) (87,88). Il était donc
intéressant de connaitre quelle isoforme pouvait avoir son expression modifiée en
présence des agonistes de PPARy ou lors d’une diminution du récepteur nucléaire
PPARy. Les deux isoformes ont été testées sur I'ensemble des expériences
précédentes.

La premiére remarque est que la TSLP 1, I'isoforme longue, n’a jamais été détectée
sur I'ensemble des expériences.

Seule l'isoforme courte de la TSLP est exprimée par les cellules épithéliales
intestinales Caco-2 et T84. Son expression est significativement augmentée en
présence des agonistes de PPARy. (Caco-2: p<0,001 pour GED 30 mM,
pioglitazone 10uM et 5-ASA 30 mM, n=9-12; T84 : p<0,001 pour GED 30mM,
n=12 et p<0,01 pour pioglitazone 10 uM, n=6) (Figure 21A et 21B).

Au niveau des cellules Caco-2 ShLuc et ShPPARYy, les mémes observations
que pour la TSLP sont décrites, a savoir une diminution significative de I'expression
du géne codant la TSLP 2 au niveau des cellules ShPPARYy par rapport aux cellules
controles. Lorsque les Caco-2 ShPPARYy sont traitées avec les agonistes de PPARY,
une induction significative de I'expression du géne codant la TSLP 2 est observée
sans jamais atteindre les niveaux d’expression de la TSLP 2 dans les cellules Caco-
2 ShLuc (Figure 21C).
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Figure 21 : Les agonistes PPARy augmentent uniquement I’expression du géne codant
la TSLP 2 dans les cellules Caco-2, T84, Caco-2 ShLuc et Caco-2 ShPPARy. (A)
Expression de 'ARNm codant la TSLP 2 évaluée par gRT-PCR dans les cellules Caco-2 en
présence d’agonistes de PPARy : GED 30 mM, pioglitazone 10 uM (pio) et 5-ASA 30 mM
(***: p<0,001; Mann Whitney ; n=9-12). (B) Expression de 'ARNm codant la TSLP 2
évaluée par qRT-PCR dans les cellules T84 en présence d’agonistes de PPARy : GED 30
mM et pioglitazone 10 pyM (***: p<0,0001, **: p<0,01; Mann Whitney; n=6-12). (C)
Expression de 'ARNm de la TSLP 2 évaluée par qRT-PCR dans les cellules Caco-2
ShPPARy en comparaison avec les Caco-2 ShLuc aprés stimulation par différents agonistes
de PPARy (GED 30 mM et 5-ASA 30 mM) (** : p<0,01 ; Mann Whitney ; n=6).

B. Expression protéique de la TSLP 2

Pour confirmer les résultats obtenus par gqRT-PCR, il est important de vérifier
I'expression de la TSLP2 au niveau protéique sur les expériences précédentes. Le
lysat cellulaire (1 millions de cellules par condition) a été analysé par Western Blot.
La TSLP 2 n’a jamais été détectée. C’est pour cela qu'une autre technique a été
envisagée en amont du western blot : I'immunoprécipitation des protéines. Cette
technique a pour but de sélectionner et concentrer la protéine d’'intérét. Elle consiste
a récupérer le lysat cellulaire d’'un plus grand nombre de cellule (6 millions de
cellules) et d'immunoprécipiter les protéines par un anticorps anti-TSLP. Ainsi, seule
la TSLP (TSLP 2 plus particulierement) est récupérée et analysée ensuite par
Western Blot.
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La TSLP 2 s’exprime dans les cellules Caco-2 contrdle et traitées par un
agoniste de PPARy (GED). La quantité de TSLP 2 est augmentée dans les cellules
traitées par le GED en comparaison aux cellules contrdles (Figure 22).

Control GED
IPbeads I[P TSLP IP beads IP TSLP

10kDa — -
— -

Figure 22 : Les agonistes PPARy augmentent I’expression protéique de la TSLP 2 dans
les cellules Caco-2. Western blot d’échantillons protéiques provenant d’une
immunoprécipitation avec un anticorps anti-TSLP (TSLP 2 : 7 kDa).

lll. Le promoteur de la TSLP 2 posséde plusieurs éléments de réponse
pouvant accueillir le récepteur nucléaire PPARY.

Afin de confirmer le réle de PPARy dans le contrle de I'expression de la
TSLP 2, la recherche et I'étude d’éléments de réponse PPRE, au niveau du
promoteur de la TSLP 2 ont été effectuées.

A. Le promoteur de la TSLP 2 posséde plusieurs éléments de réponse PPRE

Une étude in silico a été effectuée dans un premier temps. Pour cela, 2
logiciels spécialisés (PPRE search et NUBIscan) ont été utilisés pour la recherche
d’élément de réponse PPRE susceptible de fixer 'hétérodimére PPARy-RXR. Cette
étude est faite sur les 1000 premiéres paires de bases en amont du point d’initiation
de la transcription. L’ensemble des résultats obtenus montre I'existence de 4 PPRE
possibles au niveau du promoteur de la TSLP 2 (Figure 23A) : un DR1 situé sur la
position -249 a -262, un DR2 situé sur la position -407 a -421 et enfin deux DR3
positionnés respectivement sur la position -443 a -458 et -770 a -785.

B. Le récepteur nucléaire PPARYy se fixe sur un élément de réponse au niveau
du promoteur de la TSLP 2.

Differentes amorces ont été synthétisées pour mettre en évidence la fixation
de I'hétérodimére PPARy-RXR sur le promoteur de la TSLP 2. Ces différentes
amorces d’oligonucléotides reconnaissent les zones ou sont localisés les PPRE mis
en évidence in silico. Les cellules ont été traitées par du GED 30mM pour observer
son effet sur la fixation de PPARYy.

La technique d'immunoprécipitation de la chromatine (Ch/P) a pour but de ne
sélectionner uniquement que les fragments d’ADN ou PPARy s’est fixé. Pour cela,
les fragments d’ADN sont mis en contact avec un anticorps anti-PPARy. Ces
fragments sont ensuite amplifies par PCR avec les différentes amorces
reconnaissant les zones au niveau du promoteur de la TSLP 2.

Les amorces 3a-4b, encadrant le DR3 le plus éloigné, sont les seules
amorces a avoir donné des résultats. En effet, ces amorces ont permis d’amplifier
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I’ADN de la zone ou le DR3 est localisé, en condition contréle et en condition traitée
(Figure 23B). Ce qui signifie que 'ADN amplifié provient d’'un fragment d’ADN
sélectionné par 'immunoprécipitation et donc que PPARYy s’y fixe. Aucune différence
n’est observée entre les 2 conditions (Figure 23B). L’hétérodimére PPARy-RXR se
fixe donc sur le promoteur de la TSLP 2 malgré I'absence de son agoniste.

Pour s’assurer que les bandes d’ADN visibles sur le gel sont bien des bandes
spécifigues d’ADN ou PPARy-RXR se fixe, il est indispensable de faire un contréle
en utilisant des amorces qui peuvent amplifier une zone ou PPARy-RXR ne se fixe
pas. Les amorces choisies sont celles amplifiant le géne codant la TSLP 2. Aucune
bande n’apparait lorsque ces amorces sont utilisées, ce qui confirme que les zones
d’ADN ou PPARY-RXR ne se fixe pas, il n’y a aucune amplification.

L’hétérodimére PPARY-RXR se fixe donc de maniere spécifique sur I'élément
de réponse DR3 situé dans la zone -770 a -785.

A B

[0:DR1 0:DR2 B:DR3

Control GED

P P P P
INPUt  peads PPARy MPUl peads PPARY

-1000 +1 100 bp PCR 3a-4b
-785 -770 -458 -443 262 -249 |_>
| | | I 1 —

100 bp
Control PCR

> - -421 -407

3a-4b

Figure 23 : (A) Représentation des mille premiéres paires de base en amont du point
d’initiation a la transcription du géne codant la TSLP 2. 4 éléments de réponses ont été
mis en évidence par I'analyse in silico. (B) PPARy se fixe sur un élément de réponse du
promoteur en amont du géne codant la TSLP 2 dans les cellules contrbles et les
cellules traitées par GED 30 mM. Mise en évidence de ’ADN amplifié par migration sur gel
d’agarose 2%.

C. La fixation du récepteur nucléaire PPARy sur le PPRE DR3 permet
d’induire une augmentation significative de 'activité de la luciférase.

Apres avoir montré par Ch/IP que PPARy-RXR se fixe sur la zone promotrice
du géne codant la TSLP 2, il est intéressant de savoir si cette fixation permet
d’induire I'expression du géne codant la TSLP 2. Pour répondre a cette question, la
technique d’étude de géne rapporteur (ici, la luciférase) par transfection transitoire a
ete utilisée.

Dans un premier temps, un vecteur contenant la partie promotrice du géne de
la TSLP 2, a été créé. Cette partie promotrice a été greffée en amont du géne codant
la luciférase. Ce vecteur est nommé PromTSLP2-Luc (Figure 24A). Il a été
transfecté dans des cellules Caco-2, qui ont été ensuite traitées par des agonistes de
PPARy (GED 30mM et 5-ASA 30 mM).

Une différence significative est observée entre les cellules transfectées par le
vecteur contrble (pGL4-Luc) et les cellules transfectées par le vecteur PromTSLP2-
Luc (p<0,001, n=15). Il y a donc un élément présent sur la zone promotrice qui
permet d’amplifier la transcription du géne codant la luciférase et ainsi augmenter
son activité (Figure 24B).

Lorsque les cellules transfectées par le vecteur PromTSLP2-Luc sont traitées
par un des agonistes de PPARy, on retrouve également une augmentation
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significative de I'activité de la luciférase (GED 30mM : p<0,0001, n= 9; 5-ASA 30
mM : p<0,01, n=6). De plus, aucune différence sur l'activité de la luciférase n’est
observée lorsque les cellules, transfectées par le vecteur contrdle, sont traitées par
les agonistes de PPARY.

L’hérétodimére PPARy-RXR se fixe bien sur le promoteur de la TSLP 2 et la
présence des agonistes de PPARy permet d’amplifier I'activité de la luciférase.

CTL
pGL4-Luc GED
-1000pb +1 e jll .
PromTSLP2-Luc
- en K Jou
PromTSLP2-Luc A1~ PromTSLP2-Luc GED%‘ **
5-ASA
S . . =

Fold change normalized luciferase activity

Figure 24 : (A) Représentation schématique des deux vecteurs lors des différentes
transfections transitoires dans le cadre de I’étude du géne rapporteur. (B) Les cellules
transfectées par le vecteur PromTSLP2-Luc présentent une activité significativement
plus importante que les cellules transfectées par le vecteur pGL4-Luc. Résultat exprimé
en fold change (*** : p<0,0001 ; Mann Whitney ; n=15). Le traitement par les agonistes de
PPARy augmente significativement [I'activité de la luciférase sur les cellules
transfectées par le vecteur PromTSLP2-Luc (*** : p<0,0001, ** : p<0,01 ; Mann Whitney ;
n=6-9).

Un deuxieme vecteur a été créé. Ce nouveau vecteur, appelé PromTSLP2-
Luc A1, contient également le promoteur de la TSLP 2 a la seule différence que
I'élément de réponse DR3 le plus éloigné du point d’initiation a la transcription a été
enlevé (Figure 24A).

Les cellules ayant été transfectées par le vecteur PromTSLP2-Luc A1 ont une
activité de la luciférase significativement supérieure par rapport aux cellules
contrbles transfectées par le vecteur pGL4-Luc (p<0,0001, n=12). Cependant son
activité est significativement plus faible que pour les cellules transfectées par le
vecteur PromTSLP2-Luc (p<0,05, n= 14) (Figure 25A). Il existe donc, au niveau du
promoteur de la TSLP 2, plusieurs mécanismes permettant d’augmenter I'activité de
la luciférase. Cependant, le fait d’enlever I'élément de réponse DR3, provoque une
diminution importante de cette activité.

Ces cellules ont été également traitées par du GED 30 mM. Aucune
augmentation de I'activité luciférase n’est observée sur les cellules transfectées par
le vecteur PromTSLP2-Luc A1 lorsqu’elles sont traitées par le GED (Figure 25A). La
disparition de I'élément de réponse DR3 dans le vecteur PromTSLP2-Luc A1 va
empécher la fixation du PPARy-RXR sur le promoteur de la TSLP 2 et donc
'augmentation de l‘activité de la luciférase. La présence DR3 est indispensable pour
obtenir une augmentation de l'activité de la luciférase lorsque les cellules sont
traitées par les agonistes de PPARY.

Pour confirmer les résultats précédents, une nouvelle expérience a été
effectuée. Elle consistait a observer I'activité de la luciférase sur des cellules Caco-2
ShPPARYy transfectées par les 2 vecteurs (PromTSLP2-Luc et PromTSLP2-Luc A1).
Elles ont été comparées a des cellules contrdles appelées Caco-2 pRS.
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L’activité de la luciférase est significativement augmentée au niveau des
cellules Caco-2 transfectées par le vecteur PromTSLP2-Luc par rapport aux cellules
contréles transfectées par le vecteur pGL4-Luc et aux cellules Caco-2 transfectées
avec le vecteur PromTSLP2-Luc A1 (p<0,01, n=6). Ces résultats confirment donc les
précédents résultats entre les 2 vecteurs et I'importance d’avoir le dernier DR3 de la
zone promotrice du géne codant la TSLP 2 (Figure 25B).

Au niveau des cellules Caco-2 ShPPARYy, les cellules transfectées par le
vecteur PromTSLP2-Luc présentent une activité de la luciférase significativement
diminuée par rapport aux cellules Caco-2 pRS transfectées par le méme vecteur
(p<0,01, n=6). La diminution du récepteur nucléaire PPARy dans les cellules
impactent donc l'activité de la luciféerase (Figure 25B). En revanche, I'absence du
récepteur nucléaire PPARy ne perturbe pas I'activité de la luciférase pour les cellules
ayant été transfectées avec le vecteur PromTSLP2-Luc A1.
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Figure 25: (A) Les cellules transfectées par le vecteur PromTSLP2-LucA1 ont une
activité de la luciférase significativement plus faible que les cellules transfectées par
le vecteur PromTSLP2-Luc et les agonistes de PPARy n’ont pas d’effet sur ’activité de
la luciférase. Résultat exprimé en fold change (* : p<0,05, *** : p<0,0001 ; Mann Whitney ;
n=12-14). (B) L’absence de PPARY influence I'activité de la luciférase au niveau des
cellules Caco-2 ShPPARy (** : p<0,01 ; Mann Whitney ; n=6).

Tous ces résultats montrent clairement que le récepteur nucléaire PPARy
avec RXR se fixe sur I'élément de réponse DR3 et qu’ils permettent d’induire
I'expression de la luciférase et ainsi augmenter significativement l'activité de la
luciférase.

IV. La diminution de I'expression du géne codant la TSLP est corrélée a une
diminution de I’expression du géne codant PPARy dans les mugueuses
saines et lésées de patients atteints de RCH.

Pour conclure sur I'hypothése d'un lien entre PPARy et I'expression de
'ARNmM codant la TSLP 2, cette expression a été évaluée dans le cblon de patients
contrbles (opérés pour une diverticulite) et des patients atteints de RCH. Pour rappel,
les CEIl de patients atteints de RCH ont un déficit d’expression de PPARYy par rapport
aux CEIl des patients contréles (67) (figure 26). L'’hypothése testée est donc la
suivante : ce déficit peut-il avoir un impact sur I'expression de la TSLP et plus
particulierement la TSLP 2 chez les patients atteints de RCH ? L’expression de la
TSLP et de la TSLP 2 a tout d’abord été testée sur des CEIl extraites de piéces
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opératoires de cblons de patients contréles et atteints de RCH. Aucune expression
de la TSLP ou TSLP 2 n’a pu étre mesurée a partir de ces extraits, aussi bien pour
les patients contréles que les patients atteints de RCH. Les essais se sont donc
portés sur des prélevements de muqueuses entieres de célon.

Le déficit de PPARy est retrouvé au niveau des muqueuses inflammatoires
des patients atteints de RCH (Figure 26). |l existe une diminution significative de
I'expression de 'ARNm codant la TSLP et la TSLP 2 entre les muqueuses de
patients contréles et les muqueuses saines et |ésées des patients atteints de RCH
(p<0,0001, Mann Withney, muqueuses patients témoins : n=18, muqueuses saines
patients RCH : n=9, muqueuses |ésées patients RCH : n= 21) (Figure 26). Cette
diminution est corrélée avec la diminution d’expression de PPARy observée (TSLP :
p< 0,0001 et r =0,7345 ; TSLP 2 : p<0,0001 et r = 0,6024) (Figure 26).

Ces reésultats suggérent que le défaut d’expression de la TSLP chez les
patients atteints de RCH pourrait étre lié au défaut d’expression de PPARY.
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Figure 26 : Une diminution de I’expression de la TSLP et de la TSLP 2 est observée
dans les muqueuses saines et lésées de patients atteint de RCH. Ces diminutions sont
corrélées avec la diminution de I'expression du géne codant PPARy. Expression de TARNm
de PPARY, de la TSLP et de la TSLP 2 évaluées par gqRT-PCR au niveau des muqueuses
saines (n=9) et lésées (n=21) des patients RCH en comparaison avec des muqueuses de
patients atteints de diverticulite (patients contrdles, n=18) (* : p<0,05, ***: p<0,0001 ; Mann
Whitney).
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Discussion

L’ensemble du travail effectué durant ce projet montre pour la toute premiére
fois un lien entre le récepteur nucléaire PPARYy et I'expression de la cytokine TSLP 2
au niveau de la cellule épithéliale colique. Les résultats convergent vers une
régulation de I'expression de la TSLP 2 par le récepteur nucléaire PPARYy.

Suite aux premiers résultats obtenus entre la TSLP et PPARYy, la question
d’identifier I'isoforme de la TSLP pouvant étre dépendante de ce récepteur nucléaire,
s’est posée. Parallelement aux travaux Guilia Fornasa, notre étude a mis en
évidence la présence d’'une seule isoforme présente a I'état physiologique au niveau
des cellules épithéliales intestinales : la TSLP 2 (88). Ces résultats in vitro ont été
soutenus par les résultats obtenus sur les échantillons de patients controles.
L’isoforme de la TSLP 1 n’a pas été détectée que ce soit sur les cultures cellulaires
in vitro comme sur les échantillons de patients contréles ou atteints de RCH. La
TSLP 1 n'est pas exprimée de fagon constitutive et serait surexprimée dans des
conditions inflammatoires (88). Ceci explique donc son absence sur les différentes
expériences in vitro effectuées. Une mauvaise qualité des amorces utilisées, pour
amplifier le géne codant la TSLP 1 lors de la PCR, pourrait expliquer I'absence
d’expression sur nos différentes expériences. Cependant, les oligonucléotides ont
eté testés sur un autre type cellulaire (cellules H292: cellules épithéliales
bronchiques) et une expression de la TSLP 1 a été mise en évidence lorsque ces
cellules étaient stimulées par du poly (I:C), ARN (acide ribonucléique) double brin
semblable a certains ARN double brin viraux.

Le modéle murin a permis de confirmer de nombreuses hypothéses
concernant la TSLP, sa régulation et son coté délétere lors des inflammations sur les
dermatites atopiques et l'inflammation pulmonaire (120). Cependant, il n'existe pas
d’isoforme longue et courte dans ce modele animal. Différentes expériences (ex vivo
et in vivo) ont été, malgré tout, entreprises chez le modéle murin. Durant nos
expériences, les colons de souris ont été mis en contact direct avec différents
agonistes (5-ASA 30mg/kg in vivo et GED 30 mM ex vivo) de PPARy. L’ensemble
des résultats sur les souris est en accord avec ceux de cette thése. En présence des
agonistes de PPARy, l'expression du géne codant la TSLP murine est
significativement augmentée. Ces résultats n'ont cependant pas été intégrés a la
thése. En effet, du fait de I'absence d’isoforme 1 et 2 et qu'il existe que 43%
d’homologie entre la TSLP murine et la TSLP humaine, il est difficile de conclure sur
le véritable effet des agonistes de PPARy sur la TSLP murine. Toutefois, il est
possible de continuer cette recherche chez la souris. Il faudrait pour cela effectuer
une comparaison d’expression de la TSLP des muqueuses et des CEI de colon de
souris témoins avec des souris PPARY*'¥C (souris génétiquement modifiées par la
technique Cre-Lox) n’exprimant plus le géne PPARy spécifiquement au niveau des
CEl (121).

Ce projet apporte un élément nouveau concernant la régulation de la TSLP 2
au niveau des CEI. Nos résultats montrent que le récepteur nucléaire PPARYy se fixe

53



en amont du géne codant la TSLP 2. PPARy est présent sur la zone promotrice
méme en l'absence d’agoniste chimique de PPARy (résultats ChIP). Ceci peut
s’expliquer par la présence d’agonistes naturelles dans les cellules. L’étude du géne
rapporteur par transfection transitoire permet de conclure que I'ajout d’agoniste de
PPARy permet d’avoir une réponse amplifiée sur I'induction du géne. Un défaut de
PPARy améne a une importante diminution d’expression de la TSLP 2. Les
précédentes recherches autour de la régulation de la TSLP ont mis en évidence les
actions de différents facteurs de transcriptions comme NF-kB ou encore AP-1 mais
également des récepteurs nucléaires RXR, RAR ou VDR (92,96,97,100). Pour ces
derniers (RXR, RAR et VDR), leurs actions ont été étudiées uniquement sur les
cellules épithéliales pulmonaires et sur les kératinocytes. Les CEl exprimant ces
récepteurs, il serait intéressant de tester leur influence sur I'expression de la TSLP 2.

Le réle exact de la TSLP 2 n’est pas clairement élucidé dans la littérature. Si
d’'une part son cété toléerogéne est mis en avant via une action sur les cellules
dendritiques au niveau des muqueuses intestinales, Bjerkan et al. suggerent une
action différente avec la possibilité que la TSLP 2 présente les caractéristiques d’'un
peptide anti-microbien au niveau des kératinocytes. Cela implique que les cellules
épithéliales ne sécrétent pas la TSLP 2 de la méme fagon. En effet, pour une action
sur les cellules dendritiques, les cellules sécrétent les cytokines vers la muqueuse
intestinale donc c’est une sécrétion au niveau du pdle basal de la cellule, alors
qu’une action anti-microbienne, aurait une libération au niveau du pole apical de la
cellule. Il reste donc beaucoup de zones d'ombre sur son véritable réle. Une
technique de culture sur des filtres Transwell® permettrait de répondre a cette
question. Cette culture permet de produire un environnement proche de I'état in vivo
via une alimentation basolatérale des cellules polarisées et par conséquent une
activité meétabolique plus naturelle (Annexe 2). La culture des cellules Caco-2 et/ou
T84 sur filtre semi-perméable permet d’avoir une sécrétion polarisée des protéines et
de délimiter deux compartiments, 'un au pdle apical correspondant a la lumiére
intestinale, l'autre au pble basolatéral représentant le milieu
lymphatique/plasmatique. Ce systeme permet de mimer la situation "in vivo" et de
mesurer la sécrétion de la TSLP 2 au niveau apical et au niveau basal. L’évaluation
de la TSLP 2 se ferait par WB aprés une immunoprécipitation des protéines des
surnageants. Une étude de [l'activité anti-microbienne pourra également étre
envisagée avec une TSLP 2 recombinée sur des bouillons ou cultures de bactéries
intestinales.

Actuellement, peu de données sont disponibles sur le lien entre I'expression
de la TSLP et son implication dans le mécanisme des MICI. Les premiers résultats
ont été obtenus par Rimoldi et al. (29) et ont montré une diminution de I'expression
de la TSLP dans les CEI de patients atteints de maladie de Crohn. Bien qu’obtenus
avec trés peu de patients et sans analyse statistique, ces résultats étaient les
premiers a suggérer qu’'une perte d'expression de la TSLP au niveau intestinal
pouvait étre associée a un déficit de contrble de l'immunité intestinale et au
développement d’une inflammation chronique. L’hypothése démontrée par les
auteurs est que la TSLP est un acteur essentiel du dialogue entre les CEl et les DC
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de la lamina propria. Au travers de ses capacités de polarisation des DC, cette
cytokine permet la différenciation de Iymphocytes T CD4+ reégulateurs,
indispensables au maintien de 'homéostasie intestinale. Son absence perturberait
cet équilibre et participerait au développement d’'une inflammation chronique. Les
résultats obtenus au cours de ce travail s’appuient et renforcent cette hypothése par
la mise en évidence du lien entre PPARy et la TSLP 2 dans nos lignées de CEI
humaines. La question qui s’est naturellement posée est : existe-t-il une diminution
d’expression de la TSLP 2 chez les patients atteints de RCH, pour lesquels le défaut
de PPARYy dans les CEl est une caractéristique ?

Chez les patients atteints de RCH, Fornasa et al. mettent en évidence le role
anti-inflammatoire de la TSLP 2 au niveau des CEI du colon. Cependant, au cours de
la RCH, elle ne trouve pas de différence d’expression de la TSLP 2 entre les patients
contrbles et les patients atteints de RCH. La différence se voit en revanche au niveau
de la TSLP 1 qui est trés fortement augmentée au cours de la RCH (88).

Dans nos conditions expérimentales, aucune expression de la TSLP n’a pu
étre mesurée a partir de CEI extraites de pieces opératoires de patients contréles ou
RCH. Le protocole d’extraction ne semble pas mis en cause car ces cellules ont pu
étre utilisées pour mesurer I'expression de certains génes dans d’autres projets
menés au laboratoire. La qualité de la piece opératoire utilisée (% de zone lésée) est
trées certainement un facteur important afin de pouvoir mesurer I'expression d’'une
cytokine qui reste tout de méme faiblement exprimée. De nouvelles extractions sont
envisagées en étant particulierement vigilant sur les zones de pieces opératoires
utilisées pour I'extraction. Les résultats d’expression obtenus a partir de fragments
de muqueuses coliques sont quant a eux nettement plus concluants. En effet, ils
montrent clairement une diminution significative de I'expression de la TSLP dans la
muqueuse colique inflammée de patients atteints de RCH. De maniére plus
intéressante, ces mémes résultats montrent que la diminution d’expression de la
TSLP chez les patients RCH est également présente en territoire non inflammatoire,
suggérant qu’il pourrait s’agir d'un mécanisme primitif de la pathologie. Cette
observation renforce le lien entre PPARYy et la TSLP dans l'intestin et I'hnypothése que
la perte d’homéostasie est un facteur étiologique chez les patients atteints de MICI.
Elle corrobore également les résultats obtenus par Noble et al. (114).

Les MICI restent des maladies inflammatoires encore mal comprises. En effet,
leur physiopathologie est encore loin d'étre entiérement élucidée. La recherche
fondamentale autour de ces maladies reste trés importante pour mieux comprendre
leurs physiopathologies. De cette recherche, il sera possible pour les laboratoires de
trouver de nouvelles molécules/traitements curatifs a ces maladies. Le récepteur
nucléaire PPARYy fait partie de ces cibles thérapeutiques étudiées. En effet, le 5-ASA,
cible de PPARY, est le traitement de référence. L’'un des principaux avantages du 5-
ASA est qu’il ne pénétre pas la barriere intestinale. L'action reste donc locale et les
effets indésirables sur le reste de I'organisme sont absents. Malheureusement, ce
n’est pas le cas pour les molécules de la famille des thiazolidinediones. Malgré des
études combinant le 5-ASA et la rosiglitazone ayant montré certes de meilleurs
résultats en comparaison a un traitement 5-ASA seul et sans effets indésirables, les
glitazones peuvent pénétrer la barriére intestinale et provoquer trés probablement a
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long temps les mémes effets indésirables déja répertoriés (75). C’est dans ce
contexte que les laboratoires de recherche, dont celui du Professeur Philippe
Chavatte, tentent de créer de nouvelles molécules pouvant avoir une meilleure
efficacité que le 5-ASA, tout en évitant les effets indésirables systémiques. Le GED-
0507-34-levo fait partie de ces molécules. Les premiers résultats montrent une
meilleure activité que le 5-ASA avec un franchissement de la barriere intestinale
mais qui reste faible pour provoquer des effets indésirables systémiques. Cette
molécule est actuellement en phase 3 pour le traitement de la RCH.

Selon le contexte cellulaire ou les génes ciblés, certains agonistes n’agissent
pas. Le terme « SPPARMs » (selective PPARy modulators) peut expliquer cet effet
(53). Pour illustrer ce terme succinctement, la liaison du ligand PPARy au domaine
ligand du récepteur va tout d’abord dépendre de sa structure chimique. Une fois lié
au réecepteur, il en résulte une modification conformationnelle de PPARy et une
différence d’interaction avec ses cofacteurs et ses corépresseurs. Ces derniers sont,
eux-mémes, de nature et de concentration variables selon le contexte cellulaire.
C’est pour cela, que l'action de deux agonistes de PPARy peut induire une différence
transcriptionnelle des génes cibles dans un méme type cellulaire (62). De plus, un
méme agoniste de PPARYy pourra induire fortement I'expression sur un type cellulaire
donné et ne rien induire sur un second type cellulaire. Les SPPARMs peuvent ouvrir
d'importantes perspectives thérapeutiques. Le choix de SPPARMs permettrait ainsi
d’avoir une meilleure activité mais également une réponse ciblée sur un type
cellulaire/un organe voulu, tout en minimisant les effets non désirés sur d’autres
partis de I'organisme.

L’intérét de PPARy comme cible thérapeutique va bien au-dela d'un traitement
contre la RCH. En effet, les agonistes de PPARy peuvent également avoir un avenir
contre d’autres pathologies et en particulier les cancers. En effet, le risque majeur de
complication chez les patients atteints de RCH est le développement d’'un cancer
colorectal. Ce risque est de 2,5% entre 9 et 15 ans et atteint 21,4% au-dela de 15
ans d’évolution (8). Alors que de nombreuses données suggerent que PPARYy
posséde des propriétés anti-prolifératives et suppressives de tumeurs (122), le role
que pourrait jouer le défaut d’expression de ce récepteur sur cette évolution chez les
patients RCH n’est pas clairement établi ou reconnu. Il a été démontré que la survie
de patients atteints de cancer colorectal était améliorée si I'expression de PPARy
était détectable au niveau des cellules cancéreuses (123). Dans le méme sens, il a
été montré qu'une déficience de PPARy spécifiquement au niveau de lintestin
augmentait le risque de cancérogenése dans un modele murin (124). L'utilisation
d’agoniste de PPARYy préviendrait de la survenue de cancer colorectal dans différents
essais cliniques (125). Parmi ces agonistes, le 5-ASA (61), traitement de premiere
intention pour les patients atteints de RCH, posséderait un effet bénéfique et
protecteur sur la survenue du cancer colorectal (125,126). De plus, le laboratoire a
notamment montré, in vitro et dans un modele murin, que l'effet anti-néoplasique du
5-ASA est dépendant de I'activation de PPARYy (127). Trés récemment, I'activation de
ce récepteur par la pioglitazone en association avec I'imatinib (Glivec®) a également
permis d’obtenir des résultats spectaculaires sur la rémission de la leucémie
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myéloide chronique (128,129). Il y a donc un véritable intérét de comprendre le role
exact de PPARYy et les perspectives d’avenir de traitement anti-cancéreux.

Un traitement par la TSLP 2 n’est clairement pas envisageable pour un retour
a I'homeéostasie intestinale. Les MICI sont I'ensemble d'une multitude de
déréglements qui vont aboutir a la perte de la tolérance intestinale. L’étiologie de la
RCH n’est pas due uniquement a une diminution d’expression de la TSLP 2.
L’inflammation observée dans les zones malades est une résultante de la diminution
de la TSLP 2 dans cette zone, mais ce n’est pas l'unique cause. Le projet montre
bien que le défaut d’expression de PPARy dans ces zones inflammatoires peut
induire la diminution de certaines cytokines, facteurs responsables de 'homéostasie
intestinale. De nombreuses questions restent encore en suspens. Par exemple, le
laboratoire a tenté de connaitre la raison de la baisse du récepteur nucléaire PPARYy.
Il a ainsi montré que I'expression du récepteur nucléaire PPARy est également
dépendant d’un autre récepteur nucléaire : LRH-1 (Liver Receptor Homolog 1) (130).

Actuellement, il n'existe aucun traitement commercialisé autour de la TSLP. I
y a cependant de nombreuses études pour rechercher des thérapeutiques.
Cependant ces recherches se focalisent sur I'isoforme 1 de la TSLP méme si sur les
études, la différence entre les 2 isoformes n’est pas faite. lls cherchent a empécher
la liaison de la TSLP a son récepteur et ainsi inhiber/ralentir I'apparition d’'une
réaction inflammatoire exagérée en cas d’asthme. L'étude de Gauveau et al. reste la
plus intéressante en terme d’avancée thérapeutique. Dans une étude en double
aveugle, ils ont montré que linjection durant 5 a 12 semaines d'un anticorps
monoclonal humanisé (AMG 157) dirigé contre la TLSP permet de réduire de fagon
significative la réponse précoce et tardive de I'asthme par l'induction d’un allergéne
(131).
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Annexe 1

Protocole pour la réalisation d’'un ChlP

L’'immunprécipitation de la chromatine (ChlP) se déroule en plusieurs étapes :
- Préparation des cellules :

o Culture et traitement des cellules: Les cellules Caco-2 sont platées
dans des boites de 15 cm de diametre puis la veille des stimulations, le
milieu de culture des boites est remplacé par un milieu sans SVF. Le
lendemain, ces cellules ont été stimulées pendant 24h par un ligand
agoniste de PPARy (GED).

o « Cross-linking » ou étape de fixation : Les cellules sont ensuite fixées
par un traitement au formaldéhyde 10% pendant 30 minutes a
température ambiante avec une agitation a mi-temps. L’action du
formaldéhyde est stoppée par I'ajout de glycine 1,25M (préparée ex-
tempo) durant 5 minutes.

o Lyse cellulaire : L'étape suivante est réalisée sur la glace. Les cellules
sont rincées 2 fois avec du PBS 1X froid. Du PBS 1X associé a des
inhibiteurs de protéases (cocktails d’inhibiteurs de protéases au
1/1000°™ + PMSF 0,1M au 1/1000°™) est placé dans les boites. Les
boites sont grattées et le PBS contenant les cellules est transféré dans
un falcon. L'opération est répétée une deuxieme fois. L’ensemble est
centrifugé a 3000g pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant est retiré
et le culot est repris dans du SDS buffer+ inhibiteurs de protéases
(méme mélange que précédemment).

o Etape de sonication : Afin de pouvoir fragmenter la chromatine, une
étape de sonication est nécessaire. Durant 10 minutes, il y a une
alternance de phases ON et OFF d’'une durée de 30 secondes. A la fin
de cette sonication, 10% du volume est prélevé et congelé. Cet
échantillon servira « d’'Input » (= témoin) lors de la migration finale sur
gel. Le reste du volume est séparé en 2 volumes égaux. Le premier
servira d'immunoPrécipitation témoin et le deuxiéme
d'immunoPrécipitation anti-PPARY.

- Immunoprécipitation : L’étape d'immunoprécipitation a pour but de
sélectionner uniquement les fragments de chromatine.

o Pré-clearing : Cette étape va permettre de purifier la chromatine et
empécher que les anticorps anti-PPARy ne se fixent n‘importe ou. La
chromatine en suspension va étre diluée dans de I'lP buffer avec du
DNA carrier (ADN de sperme de saumon) et des billes de sépharose
(Protéine A/G). L'ensemble est incubé durant 4H a 4°C sur une roue.
Suite a cette étape, les tubes sont centrifugés 1 minute a 800g a 4°C.
Les culots formés représentent les complexes non-spécifques. Seuls
les surnageants seront conservés.

o ImmunoPrécipitation : Apres avoir récupéré les surnageants de I'étape
précédente, de I'IP buffer est de nouveau ajouté ainsi que des
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anticorps anti-PPARYy pour le tube « IP anti-PPARy » (aucun anticorps
n’est placé dans la situation contréle). En parallele de cette étape, des
billes de sépharoses sont saturées (billes + DNA carrier + BSA
10mg/ml). L’ensemble (tubes IP et tube billes saturées) est incubé
toute la nuit sur roue a 4°C. Le lendemain, les billes de sépharose
saturées et du DNA carrier sont placés dans les tubes (IP controle et IP
anti-PPARYy). lls sont ensuite incubés 4H sur roue a 4°C et centrifugés 1
minute a 800g a 4°C. Les culots représentent cette fois-ci les
complexes spécifiques recherchés. Les surnageants sont jetés.

- Lavages : Les culots subissent plusieurs étapes de lavage successifs (Wash
buffer 1 (X2), 2 (X2) ,3 (X1) et 4 (X3), avec des centrifugations d’1 minute a
800g a 4°C.

- Extraction et purification de 'ADN :

o L’ADN purifié est extrait a I'aide de I'extraction buffer. Ce dernier est
ajouté au culot, incubé durant 10 minutes puis les tubes sont
centrifugés 5 minutes a 800g a 4°C. Puis I'extraction buffer contenant
'ADN est récupéré. Pour augmenter le rendement au maximum, cette
opération est répétée 2 fois. La totalité de I'extraction buffer récupérée
est ensuite incubée toute la nuit dans un bain marie a 65°C pour le
« reverse cross-link », a savoir le détachement de l'anticorps PPARy
aux fragments de chromatine. Les « Input » préalablement récupérés la
veille sont également placés dans le bain marie.

o Le lendemain, les culots d’ADN seront purifiés par un kit de purification
(NucleoSpin Gel and PCR clean up).

- Analyse des fragments de chromatine par PCR : Les fragments sont amplifiés
sur des PCR de 30 cycles. Le « mix PCR » ajouté aux différents échantillons
est composé d’'un Tampon 10X —MgCl,, dNTP 10 mM, MgCl, 50mM, Taq
platinum, oligonucléotides (reverse et foward), gsp eau stérile.

A la fin de la PCR, du « loading buffer DNA 6X » (Glycérol, BBP, EDTA, eau) est
ajouté a produit de PCR. L'ensemble est déposé sur un gel d’agarose 2%. La
migration se fait a 110V pendant environ 45 minutes.

-1000 bp DR3 -30bp Q

D [”:l D AT I—> «TIP »

3A 3B 1A 1B

4A 4B 2A 2B

Figure 27 : Représentation schématique des 1000 premiéres paires de base en amont

du point d’initiation a la transcription du géne codant la TSLP 2 et des différentes
amorces utilisées lors des expériences de ChiP.
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Annexe 2
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Figure 28 : Représentation schématique des compartiments accessibles grace a la

technique de culture cellulaire sur filtre Transwell®
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