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Introduction

La rectocolite hémorragique (RCH), comme la maladie de Crohn (MC), est une maladie
inflammatoire chronique de lintestin (MICI). La RCH se caractérise par des douleurs
abdominales et des diarrhées chroniques sévéres sanglantes, évoluant par poussées. Ces
symptémes sont causés par des lésions de la muqueuse intestinale qui entrainent la formation
d’'ulcéres et/ou une érosion diffuse sans intervalle de muqueuse saine. L'inflammation débute
généralement par le rectum, et progresse de facon rétrograde sur une distance variable

pouvant atteindre le ceacum, au niveau du célon droit (Figure 1).

Proctitis Left-sided colitis Extensive colitis

30-60% of patients 16-45% of patients 15-35% of patients

Symptoms Symptoms Symptoms

Rectal bleeding, tenesmus, urgency Proctitis plus diarrhoea, abdominal cramping Left-sided colitis plus constitutional symptoms,
fatigue, and fever

Figure 1: Phénotypes de la RCH. La colite peut-étre uniquement distale (60 % des cas. Elle colite
peut aussi s’étendre jusqu’au colon distal (16-45 % des cas). Dans 15-35 % des cas, la colite touche la
totalité du cblon. Les symptébmes et la stratégie de traitement peuvent différer selon I'étendue de la
maladie. lllustration par Jill Gregory. D’apres Ungaro et al, 2017

La maladie peut rester localisée ou s’étendre au fil du temps, sans qu'il existe de marqueur de
pronostic de son évolution de la maladie. Contrairement a la MC, I'atteinte de la muqueuse est
superficielle, essentiellement épithéliale, et se limite au célon (Ungaro et al. 2017) La RCH est
un probléme majeur de santé publique. Alors que lincidence et la prévalence augmentent
dans le monde entier et qu’elle touche les jeunes adultes, il n’existe encore aucun traitement
curatif. Pendant longtemps, les seuls traitements étaient basés sur I'acide 5-aminosalicylique
(5-ASA) (également connu sous le nom de la mésalazine), les corticoides et les
immunosuppresseurs tels que, I'azathioprine, la 6-mercaptopurine et le méthotrexate. Depuis
les années 2000, différentes biothérapies ont permis d’améliorer la qualité de vie des patients
et d’atteindre une rémission profonde (clinique, biologique avec une normalisation de la CRP
et de la calprotectine fécale, endoscopique et histologique avec un aspect normal de la
mugqueuse rectocolique) (Ungaro et al. 2017; Colombel et al. 2020). Dans les formes modérées
a séveres en échec avec les traitements conventionnels, le besoin médical est actuellement

couvert en 2°™ ligne de traitement par les anti-TNFa (adalimumab, infliximab et golimumab) .
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En 3éme ligne de traitement, aprés échec des traitements conventionnels et d’'un anti-TNFa,
on dispose actuellement de 3 alternatives : le vedolizumab (anti intégrine a4p7), le tofacitinib
(anti-JAK 1 et JAK 2) et l'ustekinumab (anti-IL12/IL23). Ces traitements colteux, ne sont
toutefois que suspensifs et non curatifs. Il persiste un besoin de traitements efficaces et bien
tolérés du fait des phénoménes d’échappement, des effets indésirables (allergie, infections a
répétition, effet paradoxal cutané des anti-TNFa, exacerbation de manifestations extra-
intestinales sous vedolizumab) et des contre-indications aux molécules actuellement
disponibles. Une proportion non négligeable de malades sont réfractaires aux traitements,
développent une colite aigue grave, une dysplasie, un cancer colorectal (CCR), et 20 a 30%

subissent in fine une ablation du cdlon (Jesus K Yamamoto-Furusho et Parra-Holguin 2021).

Si I'étiologie de la RCH reste inconnue, il est communément admis qu’il s’agit d’'une pathologie
multifactorielle complexe. L’hypothése étiologique actuelle décrit la RCH comme une réponse
inflammatoire et immunitaire anormale vis-a-vis de la microflore intestinale, déclenchée ou
aggravée par des facteurs environnementaux, chez des individus génétiguement prédisposés
(Ungaro et al. 2017). A l'interface entre ces éléments, I'épithélium intestinal, a un rdle clé dans
les interactions entre la flore microbienne, les facteurs environnementaux, les facteurs
génétiques et la réponse immunitaire (Figure 2). Dailleurs, l'objectif thérapeutique de
rémission profonde de la RCH passe impérativement par une cicatrisation compléte de
I'épithélium. L’épithélium colique pourrait étre une cible pour développer des thérapies, ces
dernieres seraient alors des traitements de choix pour obtenir la cicatrisation muqueuse chez
les patients en échec thérapeutique. Ce travail s’est, donc, concentré sur I'épithélium intestinal

au cours de la RCH.

Microbial flora Environmental
Dysbiosis Factors

Y

Genetic
Susceptibility ‘ gggg

N owe

Response

Figure 2 : L'épithélium intestinal au carrefour des interactions entre la réponse inflammatoire et
immunitaire, la microflore intestinale et les facteurs environnementaux. d’aprés Okamoto et al,
2015
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La RCH, une maladie multifactorielle complexe :
L’homéostasie de I'épithélium colique :

La paroi intestinale (de lintestin gréle et du colon) est composée de quatre
compartiments : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. La muqueuse
intestinale est constituée de trois couche : une monocouche de cellules épithéliales (CE) qui
est en contact avec la lumiére intestinale, une couche sous-jacente appelée lamina propria

(LP) et puis la musculeuse (Figure 3)

Apical
junctional complex

Lamina nroprm

Plasma cell
lymphocyte

Figure 3 : Coupe histologique de la muqueuse intestinale. La muqueuse intestinale humaine est
composée d'une simple couche de cellules épithéliales cylindriques, ainsi que de la lamina propria sous-
jacente et de la muqueuse musculaire. Des cellules caliciformes, qui synthétisent et libérent de la
mucine, ainsi que d'autres types de cellules épithéliales différenciées, sont présentes. Les jonctions
serrées scellent I'espace paracellulairent entre les cellules épithéliales. Les lymphocytes intraépithéliaux
sont situés au-dessus de la membrane basale. La lamina propria est située sous la membrane basale
et contient des cellules immunitaires, notamment des macrophages, des cellules dendritiques, des
plasmocytes, des lymphocytes et, dans certains cas, des neutrophiles. Adapté d’aprés Jerrold R. Turner
et al 2009

Les CE formant I'épithélium intestinal, sont étroitement reliées entre elles par des jonctions
intercellulaires (jonctions serrées, adhérentes et desmosomes). La surface apicale des CE est
recouverte par le mucus (Peterson et Artis 2014). L’épithélium est constitué d'invaginations
appelées « cryptes de Lieberkiihn ». Les cellules souches intestinales résident a la base de
ces cryptes et sont responsables du renouvellement rapide de I'épithélium intestinal (tous les
4 a 5 jours). La majorité des CE coligues sont des cOlonocytes. Il existe aussi des CE
spécialisées : les cellules caliciformes, les cellules entéroendocrines et les cellules de Paneth
qui secrétent, respectivement, des mucines, des hormones digestives et des peptides
antimicrobiens. Les cellules de Paneth sont principalement situées dans l'intestin gréle, mais
elles peuvent étre présentes en plus petit nombre dans le ceacum et le cdlon transverse (leur
présence dans le colon distal est généralement associée a un état pathologique ) (Tanaka et

al. 2001).
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L’épithélium intestinal, avec ses différentes cellules spécialisées, est indispensable au
maintien de ’homéostasie intestinale. Les dysfonctionnements de cet épithélium sont au cceur
de la physiopathologie des MICI, et plus particulierement de la RCH (Roda 2010; Maloy et
Powrie 2011).

Destruction de la barriere épithéliale colique au cours de la RCH :

Plusieurs études ont montré que le réle de la CE en tant que barriere dynamique,
physique, chimique et immunitaire était perturbé dans la RCH (Gibson 1997; Serigado et al.
2022; Goto et lvanov 2013). Les lésions de I'épithélium intestinal sont décrites dans les stades
trés précoces de la maladie alors méme que I'épithélium apparait sain a I'endoscopie
(Schulzke et al. 2006). Les Iésions histologiques de I'épithélium colique, particulierement
évocatrices de la maladie sont i) une distorsion de I'architecture des cryptes, ii) une diminution
de la densité des cryptes, iii) une plasmocytose dans la LP (plasmocytose basale) et iv) une

métaplasie des cellules de Paneth (Figure 4).

Normal Ulcerative colitis

Mild Moderate Severe

Endoscopy

Crypt distortion Basal plasmacytosis Epithelial metaplasia
TR

Histology

Figure 4 : Lésions endoscopiques et histologiques de la RCH a Image endoscopique d'un cdlon
normal b-c-d Images endoscopiques de cbélons de RCH a différents stades de la maladies : un érythéme,
des saignements, des érosions ou des ulcérations peuvent étre observés selon la sévérité de
l'inflammation. e histologie normale du coélon f distorsion des cryptes g plasmocytose basale, h
métaplasie des CE et déplétion des cellules. Une coloration a I'nématoxyline et a I'éosine a été réalisée
dans les parties e—h, grossissement x 200. D’apres (Kobayashi et al. 2020)

Ainsi, ces Iésions histologiques, localisées dans I'épithélium intestinal, montrent qu’il existe a

la fois une atteinte de la barriére épithéliale et une dérégulation de la réponse immunitaire.

La RCH, une maladie de la barriére intestinale :

Il est communément admis que la RCH est une maladie de la barriére intestinale
provoquée par une anomalie de la CE en elle-méme et/ou par un dysfonctionnement structurel
de I'épithélium intestinal (Figure 5, phase |). |l s’agit de défauts i) de résolution du stress du
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réticulum endoplasmique (RE), ii) de la mucosécrétion iii) des facteurs tréfoil et, enfin, iv) des

défauts dans les protéines de jonctions entre les CE (Neurath 2014).

Plusieurs études de méta-analyses (GWAS, Genome-wide association study) ont identifié des
genes de susceptibilité & la RCH associés a des défauts de la barriére intestinale. Ainsi, dans
le cadre du Wellcome Trust Case Control Consortium 2, une analyse d'association a I'échelle
du génome a été menée sur 2 361 patients atteints de RCH et 5 417 témoins (The UK IBD
Genetics Consortium et The Wellcome Trust Case Control Consortium 2 2009). Cette étude a
permis d’identifier plusieurs génes impliqués dans la mise en place et la fonction de barriére
de I'épithélium intestinal, dont la dérégulation pourrait participer a la physiopathologie de la
RCH. Trois génes, en patrticulier, ont attiré notre attention : les génes HNF4A, CDH1 et LAMBI1.
Ces trois génes codent respectivement les protéines : HNF4A (hépatocyte nuclear factor 4a),
'E-cadhérine et la laminine B1. HNF4A est un facteur de transcription régulant la
différenciation cellulaire le long de I'axe des cryptes. L’E-cadhérine est une protéine jouant un
réle important dans I'adhésion cellulaire. Alors qu'il existe un risque accru de développer un
cancer colorectal chez les patients atteints de RCH, des polymorphismes de CDH1 ont aussi
été associés a une susceptibilité au cancer colorectal (Adib et al. 2022). La laminine 1 a un
réle dans l'adhésion et la différenciation cellulaire. Ainsi ces polymorphismes pourraient

favoriser la perte de l'intégrité de la barriére intestinale lors de la RCH.

Des défauts de résolution du stress du RE dans les CE ont aussi été décrit dans la RCH. Le
stress du RE est produit par 'accumulation de protéines mal conformées en son sein
entrainant I'activation d’'une réponse adaptative : la réponse UPR (unfolded protein response)
(Ron et Walter 2007). Cette réponse UPR facilite le repliement, 'export et la dégradation des
protéines dans des conditions de stress. |l existe des polymorphismes touchant un nucléotide
unique (SNP) dans le géne codant pour XBP1 (X-box binding protein-1). La protéine XBP1 est
impliqué dans de nombreux processus physiologiques, notamment dans l'inflammation. La
présence de ce SNP est associée a un risque de développer une MICI (étude menée dans
une cohorte de patients comprenant plus de 5 000 contrdles et 4 000 malades) (Kaser et al.
2008).

La perte de la mucosécretion est aussi un phénoméne décrit dans la RCH et est caractéristique
de la maladie. La couche de mucus des patients atteints de RCH est plus fine, en particulier
dans les zones inflammatoires. Les souris déficientes en MUC2 (MUC27) ( la protéine MUC2
est la principale protéine formant le mucus colique ) développent des colites spontanées et

sont utilisées comme modele mimant la RCH humaine (Johansson et al. 2008).

Il a aussi été décrit des défauts dans les facteurs tréfoil (TFF1, 2 et 3), une famille de peptide

qui jouent un rdle essentiel dans la protection et la réparation de I'épithélium intestinal
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(Podolsky et Isselbacher 1984). Mashimo et al ont montré que les souris dépourvues de TFF3

avaient une altération de la cicatrisation de I'épithélium (Mashimo et al. 1996).

Des défauts des protéines de jonction entre les CE ont aussi été décrits dans plusieurs études
(Salim et S6derholm 2011). Il existe notamment une diminution de I'expression des protéines
constituant les jonctions serrées (dont les occludines et les claudines) et les molécules
d'adhésion jonctionnelle, cependant nous ne savons pas si cette dérégulation est une cause
ou une conséquence de la maladie (Zeissig et al. 2007; Krug, Schulzke, et Fromm 2014; Mehta
et al. 2015).

Ces anomalies de I'épithélium conduisent a une augmentation de la perméabilité intestinale,
et favorisent la translocation des bactéries de la flore commensale vers le milieu intérieur
(Figure 5, phase Il). L’excés de ces interactions entre le microbiote et le systétme immunitaire
(SI) serait a l'origine d’'une perte de tolérance vis-a-vis de la flore commensale, et
éventuellement associés a une dysbiose (Johansson et al. 2014). En effet, des dysbioses ont
été décrites chez les patients atteints de RCH, bien qu’a un degré plus faible que celles
décrites dans la MC (Andoh et al. 2011). La aussi, il est aussi difficile de déterminer si ces
dysbioses sont des causes ou des conséquences de la RCH. Certains agents pathogénes
dont Campylobacter jejuni, Salmonella typhi, Escherichia coli entéro-invasif et entéro-
adhérent, Campylobacter spp, Clostridium difficile sont liés a un risque plus élevé d'initiation
et/ou de progression de la RCH (Kofla-Diubacz et al. 2022).

Ainsi, dans la RCH la destruction de barriere la barriére intestinale favorise la translocation
des bactéries, entrainant la stimulation des cellules immunitaires et aggravant le processus

inflammatoire d’'une réponse immunitaire déja dérégulée dans cette maladie.

La RCH, une maladie dysimmunitaire :

A ces anomalies de I'épithélium intestinal s’ajoutent aussi des anomalies de la réponse
immunitaire : la RCH est une maladie dysimmunitaire (Figure 5, phase Ill). En effet, les
patients atteints de MICI ont un risque plus élevé de développer d'autres maladies
immunitaires chroniques dont le psoriasis, la spondylarthrite ankylosante et la cholangite
sclérosante primitive que la population générale (Bernstein, Wajda, et Blanchard 2005). La
réponse immunitaire chez ces patients est perturbée a plusieurs niveaux. Des anomalies
génétiques impactant la réponse immunitaire sont connues comme prédisposant les patients
a développer la maladie. D’autres désordres immunitaires sont aussi décrits dans la littérature,
dont i) des voies de signalisation perturbées, ii) une perturbation de la réponse innée

(augmentation de I'expression des récepteurs de type Toll (TLR) et un infiltrat massif de
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polynucléaires neutrophiles (PNN), iii) un recrutement lymphocytaire massif T et B avec une

augmentation des immunoglobulines de type 1 (IgG1).

Plusieurs études génomiques ont permis d’associer des loci chromosomiques spécifiques a la
RCH et ainsi d’identifier des génes candidats impliqués dans le développement des processus
inflammatoires. Parmi les trés nombreux génes pointés par ces études, les génes les plus
pertinents codent pour des protéines permettant la reconnaissance et la présentation des
antigenes bactériens et la coordination des réponses innées et adaptatives du systeme
immunitaire (Cho 2008).

La voie de signalisation NF-kB est aussi dérégulée dans les MICI : une activation constitutive
de NF-kB a été trouvée dans I'épithélium en zone inflammatoire chez patients atteints de MICI
(Schreiber, Nikolaus, et Hampe 1998). Des polymorphismes et des mutations du gene NFKB1
ont également été associés aux MICI (Karban et al. 2004; Kaustio et al. 2017). Notons que les
fonctions de la voie NF-kB sont différentes entre les cellules immunitaires innées et les CE.
Contrairement a son role pro-inflammatoire dans les cellules myéloides, NF-kB a un role
protecteur dans les CE intestinales et est nécessaire pour maintenir l'intégrité épithéliale et

I'homéostasie immunitaire intestinale (Liu et al. 2017).

D’un point de vue mécanistique, cette activation excessive de la réponse immunitaire se traduit
par une augmentation du taux de cytokines pro-inflammatoires. Les PNN infiltrent
massivement I'épithélium colique lors de la RCH en phase active, aggravant encore davantage
les Iésions intestinales. Cet infiltrat de PNN est, d’ailleurs, un marqueur de diagnostic de la
maladie (K&vari et al. 2022). Les CE, les cellules mésenchymateuses et les macrophages vont
synthétiser des cytokines pro-inflammatoires comme IL-1(3, IL-6 et IL-8 au lieu de TGF-$ et de
PGE2. L’action conjointe de ces cytokines pro-inflammatoires et des antigénes pathogénes
reconnus par les cellules dendritiques, vont induire la maturation compléete de celles-ci et la
synthese d’IL-12 pro-inflammatoire au lieu de I'lL-10 entrainant la différenciation des LT CD4*
naifs en lymphocytes T effecteurs. Ces LT effecteurs amplifient I'inflammation en secrétant a
leur tour des cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, TGF-B, IL-4 et IL-17). Les cellules
dendritiques métabolisent aussi la vitamine A pour produire de l'acide rétinoique et induire
I'expression de l'intégrine a4B7 et CCR9 sur les lymphocytes T et B activés. L’intégrine o437
interagit avec son ligand MadCAML1 exprimé au niveau des vaisseaux sanguins de l'intestin et
augmente l'adhésion des lymphocytes a la paroi endothéliale, ce qui favorise leur
extravasation du compartiment sanguin vers la muqueuse intestinale. Le récepteur aux
chimiokines CCR9, dont le ligand CCL25 est constitutivement exprimé par les CE intestinales,
participe a l'attraction des LIE dans I'épithélium. Bien que des défauts d’homing muqueux

n'‘ont pas encore été mis en évidence chez les patients atteints de RCH, le védolizumab,
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ciblant l'interaction o437 avec MAdCAM, sont devenues des outils majeurs dans la prise en
charge de la RCH.

Les lymphocytes T folliculaires helper sont eux aussi augmentés dans la circulation des
patients atteints de RCH (Xue et al. 2019). La réponse des lymphocytes B est également
anormale avec, nhotamment, une expansion des lymphocytes B naifs et des plasmocytes IgG*
avec une diversité et une maturation réduites (Uzzan et al. 2022). Les immunoglobulines IgG1
sont augmentées de fagon démesurée chez les patients atteints de RCH sans que I'on sache
s’il existe une composante auto-immune ou si ce sont des IgG simplement pro-inflammatoires

da a la rupture de la barriére (Ungaro et al. 2017).

En condition physiologique, une Iésion aigue de l'intestin entraine une réponse inflammatoire,
puis une cicatrisation visant a réparer les tissus endommagés et a restaurer la structure et les
fonctionnalités normales de l'intestin. Cependant, ces mécanismes de résolution échouent en
présence de lésions répétées dans la RCH et un cercle vicieux de lésions et de réparation
continues se met en place conduisant a une dérégulation de la cicatrisation responsable,
notamment, de I'apparition de fibrose (Gordon et al. 2014). Le renouvellement continue de
I'épithélium peut aussi conduire a des mutations somatiques : des études montrent I'apparition
de mutation somatiques dans les CE des patients atteints de RCH qui participeraient a
'amplification de [linflammation (Nanki et al. 2020). Ces mutations peuvent aussi étre a
I'origine de CCR (Ungaro et al. 2017; Olén et al. 2020) (Figure 5, phase V).
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Figure 5 : Hypothése étiologique actuelle de la RCH. Des facteurs génétiques et environnementaux
alterent la barriere intestinale. L’augmentation de la perméabilité intestinale favorise la translocation de
bactéries commensales et de produits microbiens de la lumiére intestinale dans la paroi intestinale, ce
qui active des cellules immunitaires et la production de cytokines. Si l'inflammation aigué des
mugueuses ne peut pas étre résolue, une inflammation intestinale chronique se développe.
L'inflammation chronique peut entrainer des complications ainsi que la destruction des tissus. DC
(cellule dendritique) ; AINS (anti-inflammatoires non stéroidiens) ; cellule TReg, (cellule T régulatrice).
D’apres Neurath 2014

Enfin, des travaux de notre laboratoire ont montré que la voie NF-kB, décrite précédemment
comme étant aberrante dans la RCH, est régulée négativement par I'activation du récepteur
activé par les proliférateurs de peroxysome y (PPARy). PPARy est, par ailleurs,
significativement diminué au niveau des CE du cbélon chez les patients atteints de RCH
(Dubuquoy et al. 2003). Ces résultats suggérent que l'inflammation chronique lors de la RCH
pourrait étre due, du moins en partie, a une diminution de I'expression de PPARy dans le
cblon. Cette hypothése est également appuyée par les résultats obtenus avec un modele de
souris déficientes en PPARy ou les animaux sont fortement prédisposés a développer des

lésions intestinales associées a l'ischémie/reperfusion (Nakajima et al. 2001).
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PPARYy, au cours de la RCH :

Structure et fonction de PPARYy :

Les PPAR appartiennent a la famille des récepteurs nucléaires (Figure 6). Ces
récepteurs sont des facteurs de transcription dont I'activité est modulée par l'interaction avec
un ligand spécifique. Les PPAR agissent au niveau moléculaire en modulant la transcription

des génes.

Superfamily of nuclear
hormone receptors

Thyroid Steroid vitamin D3 retinoid acid peroxisome
hormone hormones receptor - receptor - proliferator-
receptor - THR receptors VDR RAR activated

receptor -
PPAR

Figure 6 : Lafamille des récepteurs nucléaires. d’aprés Grygiel-Gorniak 2014

Il existe trois isotypes de PPAR : PPARa, PPARRB/® et PPARy. PPARy1 et PPARY2 sont deux
isoformes de PPARy. PPARy2 est exprimé uniquement dans le tissu adipeux alors que
PPARy1 est exprimé dans les tissu adipeu et dans le célon. Les différences fonctionnelles

entre ces deux isoformes ne sont pas encore entiérement élucidées.

PPARYy a la structure classique des récepteurs nucléaires. Dans I'extrémité N-terminale, la
région A/B contient la premiére fonction d’activation (AF-1), dont I'action est indépendante de
la présence d'un ligand. Juxtaposé aux domaines AF-1 se trouve le domaine de liaison a 'ADN
(DBD) qui contient deux doigts de zinc nécessaires a la liaison a 'ADN. Le DBD est connecté
au domaine de liaison du ligand (LBD) via une région charniére flexible. Le domaine de liaison
au ligand (LBD) est situé dans I'extrémité C-terminale (Figure 7A). Le LBD est une structure
complexe qui est disposée dans un sandwich a-hélicoidal contenant 12 hélices a et 4 éléments
de brin B (Figure 7B). Le LBD chevauche le domaine AF-2, dont l'action dépend de la
présence d'un ligand (Hernandez-Quiles, Broekema, et Kalkhoven 2021). La surface AF-2 est

composée de trois éléments structurels de la LBD : I'nélice 3, I'hélice 5 et I'hélice critique 12.
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Figure 7 : La protéine PPARy. A) Le domaine A/B hypervariable contient le domaine d'activation
indépendant du ligand (région AF-1). Le domaine C contient le domaine de liaison a I'ADN (DBD). Le
domaine D permet un changement de conformation apreés la liaison du ligand pour favoriser I'amarrage
du corégulateur (coactivateur ou corépresseur). La région E/F contient le domaine de liaison au ligand
(LBD) et le domaine de la fonction d'activation-AF2. B) Structure cristalline aux rayons X du domaine
de liaison au ligand PPARYy. (AF-2). Adapté d’apres Wei 2012 et Berger et Moller 2002.

L’activation de PPARYy nécessite une hétérodimérisation avec le récepteur 9-cis-rétinoique
acide (RXR). L'hétérodimére PPAR/RXR se lie a des séquences d'ADN spécifiques situées
dans la région promotrice des génes cibles, appelées élément de réponse aux proliférateurs
de peroxysomes (PPRE) (Berger et Moller 2002) (Figure 8). Un PPRE est composé de la
répétition d’'une séquence consensus : AGGTCA, généralement espacée par un, deux ou trois
nucléotides (appelés éléments DR1 et DR2), qui sont situés dans les régions promotrices et

activatrices des genes cible, ici PPARY.

Regulation of gene

Figure 8 : Mécanisme d‘action de base des récepteurs PPARy. PPARYy est un récepteur nucléaire
qui forme un hétérodimeére avec le récepteur rétinoide X (RXR) permettant son hétérodimérisation et sa
fixation, dans le noyau de la cellule, sur I'élément de réponse proliférateur des peroxysomes (PPRE).
PPARYy peut étre activé par différents ligands naturels et synthétiques. Cette liaison régule I'expression
des génes impliqués dans le contréle de nombreux processus biologiques, en particulier lI'inflammation.
D’apres Dubuquoy et al. 2006
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Ainsi, PPARYy régule I'expression d’'un géne cible de 3 facons différentes (Bertin et al. 2013) :

1)

2)

3)

En absence de ligand, I'hnéterodimére PPARy/RXRa se lie au PPRE sur les génes cibles
et favorise des interactions stables avec les complexes corépresseurs (NCoR ou SMRT)
qui recrutent des enzymes modifiant la chromatine (les histones désacétylases). Ces
derniers rendent la chromatine inaccessible a la liaison des facteurs de transcription ou
résistante a leurs actions et répriment ainsi activement la transcription (Figure 9 A).
Lors de la liaison du ligand, I'nétérodimére PPARY/RXRa subit un changement de
configuration qui favorise la libération du corépresseur et le recrutement de coactivateurs
(SRC1 et CBP). Les coactivateurs facilitent I'acétylation des queues d'histone, rendent la
chromatine moins restrictive, entrainant une activation ligand-dépendant des genes
cibles (Figure 9 A).

Cependant, I'nétérodimeére peut également agir sans se fixer sur un PPRE, son action
répressive se fait directement sur d’autres facteurs de transcriptions. Parmi ces cibles
potentielles, on retrouve les facteurs de transcriptions NF-kB ou encore AP-1, qui sont
connus pour étre 2 facteurs de transcriptions pouvant activer des génes codant des
cytokines ou molécules « pro-inflammatoires » (Figure 9 B).
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Figure 9 : Mécanismes d'action exercés par I'hétérodimére PPARY/RXRa. A) PPARYy se lie au
récepteur acide 9-cis-rétinoique (RXR) et I’hétérodimeére se lie aux éléments de réponse (PPRE) situés
dans les genes cibles pour activer la transcription. En l'absence de ligand (L), I'hétérodimere PPAR-
RXR se lie au PPRE sur les génes cibles, recrute des complexes de corépresseur et inhibe ainsi la
transcription. La liaison du ligand (L) au récepteur induit la libération de complexes corépresseurs (CoR)
et le recrutement de complexes coactivateur (CoA) entrainant I'activation transcriptionnelle des génes
sensibles au PPARy. B) PPARy peut également bloquer I'expression des genes par plusieurs
mécanismes de trans-répression ligand-dépendant. (i) Il peut interagir avec d'autres facteurs de
transcription (TF), interférant ainsi avec leur liaison & leur réponse (TFRE) et l'activation de la
transcription de leurs genes cibles. (ii) PPARy peut également concurrencer le TF pour les complexes
coactivateurs (CoA) empéchant l'activation transcriptionnelle. (iii) PPARy peut également stabiliser
l'interaction entre un facteur de transcription et les complexes corépresseurs maintenant ainsi la
structure de la chromatine dans un état répressif et inhibant la transcription des génes cibles du TF.
D’aprés Bertin et al.2013

Les ligands de PPARYy :

Les activités de PPARy sont modulées par l'interaction avec un ligand. De nombreux
ligands naturels et synthétiques de PPARYy sont connus (Figure 10). La reconnaissance du
ligand par son récepteur nucléaire se fait par une reconnaissance spécifique de la structure
chimique de ce dernier. La fixation du ligand va permettre la stabilisation de I'hélice 12 (qui
contient 'AF-2) a I'état actif. Cette hélice 12 ne posséde pas uniquement une position active
et inactive : elle posséde également des positions intermédiaires. Ces positions intermédiaires
expliquent la grande variabilité des réponses pharmacologiques en fonction des ligands. La

fonction des PPAR est aussi modifiée par un certain nombre de co-activateurs et de
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corépresseurs, dont la présence peut respectivement stimuler ou inhiber la fonction des

récepteurs

Ainsi, les ligands qui activent PPAR-RXR provoquent un échange de co-répresseurs contre
des co-activateurs (Figure 9A). Les agonistes stabilisent un état actif de I'AF-2 en formant des
liaisons hydrogéne avec des résidus proches de I'hélice 12. Les agonistes complets forment
une liaison hydrogéne critique avec la chaine latérale de Y473 sur I'hélice 12 pour renforcer la
liaison avec le coactivateur, ils induisent donc une activation transcriptionnelle. Les
antagonistes ne stabilisent pas I'hélice 12 et affichent des changements négligeables dans
I'activation (Choi et al. 2011).

Les ligands naturels de PPARy comprennent un certain nombre d'acides gras et de dérivés
d'eicosanoides (Grygiel-Gdrniak 2014). Les agonistes synthétiques les plus largement utilisés
de PPARy sont des membres dune classe d'agents antidiabétiques appelés

thiazolidinediones, dont fait partie la rosiglitazone.
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15-deoxy-A12,14 prostaglandin J2 BRL49653 (Rosiglitazone)

Figure 10 : Structure de la Rosiglitazone de PPARYy d’apres Kersten, Desvergne, et Wahli 2000

Les thiazolidinediones (TZD) ou glitazones, des agonistes de PPARy, augmentent la
sensibilité a l'insuline et ont été utilisés dans le traitement du diabéte de type 2 (Dumasia et
al. 2005) avant d’étre retirés du marché en 2011 en raison d’'une balance bénéfice-risque
défavorable. Ces nombreux effets indésirables (risque cardiovasculaire pour la rosiglitazone
et, risque de cancers de la vessie pour la pioglitazone méme si ce dernier est encore débattu)

s’expliquent par les actions pléiotropes encore mal connues de PPARYy dans I'organisme.

Il existe aussi des antagonistes synthétiques de PPARy dont le GW9662, un antagoniste
compétitif, et le TO070907, un agoniste inverse. Rappelons qu’un antagoniste est une
molécule qui bloque ou diminue I'effet physiologique d'une autre molécule. L'antagoniste ne
possédant pas de propriétés sur le récepteur, il empéche la fixation d'un ligand endogéne. Un
agoniste inverse est un agent qui interagit avec le méme récepteur qu'un agoniste de ce méme
récepteur mais qui va produire I'effet pharmacologique opposé. En présence d'un agoniste, un
agoniste inverse aura donc un effet inhibiteur supérieur a un antagoniste puisqu'il pourra a la
fois inhiber I'effet agoniste et I'effet basal. Ainsi, dans un modeéle in vitro ou les cellules ont un
PPRE en amont du géne de la luciférase (3xPPRE-luciférase), le TO070907 réprime la

transcription du géne luciférase, tandis que le GW9662 n’a pas affecté la transcription du gene
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luciférase par rapport aux cellules traitées avec le véhicule, le DMSO (Brust et al. 2018;
Leesnitzer et al. 2002) (Figure 11).

Full-length PPARY + 3xPPRE-luciferase
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Figure 11 : Test de transcription cellulaire sensible a I’activation et a la répression montrant
l'effet des ligands PPARYy agoniste (rosiglitazone), antagoniste (GW9662) et agoniste inverse
(T0070907) (5 uM) dans les cellules HEK293T. D’apres Brust et al.2018

Le GW9662 et le TO070907 (Figure 12) modifient, tous les deux, de maniére covalente le
domaine de liaison du ligand et inhibent ainsi de maniere irréversible la liaison du ligand et
I'activation de PPARYy (Leesnitzer et al. 2002) Ainsi le TO070907 empéche les interactions
induites par les agonistes entre le LBD et les peptides dérivés du coactivateur de la méme
facon que le GW9662 mais contrairement a ce dernier, il favorise aussi le recrutement du
peptide dérivé du corépresseur (NCoR). Le carbone dans le groupe phényle du GW9662, lui,

ne permet pas les interactions avec le corépresseur.
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Figure 12 : Structure chimique du GW9662 (2-chloro-5-nitrobenzanilide) et de TO070907 (2-
Chloro-5-nitro-N-4-pyridinyl-benzamide). GW9662 et TO070907 contiennent la méme structure 2-
chloro-5-nitro-N-phénylbenzamide mais different par un simple changement d'atome : le carbone dans
le groupe phényle du GW9662 est remplacé par un groupe pyridyle contenant de l'azote dans le
T0070907, d’apres Brust et al. 2018.
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Le réle de PPARYy dans la RCH

Le cbOlon est le 2¢ organe, derriéere le tissu adipeux, exprimant le plus PPARy. Ce sont
les CE du cblon qui expriment principalement PPARy (PPARYy étant exprimé dans une moindre
mesure dans les macrophages et les lymphocytes de la muqueuse colique). Il existe un
gradient d’expression de PPARYy : son expression est maximale au niveau du c6lon distal puis
diminue progressivement vers le célon proximal et est beaucoup plus faible dans lintestin
gréle (W. Su et al. 2007). L'expression de PPARYy est limitée a la couche de I'épithélium de
surface avec une expression faible, voire nulle, dans les cryptes des cellules coliques.
Rappelons que les Iésions de la RCH sont le plus souvent superficielles et débutent dans le
rectum et peuvent s'étendre sur I'ensemble du colon sans jamais atteindre d'autres segments
du tube digestif, ce qui peut laisser présager un role de PPARYy dans la physiopathologie de la
maladie. Les mécanismes moléculaires sous-jacents responsables de la distribution spatiale
de l'expression de PPARYy ainsi que de la régulation du promoteur de PPARYy dans les CE sont

encore inconnus.

L’'analyse de I'expression de PPARy par RT-PCR, Western blot, et par immunohistochimie
(IHC) dans le cblon des patients atteints de RCH a montré une diminution de PPARYy par
rapport aux témoins (Dubuquoy et al. 2003). En 2011, Yamamoto-Furusho et al. a également
décrit une expression réduite de 'ARNm de PPARYy (Jesus K. Yamamoto-Furusho et al. 2011).
L’expression de PPARy semble aussi étre diminuée dans la muqueuse des patients avec une
RCH active par rapport a ceux en rémission, ce qui suggére une corrélation négative entre
PPARYy et la progression de la maladie (J. K. Yamamoto-Furusho et al. 2014) . L’origine de ce
déficit n’est pas encore totalement comprise : une équipe a suggéré que ce déficit d’expression
de PPARYy dans les colonocytes peut étre favorisé par un déficit en production de cortisol
(Bouguen et al. 2015).

Plusieurs résultats suggerent que PPARYy est impliqué dans la physiopathologie de la RCH.
Le premier argument est que l'effet anti-inflammatoire du 5-ASA, un traitement de premiére
ligne de la RCH, est dépendant de I'expression de PPARYy (Ricote et al. 1998; Rousseaux et
al. 2005). En effet, les souris hétérozygotes PPARy (PPARYy *) sont réfractaires a la thérapie
5-ASA. En utilisant la lignée cellulaire épithéliale du cblon HT-29, I'équipe de Rousseau et al
a découvert que le 5-ASA induisait I'expression de PPARYy. Le 5-ASA est capable de se lier a
PPARYy, d'induire sa translocation du cytosol des CE vers le noyau, de favoriser son
changement conformationnel et de recruter un coactivateur (DRIP) conduisant a I'activation
du PPRE (Figure 13).
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Figure 13 : Mécanismes moléculaires de I'activation PPARYy par le 5-ASA. Aprés administration, le
5-ASA traverse la membrane cellulaire de la CE par l'intermédiaire d'un transporteur et se lie au PPARy
dans le cytoplasme. Le 5-ASA induit alors sa translocation nucléaire, favorise un changement de
conformation de PPARY, et recrute le coactivateur DRIP, conduisant a la formation d'un hétérodimére
entre PPARYy et le RXR et a I'activation des PPRE. D’aprés Dubuquoy et al 2006

Plusieurs travaux, dont certains de notre laboratoire, ont montré le réle anti-inflammatoire des
agonistes de PPARYy dans des modéles de colite murine et dans le traitement de la RCH chez
'Homme. Les TZD (troglitazone et la rosiglitazone) ont réduit la gravité de la maladie chez les
souris atteintes de colite par rapport au groupe traité par placebo (C. G. Su et al. 1999). Ces
résultats ont été confirmés et étendus plusieurs mois plus tard dans un autre modéle de colite
expérimentale induite chez la souris par administration d'acide 2,4,6-trinitrobenzéne sulfonique
(TNBS). Les TZD ont réduit l'intensité des lésions macroscopiques et histologiques, et les
niveaux de marqueurs biologiques de l'inflammation du cblon, dont les voies NFkB et les
kinases de stress impliquées dans la transduction de l'inflammation (Desreumaux et al. 2001).
De trés nombreuses études ont rapporté des résultats similaires a ceux décrits dans cette
revue (L Dubuquoy 2006).

Des essais cliniques ont aussi montré le réle anti-inflammatoire des agonistes de PPARYy dans
le traitement de la RCH, chez 'Homme. Au début des années 2000, Lewis JD et al. a réalisé
la premiére étude pilote utilisant un ligand PPAR comme traitement de la RCH (Lewis et al.
2001). L’objectif était d’évaluer I'efficacité de la rosiglitazone en tant que nouvel agent anti-
inflammatoire pour le traitement de la RCH. 15 patients atteints de RCH légére a modérée
réfractaire au 5-ASA ainsi qu'aux traitements conventionnels (corticoides et agents
immunosuppresseurs) ont été recrutés. Aprés 12 semaines de traitement, une diminution
d'activité de la maladie a été rapportée avec une rémission clinique obtenue chez quatre des
15 patients (27%). Parmi eux, trois ont également eu une rémission endoscopique (20 %). Ces
résultats ont été reproduits en 2008 par la méme équipe avec un essai clinique multicentrique

en double aveugle comparant l'efficacité de la rosiglitazone versus placebo pendant 12
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semaines chez 105 patients atteints de troubles Iégers & modérés. Apres 12 semaines de
traitement, la rémission clinique a été atteinte chez 9 patients (17%) traités par rosiglitazone
et 1 patient (2%) traité par placebo. Les événements indésirables graves étaient rares. Comme
prévu, la prise de poids et les cedémes étaient plus fréquents dans le groupe rosiglitazone et
aucune lésion hépatique ou insuffisance cardiaque significative n'a été observée dans cette
étude (Lewis et al. 2008). Cependant, comme mentionné précédemment, des inquiétudes
subsistent quant a la sécurité de l'utilisation des ligands de PPARy. En 2010, la haute autorité
de santé (HAS) a publié un avis défavorable au remboursement de la rosiglitazone dans la
prise en charge du diabéte de type 2 en raison de I'augmentation du risque d’insuffisance
cardiaque et d’événements liés a une ischémie myocardique, en particulier d’infarctus du
myocarde, ce qui a, aussi, arrété les essais cliniques de la rosiglitazone dans le traitement de
la RCH.

Les effets anti-inflammatoires des agonistes de PPARy sont associés a leur capacité
d'interférer avec les voies de signalisations inflammatoires en agissant sur les kinases et les
facteurs de transcription, tels que le facteur nucléaire kB (NFkB), c-Jun, c-Fos, et le facteur
nucléaire des lymphocytes T activés (NFAT) (Figure 14) (L Dubuquoy 2006). Ces interactions
entrainent une inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-18 et TNF-a)
(Desreumaux et al. 2001), de chimiokines (Marx et al. 2000), de la prolifération des cellules
inflammatoires (Harris et Phipps 2001) et de I'expression de certaines molécules d'adhésion
vasculaire (Jackson et al. 1999) (Figure 14). Ainsi les agonistes de PPARy diminuent
I'activation nucléaire des réponses inflammatoires intestinales notamment, en diminuant
l'activité de NF-kB.

37



SIGNAL
Noclous [ | TRANSDUCTION

Natural
agonists:
=g 15dPGJ2,
CYTOKINES Sé’?,b FA
CHEMOKINES — | S—
CELL PROLIFERATION Synthetic
ADHESION MOLECULES agonists:
{  Endothelial cells (EC) Glitazone,
5-ASA,
FMOC-leu...
Adhesion molecules
(VCAM-1, ICAM-1 E-and P-selectins) CELL
RECRUITMENT

N
O,

Activation

Figure 14 : Effets de PPARYy sur les voies de signalisation inflammatoires. PPARYy inhibe la voie
de signalisation NFkB par des interactions avec la protéine inhibitrice appelée IkB, et CBP, un
coactivateur de p65. La voie MAPK est également régulée par PPARy. PPARYy diminue l'activation de
JNK et p38 et inhibe les facteurs de transcription c-jun, c-fos et le facteur nucléaire des lymphocytes T
activés (NFAT). La régulation de ces principales voies de signalisation entraine une inhibition de la
production de cytokines et de chimiokines, de la prolifération cellulaire et de I'expression des molécules
d'adhésion (principalement VCAM-1), qui diminuent le recrutement des cellules inflammatoires dans les
tissus enflammés. 15dPGJ2, 15-désoxy-A12,14-prostaglandine J2; AGPI, acides gras polyinsaturés ;
5-ASA, acide 5-aminosalicylique. D’aprés Dubuquoy et al. 2006

Au vu des effets pléiotropiques de PPARYy, nous pouvons nous demander si les agonistes de
PPARYy ont un effet thérapeutique sur la RCH autrement qu’en diminuant 'activité de NF-kB.
L’équipe de Annicotte et al a mis en évidence l'existence d'un PPRE de PPARy sur le
promoteur du géne CDH1, codant pour la protéine E-cadhérine (Annicotte et al. 2006). Cette
équipe a montré que CDH1 contient un PPRE fonctionnel sensible a PPARy en présence
d'inhibiteurs des histones déacétylases in vitro sur la lignée PC3 (lignée cellulaire humaine de
carcinome de la prostate). La méme équipe a aussi montré que ['utilisation d’agoniste de
PPARy augmentait I'expression de 'ARN et de la protéine E-cadhérine sur les lignées PC3 en
présence d’acide valproique (un inhibiteur des histones déacétylases). Or, comme vu
précédemment, il a été montré que la mésalazine activait les récepteurs de PPARy (Khare et
al. 2019). Fait intéressant, le 5-ASA augmente aussi la N-glycosylation et in fine I'expression
membranaire de I'E-cadhérine in vitro sur des lignées cellulaires HT-29 (Khare et al. 2019).

L’équipe de Yang et al. a, aussi, démontré par des techniques d'IHC, de western-blot et RT-
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gPCR que les agonistes de PPARYy permettaient d’augmenter I'expression de I'E-cadhérine in

vitro sur des cellules primaires épithéliales nasales (P. Yang et al. 2019).

Ainsi, notre hypothése est que les effets thérapeutiques des agonistes de PPARYy pourraient
s’expliquer par sa liaison sur le PPRE du géne CDH1. L’E-cadhérine est la principale
constituante des jonctions adhérentes, elle participe donc au maintien de l'intégrité de la
barriere intestinale. Mais cette protéine n’a pas uniquement un réle architectural. Son
interaction avec lintégrine aEB7 (aE est aussi nommée CD103) permet la rétention et
I'activation des lymphocytes intraépithéliaux (LIE), une population de lymphocytes T résidents
mémoires, dans I'épithélium intestinal (Olivares-Villagémez et Van Kaer 2018). La diminution
de I'E-cadhérine est aussi un marqueur de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), un
processus impliqgué dans la fibrose et le cancer (J. Yang et al. 2020). Ainsi, en se fixant sur le
PPRE de CDH1 et en augmentant, in fine, I'expression de I'E-cadhérine, les agonistes de
PPARy participeraient au maintien des jonctions entre les cellules épithéliales, a

limmunosurveillance et préviendraient les complications a long terme de la RCH.

Role de I’E-cadhérine dans le maintien de la barriere intestinale :

L’E-cadhérine, principale constituante des jonctions adhérentes :

Les jonctions adhérentes (JA) ou autrement appelées zonula-adherens permettent
d’associer des éléments du cytosquelette d’une cellule a ceux d’une cellule adjacente au
niveau de sites de liaison aux filaments d’actine (Mehta et al. 2015). Dans ces jonctions, des
protéines transmembranaires d’adhérences, les cadhérines, sont enchassées dans les
membranes de chacune des cellules, et se font face dans I'espace intermembranaire. Les
mécanismes d’adhérence des JA, complexes et en partie inconnus, sont dépendants de la
présence du calcium. Cette spécificité a d’ailleurs donné leurs noms aux cadhérines : « Ca »
pour calcium et « Adherin » pour adhésion en grec. Il existe une trentaine de cadhérines
différentes, dont I'expression est spécifique a certains tissus. L'E-cadhérine est retrouvée dans
les tissus épithéliaux. C’est une glycoprotéine transmembranaire avec quatre domaines
extracellulaires (domaine EC) s'étendant de EC1 a EC4, un domaine extracellulaire proximal
membranaire, un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique (Figure 15). Les
4 domaines EC contiennent des motifs chargés négativement qui peuvent se lier a trois
molécules de Ca2*, renfor¢cant ainsi les interactions entre les domaines extracellulaires. Le
domaine cytoplasmique permet de renforcer la capacité adhésive en reliant la cadhérine plus
ou moins directement au cytosquelette d’actine par I'intermédiaire des caténines, mais aussi
en permettant linteraction avec différentes protéines impliquées dans des voies de

signalisation (notamment les voies Wnt, B-caténine, PI3K, Akt, Rho GTPase et NF-kB). Le
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complexe E-cadhérine est composé de sous-unités comprenant I'a-caténine, la B-caténine, la

y-caténine et la p120-caténine (Suzuki et Hirano 2016).
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Figure 15 : L’E-cadhérine et son interaction avec le cytosquelette. L’E-cadhérine est une protéine
transmembranaire. Le segment extracellulaire est composé de quatre motifs « cadhérine », nommeés
EC1 a EC4 depuis 'extrémité N-terminale. Trois ions calcium se lient entre deux motifs successifs. Le
domaine cytoplasmique permet de renforcer la capacité adhésive de la cadhérine grace a deux
séquences conservées lui permettant d’interagir avec différentes caténines (B-caténine et pl20).
D'aprés Tiwari et al. 2018

L’E-cadhérine serait diminuée dans I’épithélium colique des patients atteints de RCH

Plusieurs équipes, dont la nbtre, ont émis I'’hypothése que I'E-cadhérine pourrait étre
une cible thérapeutique de la RCH. En effet, deux études suggérent que I'expression de I'E-
cadhérine est diminuée dans la mugueuse intestinale des patients atteints de RCH (Zhao et
al. 2015; Karayiannakis et al. 1998). En 1998, I'équipe de Karayiannakis et al a montré par
IHC, sur des prélévements provenant de piéces opératoires de patients, que I'expression de
I'E-cadhérine était réduite dans la RCH et que son expression était deux fois plus faible dans
I'épithélium colique lors des phases actives par rapport aux phases inactives de la maladie.
Toutefois, une limite de ce travail est que cette équipe a évalué uniqguement visuellement les
différences d’intensité de marquage (méme si cette évaluation a été faite par 3 observateurs
différents) (Karayiannakis et al. 1998). En 2015, I'équipe de Zhao et al a montré une diminution
de 'E-cadhérine dans les RCH actives par RT-gPCR, western-blot et IHC en travaillant sur
des biopsies de patients (Zhao et al. 2015). lls n’ont pas retrouvé une diminution de I'E-
cadhérine dans les prélevements provenant de RCH en phase active par IHC et RT-qPCR.
Les résultats préliminaires de notre équipe, démontrés par RT-qPCR, vont aussi dans le sens
d’'une diminution de son expression dans la muqueuse intestinale de ces patients. Fait
intéressant, nous n’avons pas retrouvé une diminution de I'E-cadhérine chez les patients
atteints de la MC, suggérant que la diminution de I'E-cadhérine observée serait bien en lien

avec la RCH et non pas seulement dd a l'inflammation chronique du tube digestif.
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Polymorphismes génétiques dans les génes codant et régulant I’expression de I’E-
cadhérine :

Comme décrit plus haut, parmi les génes de susceptibilité de la RCH, certains codent
des protéines impliquées dans lintégrité de la barriére intestinale, dont la protéine E-
cadhérine. Des associations entre la RCH et des polymorphismes génétiques impliquant des
genes régulant son expression (HNF4A et 10RF106) ont aussi été établies (The UK IBD
Genetics Consortium et The Wellcome Trust Case Control Consortium 2 2009). Dans les
modeéles murins, la délétion du gene CDHL1 entraine des modifications de la forme des CE et
de la morphologie des villosités, des altérations de la barriére intestinale, et enfin des

perturbations de la prolifération et de la différenciation des CE (Bondow et al. 2012).

La diminution de I’E-cadhérine est responsable d’'une augmentation de la perméabilité
intestinale :

Plusieurs études ont démontré l'importance de I'E-cadhérine dans le maintien de
I'intégrité de la barriére intestinale. Les interactions entre les CE étant assurées principalement
par 'E-cadhérine via les JA, la perte aigué d’E-cadhérine dans des modeles murins entraine
une diarrhée sanglante et des décés fréquents de ces animaux en quelques jours en raison
de la perturbation de I‘architecture épithéliale intestinale (Grill et al. 2015). L’inactivation
spécifique du gene CDH1 dans I'épithélium intestinal via un systéme Villin-Cre, a entrainé des
diarrhées provoquant une maladie potentiellement mortelle dans les 6 jours (dans un modéle
murin) (Grill et al. 2015). La perte d'E-cadhérine a conduit les cellules a migrer plus rapidement
le long de I'axe crypte-villosité et a perturber la différenciation cellulaire. La maturation et le
positionnement des cellules caliciformes et des cellules de Paneth ont été gravement
perturbés. Les souris ont aussi montré une déficience dans I'élimination des bactéries
entéropathogénes de la lumiére intestinale (Schneider et al. 2010). Une étude menée a l'aide
de CE dérivées d'organoides coliques C1orf1067 a montré une diminution des niveaux de E-
cadhérine de surface et une augmentation des niveaux intracellulaires. De plus, les
monocouches cellulaires C1orf106™ présentaient une perméabilité accrue dans les essais de

perméabilité a la luciférase et de résistance électrique transépithéliale (Mohanan et al. 2018).

La diminution de I’E-cadhérine entrainerait une diminution de I'immunosurveillance :

L’interaction E-cadhérine avec l'intégrine aER7 permet la rétention et I'activation des
lymphocytes intraépithéliaux (LIE) (Schon et al.1999). Une étude récente a montré dans un
modeéle murin de cancers spontanés (APC™") que I'immunosurveillance des tumeurs par les
LIE étaient dépendante de l'interaction CD103/E-cadhérine (Morikawa et al. 2021). Ainsi la
diminution de 'E-cadhérine entrainerait une diminution de 'immunosurveillance et pourrait étre

un des facteurs favorisant le développement de CCR, une complication connue de la RCH.
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La diminution de I’E-cadhérine est un marqueur de transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) :

La diminution de I'E-cadhérine est aussi un marqueur d’EMT. L’EMT est un processus
par lequel les CE différenciées subissent une conversion phénotypique en acquérant un
phénotype de cellules mésenchymateuses (J. Yang et al. 2020). Outre leurs morphologies
allongées, ces cellules ont une capacité migratoire et une production accrue de composants
de la matrice extracellulaire. LEMT est souvent étudiée en observant le taux de certaines
protéines : la diminution de I'E-cadhérine et EpCam comme marqueurs épithéliaux et
'augmentation de la Vimentine et N-Cadhérine comme marqueurs mésenchymateux.

Il existe trois sortes différentes d’'EMT: L’'EMT de type 1 joue un rble essentiel dans le
développement embryonnaire et le développement des organes. L'EMT de type 2 est associée
a la réparation en réponse a une inflammation, cette réparation peut étre aberrante et évoluer
vers la fibrose (Marconi et al. 2021). Lors de la RCH, la diminution de I'E-cadhérine pourrait
étre en lien avec des défauts de cicatrisation de la muqueuse (Gordon et al. 2014). L'EMT de
type 3, quant a elle, est impliquée dans la progression du cancer, et peut étre un marqueur de
métastase lors de la progression des cancers disséminés (Craene et Berx 2013). En effet, une
diminution de I'expression de I'E-cadhérine a aussi été décrite comme étant un mécanisme
facilitant la motilité cellulaire en réduisant I'adhérence cellule-cellule (Demetter et al. 2000), et
en favorisant la progression tumorale (Christou et al. 2017). En général, la perte ou
I'expression hétérogene de I' E-cadhérine est liée aux stades avancés du cancer colorectal, &
la progression et a la différenciation, aux métastases et a un mauvais pronostic (Bendardaf et
al. 2019). La aussi, la diminution de I'E-cadhérine pourrait étre en lien avec 'augmentation du

risque de développer un cancer colorectal chez les patients de RCH.

Régulation de I’expression de I’E-cadhérine :

Les mécanismes de dysfonctionnement ou la dérégulation de I'expression de I'E-
cadhérine peuvent étre génétiques, épigénétiques, transcriptionnels ou post-traductionnels
(Tiwari et al. 2018) .

En ce qui concerne les modifications génétiques, comme vu précédemment, il existe un
polymorphisme chez les patients atteints de RCH a proximité du géne CDH1, codant pour I'E-
cadhérine et dans les génes régulant son expression (HNF4A et 10RF106) (The UK IBD
Genetics Consortium et The Wellcome Trust Case Control Consortium 2 2009). Il a été montré
que ces genes régulent la stabilité des jonctions adhérentes entre les CE de la barriére
intestinale en contrélant les niveaux de E-cadhérine (Mohanan et al. 2018).

Au niveau épigénétique, la diminution de I'E-cadhérine a déja été associée a une inhibition de

la transcription de CDH1 par méthylation du promoteur (Berx et al. 1995). Cette méthylation
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du promoteur favoriserait un phénotype malin dans les CE des patients atteints de RCH au
long cours. La méthylation du promoteur de CDH1 a été mise en évidence dans 93% des
biopsies avec des lésions cancéreuses chez des patients atteints de RCH au long cours, cela
par technique de RT-gPCR spécifique a la méthylation. Alors que seulement 6% des biopsies
sans lésions cancéreuses de patients atteints de RCH au long cours avaient une méthylation
dans le gene CDH1 (Azarschab et al. 2002). De plus, les échantillons avec des lésions
cancéreuses présentaient une diminution de I'expression de I'E-cadhérine, alors que les
eéchantillons sans Iésions cancéreuses n’avaient pas de diminution de I'expression de cette
protéine.

Certaines modifications post-traductionnelles, comme la phosphorylation et la glycosylation,
peuvent aussi affecter la fonctionnalité de la protéine E-cadhérine au cours de la RCH. Comme
vu, plus haut, le 5-ASA favorise I'expression membranaire de la E-cadhérine dans les CE en

augmentant sa glycosylation (Khare et al. 2019).

L’ensemble de ces résultats :
— L’existence de polymorphismes génétiques impliquant les génes codants (CDH1) et
régulant I'expression de I'E-cadhérine (HNF4A et 10RF106),
— Son réle dans le maintien de la barriere intestinale, I'immunosurveillance et dans 'EMT
— Des résultats préliminaires suggérant une diminution dans I'épithélium colique des
patients atteints de RCH
Evoque un réle central de 'E-cadhérine dans la physiopathologie de la RCH et suggére que
la modulation de I'expression de I'E-cadhérine pourrait étre une cible thérapeutique. Ainsi, si
I'E-cadhérine est effectivement diminuée, il est important de comprendre comment afin de

pouvoir normaliser son expression.
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Objectif du projet de recherche :

Dans ce travail nous avons étudié I'expression de PPARy et de I'E-cadhérine dans
I'épithélium colique des patients atteints de RCH. Nous nous sommes appuyés sur :

— des travaux initiés dans notre laboratoire qui montraient une diminution de PPARy
dans I'épithélium colique des patients atteints de RCH (Dubuquoy et al. 2003)

— des résultats préliminaires de la littérature suggérant une diminution de
I'expression de I'E-cadhérine dans I'épithélium colique des patients atteints de
RCH (Zhao et al. 2015; Karayiannakis et al. 1998)

— et l'existence d'un PPRE de PPARYy dans le promoteur du géne CDH1 (Annicotte
et al. 2006)

Notre hypothese de travail était donc que la diminution de I'expression de PPARYy entrainerait
moins de fixations de I'hnétéromeére PPARY/RXR sur le PPRE dans le promoteur de CDH1 et
donc moins d’activation de la transcription du géne CDH1 et in fine une diminution de
I'expression de I'E-cadhérine. Les conséquences de cette diminution de I'E-cadhérine seraient
une augmentation de la perméabilité intestinale et une diminution de 'immunosurveillance.
Ces effets pourraient aussi expliquer les complications de la RCH au long terme comme la

fibrose et le cancer colorectal.

Les travaux présentés ont donc cherché a confirmer la diminution de I'expression de PPARy
et surtout, de I'E-cadhérine dans I'épithélium colique des patients atteints de RCH. Nous nous
sommes assurés qu'il existait une corrélation positive entre I'expression de PPARYy et de I'E-
cadhérine. Pour cela, I'expression de I'E-cadhérine a été étudié dans des prélévements
coliques de patients atteints de RCH et de prélevements coliques provenant de patients
opérés pour autre indication qu’une MICI. Nous avons aussi un contréle inflammatoire avec
des prélévements coliques provenant de patients atteints d’'une MC pour nous assurer que
nos résultats ne sont pas uniquement liés a l'inflammation caractéristiques des MICI.

Puis, nous nous sommes demandé si la corrélation entre PPARy et 'E-cadhérine pouvait
indiquer un lien de cause a effet. Nous avons donc essayé de mettre en évidence une
régulation directe de PPARy sur I'expression de [I'E-cadhérine. Deux stratégies
complémentaires ont été utilisées, pharmacologique et génétique, pour diminuer I'expression

de PPARYy in vitro et étudier les conséquences sur I'expression de I'E-cadhérine.
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Matériels et Méthodes :
Prélevements :

Les pieces opératoires sont recueillies aprés signature d’'un consentement éclairé (protocole
N° DC-2008-642) chez des patients atteints de RCH ou de MC ayant subi une opération
chirurgicale. Des pieces opératoires intestinales sont également recueillies chez des patients
contréles opérés pour une autre indication qu’une MICI en zone saine sous le contrble d’un

anatomopathologiste.

Les échantillons de muqueuse intestinale sont soit conservés a-80°C dans une solution de
RNA later (Macherey-Nagel) pour une analyse transcriptomique, ou a sec pour l'analyse

protéique a -80°C.

Culture cellulaire :

Culture et entretien des lignées :

Deux lignées de CE intestinales humaines sont utilisées : la lignée Caco-2 (n°ATCC HTB-37)
et la lignée HT-29 (n°’ATCC HTB-38) (American Type Culture Collection- ATCC, Manassas,
VA). Ces cellules sont cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal
(Dutscher, Brumath, France), 1% de pénicilline-streptomycine (Invitrogen) dans une étuve a
37°C et 5% de CO2. Les milieux de culture sont changés tous les 3-4 jours afin de préserver
un milieu riche en nutriments et pauvre en déchets toxiques pour permettre une croissance
cellulaire optimale. Chaque semaine, les monocouches confluentes sont traitées a la trypsine

(Invitrogen) puis repiquées aprés une dilution au 1/10éme dans une flasque T175.

Pour notre étude, les cellules PPARy « knock-down » (sh PPARYy) et leur contrdle sh LUC (sh
CTL), disponibles au laboratoire, sont utilisées. Elles expriment de fagon stable un ARN anti-
sens dirigé contre le géne codant PPARy conduisant & une diminution spécifique et
significative de I'expression de PPARy(Martin Mena et al. 2017). Dans nos conditions de
culture, ces cellules se développent sous la forme d'une multicouche non polarisée et

indifférenciée.
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Stimulation des lignées :

Concernant les expériences de stimulation par le GW9662 et le T0O070907 10° cellules Caco-
2 et HT-29 sont mises en culture dans 2 ml de milieu de culture dans des plaques 6 puits.
Avant stimulation, le milieu de culture des puits est remplacé par un milieu sans SVF afin de
synchroniser les cellules. Les cellules sont ensuite stimulées par 10uM, 1uM et 0,1uM de
GW9662 pendant 24h.

Relativement aux expériences de stimulation par I'agoniste inverse de PPARy le TO070907
(Sigma), 108 cellules Caco-2sont mises en culture dans 2 ml de milieu de culture dans des
plaques 6 puits. Avant stimulation, le milieu de culture des puits est remplacé par un milieu
sans SVF afin de synchroniser les cellules. Les cellules sont ensuite stimulées par 1 et 10uM
de TO070907.

Analyse protéigue par Western-blot :

L’analyse est réalisée sur des extraits protéiques totaux des cellules stimulées dans

différentes conditions.

Les cellules sont lavées avec du PBS deux fois et lysées avec du tampon RIPA (Sigma)
supplémenté avec un mélange d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Sigma). Les
protéines sont dosées par la méthode Bradford (Thermo scientific) de facon a déposer la
méme quantité de protéines pour tous les échantillons. 20ug de protéines sont déposées sur
un gel gradient 4-20% de polyacrylamide (Biorad). Aprés migration, les protéines sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose. Les sites de fixation non spécifiques sont
alors blogués pendant 30 minutes, sous agitation, a température ambiante dans une solution
de lait dilué a 5% dans du TNT 1X (Tris NaCl Tween a 1%) Les membranes sont incubées
sur la nuit avec différents anticorps primaires dilués dans du TNT-5% lait : un anticorps anti
PPARYy (Cell Signaling Technology, 1/500) , un anticorps anti E-cadherine (Cell Signaling
Technology au 1/1000), un anticorps anti -actine (Santa Cruz Au 1/500°9) et un anticorps anti
phospho Smad 2 (Cell Signaling Technology au 1/1000).

Apreés trois lavages de 10 minutes dans du TNT, un anticorps secondaire est appliqué pendant
1 heure, sous agitation, a température ambiante sur les membranes : un anti rabbit IgG HRP
(JacksonlmmunoResearch) au 1/10 000 ou un anti mouse IgG HRP (Sigma) au 1/2000. Aprées
trois autres lavages, les membranes sont révélées en chambre noire au moyen du kit
SuperSignal West Pico PLUS Chemoluminescent Substrate (thermo scientific) contenant un
substrat chimioluminescent de la peroxydase (ECL). Un film radiographique est ensuite
apposé sur les membranes afin de récupérer une empreinte de chimioluminescence. La

révélation des bandes peut aussi se faire sur I'appareil de mesure Vilber fusion FX (Vilber).

47



Quantification de ’ARNm par RT-qPCR :

L’ARN des cellules stimulées est isolé a I'aide du kit nucleoSPIN® RNA (Macherey Nagel)
suivant les instructions du constructeur.

Les échantillons de muqueuse des pieces opératoires sont broyés a laide d'un
homogénéiseur (Bead Mill 24 homogeniser Fisherbrand) dans du tampon de lyse RAL puis

I’ARN est extrait a 'aide du méme Kkit.

Relativement a l'isolement des CE, le prélévement est recueilli dans une boite de pétri dans
une solution de chélation basale (Na2HPO4 5.6mM, KH2po4 8mM, NaCl 92.2mM et KCI
1.6mM). Les CE sont séparées des couches musculaires et graisseuses puis coupés en
morceaux de 2 mm. Les fragments de tissu sont incubés pendant 20 min sous agitation lente
a 4°C dans 20 ml de solution de chélation compléete (la solution de chélation basale
complémentée avec sucrose 43.4mM, D-sorbitol 54.9Mm, DTT 0,5mM et EDTA 10mM
pendant 1 heure a 4°C sous agitation lente. Les CE sont ensuite détachées en flushant avec
une pipette de 10ml et se retrouvent dans le surnageant. Celui-ci est récupéré puis centrifuge,
et le culot est repris dans du RAL.

La qualité et la concentration des ARN isolés ont été mesurées a 'aide du NanoDrop 1000.

1 ug d’ARN est rétro-transcrit en ADNCc via le kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Life Technologies) selon les instructions du fournisseur.
La quantification des génes (tableau 1) a été réalisée avec le kit Fast SYBR Green master mix

(Life Technologies) sur le thermocycleur Step One Plus (Life Technologies).

La normalisation des résultats a été faite par rapport au géne de la B-actine, exprimée de fagon
constitutive. Les valeurs ont été représentées en terme de quantité relative de variation
d’expression de ’TARNm (exprimée en 2 puissance (-AACt) par rapport aux conditions de
controle (Fold), a I'exception des valeurs concernant les biopsies de patients qui ont été

représentées uniquement en 24T par rapport a la B-actine).
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Génes Amorce sens Amorces anti-sens
PPARy CCA-TGG-TCA-TTT-CGT-TAA- TTC-AAT-ACC-ACG-ACG-TAC-AA
AGG-C
E-cadhérine AGC-ATC-AGT-CAC-TTT-CAG- TTC-CCA-GGG-TCA-GAA-GGA-
TGT TTC-CTA-TG
B-actine GGT-CTG-AAA-CAT-GAT-CTG- TGC-CTT-AGC-TAT-CTG-GTG-CC
GG
TSLP TGC-CTT-AGC-TAT-CTG-GTG- | ACG-CCA-CAA-TCC-TTG-TAA-TTG
CC
Lactase GCG-GCA-GAA-GCT-GAG-TAA- | AAG-GCT-GAA-GAG-CAG-ACT-GG
AT
Kératine 18 | GCTGGAAGATGGCGAGGACTT TGGTCTCAGACACCACTTTGCC
T
TFF3 TGGTGAAGACAGCAAGCCAA ACAGTAGCGAGAGTGGTTGTG
A33 CCTGTCTGGAGGCTGCCAGT AGGTGCAGGGCAGGGTGACA
IFNy TGA-CCA-GAG-CAT-CCA-AAA- TTT-CGC-TTC-CCTG-TTT-TAGC
GA
IL-21 GGA-GAG-GAT-TGT-CAT-CTG- | CAC-AGT-TTG-TCT-CTA-CAT-CTT-
TC C
Granzyme B | CCC-TGG-GAA-AAC-ACT-CAC- CAC-AAC-TCA-ATG-GTA-CTG-
ACA TCG-T
ZEB1 GGC-ATA-CAC-CTA-CTC-AAC- TGG-GCG-GTG-TAG-AAT-CAG-
TAC-GG AGT-C
Fibronectine AC-AAC-ACC-GAG-GTG-ACT- GGA-CAC-AAC-GAT-GCT-TCC-
GAG-AC TGA-G
aSMA CCT-TCC-AGC-AGAT-GTG- AAG-CAT-TTG-CGG-TGG-ACA-A
GAT-CA

Tableau 1: listes des amorces sens et antisens utilisées

Cytomeétrie en flux :

Le marquage membranaire de I'E-cadhérine par cytométrie en flux est réalisé aprés
stimulation ou non des cellules Caco-2 sh LUC et Caco-2 sh PPARYy. Brievement, les sites
aspécifiques sont bloqués avec le human TruStain FcX (Sony) pendant 10min, puis les cellules
sont incubées 25 min sur glace avec I'anticorps anti human e-cadhérine FITC (Sony) ou son
isotype contréle mouse IgG1 FITC dilués a 10ug/ml en PBS 2% SVF. Les cellules sont ensuite
fixées avec une solution de fixation (BD Pharmingen) pendant 5 min a température ambiante.
Aprés un lavage en PBS, les cellules sont resuspendues dans 300ul de PBS pour étre

analysées avec un cytométre LSR Fortessa X20 (Becton Dickinson) et le logiciel Flow Jo.

Immunohistochimie :

Les échantillons ont été fixés dans du paraformaldéhyde a 4 % puis inclus en paraffine et
coupés au microtome en sections de 4um. Aprés démasquage des sites antigéniques et
blocage des peroxydases endogenes, les coupes ont été incubées avec un anticorps anti E-

cadhérine (Invitrogen, clone 4A2C7) au 1/25eme et révélé avec un anticorps secondaire anti

49



mouse IgG couplé & une peroxydase. Ce marquage a été réalisé en collaboration avec le

service d’anatomopathologie du CHU de Lille.

Analyses statistiques :

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel PRISM 6 (Graphpad software
Inc.) Tous les tests portent sur des données métriques connues. Lorsque la taille de
I'échantillon est supérieure a 30, des tests paramétriques ont été réalisés. Dans les
échantillons plus petits, entre 8 et 30, une analyse graphigue a été réalisée pour vérifier la
normalité.

Les résultats ont été exprimés en moyenne +/- erreur standard a la moyenne (SEM). Les
différences ont été considérées comme statistiguement significatives lorsque p< 0,05. Les
statistiques non significatives ne sont pas représentées.
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Résultats :

Diminution de I’expression de I’E-cadhérine et de PPARYy dans
I’épithélium colique des patients atteints de RCH :

La premiére étape de ce travail a été de s’assurer que I'E-cadhérine était diminuée
dans I'épithélium colique de pieces opératoires des patients atteints de RCH par rapport a
I'épithélium colique provenant de patients opérés pour une autre indication qu’une MICI (CTL).
Nous avons donc étudié I'expression du géne CDH1 par RT-gPCR dans la muqueuse colique,
de la méme facon que l'avait fait 'équipe de Zhao et al (Zhao et al. 2015). En plus, un 2¢
groupe contrble, composé de prélévements provenant de patients atteints de MC, permet de
s’assurer que ces résultats ne sont pas uniquement liés a l'inflammation intestinale existant
dans les MICI. La quantit¢é d’ARNm de I'E-cadhérine est significativement diminuée dans la
mugqueuse colique des patients atteints de RCH par rapport au groupe CTL. Cette diminution
n’'a pas été retrouvée dans la muqueuse colique des patients atteints de MC. La quantité
d’ARNm de PPARYy est aussi diminuée dans la muqueuse colique des patients atteints de RCH
par rapport au groupe CTL. Contrairement aux résultats précédemment publiés par le
laboratoire, TARNm de PPARYy dans la muqueuse des MC est diminuée par rapport au groupe
CTL (Figure 16A). L’expression de PPARy et I'E-cadhérine semblent étre positivement et
significativement corrélées dans le groupe RCH (r=0.7009) et CTL (r =0.647). Par contre, il
n’existe pas a priori de corrélation dans le groupe MC (r=0,1621) (Figure 16B).

Cependant, la quantité d’E-cadhérine peut étre influencée par d’autres facteurs comme la
quantité d’épithélium dans le prélévement (quantifiée par I'expression des génes kératine 18,
TFF3 et A33), l'inflammation (IFNy, IL21 et GZMB) et/ou les mécanismes de réparation (ZEB1,
fibronectine et aSMA). Nous avons donc réalisé une matrice de corrélation sous la forme d’'un
coorplot pour évaluer 'impact de ces variables sur I'expression de I'E-cadherine et de PPARy
(Figure 16C). Ainsi, I'expression du géne CDH1 semble étre aussi corrélée positivement aux
3 génes marqueurs de I'épithélium dans les prélévements de RCH, cette corrélation n’a pas
été retrouvée dans le groupe MC et CTL. LARNm de PPARYy est aussi corrélé aux 3 genes
marqueurs de I'épithélium dans les prélévements de RCH. Il semble aussi exister une
corrélation positive entre I'expression du gene de PPARYy et de 2 génes sur 3 dans le groupe
CTL (kératine 18 et A33) et MC (TFF3 et A33). Par contre, I'expression de I'E-cadhérine et de
PPARy ne semble pas étre influencée par l'inflammation et la réparation que ce soit dans le
groupe RCH, MC et CTL. Les corrélations entre PPARYy et I'lL-21, granzyme B et ZEB 1 sont
treés probablement artéfactuelles compte tenue de la trés faible expression de ces génes dans

le groupe CTL (annexe 2). Ainsi, les variations de la quantité d’épithélium entre les
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échantillons pourraient influencer artificiellement les quantités d’ARNm d’E-cadhérine et de
PPARY.
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Figure 16 : Expression de ’ARNm de I’E-cadhérine et de PPARYy dans la muqueuse. (A) par RT-
gPCR, CTL (n=17), RCH (n=30) et MC (n=26) (B) Corrélations de spearman des quantités ’ARNm
d’E-cadhérine et de PPARYy dans la muqueuse intestinale a partir de la muqueuse (C) Graphique
représentant la matrice de corrélation entre I'expression de différentes ARNm entre les groupes CTL,
MC et RCH. Les corrélations positives sont affichées en bleu et les corrélations négatives en rouge.
L’intensité de la couleur et la taille des cercles sont proportionnelles aux coefficients de corrélation. A
droite du corrplot, la Iégende de couleurs montre les coefficients de corrélation et les couleurs
correspondantes. Les statistiques non significatives ne sont pas représentées.
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Pour s’affranchir des variations de quantité d’épithélium dans nos échantillons de muqueuse,
nous avons décidé de vérifier nos résultats a partir de CE isolées. Avec cette stratégie, nous
avons pu confirmer la diminution de I'expression de '’ARNm de I'E-cadhérine dans le groupe
RCH par rapport au groupe CTL (Figure 17A). En revanche, I'expression de I'E-cadhérine
n’est pas diminuée dans le groupe MC par rapport au CTL, suggérant que la diminution de I'E-
cadhérine est spécifique a la RCH. Concernant PPARYy, nous n’avons pas mis en évidence de
diminution significative sur les échantillons de CE isolées mais PPARy semble bien étre
diminué dans le groupe RCH par rapport au groupe CTL, la p value étant tres proche de 0.05
(Figure 17A).

En réalisant par la suite un test de corrélation de Spearman avec ces données, nous avons
mis en évidence une corrélation forte (r=0.8095) et significative (*) entre I'expression de
ARNm de PPARy et de TARNm de I'E-cadhérine dans I'épithélium colique des patients
atteints de RCH (Figure 17B). La corrélation entre 'E-cadhérine et PPARy était plus forte
(r=0.9762) et plus significative encore (***) dans le groupe MC. Par contre, cette corrélation

ne semble pas exister dans le groupe CTL.

A l'aide d’une quantification automatisée de la densité optique par le Cell Discoverer 7, nous
avons pu confirmer la diminution de la protéine E-cadhérine chez les patients RCH par rapport

au groupe CTL et MC par une technique d’'IHC (Figure 17C).

L’ensemble de ces résultats montre qu’il existe bien une diminution significative de la quantité
d’E-cadhérine (ARNm et protéine) dans I'épithélium intestinal chez les patients atteints de
RCH mais pas dans la MC et chez les individus contréles. Il existe aussi une corrélation forte
et significative entre I'expression de PPARYy et de 'E-cadhérine dans les CE qui suggére que

PPARYy pourrait réguler I'expression de I'E-cadhérine.
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Figure 17 : Expression de I’E-cadhérine et de PPARy dans les CE isolées. (A) par RT-gPCR (CTL
n= 9, MC n=8, RCH n=11) (B) Corrélation de spearman des quantités d’ARNm d’E-cadhérine et de
PPARYy dans les CE isolées de I'’ensemble des patients (C) Marquage immunohistochimique de I'E-
cadhérine représentatif de I'ensemble des patients (CTL n=5, MC n=6 et RCH n=5). Les statistiques
non significatives ne sont pas représentées.
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Etude d’une régulation directe entre PPARYy et ’E-cadhérine :

Pour mettre en évidence une régulation directe de PPARYy sur I'expression de I'E-
cadhérine, nous avons utilisé trois stratégies différentes. Tout d’abord, nous avons tenté
d’'inhiber 'expression de PPARYy avec un antagoniste de PPARYy (le GW9662) in vitro dans les
lignées Caco-2 et HT29. Puis, nous avons testé un agoniste inverse de PPARYy, le T0070907
dans la lignée Caco-2. Enfin, nous avons utilisé la lignée intestinale Caco-2ou I'expression de
PPARy a été inhibée par une transfection stable avec un plasmide sh RNA ciblant le géne
PPARy (Martin Mena et al. 2017)

Inhibition de I’activité de PPARYy avec |’antagoniste GW9662 :

Nous avons d’abord tenté d’inhiber I'expression de PPARy en traitant les lignées
cellulaires Caco-2 et HT-29 avec un antagoniste de PPARYy, le GW9662.

Dans les 2 lignées aprées 24h de traitement, I'expression de I'E-cadhérine n’est pas diminuée,
quelle que soit la concentration de GW9662 utilisée (0,1uM, 1uM et 10uM) par RT-gPCR
(Figure 18A) ou par western-blot (Figure 18B).

Pour vérifier que I'inhibition de PPARYy était bien efficace dans nos conditions expérimentales,
nous avons aussi mesuré I'expression de deux génes contréles stimulés par des agonistes de
PPARYy : la lactase (Fumery et al. 2017) et la TSLP (Martin Mena et al. 2017). Toutefois, ni le
géne de la lactase ni celui de la TSLP sont diminués dans les lignées Caco-2 stimulées par le
GW9662 (Figure 18C).

Ces résultats ne permettent donc pas de conclure sur I'existence d’'une régulation directe de
'E-cadhérine par PPARYy.
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Figure 18 : Inhibition pharmacologique par le GW9662, un antagoniste de PPARYy, de I’activité de
PPARYy dans les lignées Caco-2 et HT29. (A) Expression de 'ARNm de I'E-cadhérine par RT-gPCR
apres stimulation par le GW9662 (B) Expression de I'E-cadhérine par western-blot aprés stimulation par
le GW9662 (C) expression de 'ARNm de la LCT (code la protéine lactase) et de la TSLP apres
stimulation par le GW9662 dans la lignée Caco-2. Les statistiques non significatives ne sont pas

représentées.
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Inhibition de I’activité de PPARy avec un agoniste inverse de PPARYy, le T0070907 :

GW9662 est un antagoniste, son effet inhibe I'expression d’'un géne induit par un
agoniste de PPARYy. En revanche, son action n’affecte pas I'expression basale des génes dont
le promoteur contient un ou plusieurs site(s) de fixation de PPARy (PPRE) (Figure 11).
L’absence d’effet du GW9662 sur I'expression de CDH1 et des génes contrbles pourrait donc
s’expliquer par le fait que nous travaillons en condition basale, sans stimuler les cellules
Caco-2 et HT-29 avec un agoniste de PPARy. De base, I'expression de CDH1 est élevée dans
ces cellules et une stimulation avec de la rosiglitazone n‘augmente que faiblement son
expression (Annexe 2). Nous avons donc cherché a inhiber I'activité intrinséque de PPARy
dans les cellules Caco-2 avec l'agoniste inverse T0070907. Contrairement au GW9662,
T0070907 inhibe I'expression basale des génes contrdlés par PPARYy et a, ainsi, I'effet inverse
d’un agoniste (Figure 11).

Aprés un traitement de 24 heures avec le TO070907, nous avons observé une diminution
importante (10 fois) et significative de I'expression de la lactase (Figure 19A). La quantité
d’ARNm de I'E-cadhérine est diminuée d’'un facteur de 0,6 (Figure 20A). Cette diminution est
statistiquement significative mais nous n’avons pas constaté d’effet sur la quantité de protéine
par western blot (Figure 19B).

Les inhibiteurs pharmacologiques que nous avons utilisés inhibent I'activité de PPARy mais
pas son expression (Figure 19C). Leurs effets pourraient donc étre différents de ceux induits
par une baisse d’expression de PPARy, comme celle observée chez les patients atteints de
RCH.
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Inhibition du géne de PPARYy par une transfection avec un plasmide sh RNA :

Pour reproduire au mieux la baisse de I'expression de PPARy dans I'épithélium
intestinal des patients atteints de RCH, nous avons utilisé la lignée intestinale Caco-2 ou
I'expression de PPARYy a été inhibée par une transfection stable avec un plasmide contenant
un petit ARN en épingle a cheveux (en anglais : short hairpin sShRNA) qui cible le géne PPARYy
(sh PPARY) ou un géne de la luciférase (sh CTL) (contréle) (Martin Mena et al. 2017).

La quantité d’ARNm et de protéine de PPARYy est significativement diminuée dans les cellules
sh PPARYy par rapport aux cellules sh CTL (Figure 20A et 20B). Cette diminution entraine une
baisse de I'expression basale de la lactase (divisée par 2) (Figure 20B). L’expression basale
de I'E-cadhérine n’est en revanche pas impactée que ce soit au niveau de 'ARNm (Figure

20A), de la protéine (Figure 20B) et de I'expression membranaire (Figure 20C).

Ces résultats montrent qu’une diminution de I'expression de PPARy ne diminue pas

I'expression de I'E-cadhérine.
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Discussion

La RCH est une pathologie complexe, invalidante, dont l'incidence et la prévalence
augmente dans le monde entier, touchant les jeunes adultes et dont il n’existe encore aucun
traitement curatif. Au début des années 2000, les agonistes de PPARYy, les thiazolidinediones,
ont été testés avec succes dans des modéles de colites murines (C. G. Su et al. 1999) puis
dans le traitement de la RCH chez 'Homme (Lewis et al. 2001; 2008). En paralléle, notre
laboratoire a montré que I'expression de PPARY était diminuée dans I'épithélium colique des
patients atteints de RCH (Laurent Dubuquoy et al. 2003). Ce déficit, n’a pas été retrouvé dans
la MC, suggérant que cette diminution est spécifique a la RCH. Les effets thérapeutiques de
ces molécules, s’expliquent, du moins en partie, par leurs effets anti-inflammatoires en
agissant sur la voie NF-kB (Ricote et al., 1998). Au début des années 2010, l'intérét pour ces
agonistes a été tempéré par les nombreux effets indésirables de ces molécules en raison des

actions pléiotropes de PPARy encore mal connues.

En parallele des effets anti-inflammatoires de PPARY, il a été décrit que les agonistes de
PPARy augmentaient in vitro I'expression de I'E-cadhérine (Annicotte et al. 2006). PPARy
régulerait directement I'expression du géne CDH1 en se fixant sur son promoteur qui contient
un site PPRE (Annicotte et al. 2006). L’E-cadhérine, en tant que la principale constituante des
jonctions adhérentes, est essentielle au maintien de I'intégrité de la barriére intestinale. Elle a
aussi un rdle dans l'immunosurveillance : son interaction avec l'intégrine aER7 permet la
rétention et I'activation des LIE dans I'épithélium intestinal (Olivares-Villagbmez et Van Kaer
2018). La diminution de I'E-cadhérine est aussi un marqueur de transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT), un processus impliqué dans la fibrose et le cancer (J. Yang et al.
2020). Ainsi, en se fixant sur le PPRE de CDHL1 et en augmentant, in fine, 'expression de I'E-
cadhérine, les agonistes de PPARYy participeraient au maintien des jonctions entre les cellules
épithéliales, a I'immunosurveillance et préviendraient les complications a long terme de la
RCH. Quelques rares publications rapportent une diminution de I'expression de I'E-cadhérine,
dans les CE coliques des patients atteints de la RCH sans que les marquages par IHC soient
totalement convaincants (Zhao et al. 2015; Karayiannakis et al. 1998).

Nous avons donc recherché s'il existait un lien entre la baisse de PPARYy et celle de I'E-

cadhérine dans I'épithélium intestinal des patients RCH.

Diminution de I’expression de I’'E-cadhérine et de PPARy dans
I’épithélium colique des patients atteints de RCH :

Avant de rechercher un lien de régulation entre PPARYy et I'E-cadhérine, nous avons

voulu confirmer les résultats de la littérature qui suggéraient une diminution de I'E-cadhérine
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dans I'épithélium colique (Zhao et al. 2015; Karayiannakis et al. 1998). Nous avons aussi
cherché a mettre en évidence une corrélation entre 'expression de PPARYy et de 'E-cadhérine

dans I'épithélium colique.

La quantitt d’ARNm d’E-cadhérine, mesurée par RT-gPCR, est bien diminuée dans la
mugueuse colique des patients atteints de RCH par rapport au CTL. En revanche, elle n’est
pas modifiée chez les patients atteints de MC. Pour s’affranchir d’un éventuel biais du aux
variations de la quantité d’épithélium dans les échantillons de muqueuse, nous avons confirmé
ce résultat a partir de CE isolées et par IHC sur des coupes intestinales de patients atteints de
RCH et de MC et des individus controles.

Nous avons analysé des prélevements de patients nécessairement a des stades séveres et
non contrélées de leurs maladies puisqu’une chirurgie était indiquée. Il serait donc intéressant
d’analyser I'expression de I'E-cadhérine dans des biopsies endoscopiques prélevées chez des
malades moins séveres plus représentatifs des patients atteints de RCH. Toutefois, la
diminution de I'E-cadhérine dans le cblon de ce groupe de patient a déja été rapportée.
L’équipe de Zhao et al a mis en évidence une diminution de I'expression de I'E-cadhérine dans
des biopsies de patients par RT-gPCR et western-blot (Zhao et al. 2015). Comme indiqué ci-
dessus, la diminution de 'E-cadhérine chez les patients RCH pourrait donc étre un mécanisme

pathologique important dans cette pathologie

Nos travaux confirment aussi la diminution de PPARYy dans la muqueuse colique des patients
atteints de RCH par rapport au groupe CTL. Cette diminution n’est pas significative dans les
CE isolées peut-étre a cause de I'effectif trop faible et/ou parce que PPARYy dans la muqueuse
est aussi exprimé par d’autres cellules que les CE comme les macrophages (Odegaard et al.

2007). L’expression de PPARYy pourrait étre aussi diminuée dans ces derniers.

Les variations d’expression de I'E-cadhérine et de PPARy entre les groupes de patients
pourraient toutefois s’expliquer aussi par une différence dans la répartition de la localisation
des préléevements. En effet 'expression de PPARYy n’est pas constante sur le long du cblon :
elle est élevée au niveau du célon distal puis elle diminue progressivement vers le célon
proximal et est beaucoup plus faible dans lintestin gréle (W. Su et al. 2007). Nous ne
connaissons pas la localisation exacte des prélévements de muqueuse colique mais nous
avons accés a la localisation exacte des préléevements d'ou les CE sont isolées : les
prélevements provenant de MC proviennent généralement du célon ascendant alors que les
prélevements provenant de RCH sont majoritairement au niveau du c6lon descendant et du
sigmoide. Mais ces répartitions hétérogénes ne nous ont pas empéché de mettre en évidence
une diminution de PPARYy dans I'épithélium colique des patients atteints de RCH alors que la
majorité des prélévements provenant du célon distal (et ou I'expression de PPARy est
maximum). |l n’existe pas de données dans la littérature concernant un gradient d’expression

de 'E-cadhérine. Nos résultats préliminaires tendent a montrer que la localisation n’influence
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pas I'expression de 'E-cadhérine (annexe 3). Un plus grand nombre de prélévements d’'une

méme localisation devront étre comparés.

De facon intéressante, il existe corrélation positive entre I'expression de PPARy et I'E-
cadhérine dans le groupe RCH dans les biopsies comme dans les CE isolées. Par contre,
nous n’avons pas trouvé de corrélations significatives entre la quantité d ARNm d’E-cadhérine
et celles de cytokines inflammatoires ou de marqueurs de la régénération de la mugueuse,
deux autres mécanismes connus pour influencer I'expression de I'E-cadherine. L’ensemble de
ces résultats et le fait qu'un PPRE a été décrit sur le promoteur de CDH1 nous ont encouragé

a rechercher une régulation directe de I'expression de CDH1 par PPARY.

PPARy ne semble pas régulé pas directement I’expression de I’E-
cadhérine dans les CE intestinales :

Trois stratégies différentes ont été testées pour mettre en évidence une régulation
directe de PPARYy sur I'expression de I'E-cadhérine. Tout d’abord, nous avons tenté d’inhiber
pharmacologiquement I'expression de PPARYy avec un antagoniste de PPARYy (le GW9662) et
un agoniste inverse le T0O070907 in vitro. Dans un second temps, nous avons utilisé la lignée
intestinale Caco-2 ou I'expression de PPARY a été inhibée par une transfection stable avec un
plasmide sh RNA ciblant le géne PPARYy (Martin Mena et al. 2017).

L’inhibition de I'expression de PPARYy avec le GW9662, un antagoniste de PPARYy, n’a pas
impacté I'expression de I'E-cadhérine au niveau de 'ARNm et de la protéine dans la lignée
Caco-2 et HT29. Mais ces expériences ne nous permettent pas de conclure puisque nous ne
sommes pas parvenus a démontrer l'efficacité de I'antagoniste. En effet, aucun effet de

GW9662 n’a été observé sur I'expression de nos génes contrbles : TSLP et la lactase.

Toutefois, GW9662 est un antagoniste compétitif qui inhibe I'activité de PPARy en empéchant
la fixation du ligand. Cet inhibiteur est d’ailleurs souvent utilisé en combinaison avec un
agoniste tel que avec la rosiglitazone (Leesnitzer et al. 2002). Dans notre milieu de culture,
I'expression basale de I'E-cadherine est déja trés élevée dans les cellules Caco-2 et HT-29 et
elle est tres peu augmentée par I'ajout d’'un agoniste (rosiglitazone) (annexe 2). L’absence
d’effet de GW9662 pourrait donc aussi signifier qu’il n’y a pas d’agoniste de PPARy dans notre

milieu de culture qui stimulerait I'expression basale de I'E-cadhérine dans nos lignées.

En absence de ligand, 'héterodimére PPARY/RXRa peut se lier au PPRE sur les génes cibles.
Il favorise alors des interactions stables avec les complexes corépresseurs (NCoR ou SMRT)
qui recrutent des enzymes modifiant la chromatine (les histones désacétylases). Ces derniers
rendent la chromatine inaccessible a la liaison des facteurs de transcription ou résistante a
leurs actions et répriment ainsi activement la transcription. L’agoniste inverse T0O070907 en se
liant au complexe PPARY/RXRa/PPRE favorise le recrutement de corépresseur (NCoR) et

favorise la répression de I'expression basale (non induite par un agoniste) du géne.
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Nous avons donc utilisé ce deuxieme inhibiteur pharmacologique T0O070907 pour évaluer
I'impact de PPARYy sur I'expression basale de I'E-cadhérine dans nos lignées. Cette fois, nous
avons pu verifier que I'activité de PPARYy était bien inhibée puisque I'expression de la lactase
est diminuée par un facteur 10. Avec cet inhibiteur, la quantité ’ARNm d’E-cadhérine est aussi
significativement diminuée, sans toutefois que cette diminution soit trés importante (seulement
divisée par 1,6). En revanche, le traitement par le T0O070907 ne diminue pas I'expression de
la protéine E-cadhérine. Il est possible que 24 heures de traitement ne soit pas suffisant pour
voir un effet significatif sur la quantité de protéine car en plus de la faible diminution de la
transcription de CDH1 la demi-vie de la protéine varie entre 5-10h en fonction des types
cellulaires étudiés (Ireton et al. 2002; McCrea et Gumbiner 1991; Troxell et al. 1999). Ces
expériences doivent donc étre reproduite sur des temps plus long. Il serait aussi important de

s’assurer que le traitement au T007097 n’a pas entrainé une mort cellulaire.

Une limite a ces expériences avec le T0O070907 est que cet agoniste inverse ne mime pas la
diminution de PPARYy mise en évidence dans la RCH. En effet, s’il existait un agoniste inverse
endogéne, responsable d’'une diminution de I'expression de I'E-cadhérine, il faudrait aussi que
ce ligand inhibe I'expression de PPARy pour reproduire la diminution de PPARy dans
I'épithélium colique des patients atteints de RCH. Nous nous sommes, donc, demandés s'il
pouvait exister un rétro-contrdle de PPARYy sur lui-méme, ce qui pourrait expliquer la
diminution de I'expression de PPARYy dans I'épithélium colique des patients atteints de RCH.
Cela ne semble pas étre le cas : aprés 24 heures de traitement, I'expression de PPARy n’est
pas modifiée, quelle que soit la concentration utilisée (1uM et 10uM) par RT-gPCR.

Pour reproduire I'observation physiopathologique : la baisse de I'expression de 'E-cadhérine
et de PPARYy dans I'épithélium des patients, nous avons utilisé le modéle Caco-2 sh PPARYy.
En effet, I'expression de ’TARNm et de la protéine PPARy sont diminuées d’environ 1/3 dans
la lignée sh PPARYy par rapport a la lignée contréle sh CTL comme ce qui a été observé dans
I'épithélium colique dans la RCH. La diminution de PPARy est fonctionnelle puisque
I'expression du géne LCT (codant pour la lactase) est aussi diminuée dans la lignée Caco-2
sh PPARYy par rapport au Caco-2 sh CTL. L’expression de I'E-cadhérine n’est en revanche pas
impactée que ce soit au niveau de 'ARNm, de la protéine et de I'expression membranaire.
Ces résultats suggérent que la diminution de I'expression de PPARYy n’altére pas I'expression

basale de 'E-cadhérine.

Si I'effet de I'agoniste inverse T0O070907 suggére un contréle de I'expression basale de CDH1
par PPARYy, le modéle génétique sh Caco-2 plaide contre. Il est donc pour l'instant difficile de
conclure définitivement quant a une régulation directe de I'expression de I'E-cadhérine par
PPARYy a partir de nos résultats. Ces travaux doivent étre complété par des traitements plus
longs (T0070907) et aussi sur d’autres lignées de CE pour exclure un effet cellulaire. Ces

expériences mériteraient aussi d’étre réalisées sur des organoides coliques humains pour
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s’affranchir d’'une éventuelle dérégulation des voies de signalisation dans les lignées

tumorales.

Nos résultats montrent, aussi, que les mécanismes d’actions des antagonistes de PPARYy sont

plus complexes que décrit dans l'introduction.

Vers I’hypothése d’une régulation indirecte de PPARYy sur I’E-
cadhérine:

Comme vu précédemment, la diminution de I'E-cadhérine est un marqueur d’EMT (J.
Yang et al. 2020). PPARYy est aussi lié¢ a 'EMT via le TGF-(3, le facteur TGF-§ étant connu
pour son rdle d'inducteur de 'EMT. Le TGF-B et PPARy se répriment mutuellement,
notamment, via la voie SMAD (Wei et al. 2010) . Il a été démontré que la stimulation de PPARy
inhibe ’EMT induite par le TGF-f in vitro et diminue l'inflammation intestinale et 'TEMT dans le
modele de colite induite par le DSS (Di Gregorio et al. 2017). Ainsi, la diminution de PPARy
entrainerait une levée de son inhibition sur le TGF-B. La voie de signalisation serait alors
« moins inhibée » par PPARYy et le TGFf induirait une augmentation de 'EMT et, in fine, une
diminution de I'expression de I'E-cadhérine. Différents protocoles pour induire 'EMT ont été
testés sur les Caco-2 (données non montrées). Aucune des stratégies pour induire 'EMT n’a.
Une étude suggére aussi que les Caco-2 seraient résistantes a 'EMT (Buckley, Medina, et
Ehrhardt 2010). Nous envisageons donc d’utiliser des organoides intestinaux humains pour

vérifier cette hypothése.

L’inflammation pourrait aussi co-réprimer I'expression de 'E-cadhérine et de PPARY. |l pourrait
étre pertinent de regarder si I'expression de 'E-cadhérine et PPARY est corrélée a I'expression
de I'lL-6 et du TNFa. En effet, PPARYy inhibe la production de ces cytokines (Villapol 2018) qui
sont-elles méme connues pour diminuer I'expression de I'E-cadhérine in vitro (Saito et al.
2014; Kamitani et al. 2011). Si PPARYy est moins exprimé, la transcription de ces cytokines est
plus importante et elle entrainerait la diminution de I'expression de I'E-cadhérine. Nous
envisageons aussi d'utiliser des organoides intestinaux humains pour vérifier cette hypothese.
L’expression de PPARy peut aussi étre modulée par des cytokines pro-inflammatoire, méme

si le mécanisme moléculaire est encore inconnu (X. Y. Yang, Wang, et Farrar 2008).
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Conclusion

Cette étude est la premiere a avoir montré formellement une diminution de 'E-cadhérine dans
I'épithélium colique des patients atteints de RCH. Alors qu’une corrélation forte et significative
entre la quantité ’ARNm d’E-cadhérine et de PPARYy a été mise en évidence, qu'il existe un
PPRE sur le promoteur de CDH1 et que l'augmentation de l'activité de PPARy par des
agonistes augmente I'expression de I'E-cadhérine in vitro (Annicotte et al. 2006), il ne semble
pas que la diminution de PPARy explique directement la diminution de I'expression de I'E-
cadhérine en condition basale chez les patients RCH. En effet, lorsque I'expression de PPARy
est inhibée génétiquement, I'expression de I'E-cadhérine n’est pas impactée que ce soit au
niveau de 'ARNm, de la protéine et de I'expression membranaire. Pour autant, nous ne
pouvons pas exclure formellement une régulation directe de PPARYy sur I'E-cadhérine car
l'inhibition de PPARYy par un agoniste inverse, le T0070907, a entrainé une diminution subtile
mais significative de I'E-cadhérine au niveau de 'ARNm. Il est nécessaire de compléter ce

travail pour infirmer ou confirmer ce mécanisme.
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Annexe 1: expression des geéenes ci-dessus par RT-gPCR dans les préléevements de

muqueuses des patients
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Annexe 3 : expression de 'ARNm de I'E-cadhérine et de PPARYy a partir des CE isolées en
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82



Université de Lille
FACULTE DE PHARMACIE DE LILLE
MEMOIRE DE DIPLOME D’ETUDES SPECIALISEES
(tenant lieu de Thése en vue du Dipléme d’Etat de Docteur en Pharmacie)

Année Universitaire 2021/2022

Nom : ZARNITZKY
Prénom : Pauline

Titre de la thése : Régulation de I'expression de I'E-cadhérine par PPARy dans I'épithélium colique
des patients atteints de RCH

Mots-clés : rectocolite hémorragique, E-cadhérine, PPARYy

Résumé :

Introduction : Ce travail étudie I'expression de I'E-cadhérine et de PPARy dans I'épithélium colique
des patients atteints de RCH (rectocolite hémorragique) par rapport a des individus contréles (CTL) et
des contrbles inflammatoires (maladie de Crohn, MC). Les objectifs sont i) de montrer qu’il existe une
diminution significative de la quantité de I'E-cadhérine dans I'épithélium colique des patients atteints de
RCH, ii) que cette diminution est corrélée positivement a la diminution de PPARYy (déja décrite dans
notre laboratoire) et, enfin, iii) de mettre en évidence un lien de régulation directe entre PPARYy et I'E-
cadhérine dans I'épithélium intestinal des patients atteints de RCH.

Méthodes : L’expression de I'E-cadhérine et de PPARYy ont été étudiées dans des prélévements de
cblons de patients (RCH, MC et CTL). Des lignées de cellules épithéliales Caco-2 ou I'expression de
PPARYy est inhibée par l'insertion d’'un shRNA et des lignées de cellules épithéliales (Caco-2 et HT-29)
stimulées par un antagoniste et un agoniste inverse de PPARYy ont été utilisées pour mettre en évidence
un mécanisme de régulation de PPARYy sur I'E-cadhérine.

Résultats : Il existe une diminution significative de la quantité d’E-cadhérine (ARNm et protéine) dans
I'épithélium colique des patients atteints de RCH. Bien qu’une corrélation forte et significative entre I'E-
cadhérine et PPARYy a été mise en évidence sur les CE coliques, les résultats tendent a montrer que la
diminution de PPARy n’entraine pas directement une diminution de I'E-cadhérine in vitro. En effet,
lorsque I'expression de PPARYy est inhibée génétiquement, I'expression de I'E-cadhérine n’est pas
impactée que ce soit au niveau de ’'ARNm, de la protéine et de I'expression membranaire. Pour autant,
nous ne pouvons pas exclure formellement une régulation directe de PPARYy sur 'E-cadhérine car
l'inhibition de PPARYy par un agoniste inverse, le T0070907, a entrainé une diminution subtile mais
significative de 'E-cadhérine au niveau de ’TARNm. Il est nécessaire de compléter ce travail pour infirmer
ou confirmer ce mécanisme.

Conclusion : Ce projet pourrait amener & identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dans le
traitement de la RCH.
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