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Résumé

La consommation de polyphénols, micronutriments largement répandusedans |
aliments d’origine végétale, a été associée a la diminutiomsduer de développement de
nombreuses pathologies telles que maladies cardiovasculaires,emaladrodégénératives
ou cancers. Cet effet des polyphénols s’explique en partie paplepriétés antioxydantes
et anti-inflammatoires. Du fait de leur faible absorption au nivéa I'intestin gréle, les
polyphénols sont présents en grande quantité dans le célon ou ils pexseer ees
propriétés. L’inflammation intestinale fait interagir le teyge immunitaire intestinal avec
de nombreux facteurs environnementaux et est frequemment associéeaagmentation
du stress oxydant via la production d’especes réactives dggéor par les cellules
immunitaires. De nombreuses études ont montré, sur des modélespaniinflammation
intestinale, les effets protecteurs de certains polyphénolseheaine odoranteAjoysia
triphylla (L'Hérit.) Britton) est une plante médicinale connue pour sesiydnerapeutiques
digestives et anti-spasmodiques et couramment consommée eronnfudnfusé de
verveine odorante contient de grandes quantités de polyphénols (acidesigpkénol
complexes et dérivés de flavones) et ses propriétés antioxydanté® mises en évidence
aussi bienn vitro qu’in vivo.

L’objectif de cette these a donc été d'évaluer I'effet d’'unearansation préventive
d’un infusé de verveine odorante a dose nutritionnelle (40 g/l et dug/le développement
d’une inflammation intestinale modérée chez le rat. Des ragsa¥\bnt consommeé comme
boisson l'infusé de verveine seul pendant deux semaines puis assagié agent
inflammatoire, le sulfate de dextran sodique (DSS), a 4% pendan® Joaus. L’effet de la
verveine a été évalué sur différents parametres cliniquesh@iarsaignements rectaux,
poids corporel), marqueurs de l'inflammation (longueur du cblon, score dygjoé,
activitt  myéloperoxydase, cytokines) et du stress oxydant (paben lipidique,
glutathion, défenses antioxydantes enzymatiques). Les cellulesinitaires ont été
identifiées dans le sang ainsi que dans les structures lymplseittasdaires par cytométrie
en flux. Enfin 'étude du métabolisme des polyphénols en situaticamnilatoire ou non a
été initiée par I'analyse de I'excrétion urinaire des dérivés polyphénslique

Lors d’une inflammation de 7 jours, la consommation préventive dintlesé
verveine a 40 g/l et 4 g/l retarde I'apparition de diarrhé&ke etaignements rectaux, limite la
rétraction du coélon et la diminution de la prise de poids des ratgrélaabsence d’effet
sur l'activité myéloperoxydase, I'infusé a 40 g/l atténue lggaions histologiques de la
muqueuse colique induites par l'inflammation. L'infusé a 4 g/l stinlaetivité de la
superoxyde dismutase et réduit la peroxydation lipidique. Les deux snfnsdulent les
populations de cellules immunitaires dans les structures lymph@&deasdaires (ganglions
mésentériques et plaques de Peyer), en particulier les lymphd8yt les lymphocytes T
cytotoxiques. L’'excrétion urinaire des polyphénols de la verveindagse et n'est pas
affectée par l'inflammation. Lors d’'une inflammation de 9 joles,deux infusés limitent
'augmentation d’activité de la myéloperoxydase. Seul I'infug® &/l limite la rétraction
du cdlon, stimule l'activité de la glutathion réductase et diminsetdex d’IL-6 et de
TNF-a. Ainsi, nous avons montré qu’une consommation préventive d’un infusé de verveine
odorante offre des effets protecteurs lors de l'inflammation tintds en agissant a
différents niveaux. L'exploration des voies de signalisation impligpéagait permettre de
mieux comprendre les effets protecteurs de cette boisson de consommation courante

Mots clés :Verveine odoranteAjoysia triphyllg, polyphénols, inflammation intestinale,
stress oxydant, immunité, sulfate de dextran sodique, rats.



Abstract

Polyphenols are micronutrients widely distributed in foods of magin and their
consumption has been associated with a decreased risk of various pashsloch as
cardiovascular diseases, neurodegenerative diseases and canceffechisf polyphenols
is sustained by their antioxidative and anti-inflammatory proggertbue to their poor
absorption in the small intestine, high amounts of polyphenols reach tire wbkre they
can exert such properties. Intestinal inflammation results &ionmteraction between gut
immunity and various environmental factors and is frequently assdaiath an increase of
oxidative stress. Numerous studies have shown protective effegtdyphenols in animal
colitis models. Lemon verben&lpysia triphylla (L'Hérit.) Britton) is a medicinal herb
known for its digestive and antispasmodic properties and is widely consumed asian.infus
Lemon verbena infusion contains large amounts of polyphenols (complex ghacids
and flavone glycosides) and their antioxidative properties have beam ghwitro andin
Vivo.

The aim of the present thesis was to evaluate the effeatprefventive consumption
of lemon verbena infusion at nutritional doses (40 g/l and 4 g/l) on théogewent of a
moderate colitis in the rat. Wistar rats ingested lemon veripdusion alone as a drink for
two weeks and then associated with the inflammatory agent dextfate sodium (DSS) at
4% for 7 or 9 days. Effects of lemon verbena were evaluatedwamas clinical parameters
(diarrhoea, rectal bleeding, body weight), inflammatory markas® length, histological
score, myeloperoxidase activity, cytokines) and oxidative strasgisens (lipid peroxidation,
glutathione, antioxidative enzymatic defenses). Immune cells \derdified in blood and
gut associated lymphoid structures using flow cytometry. Moreover, the stpdyyphenol
metabolism was initiated by the analysis of urinary polyphendéimodites in healthy and
colitis rats.

During a 7 days inflammation, the preventive consumption of lemon verbena
infusion at 40 g/l and 4 g/l delays apparition of diarrhoea and rblgating, limits the
colon length reduction and the decrease of body weight gain. Despitdfend @n
myeloperoxidase activity, the 40 g/l infusion attenuates colonic muadteations due to
the colitis. The 4 g/l infusion increases superoxide dismutaseétaaind reduces lipid
peroxidation. Both infusions modulate immune cell populations in gut assbdyanphoid
structures (mesenteric lymph nodes and Peyer patches), espBoialiy and cytotoxic T
cells. Urinary excretion of lemon verbena polyphenols is low and rudified by
inflammation. During a 9 days inflammation, both lemon verbena infuslong
myeloperoxidase increase. Only the 40 g/l infusion reduces colaactrefr, increases
glutathione reductase activity and reduces colonic IL-6 and d Niels.

Thus, we have shown that the preventive consumption of a lemon verbasiannf
provided protection against intestinal inflammation at different I$evExploration of
various signalling pathways could allow better insight into the ptigte effects of this
common beverage.

Keywords: Lemon verbenaAloysia triphylld, polyphenols, colitis, oxidative stress, gut
immunity, dextran sulfate sodium, rats.
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Avant-propos

Au cours de la derniére décennie, une réelle prise de consciefitmpetance
d’'une alimentation riche en fruits et légumes est apparue, enyfiartidans le cadre de la
prévention de maladies métaboliques telles que les pathologies cacdiaw&s, I'obésité
ou le diabete de type Il. L'importance de la consommation d’alintBortigine végétale a
été particulierement mise en avant au cours du premier Progr&fational Nutrition Santé
(PNNS) du Ministere de la Santé dans la désormais célebreciign «Pour votre santé,
mangez au moins cing fruits et Ilégumes par jaudne consommation élevée de fruits et
légumes a pu étre associée a la diminution du risque de dévelampem maladies
neurodégénératives, cardiovasculaires ou de cancer dans de nombé&tudes
épidémiologiques. De multiples constituants et micronutriments daliogsnts tels que les
fibres, les vitamines, les minéraux, jouent potentiellement un role c&t effet protecteur.
Les polyphénols sont des micronutriments particulierement abondantdedainsits, les
céréales et les Iégumes ainsi gue dans des boissons comme le thé, le café, esyisalel
fruits. La consommation moyenne de polyphénols par 'homme est courdrasienée a
1 g par jour. Les effets biologiques des polyphénols ont été évalués dansmdeeuses
études et souvent associés a leurs propriétés antioxydanteeqiassll a été montié
vitro que les polyphénols avaient des effets protecteurs sur des moeélress oxydant.
Les études menéan vivo n'ont détecté que de faibles concentrations plasmatiques de
polyphénols, insuffisantes pour avoir un effet antioxydant direct. Ceperdlamécentes
études ont montré que ces micronutriments pouvaient agir indirectmmené stress
oxydant en stimulant I'expression et l'activité des systedesiéfense. Toutefois, il est
désormais admis que leurs effets ne se limitent pas apgmpsétés antioxydantes directes
ou indirectes et de récentes données ont suggéré que les polyplvanis la capacité
d’agir sur I'expression des genes ainsi que sur de nombreuses vomgndbisation
impliquées dans des processus pathologiques comme l'inflammatiortues gortant sur
le métabolisme de ces composés ont montré que les polyphénols semdaibhbsorbés
au niveau de I'estomac ou de l'intestin gréle et qu’ils sont pt&sm grande quantité dans
la lumiére du cb6lon ou ils pourraient exercer des effets antioxy@aminti-inflammatoires.
L’inflammation intestinale est une réaction complexe faisarteragir le systéme
immunitaire, des facteurs environnementaux ainsi que des prédispogiioésques. De

nombreuses études men@esitro ou sur des modeéles animaux se sont intéressées a |'effet



des polyphénols sur linflammation intestinale mais peu de donnéesasmmlement
disponibles chez 'hnomme.

La verveine odoranté(oysia triphylla(L'Hérit.) Britton) est une plante médicinale
originaire d’Ameérique du Sud, introduite et cultivée sur le pourtour terédnéen. Connue
pour ses propriétés digestives et antispasmodigues, elle est ommamonsommée en
infusion. L'infusé de verveine odorante contient de grandes quantifgs\giénols et des
propriétés antioxydantes ont été décrites pour cette boisson. Aussinouwsissommes
intéressés a l'effet de sa consommation préventive dans un moadlenaination colique
chez le rat. Nous avons ainsi étudié I'effet de la consommatiotinflesé de verveine
odorante a deux concentrations sur les différents signes cliniqlisgldemation colique.
Nous avons également évalué les populations de cellules immunitapkguées dans le
développement de cette réaction inflammatoire. L'inflammatiorc@stamment associee a
une augmentation de la production d’espéces réactives de l'oxygérs.ndus avons
également évalué I'effet antioxydant de la consommation de eestéinEnfin, nous avons
initié I'étude du métabolisme des polyphénols contenus dans cetterbpasbanalyse de

leur excrétion urinaire en situation inflammatoire ou non.

La premiére partie de ce manuscrit constitue une étude biblioguapportant sur
(1) linflammation et plus particulierement l'inflammation inieale et le stress oxydant
associé, (2) les polyphénols contenus dans les fruits et lesdégleurs effets sur la santé
et l'inflammation intestinale et (3) la verveine odorante. Apres hnéee exposition du
matériel et des méthodes utilisés, les résultats obtenus auweocette thése sont présentés

puis discuteés.

Ces recherches ont été menées au Laboratoire de Pharmagagri@kytothérapie
au sein de I'équipe d’accueil « Nutrition, Cancérogenése, Théeapigumorale » a la
Faculté de Pharmacie de Clermont-Ferrand (Université d’Auegrgbette these a été
financée dans le cadre d'une convention CIFRE avec le LaboratosghBre 99 (Saint-

Bonnet-de-Rochefort).
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I. L'inflammation intestinale

A. La réaction inflammatoire : généralités

La réaction inflammatoire est une réponse locale mise en pldaesuite d’'une
lésion ou d'une infection tissulaire. Elle se déroule en troipestgprincipales : une
augmentation de l'apport sanguin sur le site de l'infection feaot la migration des
leucocytes et des protéines sériques, une augmentation de laalpiéténécapillaire
favorisant I'exsudation des protéines sériques (anticorps, compléimenagenes) et une

augmentation de la migration leucocytaire dans le tissu (&ait 2002).
1. Initiation de l'inflammation

Une agression par des microorganismes ou une lésion tissulaire heluit
nombreuses réponses initiées par le tissu Iésé comme laidibéds cytokines pro-
inflammatoires permettant I'activation du systeme vasculdiesg cellules immunitaires.
Ces réponses sont a leur tour associées a une production accruekdesgyet d’'autres
médiateurs de l'inflammation qui diffusent dans les fluides esditdaires et circulent dans

le sang (Gruyet al.2005).
2. Cytokines et initiation de la phase aigué de l'inflammation
a. Les cytokines

Les cytokines sont des peptides de faible poids moléculaire & pait les cellules
inflammatoires (neutrophiles polymorphonucléaires et macrophagegnpliqués dans
linitiation, I'amplification et la régulation de la réponse arfimatoire. Elles déclenchent
également la synthése et le relargage dans le plasma ddsgwaté la phase aigué de
linflammation et sont associées a d’autres molécules delisgjian intra- et extra-
cellulaire comme le monoxyde d’azote ou les glucocorticoideshiam 1995; Gruyset al.
2005). Les cytokines ont différents modes d’action : certaines nhige amplifient la
réponse, d’'autres la soutiennent ou l'atténuent, quelques-unes tendé@berle processus

inflammatoire induit par les premieres.
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On peut ainsi distinguer trois grands groupes de cytokines (6t@<2005) :

-les cytokines agissant comme facteurs de croissance gosiif négatifs :
interleukine-2 (IL-2), IL-3, IL-4, IL-7, IL-10, IL-11, IL-12 et GM-CSKgranulocyte
macrophage — colony stimulating factor)

- les cytokines a activité pro-inflammatoire : tumor necrosisofan/f (TNF-o/B),
IL-1 o/B, IL-6, interféron-o/y (IFN-a/y), IL-8 et MIP-1 (macrophage inhibitory protein 1)

- les cytokines a activité anti-inflammatoire : antagoniste érepteur a I'lL-1,
récepteur a I'lL-1 soluble, TNE-binding protein, IL-1 binding protein (Grug al.2005).

b. Réponses induites par les cytokines

Les cytokines pro-inflammatoires sont responsables de nombreuses sépoakes
et systémiques a I'inflammation : activation du systéeme neuro-engiocet reduction de la
sécrétion des hormones de croissance. Elles induisent égalenseninatkfications
physiques telles que I'apparition de fievre, d’anorexie ou encocatdbolisme musculaire.
De nombreuses modifications au niveau sanguin peuvent également céiies dgomme
I'activation du complément ou du systéme de coagulation, une diminutidawkeseriques
de calcium, zinc, fer, vitamine A ettocophérol, des perturbations des taux de protéines

plasmatiques dues a la modification du métabolisme hépatique (&raly2005).

Les cytokines induisent également I'expression des récepteurpratéines du
complément et des sélectines a la surface des celluleshéligles permettant le
recrutement des cellules de I'inflammation depuis la circulat@nguine. Elles activent les
cellules inflammatoires ainsi recrutées et développent Idivitdade défense (expression
des récepteurs au complément, déclenchement de la flambéetoesdir®e plus, elles
stimulent I'expression d’autres cytokines comme les chémokinesguiteront a leur tour

les cellules de I'inflammation (Ceciliast al.2002; Gruyset al.2005) Eigure 1).
c. Activation des voies de signalisation

Les trois principales cytokines pro-inflammatoires synthétisgent le TNFe,
I'lL-1 B et I'lL-6. Lors de l'induction de la réponse inflammatoire, I'lljedie un réle central
et son expression est finement régulée. Le BNdst produit en premier suivi de I'll31
puis de I'lL-6. TNFe et IL-1B stimulent la production de I'lL-6 qui exerce un rétrocontrdle
négatif sur leurs expressions. De plus, I'lL-6 stimule sa proprdugtion ainsi que celle

des glucocorticoides qui exerceront également un rétrocontroldifnéga ces trois
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cytokines (Papanicolaoet al. 1998) fFigure 2). La liaison de ces cytokines a leurs
récepteurs a la surface des hépatocytes induit la transmissgignal inflammatoire via la
phosphorylation de facteurs de transcription tels que NF-IL6 (Nudfeator-IL6) ou
linhibiteur 1kB auquel est associé NdB. Ceci permet la translocation de ces facteurs de
transcription dans le noyau, suivie de la transcription des géngwatémes de la phase
aigué également nommées APP (Acute Phase Proteins) (Moshagadd@g®kt al. 2001;
Cecilianiet al.2002) Eigure 3).

d. Les protéines de la phase aigué de l'inflammation

Lors de la phase aigué de I'inflammation, une rapide augmentatidiminution de

la concentration de certaines protéines plasmatiques est obdes/agit des protéines de
la phase aigué (APP) qui jouent un role important dans la restaudgi 'homéostasie
apres une infection. Les APP sont définies comme celles dont ¢ardcstion augmente
(positive acute phase protein) ou diminue (negative acute phase pdatesie plasma d’au
moins 25% au cours de linflammation (Morley al. 1982). La premiere protéine de la
phase aigué, la protéine C-réactive (C-Reactive Protein : GRR§ décrite en 1930 chez
des patients infectés par un pneumocoque (Tiettl. 1930) et sa concentration peut étre
multipliée par 1000 au cours de certaines pathologies. La synthégd’Bese fait quasi-
exclusivement dans le foie. La plupart circulent dans le sang sous forrosydfec

Les protéines de la phase aigué jouent différentes fonctionsosteiiques comme
le fibrinogene, antimicrobiennes et phagocytigues comme la CRRe awomplément,
antithrombotiques ol-acide-glycoprotéine nl-AGT) ou encore antiprotéolytiquesi2t
macroglobuline «a2-MG, al-antitrypsine,al-antichymotrypsine). Parmi ces protéines, on
distingue deux groupes : les APP de type I telles que la séryinidenA (SAA), la CRP,
le complément C3 ou I'haptoglobine, dont les expressions sont induitessptdkines de
type IL-1 like (IL-10/B, TNF-a, TNFJ) et les APP de type Il : fibrinogene, haptoglobine et
a2-macroglobuline dont I'expression est régulée par les cytokinéslike (IL-6, IL-11)
(Moshage 1997).
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3. La migration leucocytaire

Lors de la phase aigué, la production de médiateurs vasoactifs induit une
augmentation du flux vasculaire. La vasodilatation des vaisseauxeaurpcal favorise
'extravasation des protéines plasmatiques dans le tissu. Enéefmrddl production de
cytokines sur le lieu de I'agression favorise la circulation ldasocytes du sang vers le
tissu (Moseret al. 2004). Les neutrophiles polymorphonucléaires (PNN) sont les premieres
cellules a gagner le site de l'infection (Segal 2005). Ce destcellules phagocytaires
majoritaires qui représentent 60 a 70% des leucocytes et camstieueype cellulaire
principalement impliqué dans la réaction inflammatoire innée. &i@nune activation des
phagocytes mononucléaires et des lymphocytes. Lorsque I'inflaommddivient chronique,
de nombreux lymphocytes T porteurs du CD4 ainsi que des phagocytes mononucléaires sont
recrutés (Roitet al.2002).

Les leucocytes sont recrutés au cours de l'agression par l@sgniie molécules
d’adhérence et d’agents chimiotactiques. Parmi les cellulesgnd@gls dans la synthése de
ces facteurs, les phagocytes mononucléaires liberent lesrmgdkilammatoires TNk-ou
IL-1 qui induisent I'expression de I'E-sélectine a la surface adlules endothéliales ainsi
gue de la P-sélectine conservée dans le corps de Weibel-Blald@mdothélium et qui
pourra étre libérée a la surface des cellules lorsque I'endothékt activé ou endommage.
Ces deux protéines exprimées a la surface des cellules endeghébaiorisent le
phénoméne de margination en permettant l'interaction avec les éigblants et le
ralentissement de ceux-ci via leurs glycoprotéines de suffait ét al. 2002; Rahmaret
al. 2008).

Le TNF- et I'IFN«y induisent également I'expression de molécules d’adhérence
endothéliale ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) et VCAMuvascular cell
adhesion molecule-1) qui interagissent respectivement avec les integfinesi,p; situées
sur les membranes de neutrophiles et dont I'expression estésirpal I'activation des
cellules. Les neutrophiles migrent ensuite au travers de da gradtothéliale et interagissent
avec les protéines de la matrice extracellulaire (collagan@nine, fibronectine) (Kubes
2002; Roitt et al. 2002; Neuman 2007)F{gure 4). Les neutrophiles agissent en
reconnaissant les microorganismes de maniere non spécifiquegéesnt, les détruisent et
meurent ; ce sont des cellules a durée de vie courte @aitt2002). Elles possedent un

riche arsenal en protéines antibiotigues concentrées dans trois dgpgganules. Les
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granules (azurophiles) primaires contiennent les protéinases psiatheG, élastase et
protéinase 3), la myéloperoxydase (MPO) ainsi que le lysoziyesegranules secondaires
participent a la reconstruction de composants membranaires etoentieles molécules
permettant de limiter les réactions avec les radicaux l{tme®ferrine, transcobalamine 1)
et du lysozyme. Les lysosomes contiennent les hydrolases éRatemanet al. 2006). Les
organismes ingérés sont contenus dans des vacuoles appelées phagos@usemgent
avec les granules pour former les phagolysosomes dans lesgeel# iktruits (Roitét al.
2002).

B. Le phénoméne du stress oxydant : généralités

1. Définition

L’oxygene est indispensable a la vie des organismes aérobies aquiigent la
majeure partie comme substrat de la chaine respiratoire pquodaction d’ATP. Ce
métabolisme induit la production d’espéces réactives dérivées dgédiox (EROsS) et de
'azote (ERAS) en équilibre avec les systéemes antioxydantsstiess oxydant, défini
comme le résultat d’'un déséquilibre entre la production de composésyatants et leur
élimination par les antioxydants, joue un réle central dans de nosdsr@athologies telles
que l'athérosclérose (Unet al. 2010), le diabéte de type 2 (Pitoceb al. 2010), les
pathologies neurodégénératives (Darvesth al. 2010), les maladies inflammatoires
chroniques intestinales (Roessrar al. 2008) ou encore la dégénérescence maculaire
(Khandhadiaet al. 2010). Il a également été montré que le stress oxydant jouadlain r
central dans l'initiation, la progression et la malignité de m@omx cancers (Grekt al.
2010). Afin de maintenir 'homéostasie redox de la cellule, il existeaombreux systemes

de défense antioxydante endogenes ou exogenes, enzymatiques ou nore{Re24@7).
2. Les especes réactives de I'oxygene

« Un radical libre est une espéce chimique possédant un élecitmataiéd sur sa
couche périphériqgue. Dans les phénomenes de stress oxydant, lesxrdidicss qui
interviennent ont une propriété caractéristique commune, celle d’awoirélectron

célibataire sur un atome d’oxygéene. » (Gardes-Aleeat. 2005)
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a. Le radical superoxyde ,O

L’anion superoxyde est une ERO primaire, formée par I'acauigifun électron par
'oxygene moléculaire. Radical ayant la réactivité la fiéisle parmi les radicaux libres du
stress oxydant, il est généré a partir de differentes soudams les conditions
physiologiques et physiopathologiques (Gardes-Allsrtal. 2005). Il est cependant
hautement réactif avec certains métaux de transition commewre, le fer et le manganése
(Abreuet al.2010).

Le radical superoxyde ne traverse pas rapidement la membrasmiqle et se

dismute spontanément au pH physiologique en produisant du peroxyde d’hydrogene :
20, +2H — 0y + HO,

Bien que le radical superoxyde ne soit pas considéré commeuparément réactif,
son principal danger vient de sa réaction de neutralisation pro@uatdcperoxyde

d’hydrogéne ou d’acide hypochloreux nettement plus puissants.

L’anion superoxyde est produit de maniére physiologique dans laectesipiratoire
de la mitochondrie consommatrice d’oxygene et productrice d’énpagiela cellule. La
mitochondrie est ainsi la source principale d’anion superoxyde dans lesscetiudendition

physiologique (Lamberet al. 2009). Les peroxysomes ainsi que le cytochrome p450
constituent également des sources endogénes .d'ID existe également des sources

exogenes d’anion superoxyde comme la fumée de cigarette oudlaSores ionisantes

particulierement impliquées dans les pathologies pulmonaires (8inaks 993).

Au cours de l'inflammation intestinale, il est généré en grandatiggigoar les
neutrophiles et les macrophages qui colonisent la muqueuse. Ces cellules d¢racentes
agents inflammatoires développent une flambée respiratoire rithenien superoxyde
destiné a la destruction des bactéries ou des cellules irfquaédes virus (Amest al.
1993). Ce processus implique I'activation de la NADPH oxydasehrseraire induisant le
relargage de grandes quantités d’EROs. Bien que I'anion superoxydé pass'ERO la
plus effective dans la lutte contre les infections, sa productionnoentau cours de
processus inflammatoires peut induire des atteintes tissulaires (Kruideale2002).
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b. Le peroxyde d’hydrogéne .8,

Bien que le peroxyde d’hydrogene ne puisse étre considéré eammadical au
sens propre, cette molécule dérivée de I'oxygéne joue un role adgnisale phénomeéne du
stress oxydant. Tout systeme produisant le radical superoxydeegérgar voie de
conséquence du peroxyde d’hydrogene. Ainsi, les cellules phagosyawmduisent et
relarguent de grandes quantités £l au cours de I'inflammation. Bien qu'il induise des
atteintes aspeécifiques et irréversibles des cellules épigel(Mulier et al. 1998), le
peroxyde d’hydrogene est généralement considéré comme une déi®®@ement faible
mais hautement réactive, en particulier dans sa capa@sgg avec les ions partiellement
réduits F&" et CU formant le radical hydroxyl dans la réaction de Fenton (Wandehal.
1996) :

H,O, + F€" _ "OH + Fé' + OH

c. L’acide hypochloreux, HOCI

Comme le peroxyde d’hydrogene, l'acide hypochloreux ne rentredpas la
définition stricte du radical. Cependant, au cours de l'inflamonatia métabolisation du
peroxyde d’hydrogene en acide hypochloreux par I'enzyme MPOI|@steéet I'acide

hypochloreux est un agent chlorant et oxydant fort.
H20, + CI + H' — HOCI + K0

L’acide hypochloreux est considéré comme 100 a 1000 fois plus toxiquée que
radical superoxyde ou le peroxyde d’hydrogéne et a des ciblembiguées : inactivation
enzymatique, oxydation des groupements thiols de la membrane plasdimuneition des
propriétés d’adhésion de certains composés de la matrice extraallulair
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d. Le radical hydroxyle, HO

Comme indiqué précédemment, le radical hydroxyle est formétia ¢gha peroxyde
d’hydrogéne au cours de la réaction de Fenton ou a partiaxier’ superoxyde dans la
réaction d’'Haber-Weiss :

H,O, + O, — O,+ OH + HO

HO  est considéré comme I'ERO la plus réactive (Lubec 1996), inattila
pyruvate-déshydrogénase de la mitochondrie, dépolymérisant lesnauctractus gastro-

intestinal ou induisant directement des atteintes oxydatives a ’ADN.

Le radical hydroxyle est produit durant I'inflammation en grandentijgalors des
interactions entre I'anion superoxyde et I'acide hypochloreux, Eatide hypochloreux et
les ions ferreux (F&) ou le peroxyde d’hydrogéne et le monoxyde d’azote (Kruideiat.
2002).

e. Les radicaux peroxyles

Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issusadtbtidn de
I'oxygéne sur les radicaux centrés sur le carbone [Rs radicaux Rsont issus de I'action

des radicaux hydroxyles sur les substrats biologiques (par ameached’atome

d’hydrogéne ou addition sur les doubles liaisons).

R + 0, — RO,

Plusieurs modes d’actions sont décrits pour les propriétés oxydasteadieaux
peroxyles : transfert de charge (arrachement d’'un électron) wu atbme d’hydrogene
(arrachement d’'un atome H), addition sur les doubles liaisonsigrEadtramoléculaires
ou intermoléculaires) et formation d’endoperoxydes radicalair€@ARQ.es radicaux Rg
peuvent également se décomposer avant d’avoir réagi avec un sehsttahnant des
radicaux superoxydes (Gardés-Albetrial. 2005).

10
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3. Les espéces réactives de |'azote

Par analogie avec les espéces réactives de l'oxygene, labafités dérivés de
I'azote sont nommés espéces réactives de 'azote ; it slaginonoxyde d’azoteNO) et
du peroxynitrite (ONOQ. Le monoxyde d’'azote est produit de maniere endogene lors du
meétabolisme de I'arginine par les « nitric oxide synthasd$®S( dans des conditions
physiologiques et physiopathologiques. L’isoforme inductible iINOSemhzyme peut étre
exprimée en réponse aux agents pro-inflammatoires, produisanti@igsandes quantités
de monoxyde d’azote comparativement aux faibles quantités gengméelisoforme
endothéliale eNOS (Rao 2004). Le monoxyde d’azote lui-méme seté&r@mmacpar une
diffusivité élevée, une réactivité limitée et une demi-vie g@xecede pas quelques
secondes, il n'est donc pas particulierement délétere postriesures cellulaires (Blaret
al. 2005). Cependant [&lO peut interagir rapidement avec I'anion superoxyde et produire

du peroxynitrite beaucoup plus réactif et délétére que ses précurseysbygiual. 1998).
'NO + O, — ONOO

Le peroxynitrite a une demi-vie plus longue et traverse faeiertes membranes
lipidiques. Il oxyde les lipides composant les membranes mitochorsjrédiere les canaux
sodigues et favorise la perméabilité vasculaire et la fotomacedéme (Kruidenieet al.
2002).

4. Les cibles des EROs et des ERAs

Les EROs et ERAs induisent des atteintes oxydatives swodgsosés cellulaires et
extra-cellulaires en général proches de leur site de productioaitddef leur demi-vie

relativement courte.
a. Oxydation des composés lipidiques

Les acides gras polyinsaturés ainsi que les phospholipides memdsasait les
cibles privilégiées des attaques oxydatives. Les membranes sont pludipegtitent visées
par le radical hydroxyle capable d'arracher un atome d'’hydrogeriesscarbones situés
entre deux doubles liaisons pour former un radical diéne conjugué, @ydéadical
peroxyle. Cette réaction de peroxydation lipidique forme une réaetioohaine car le

radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contecadtre acide gras qui forme

11
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un nouveau radical dieéne conjugué. Ce processus génere des hydmeemuxi peuvent
continuer a s'oxyder et a se fragmenter en aldéhydes etcamesl (éthane, éthylene,
pentane). Le radical peroxyle peut, quant a lui, libérer différdd&hydes toxiques dont le
malondialdéhyde (MDA) ou I'hydroxynonénal (Kruideniet al. 2002; Thérondet al.
2005a; Valkeet al.2006).

Ainsi un unique évenement oxydatif peut altérer de nombreuses molioidiegies
et induire une accumulation d'hydroperoxydes dans les membranes oédujua Heur
fluidité ainsi que [l'activité des protéines transmembranairege(Baueret al. 1992;
Kruidenieret al.2002; Valkoet al.2006).

b. Oxydation des composés protéiques

Les protéines sont les constituants cellulaires les plus aborelasust par voie de
conséquence des cibles importantes du stress oxydant. La modifgtaticturale mineure
d’'une protéine peut induire une forte variabilité dans le fonctionnemesdlideci. Comme
pour les lipides, c’est le radical hydroxyle qui est le plusti@aour induire des altérations
oxydatives des protéines introduisant de nouveaux groupes fonctionnels cdesme
fonctions hydroxyles ou carbonyles qui contribuent aux altérationsfatedions des
protéines. L'oxydation induit également des modifications de conformatiei que des
phénomenes de fragmentation. L'oxydation des protéines peut égalamdeire ides
réticulations inter- et intra-protéines par addition d’'un groupenysirtd sur le groupement
carbonyle d’'une protéine oxydée, par oxydation d’'un groupement suléhytbd résidus
cystéine formant ainsi des ponts disulfures ou par oxydatiomédetus tyrosine formant
des ponts Tyr-Tyr. De plus, la nitration des protéines par liadsoperoxynitrite sur les
fonctions tyrosine peut induire de séveres modifications de fonctiogffé&nla tyrosine est
un acide aminé particulierement impliqué dans les voies de sajralisen particulier par
les réactions de phosphorylation/déphosphorylation. Ainsi le stressrxXyelat avoir un
effet sur la fonction propre d’une protéine mais peut également @ge®irépercussions sur
I'ensemble de la régulation cellulaire (Kruidengtral.2002; Valkoet al.2006).

12
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c. Oxydation de 'ADN

Les ADN nucléaire et mitochondrial sont également des ciblesE&3s. Les
altérations les plus communes sont I'’hydroxylation des bases puetjpgsmidiques et du
squelette désoxyribose provoquant le clivage des brins et des mutgiaigues (Valko
et al. 2006). Ces altérations de la molécule d’ADN peuvent conduire sodr@tl’'de
induction de la transcription ou de la transduction des voies de isigtiah, soit a des
erreurs de réplication, soit a une instabilité génomique et Hanse est associé au
phénomene de carcinogenese (Vatkal.2006). Une des altérations frequentes de 'ADN
est 'oxydation de la guanine par le radical hydroxyle forma@hydroxy-guanine (8-OH-
G). Ce produit de I'oxydation de 'ADN peut étre facilement dosésdas urines et est
considéré comme un marqueur de carcinogenese (\éllab. 2006). Les ERAs peuvent
également induire des oxydations de 'ADN et le monoxyde d’azotée peroxynitrite
peuvent oxyder la chromatine. De plus, le peroxynitrite peut indaif@rimation de 8-
nitroguanine (Kruidenieet al. 2002; Valkoet al.2006). Comme pour les autres composés,
la majorité des altérations oxydatives de 'ADN sont induites Iparadical hydroxyle.
Lorsque le peroxyde d’hydrogéne échappe aux enzymes de régulajemne le noyau de
la cellule et réagit avec les ions?Fet CU associés & la chromatine produisant a@msitu
le radical hydroxyle qui attaque I’ADN proche (Kruidengtral.2002).

5. Les systémes de défense antioxydants

La production excessive ou incontrolée d’espéces oxydantes induit tnagon
du statut redox pouvant induire de sérieuses altérations des streetfluksres. Il est donc
absolument nécessaire que cette production d’EROs et d’ERABUIDIEe. Pour cela, les
cellules disposent de systemes de défenses antioxydantesexlamséantioxydants
enzymatiques ou non-enzymatiques. Les composés antioxydants sont défmise
« toutes substances qui, présentes a faible concentration par rapgele du substrat
oxydable, retardent ou inhibent significativement I'oxydation de cetratlss (Halliwell
1990). Parmi ces composés, les systemes de défense enzymaiguesT@inus comme

étant les plus performants.

13
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a. Les antioxydants non-enzymatiques

Parmi les antioxydants non-enzymatiques, on distingue des composésrersiety
des composés exogenes. Ces derniers (vitamines C et E, polyphénols...) sont prienipale
apportés a I'organisme par I'alimentation. Les polyphénols, présentamhegjuantité dans
les fruits, les légumes et les extraits végétaux serongémigssdans le second chapitre du

présent manuscrit.

Les antioxydants non-enzymatiques endogenes sont présents daaHBules. La
plupart sont des agents hydrosolubles tels que le glutathion, l'adiples,uka bilirubine et

I'ubiquinol (coenzyme Q réduit).
a.l. Le glutathion

Le glutathion (GSH) est un tripeptide (acide glutamique-cystglymne). Avec son
groupement sulfhydrile, il est le thiol majoritaire au nivedtacellulaire (concentration de
10* & 10° M) et est essentiellement présent sous forme réduite (l@mation de la forme
oxydée dissulfure GSSG est au moins 10 fois plus faible). Le (@8kE son rble
d’antioxydant en tant que substrat d’enzymes antioxydantes tgliesles glutathion
peroxydases (GPx), mais également par ses propriétés igtrasséEn effet, le glutathion
prévient I'oxydation des groupements thiols grace a son pouvoir réduditepeut
également chélater les ions cuivreux” @i limiter ainsi leur participation a la réaction de
Fenton. Il est directement impliqué dans la réparation destatesxydatives a I'ADN. La
régénération de la fonction thiol GSH a partir de la forme oxgddait grace a I'activité de
la glutathion réductase (GR) (Kruidengdral.2002; Théronabt al.2005b) Figure 5).

a.2. Les vitamines

Le terme de vitamine E désigne une famille composée des tootsplet des
tocotriénols. La forme la plus activeqdtocophérol, est le principal antioxydant liposoluble
dans le plasma et les érythrocytes. Situé dans les lipoprotines membranes, il est
capable de piéger I'oxygene singulet et de réagir avecdieatahydroxyle et former le
radical tocophéryle. Les besoins en vitamine E de I'adulte sont aegfj2et les sources
principales sont les huiles végétales, les germes de blé, leshaokrtains légumes a
feuilles vertes. Ld-tocophérol peut étre régénéré lors de la réduction du radical toglgphé

par la vitamine C ou acide ascorbique (Brigelius-Flehal. 1999). Ce dernier est le plus
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frequemment présent sous forme d’ascorbate et est considémedamtioxydant le plus
important des fluides extracellulaires. C’est un piégeur tfidsaee de I'ensemble des
EROs. Il réagit particulierement avec les peroxyles aquedarerant le radical ascorbyle
ce qui protege les lipoprotéines et les membranes de la petioxytigidique. Les besoins
en vitamine C chez I'adulte sont de 110 mg/j et les principal@sas sont les agrumes et
les légumes (Rousset al.2005) Figure 6).

a.3. Autres antioxydants non-enzymatiques

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de 'hemestltant du
catabolisme de I’hémoglobine. Il s’agit d’'un composé non hydrosolubleghpsiologique
qui se lie a l'albumine empéchant ainsi sa pénétration danssses riches en lipides

comme le cerveau. La bilirubine est un piégeur d’oxygene singutit radicaux peroxyles
RO, et protége ainsi I'albumine et les acides gras qui y somicigssdes attaques
radicalaires (Thérondt al.2005b) Figure 7).

L’acide urique est produit par oxydation de I'hypoxanthine et deatdhine par la
xanthine oxydase et la xanthine déshydrogénase. Au pH physiologifuest i
majoritairement présent sous la forme ionisée (urate) pouvamagit avec les radicaux
hydroxyles et conduisant & la formation de I'espéce radicdlltie” stable. Celle-ci est &
son tour réduite par l'ascorbate régénérant l'urate. L'urate prde&gyerotéines de la
nitration en réagissant avec le peroxynitrite. Il peut égalectesiaiter les ions métalliques
et donner des chélates peu réactifs sur le plan catalytioue (& al. 1989; Whitemaret
al. 2002) Figure 7).

Le coenzyme Q est un composé hydrophobe qui joue un role essentikl daaitme
mitochondriale de transport d’électrons. Il est également présentdariees membranes
cellulaires et dans les lipoprotéines ou il joue un réle d’antioxyddubiquinol (forme
réduite du coenzyme Q) contenu dans les LDL (low density lipopjojeue un réle
important dans leur résistance a I'oxydation. Cependant son role eut@amioxydant peut
étre discuté dans la mesure ou le coenzyme Q peut émegink de la production d’anion
superoxyde dans la chaine respiratoire mitochondriale (Beyer 1994indletral. 2005b)

(Figure 7).

15



Etude bibliographique

b. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques représentent la composante lanplogante des
systemes de défense cellulaires contre les attaques oxgd&ageenzymes sont hautement

conservees et présentes chez I'ensemble des mammiféres.
b.1. Les superoxyde dismutases

Les superoxyde dismutases (SOD) sont des métalloenzymes tqlyseat la
dismutation des anions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et en ofp@8@efois
plus rapidement que la dismutation spontanée de I'anion superoxydgv@Het al. 1999).
Ces enzymes sont largement distribuées dans I'ensemble des mgganigants. Selon le
cofacteur métallique présent dans le centre actif et le nodemous-unités constituant
'enzyme, on distingue quatre isoformes: la SOD a cuivre eh@ (80D1), la SOD a
manganese (SOD2), la SOD a cuivre et a zinc extracell(a@®3) et la SOD a nickel
réecemment décrite (Théronet al. 2005b; Valkoet al. 2006; Abreuet al. 2010). Le
mécanisme catalytique des SOD a été appelé mécanisme rgrpopg » impliquant une
étape de réduction suivie d'une oxydation de I'atome métallique (M)ooutantes a

I'oxydation puis a la réduction de radicaux superoxydes (Abreill 2010) :

MDY 1L 0" M™ + O,

M™+ Q" + 2H — M™D* + H,0,

20, 5> H,0,+ O,

La SOD a cuivre et a zinc (SOD1) est un homodimére de 32 kDa. €bags-unité
contient un atome de cuivre et de zinc. Les ions cuivré(@ant nécessaires a son activité
catalytique alors que les ions zinc {2nstabilisent la molécule. Elle est principalement
localisée dans le cytoplasme, dans une moindre mesure dans le aioghsente des
mitochondries. Il s’agit de l'isoforme la plus abondante, représemtariton 70% de
l'activité SOD totale. En plus de l'anion superoxyde, la SOD1 fecée peroxyde
d’hydrogéne et le peroxynitrite comme substrats générapecdvement des radicaux
hydroxyles et des ions nitronium (Kruidengadral. 2002; Théronckt al. 2005b; Valkoet al.
2006). La SOD a manganese (SOD2) est un homotétramére de 96 kDecboteatome

de manganése par sous-unité. Cette isoforme est exclusivernéatdiins la mitochondrie
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et représente environ 15% de l'activité SOD totale. La SOa@dtulaire (SOD3) est la
forme dominante dans le plasma et I'espace extracelluldisgadit d’une glycoprotéine
tétrameérique de 135 kDa contenant des atomes de cuivre et de zinmaviecte affinité

pour les glycosaminoglycanes tels que I'héparine. Son actstittsémée comme allant de

0,5 & 17% de I'activité SOD totale (Kruidenier al. 2002; Valkoet al. 2006). La SOD a
nickel, derniére isoforme décrite, présente une structure hexmméde 80 kDa dont
chaque monomere contient un atome de nickel (Abteal. 2010). Elle a été découverte
chez desStreptomyceset dans les cyanobactéries et ne présente pas d’homologie de

séquences avec les autres enzymes de la famille (¥¢aida2006).
b.2. La catalase

La catalase (CAT) est une enzyme héminique capable de traesfta peroxyde
d’hydrogéne en eau et en oxygéene moléculaire. Elle est edlggnént présente dans les
peroxysomes et les érythrocytes (Vakoal. 2006). D’'un poids moléculaire de 220 kDa,
elle est formée de quatre sous-unités, chacune comportant un gratpeme
ferriprotoporphyrine avec un atome de fer & I'étal’Fea réaction se déroule en deux
étapes : dans un premier temps, une molécule de peroxyde d’hydmgeieel’atome de
fer de I'enzyme et forme un groupement oxyferryle avecadical porphyrine hommé
composé | ; dans un second temps le composé | oxyde une seconde mol@eutexyde
d’hydrogéene. L'enzyme peut étre inactivée par le peroxydeydddgéne a des
concentrations supérieures a 100 uM (Théretnal. 2005b; Kirkmaret al.2007).

Catalase-F& + H,0, — Composé | + D
Composé | + KD, — Catalase-Fé + H,0 + O
2 H,0O,— 2 HO + O

Son activité est la plus importante dans les globules rougeképesocytes et les
reins (Théronget al. 2005b).

b.3. Les glutathion peroxydases

Les GPx jouent le méme role catalytique que la catalase, a savomididation du
peroxyde d’hydrogene et des peroxydes lipidiques en couplan@ldwction a I'oxydation
d’un substrat réducteur, le glutathion. Les différentes isoenzymiesf(@mes, GPx1-4 et
GPx6) contiennent dans leurs sous-unités (une ou quatre selon lisofonnsdme de
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sélénium sous forme de sélénocystéine. Elles fonctionnent toubeswselméme schéma

catalytique :

ROOH + GPx-Se+ H — ROH + GPx-SeOH
GPx-SeOH + GSH- GPx-Se-SG + D
GPx-Se-SG + GSH» GPx-Sé+ GSSG + H
ROOH + 2GSH— GSSG + ROH + kD

La GPx présente une meilleure affinité pour le peroxyde d’lygire que la CAT
mais n'en est pas spécifique et peut réagir avec des hydxgdes d’esters de cholestérol
ou de phospholipides membranaires, de lipoprotéines ou d’ADN. Par contr@xlasb
spécifigue de son cofacteur, le glutathion (Thératdal. 2005b; Valkoet al. 2006;
Brigelius-Floheet al.2009).

La GPx1 est localisée dans le cytoplasme a 90% et les mitoa@d®adt0%. Elle est
l'isoforme la plus abondante et est exprimée dans la plupartafledes. Sa structure est
tétrameérique avec une masse moléculaire de 85 a 95 kDa et sikel@ase sélénocystéine
dans son site actif (Théromd al. 2005b; Brigelius-Flohet al.2009).

La GPx2 a structure tétramérique de 80 kDa. Elle est situédalagplasme des
cellules du tractus gastro-intestinal et est égalementtdBlealans le foie. Elle joue un réle
particulier pour réduire spécifiquement les hydroperoxydes d’origiimentaire et ceux
produits au cours de la peroxydation lipidique intestinale (Théebradl 2005b; Brigelius-
Floheet al.2009).

La GPx3 est une glycoprotéine tétramérique dont chaque sous-unité kiga22
contient une sélénocystéine. Elle est présente dans le plassmégal@ment dans les reins,
les poumons, le cceur et le placenta. Cette isoforme peut réagiua autre cofacteur que
le GSH, la thiorédoxine (Thérored al.2005b).

La GPx4 ou PH-GPx (Phospholipid hydroperoxyde glutathione peroxiddsefees
protéine monomeérique possédant une sélénocystéine dans le siteaactdsse moléculaire
est de 22-23 kDa dans les cellules animales et de 18 kDa d@edluéss humaines. Elle se
situe dans la mitochondrie et dans le cytoplasme. Elle joue un iiglergial dans la
protection des membranes cellulaires contre la peroxydation lipiditjaérond et al.
2005b; Brigelius-Flohet al.2009).
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L’expression de la GPx6 serait restreinte au développement enmaiye ainsi qu’a
I'épithélium olfactif chez I'adulte (Kryukowt al. 2003). Cependant, peu de données sont
actuellement disponibles quant a la caractérisation de sa foragisa, distribution dans les

autres tissus ou de son éventuelle implication pathologique (Reieae2009).

La régénération du GSH réduit a partir du GSSG se fait paiofade la GR, une
enzyme a flavine qui fonctionne par oxydation du NADPH fourni paoia des pentoses
phosphates (Théroret al.2005b).

GSSG + NADPH, H - 2GSH + NADP

C. L'inflammation intestinale

1. L'appareil digestif
a. Organisation générale du tube digestif

Le tube digestif est un tube creux ouvert aux deux extrémisnétia lumiere est
en contact direct avec I'environnement extérieur. Le tube digestifprend la cavité
buccale, le pharynx, 'cesophage, I'estomac, I'intestin gréle (duodénumynié et iléon), le
cblon (ascendant, transverse et sigmoide), le rectum et I'&igied 8) . La structure du
tube digestif varie sur toute sa longueur selon les fonctionsyentes de chaque région.
Cependant, il existe de nhombreux points communs dans l'organisatiomlgéiés tissus.
La paroi de l'intestin est composée de plusieurs tuniques cieslldde I'extérieur vers la
lumiére intestinale, on distingue la séreuse, la musculeusmexta sous-muqueuse, la
musculaire muqueuse et la muqueuse en contact direct avec leucotéstinal (Pocockt
al. 2004) Figure 9).

b. Histologie des structures

La séreuse recouvre le tube digestif. Elle forme le péritoiseéral et est en
continuité avec le péritoine pariétal. Elle est constituéesse tonjonctif lache recouvert
d'un épithélium simple squameux. La musculeuse externe est comsiituée couche
longitudinale et d'une couche circulaire de fibres musculairesedispermettant la
contraction de l'organe et ainsi le mélange et la migradies aliments le long du tube

digestif. Cette couche musculaire est épaissie dans le cbhirsous-muqueuse est
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constituée d’'un tissu conjonctif lache et contient du collagéne,ilatédke$ d’élastine, des
vaisseaux de gros calibre, des vaisseaux lymphatiques et damsscentdroits des glandes

sous-muqueuses (Pocoekal.2004).

La partie la plus interne de l'intestin est la muqueuse. Dao8lda, cette structure
est dépourvue de villosités, mais I'augmentation de surfacesssde aux fonctions de
résorption et de sécrétion est réalisée par la multitude geesrgrofondes serrées les unes
contre les autres. L’épithélium est constitué d’entérocytes a fgomiubrosse et est tres
riche en cellules caliciformes sécrétrices du mucus defikdiron. Sous la muqueuse, le
chorion oulamina propria est un tissu conjonctif richement vascularisé. Directement sous
le fond des cryptes se trouve la muqueuse musculaire constituédidaineuche de fibres

musculaires lisses longitudinales (Kihnel 1998y(re 10).
2. L'immunité intestinale
a. Les tissus lymphoides associés aux muqueuses

Le tube digestif représente une immense surface de contattaliex les aliments,
les bactéries de la flore commensale, mais égalementestams pathogenes invasifs issus
du milieu extérieur. Ainsi, I'intestin doit avoir une capacité de slianee immunitaire. La
barriére intestinale limitant I'acces des substances nussiblerganisme est composée de
plusieurs éléments : les enzymes pancréatiques, I'épithéliustimnate les bactéries de la
flore commensale et le tissu lymphoide secondaire. Les straidum@hoides secondaires
comprennent des organes structurés comme la rate ou les gamgimmsatiques et les
accumulations lymphoides non encapsulées. Le tissu lymphoide queliva &ssocié aux
muqueuses est appelé MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissus).ti€¥is sont
associés aux muqueuses ou s’effectue la premiere rencontreeavastigénes entrants.
Ainsi, le tissu lymphoide associé au tractus digestif esAleT@Gut Associated Lymphoid
Tissue) (Roittet al.2002; Aherret al.2008; Kobozie\et al.2010).
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b. Le tissu lymphoide associé a la muqueuse intestinale : le GALT

Le GALT est divisé en deux compartiments : le GALT organidé &ALT diffus
(Figure 11).

b.1. Le GALT organisé

Le GALT organisé est le site d’induction de la réponse immueitaiestinale. Il est
formé des plaques de Peyer et des ganglions mésentériquesfant ke maturation et

I'activation des cellules effectrices de la réponse.

Les plaques de Peyer sont des agrégats lymphoides macroscopiggesians la
muqueuse de l'intestin gréle. Elles sont séparées de la lupagérane monocouche de
cellules (follicle associated epithelium : FAE) formée déutes épithéliales, de cellules M,
de lymphocytes intraépithéliaux et de quelques cellules caheds. Les cellules M sont
des entérocytes dépourvus de glycocallix et dont la surface lenpirésente des replis a la
place des microvillosités habituelles. Ces cellules sont sigégial dans I'absorption des
antigénes. Sous le FAE, se trouve une région diffuse, le dome subébitkhé de
cellules dendritiques et de quelques macrophages, en dessous de kEtrellive le centre
germinatif comprenant de nombreux follicules constitués de lymprocBtelgM’,
précurseurs des cellules plasmatiques productrices d'immunoglobuljlggdA Entre les
follicules se trouvent les zones interfolliculaires comprenantlytaphocytes T (pour la
plupart T helper), des cellules dendritiques matures et des macespl@amtrairement aux
autres structures lymphoides, les plaques de Peyer ne sontiquegesrpar les vaisseaux
lymphatiques afférents et 'ensemble des cellules gagnestngégures via la circulation
sanguine au travers des veinules post-capillaires (high endotreglides : HEV). Le trafic
cellulaire au départ des plaques de Peyer se fait par desawaislymphatiques efférents.
Des follicules lymphoides isolés présentant une structure similaire pantis@ans la paroi
du colon et sont considérés comme assurant le méme type de foncties gleques de
Peyer (Wittiget al.2003; Ramiro-Puigt al.2008).

Les ganglions mésentériquebigure 12) sont situés dans le mésentere intestinal et
sont divisés en trois régions de composition cellulaire différdrteortex, le paracortex et
la zone médullaire. Le cortex est constitué de follicules pramat secondaires riches en
lymphocytes B et en cellules dendritiques. Le paracortex cordigant a lui une forte

proportion de lymphocytes T et de cellules dendritiques. La zone nigelela la région la
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plus profonde des ganglions, elle se compose de lymphocytes T eteBpdismocytes
(Wittig et al.2003; Ramiro-Puigt al.2008).

b.2. Le GALT diffus

Le GALT diffus est l'effecteur de la réponse immunitaire. et forme des
populations lymphocytaires dispersées entre les cellules égiébélites lymphocytes
intraépithéliaux ou lymphocytes de lamina propria La lamina propria contient une
population hétérogéne de lymphocytes et de cellules myéloidesrophages, cellules

dendritiques, neutrophiles et mastocytes (Witigl.2003).
c. La réponse immunitaire intestinale

Lors d’une agression au niveau intestinal, le GALT permet I'induction d’'une réponse
inflammatoire. Afin que celle-ci se développe, les cellules Vesatloivent gagner les
plagues de Peyer et les ganglions mésentériques ou se faittigation par la présentation
de l'antigéne suivie de leur polarisation en cellules effectdeetype Thl, Th2 ou Thl7.
Ces cellules effectrices quittent ensuite les struclyrephoides pour gagner la circulation
générale, rejoindre le site d’infection et détruire 'agent pathogemei{®@&uiget al.2008)
(Figure 13).

c.1. L'intégration de I'antigene

L’antigene peut pénétrer la muqueuse intestinale de différenteasfata voie
principale d’'intégration de I'antigene passe par les cellulese Naanonocouche cellulaire
située en surface des plagues de Peyer. La membrane apicatelldes M favorise
'adhésion et l'intégration des agents luminaux comme les macéomies, les molécules
d’adhésion, les virus ou les bactéries. Ces cellules peuvent égalenégrer certaines
protéines alimentaires ou encore les IgA. Les cellules &fnatisent I'antigene luminal par
endocytose ou phagocytose. Les vésicules migrent alors jusqu’a la anenhlaso-latérale
de la cellule et relarguent I'agent infectieux dans la ioetxtra-cellulaire. La membrane
baso-latérale des cellules M possede de nombreuses invaginatomsnant des
lymphocytes et des macrophages impliqués dans la prise en cleafgatijéne pour sa
présentation (Neutrat al. 1996).

La seconde voie d’intégration des antigenes implique directemeentésocytes.

Cependant, ceux-ci sont moins accessibles que les cellules Mtdie fea présence du
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glycocallix riche en enzymes hydrolytiques bloquant I'entfégrégats macromoléculaires
et de microorganismes. Il semblerait qu'ils soient égalemepildes de présenter

'antigene aux cellules T (Hershbeggal.2000).

L’intégration des antigenes luminaux peut également se fairairpanécanisme
paracellulaire, via le passage des dendrites des cellules dpreligntre les entérocytes
(Rescigncet al.2001).

Une fois intégré, l'antigene luminal est transporté jusqu’aux esliptésentatrices
d’antigenes (CPA) localisées sous le dome subépithélial des pldguesyer. Les CPA
internalisent I'antigene et le convertissent en peptide antigeéragprimé a la surface des
cellules associé au complexe majeur d’histocompatibilité (Ck classe Il afin d’étre
reconnu par les récepteurs des cellules T (TCR : T cell mgepés CPA activées peuvent
interagir directement avec les lymphocytes T des plaqueBegler ou migrer dans les

ganglions mésentériques (Ramiro-Peigl.2008).
c.2. La migration cellulaire et I'activation des lymphocytes T

Les ganglions mésentériques sont le lieu principal de I'activdesiymphocytes T
effecteurs. Ainsi, les lymphocytes T naifs doivent gagner legligans mésentériques
depuis le sang via les veinules post-capillaires HEVs. Ce phémon& recrutement et
d’activation des lymphocytes T est contrélé par une séquence détapes moléculaires
distinctes : signalisation et adhésion des cellules T a lacsuefadothéliale, roulement a la
surface de I'endothélium puis activation. Les ganglions mésentérigi les HEVs
expriment, sous linfluence de cytokines comme le Td\Fles molécules d’adhérence
MAdCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion molecule-1) et PNAdp{pmal lymph
node addressin) avec lesquelles vont se lier les L-sélecting®essia la surface des
lymphocytes. Ceci entraine le roulement et le ralentissetesnymphocytes T a la surface
de I'endothélium. Les interactions entre les intégrines des lympsdyet les molécules
d’adhérence de I'endothélium (ICAM-1 et MAJCAM-1) ainsi que celkdre les
chémokines du tissu lymphoide secondaire et les récepteurs corregpdesiaellules T
vont permettent une forte adhésion de ces cellules suivie de le&ir pais de leur

extravasation dans les ganglions mésentériques (Neuman 2007; Kadtcedie2010).

Une fois les cellules T CD4+ dans les ganglions mésentériglles se lient au
complexe CMH-antigene a la surface des CPA ce qui induitaetivation. Au cours de
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cette premiére activation, les cellules T perdent leur éeti@e et expriment d’autres
molécules d’adhésion spécifiques au retour a l'intestpq, CCR9, LFA-1, VLA-4 et
CD44) (Neuman 2007; Kobozieat al.2010).

c.3. Le retour des lymphocytes T sur le lieu de l'infection

Une fois activées, ces cellules regagnent la circulationrsiggié via les vaisseaux
lymphatiques efférents. Cette migration est a nouveau régulélespanteractions entre
adB7 et CCR9 avec les molécules MAACAM-1 et CCL25 des veinulescpgpdtaires.
Lorsque les lymphocytes T activés regagnent l'intestin ouual’iigfection, une seconde
interaction avec le peptide antigénique présent sur une populatioa dariEPA (cellules
dendritiques, macrophages, lymphocytes B) résulte en une réponse plustapigevive
des cellules T avec une forte augmentation de la production ¢’ JENL-17, de TNFe, de
lymphotoxinee et d’IL-2. L'IL-2 va favoriser I'expansion clonale des cellullegt stimuler
la fonction des cellules T helper et des cellules B. L’lFMctive les CPA et les
macrophages pour la production d’IL-12. De plus, les macrophages athgsavont
augmenter leur production de TN£4L-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 ainsi que d’EROs et
d’ERAs. L'IFN-y, le TNFw et I'lL-17 ont une action combinée pour stimuler I'expression
des molécules d’adhésion a la surface des cellules endothdéalesinules post-capillaires
afin de favoriser la migration des lymphocytes T effect@rigure 14). L’ensemble résulte
en une production massive de cellules Thl, Th2 ou Th17 et de médiateurs de l'inflammation
dérivés des macrophages ainsi qu’en un recrutement de leucocytemntpoonduire a
l'induction d’'une inflammation chronique (Ramiro-Pweg al. 2008; Koboziewet al. 2010)
(Figure 15) .

c.4. Les immunoglobulines de la muqueuse intestinale

Certaines cytokines comme I'lL-4, I'lL-5 ou le TGFinduisent la synthese d’IgA
par les lymphocytes B folliculaires dans les plaques de Pegerimmunoglobulines sont
des glycoprotéines principalement synthétisées par les lymigisoByet présentes dans la
plupart des secrétions externes en particulier au niveau des muquéLigds
principalement synthétisée danddaina propriaest I'immunoglobuline la plus abondante
dans la mugueuse intestinale (80-90%) et joue un réle important damsriigner ligne de
défense contre les toxines ainsi que lors de la colonisation ound@sion par des

pathogenes. L’'IgM (immunoglobuline M) est également présente aflcsute I'intestin
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mais en plus faible proportion (6-18%) que I'IlgA en raison d’'un nombre plb&fde
cellules productrices ainsi que d'un transport dans la lumiere neffitmace. L'lgG
(immunoglobuline G) est l'isotype mineur de la muqueuse intestiNigré le fait qu'il
n'y ait pas de transporteur actif de I'lgG, une voie paraceltlair permet de gagner la

lumiére intestinale (Roitt al.2002; Ramiro-Puigt al.2008).
3. Les maladies inflammatoires chroniques intestinales
a. Généralités

Le terme « maladies inflammatoires chroniques de l'intestMI€l) regroupe deux
pathologies intestinales idiopathiques : la rectocolite hémorra@ROel) et la maladie de
Crohn (MC). Les MICI sont des atteintes chroniques récidivantesciges a une
inflammation incontrélée du tractus gastro-intestinal (Hanauer 200&6)nombre de
personnes atteintes de MICI est estimé a 1 million pour I'Afaérdu Nord seule (Bamias
et al.2005) et il a été montré que ces pathologies prédisposaiemhey tar développement
de cancers colorectaux (ltzkowitet al. 2004). RCH et MC sont deux formes
d’'inflammation intestinale avec des causes et des mécanismes pajhegéiférents mais
dans les deux cas il s’agit d’'une réponse immunitaire inappragrégdes individus ayant
une prédisposition génétique, résultant d'une interaction complexe &utteurs
environnementaux, facteurs microbiens et systéme immunitairdinateDaneseet al.
2006) Figure 16).

b. Facteurs environnementaux

Au cours du siecle dernier, les pathologies affectant [I'étre alunont
considérablement changé et les principales affections sont padséfestieuses a
chroniques ou néoplasiques. Cette modification s'est tout d’abord prodogdedapays
occidentaux mais ce phénoméne est actuellement observé dans gartiessdu monde

comme I'Asie ou I'’Amérique du Sud (Cohen 2000).

L’émergence de pathologies chroniques auto-immunes ou inflammatoimese les
MICI est considérée comme étant en partie liee aux évolutimeis-6conomiques. Les
MICI ont été tout d’abord observées en Europe et en Amérique du Nosdsguuiapparues
apres la seconde guerre mondiale en Europe centrale, au Jap@nedraque du Sud. Une

premiere hypothése «hygiéniste » a alors été mise en awndidérant que les
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modifications fondamentales des modes de vie ont fait passerofgdapons d’une
exposition microbienne forte a faible et qu'une faible acquisitiontdjanes microbiens
dans les premiéres années de la vie pouvait conduire a un system@itaire moins
adapté pour répondre aux agressions, ce qui se traduirait par dekgias immunes
chroniques (Bach 2002). A ceci s’ajoutent d’autres modifications amementales :
'amélioration de I'habitat, des aliments plus sains, une modificaties comportements
sanitaires, la généralisation des vaccins ou de l'utilisatioradgsiotiques, la diminution
des parasites ainsi que des régimes alimentaires deureifjgalité mais cependant moins
variés. D’autres facteurs pourraient entrer en jeu comnmabbgisme, certaines habitudes
alimentaires, la consommation de drogues, le statut social tneds gDaneset al. 2006).
Cependant, les facteurs environnementaux seuls ne peuvent expliquer |opmiEvent
d'une MC ou d'une RCH et une prédisposition individuelle est néceasaileveloppement

de ces pathologies.
c. Facteurs microbiens

Les éléments concluant a une responsabilité microbiologique dansitbesogies
restent relativement faibles. Cependant certaines données patrdetigroposer quelques
souches bactériennes comme pouvant jouer un réle dans les MIClleClast delisteria
monocytogenes’Escherichia coliou encore déycobacterium paratuberculos{®anese
et al. 2006). En effetM. paratuberculosisest responsable de la maladie de Johne, une
entérite touchant les ovins et les bovins semblable a la Métetsouche bactérienne a été
isolée dans certains tissus prélevés chez des patients atektS (Chiodiniet al. 1984).
Cependant, les traitements antituberculeux se sont montrés sensheff ces patients
(Thomaset al. 1998). De plus, il a été montré qu’une souche adhérente invagveali
était également associée a la MC (Darfeuille-Michati@l. 1998). Par ailleurs, méme si
I'origine microbienne des MICI n’est pas certaine, le lien dadlore commensale, cible de
la réponse immunitaire, est bien établi (Macdonetidal. 2005). Les Iésions intestinales
observées lors de ces pathologies se situent préférentielldarentes segments du tractus
gastro-intestinal ou les concentrations bactériennes sont les plusgteesiea-dire la valve
iléo-caecale et le cblon (D'Haems al. 1998). La plupart des patients atteints de MICI
affichent une réactivité immunologique locale et systémiquecpaéiiement élevée face
aux antigénes bactériens. Ceci s’expliguerait par une pergetdigdance a la flore entérale

autologue, résultant en une réponse immunitaire inappropriée de lusagatestinale se
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manifestant par une inflammation chronique typique des MICI (Duchreaah1995). Par
ailleurs, il a été montré que la MC est génétiguement assacifss mutations du gene
NOD2/CARD15 qui code pour une protéine cytoplasmique de reconnaissarzcties.
Il semblerait que ces mutations constituent une partie du lien Boteeintestinale et

réponse immunitaire altérée (Girardinal.2003).
d. Facteurs cellulaires

Dans les conditions physiologiques, il existe une inflammation dadahs la
mugueuse intestinale due a la présence de nombreux leucocytes dastisemtestinaux
intra-épithéliaux et subépithéliaux. Ces leucocytes induisent uramimition contrblée
faisant face a une trés large variété d’antigenes alimesitai bactériens permettant ainsi le

maintien de 'homéostasie intestinale (Neuman 2007).

Lors des MICI, une réponse immunitaire inappropriée et persistantiit a des
anomalies anatomiques et fonctionnelles. Des cellules immuniteiles que les PNN, les
macrophages et les cellules T sont activées et liberent de nombrédiateurs de
linflammation tels que des métabolites de l'oxygéne et deoty des protéines
cytotoxiques, des enzymes lytiques et des cytokines conduisantdastiauction des
entérocytes et a une inflammation pathologique du tissu intestiaah{dh 2007). De plus,
la réponse immunitaire innée joue un rdle central. Les cellules itignes et les
macrophages sécretent également des cytokines qui régulenttlanréaflammatoire en
déclenchant une réponse immunitaire adaptative via l'activation digles T. Le
dysfonctionnement de cette régulation induit un déséquilibre enttellakes T régulatrices
(Thl, Th2 et Th17) et conduit & la surproduction des molécules effecthicees cellules
participant ainsi au développement et a I'exacerbation de la pgihdP@apadakiet al.
2000; Sanchez-Muncet al.2008).

Des cellules non-immunitaires sont également impliquées damdl@s Dans les
mugueuses enflammées de patients atteints de MICI, lesese#pithéliales intestinales
présentent une expression inappropriée des antigenes HLA-DR (humacyteuantigen-
DR) du CMH de classe Il (Selst al. 1983) en faveur de I'activation des cellules T CD4+
ce qui potentiellement amplifie I'inflammation (Mayet al. 1990). Les fibroblastes des

tissus de soutien participent également a la pathologie. Enceféetellules sont une source
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majeure de métalloprotéinases matricielles (MMPSs), enzymneolytiqgues impliquées
dans la destruction tissulaire lors de I'inflammation (von Laetpd. 2000).

4. Marqueurs de l'inflammation intestinale
a. La myéloperoxydase

La MPO est une des protéines les plus abondantes dans les qaadesytaires.
Elle représente 5% des protéines des neutrophiles et 1% de dmdlemonocytes. Ces
différentes cellules colonisent en grand nombre les tissus lors plésomeénes
inflammatoires et les neutrophiles activés libérent cetteyne@zdans la muqueuse
intestinale. Le dosage de I'activité de la MPO dans la muquetestinale est ainsi utilisé
comme marqueur de I'état inflammatoire. La MPO est une peregyllamique présente
principalement dans les granules primaires des PNN et agihlis €oncentration dans les
monocytes et les macrophages. L’enzyme est un homodimére dont biéagjtenzyme est
formée de deux sous-unités (une chaine Iégére de 15 kDa et une chaieedk 59 a 64
kDa) reliées par un pont dissulfure. La MPO catalyse I'oxydat®tion chlorure par le
peroxyde d’hydrogéne pour former Il'acide hypochloreux (HOCI). Sonvitgctiest
directement proportionnelle au nombre de neutrophiles présents dans la muqueusetcolique
une concentration anormalement élevée en MPO est le signe d’ivagi@ctimportante ou
excessive des PNN. Ainsi la mesure de I'activité de cettgnee est couramment utilisée

comme marqueur de lI'inflammation intestinale (Kranesal. 1984; Serteymet al.2003).
b. Les cytokines

Les cytokines les plus couramment recherchées lors de l'inflHoom@INF-,
TGF$, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-4, IL-5 et IL-10) assurent la communication entes |
différentes cellules immunitaires. Par ailleurs, elles egula production de nombreux
autres médiateurs de l'inflammation : les EROs, le monoxydewdast les prostaglandines.
Elles activent des voies de signalisation telles quecBIfet inhibent 'apoptose (Sanchez-
Munoz et al. 2008). Au cours de l'inflammation intestinale, la production de cytokires pr

inflammatoires (IL-1, IL-6, TNFs) est augmentée.

Le TNF-a est produit par les lymphocytes et les CPA, il exerce Hets gro-
inflammatoires en induisant la production d’'IB-let d’IL-6 ainsi qu’en favorisant

'expression de molécules d’adhérence nécessaires a la ptaiiéreellulaire, en
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déclenchant la production des protéines de la phase aigué et en inabaptose
(Sanchez-Munoet al.2008). L'implication du TNFs dans I'inflammation intestinale a été
montrée chez ’lhomme et des anticorps anti-TNF sont utilisésleatimitements de MICI
(Kaseret al.2010). Cette augmentation du TNFest également mesurée comme marqueur
de l'inflammation dans les modeles expérimentaux d’inflammatitesiinale (Neuratket

al. 1997; Gratzt al.2002; Okayamat al.2007).

L’IL-1 joue également un rdle important dans linflammation par schivige de
stimulation immunologique et son activité pro-inflammatoire (NeurB@@7; Sanchez-
Munoz et al. 2008). L'IL-1 regroupe I'lL-1. et I'lL-1B. Toutes deux sont impliquées dans
I'induction de la cyclooxygénase 2, de la phospholipase A2 et de$ifBinarello 2002).
L’augmentation de I'lL-1 dans la muqueuse intestinale est déiejpeis longtemps chez
des patients atteints de MICI (Mahiga al. 1989). Elle est également retrouvée dans les
modéles animaux d’'inflammation intestinale (Rojas-Cartagera. 2005; dos Rei®t al.
2009).

Lors de l'inflammation intestinale, les macrophages produisentrégatede I'lL-6
en grande quantité. Cette cytokine agit avec son récepteur saohlblé IL-6 receptor :
sIL-6R). La liaison des deux protéines va permettre, par un systeéntens-signalling,
d’'activer le facteur de transcription STAT3 (signal transdsicand activators of
transcription 3) malgré I'absence du récepteur de surface-&.I'Ce systeme joue un role
central dans le développement des réactions immunitaires |ldimftlanmation et une
augmentation du taux circulant d’'IL-6 et de sIL-6R a été corréider les marqueurs
cliniues de linflammation intestinale (Neuman 2007; Sanchez-Mwtoal. 2008). Le
blocage de ce phénoméne de trans-signalling a permis d’'indyiopitese des lymphocytes
T chez des patients atteints de MC (Van Kemsatkal. 2000). Les taux d’IL-6 dans les
modeles animaux d’inflammation intestinale sont également fréquethaugmentés (Alex
et al.2009; Xuet al.2009; Chceet al.2010).

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire qui inhibe la présematie I'antigéne
aux lymphocytes et par voie de conséquence la libération de cytgkmaslammatoires.
Elle joue un réle central dans la régulation de lI'inflammatiosoet efficacité thérapeutique
a été mesurée dans plusieurs modéles animaux d'inflammationnalesiWirtz et al.
2007b). De plus, il a été montré dans des biopsies de patients ateeMiS que les taux
d’IL-10 étaient diminués (Schreibet al. 1995). Cette diminution de I'lL-10 est également
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mesurée dans les modéles expérimentaux d’inflammation intes(inaleet al. 2003;
Okayameet al.2007; Sanchez-Fidalget al.2010; Zhouet al.2010).

L’IL-4, cytokine a activité régulatrice, est connue commeefaictle stimulation des
cellules B et est principalement produite par les lymphocytéisés. Elle a une activité
immunorégulatrice et anti-inflammatoire et joue un réle cewaals 'immunité intestinale
(Niessneret al. 1995). L'IL-4 influence les fonctions des lymphocytes et altehesdes
monocytes : inhibition de la production ¢®, par les monocytes, production de meédiateurs
pro-inflammatoires (IL-1, TNF) (Rogleret al. 1998a). Au cours de [l'inflammation
intestinale, ces effets anti-inflammatoires sont atténuédapdiminution des taux d’IL-4
dans les muqueuses (Karttunregral. 1994; Xuet al.2009).

Le TGF{ est une cytokine a activité inhibitrice qui a une fonction deledion de
la réponse inflammatoire. Il réduit la production d’EROs ainsi queytdhese des autres
cytokines. Il a également une fonction de régulation sur les lympseyt inhibant la
prolifération des cellules T et B ainsi que la génération deleIT cytotoxiques (Rogleat
al. 1998a). Une réduction du taux de T@Fest considérée comme responsable du
développement de nombreux troubles auto-immuns dans des pathologies lesn\€l
(Marek et al. 2002). De la méme maniere, des modeles expérimentaux d’inflaomnuecti
été développés a partir de souris déficientes en I @edkarni et al. 1993).

c. Le facteur de transcription N&B

En situation physiologique, les sous-unités du facteur de tramserigE«B sont
séquestrées dans le cytoplasme par la famille des inhibitadBs Llors de la réaction
inflammatoire, les cytokines pro-inflammatoires (TMFH.-1p) par leur fixation sur leurs
récepteurs ont la capacité d’'activer les voies de signalisedguitant en I'activation de
I'l- xB kinase (IKK) qui va ainsi phosphorylexB ce qui permettra sa dégradation par le
systeme du protéasome. Les sous-unités deBNEinsi libérées peuvent gagner le noyau,
se dimériser et assurer leur fonction de facteur de tranearifAtreya et al. 2008).Une
augmentation de l'activation de ce facteur de transcription dansméerophages et les
cellules épithéliales associée a une augmentation ddfi)lidu TNFe et de I'lL-6 a été
rapportée chez des patients atteints de MC et de RCH gilémora la sévérité de
linflammation (Rogleret al. 1998b; Atreyaet al. 2008; Kaseet al.2010). Cette activation
de NF«B va induire la production d’autres cytokines qui vont ensuite actgecellules
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immunitaires présentes dans la muqueuse et en particuligmphlocytes Thl (Atreyat
al. 2008)

Plus généralement, le facteur de transcription kBFest impliqué dans les
phénomenes de prolifération cellulaire, d’angiogenése et d'tidribde I'apoptose, ceci
pouvant conduire a des phénomeénes de carcinogenese associés arlatisaniNaugleet
al. 2008). L’augmentation de ce facteur de transcription a égalerteenigérite dans les
modeles animaux d’inflammation intestinale (Marretal.2000; Ukil et al.2006; Deguchi
et al. 2007). Par ailleurs NkB est également impliqué dans I'expression des
cyclooxygénases (COX) et des nitric oxide synthases (NOBRI(A2004; Wanget al.
2009).

d. La cyclooxygénase-2

Les deux isoformes de cyclooxygénases (COX-1 et COX-2)ysatd, a partir de
I'acide arachidonique, la production de prostanoides : prostaglangfiay), E, (PGE),
Fo. (PGRy), l2 (PGh) et thromboxane (TX) (Kasest al. 2010). COX-1 est présente de
maniere constitutive dans I'ensemble des tissus tandis que COsR que faiblement
présente et est surexprimée en réponse aux cytokines lors enlidtion (Singeet al.
1998). COX-2 est exprimée a la surface des cellules épld®hinsi que dans les cellules
immunitaires de lé&amina propriade patients atteints de MICI au cours des périodes actives
d’'inflammation (Hendekt al. 1997; Singeet al. 1998). Elle est également induite dans les
modeles expérimentaux d’inflammation colique (Wan@l. 2008). Cette augmentation de
COX-2 lors de l'inflammation se traduit par une augmentatiotady de PGE médiateur
de I'inflammation aigué (Okayanet al.2007; Sheibaniet al.2007). Les prostanoides sont
impliqués dans de nombreux processus pathophysiologiques : la modulatiGactemns
inflammatoires, l'ulcération gastrointestinale, I'angiogenésela carcinogenese pouvant

faire suite a I'inflammation chronique (Waegal.2008).
e. La nitric oxyde synthase inductible

L’activation de NF«B induit également I'expression de I'NOS induisant une
augmentation de la production du monoxyde d’azote qui participe au phénomsinesdu

oxydant et a des effets anti-apoptotiques (Aktan 2004). L'iNOS estles&ois isoformes
de NO synthases produisant O a partir de la L-arginine. Les eNOS et nNOS

(endothelial et neuronal nitric oxyde synthases) ont une aqgpivitsiologique et produisent
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du ‘NO & des concentrations de I'ordre du picomolaire tandis que I'iNQBolduit & des
concentrations de I'ordre du nanomolaire et est spécifiguement adandeles conditions
inflammatoires (van der Woudsat al. 2004). Le'NO a des effets anti-apoptotiques et peut
induire des altérations de I’ADN tout en inhibant les systeme§pieation (van der Woude
et al. 2004). L’activation de I'INOS au cours de I'inflammation intesenalété clairement
établie au cours d’études menées chez 'homme (Saigdr1996; Dijkstraet al. 1998) ou
dans des modéles animaux (Milletral. 1995; Rachmilewitzt al. 1995; Krieglsteinet al.
2001; Camuescet al.2004).

5. Stress oxydant et inflammation intestinale
a. Augmentation des espéces oxydatives dans l'intestin

Au cours des pathologies inflammatoires intestinales, linfitirade lalamina
propria par les cellules inflammatoires (PNN et macrophages)sssiceee a la libération
d'une grande quantité d'EROs et d'ERAs. Plusieurs études ont mbharées patients
atteints de MC ou de RCH que les observations cliniques et endoscogimirst
positivement corrélées a 'augmentation d'EROs dans la muqueiggeeqi{eshavarziaet
al. 1992; Simmondet al. 1992). Ceci a été confirmé par la mesure de I'augmentation des
radicaux superoxydes issus des macrophages et des neutrophities REZ$ (Oshitanet
al. 1993). L'anion superoxyde se dismute spontanément ou via l'action 8©MDaen
peroxyde d’hydrogene et 'augmentation de ce dernier a égaledt@rdécrite dans la
muqueuse de rats enflammeés (8hal.2011). De plus, le peroxyde d’hydrogene peut réagir
avec les ions Fé et CU et produire au cours de la réaction de Fenton le radical hydroxy
‘OH hautement réactif (Damiani et al. 2007). L'augmentation dadieal a été observée
dans le c6lon mais également dans le plasma dans un modele étwmyen(AOM) chez la
souris (Ashokkumaet al.2008). De plus, I'acide hypochloreux HOCI est également produit
en grande quantité par la MPO présente dans les neutrophilesiligninfa muqueuse
intestinale et dont I'activité est particulierement élevéeaus des colites (Sertewt al.
2003).

Par ailleurs, I'augmentation du taux €O ainsi que de l'activité de I'NOS
participent au développement du stress oxydant. En effet, dess énateees chez des
animaux enflammeés ont montré que I'expression et I'activitéiN©B étaient augmentées
dans le c6lon (Olet al. 2006; Holmaet al. 2007; Sanchez-Fidalget al. 2010). L'intensité
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de la colite induite est moins sévére chez des souris C57BL&2ME" INOS déficientes,

témoignant ainsi du role de I'expression de cette enzyme dah&i®mene pathologique
(Krieglsteinet al. 2001). Ceci se traduit par une augmentation du d@s les muqueuses

coligues (Larrosat al. 2009) ainsi que dans le plasma (Krieglsteiral. 2001; Ohet al.
2006).

La production excessive d’especes oxydatives a plusieurs conséqaeramss de
linflammation intestinale chronique. Elle induit en particulier ungraentation de la
sécrétion d'électrolytes et d’eau au niveau intestinal se teattuigar de la diarrhée
(Kruidenieret al.2002) Figure 17).

b. Altérations oxydatives induites lors de I'inflammation intestinale
b.1. Oxydation des lipides

Parmi les altérations oxydatives provoquées par le stress oxydardugmentation
de la peroxydation lipidique a été mise en évidence dans divetsdss. Ainsi certains
auteurs observent une augmentation du MDA dans le plasma deattemnits de MC et
de RCH (Alzoghaibiet al. 2007; Baskolet al. 2008). Cette augmentation du MDA a
également été observée dans la muqueuse colique au cours d'études dmrseeles
modeles expérimentaux (Carrigtral. 2002; Ashokkumaet al.2008; Arafaet al.2009; Lee
et al. 2009; Xuet al. 2009; Patekt al. 2010). D’autres auteurs observent une élévation du
taux de 4-hydroxynonénal (Grisham 1994) ou des TBARS (thiobarbitaric raactive
substances) (Pelissiet al. 2006; Larrosaet al. 2009; Xuet al. 2009). Cette peroxydation
lipidique est positivement corrélée avec le développement deHalpgie dans la plupart
des cas (Rezaiet al.2007).

b.2. Oxydation des protéines

L’'oxydation des protéines est évaluée par l'augmentation des gnenpe
carbonyles (Lih-Brodyet al. 1996; Mercieret al. 2002) et de la 3-nitrotyrosine dans les
cellules mononucléaires delmina propriatémoignant de I'oxydation des protéines par le
peroxynitrite au cours de la MC comme de la RCH (Kruideeieal. 2002). Les produits
avanceés de I'oxydation des protéines ainsi que les thiols soenégal augmentés dans le
plasma de patients atteints de RCH (Bastal. 2008). Ce type d’oxydation est également

décrit dans difféerents modéles animaux (Mereieal. 2002; Pelissieet al.2006).
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b.3. Atteintes oxydatives de 'ADN

Des altérations oxydatives sont également détectées au dv¢@DN. L'adduit le
plus fréquemment observé au cours de [|'oxydation de I'ADN est Exo&'-
déoxyguanosine (8-OHdG). Celui-ci est augmenté dans les biagsieatients atteints de
MC et de RCH (Lih-Brodyet al. 1996; Katoet al. 2008). D’autre part, des altérations
oxydatives a 'ADN ont également été décrites par le testdmetes (Jiet al. 2008; dos
Reiset al.2009).

Ainsi, au cours de linflammation intestinale, les altérationgdakives touchent

'ensemble des macromolécules de la cellule.
c. Inflammation intestinale et altérations des défenses antioxydantes
c.1. Diminution de I'activité des enzymes antioxydantes

Face a 'augmentation des espéces oxydatives, de fortesra@agores des défenses
antioxydantes peuvent paradoxalement avoir un effet négatif. En leffetirexpression
déséquilibrée d’'une des enzymes antioxydantes peut augmenter labilibéédes cellules
face aux métabolites oxydatifs. Une augmentation de la SQDinmuire une déplétion en
anion superoxyde associée a une augmentation du peroxyde d’hydpmgengellement
délétere si les niveaux de CAT et de GPx ne sont pas suffisan€levés pour le prendre
en charge. Ceci a été mis en évidence lors d'une inflaoomatduite chez des souris
C57BL/6-TgN(SOD1)3Cje dont la SOD est surexprimée (Kriegiset al. 2001). Par
ailleurs, une augmentation excessive de la GPx peut induire une ae@gtiGSH ou en
NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate). Ainsi, il eséssdire que les

variations de ces défenses restent équilibrées pour gérer 'augmentatitiRQeet ERAS.

Cependant, au cours de l'inflammation intestinale, les variationsvélesepour ces
défenses ne semblent pas en faveur d’'une correction du stressitoXdidai, plusieurs
études montrent a la fois une diminution d’activité et d’expressida 8©D ne permettant
pas la gestion de l'augmentation de I'anion superoxyde dans lesemsefs de patients
atteints de MICI (Muldeet al. 1991; Lih-Brodyet al. 1996; Dagliet al. 1997) ou dans des
modeles murins (OBt al. 2006; Zhouet al. 2006; Ashokkumaet al. 2008). Les résultats
portant sur les activités CAT et GPx sont plus controversésai@eduteurs montrent que

celles-ci ne sont pas modifiées dans les muqueuses de patiergkafighanl. 1995; Durak
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et al. 2000) tandis que d’autres montrent une augmentation de la GPx damsgesuses
enflammées (lantomast al. 1994; Sturniolcet al. 1998). Les résultats des études menées
sur les rongeurs sont plus homogenes et semblent indiquer, comme @D Jaque la
CAT et la GPx ont une activité diminuée au cours de la c@iteef al. 2006; Ashokkumar

et al.2008).

c.2. Diminution des taux d’antioxydants non enzymatiques

Une diminution du taux de GSH total est observée dans les muquetiagsreres
en cas de RCH ou de MC (Buffinte al. 1995) et I'analyse de son statut redox montre une
augmentation de la forme dissulfide oxydée aux dépends de la féduiee (Holmest al.
1998). La diminution du taux de GSH réduit dans la muqueuse colique ésméga
observée dans des études menées chez I'animal enflammet 2005; Mustafeet al.
2006; Ashokkumaret al. 2008; Arafaet al. 2009). Chez des souris enflammées, une
diminution du GSH et du ratio GSH/GSSG est observée dans le plagm#aant ainsi un
état oxydatif systémique (Ot al. 2005). Au cours du phénomene inflammatoire, il a été
montré que les autres antioxydants non enzymatiques tels que feme#aC et E étaient
egalement diminués (Ashokkumetral.2008).

Ainsi, au cours d'une inflammation intestinale, la production d'EROS'ERAS
augmente. Associée a cela, la diminution des défenses antioygjdanteenzymatiques que
non enzymatiques, favorise le stress oxydant et I'oxydation tdaestuses lipidiques et
protéiqgues ainsi que [l'altération des brins d’ADN, I'ensemble éfaotentiellement

carcinogene.

6. Inflammation intestinale chronique et augmentation du risque de

cancer colorectal
a. Généralités

Plus d’'un million de nouveaux cas de cancer colorectal (CRC)dsagmostiqués
chaque année dans le monde. Le CRC est la troisieme forme leoplasune de cancer et
la quatrieme cause de mortalité par cancer dans le mondé(&eat. 2010). Le CRC peut
étre classé en différentes catégories selon son origine. On obseroetkesiéréditaires de
CRC qui représentent environ 20% des cas. Les formes les plus répanduées formes

sporadiques (environ 80% des formes de CRC), en partie liées ateur$ac
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environnementaux incluant les mutagenes de I'environnement et d’origimentdire ou
encore certaines souches de la flore commensale. Enfin, l&@mmeigdrme est consécutive a
linflammation intestinale (Colitis-associated cancer: CAE@l)e représente 1 a 2% de
'ensemble des CRC (Krau al.2009; Terzicet al.2010).

Le CAC est difficile a traiter et présente un taux de atiétélevé. Plus de 20% des
patients développent un CAC dans les 30 ans suivant I'apparition d’'unedvii@lis de
50% de ceux-la ne survivent pas. Le risque de développer un CRC de 08I est
principalement lié a la sévérité de l'inflammation intedénaétendue et durée de la colite,
histoire familiale de CRC sporadique et manifestation prédeda pathologie (Kraust al.
2009).

b. Lien entre inflammation intestinale et cancérogenese

La relation entre inflammation intestinale et CRC est basée plusieurs
observations :

- le développement des tumeurs se fait sur les sites d’inflammation chronique,

- les cellules inflammatoires ainsi que les cytokines ethésokines sont présentes

dans les tumeurs,

- la surexpression des cytokines et des chémokines peut induire la cancérogenése,

- les mémes cibles moléculaires et voies de signalisatiohagctivées ou arrétées

dans l'inflammation et les processus de carcinogeneése,

- les études épidémiologiques montrent une augmentation du facteur dedesque

développement de cancer avec les états inflammatoires,

- les traitements anti-inflammatoires non-stéroidiens réduisimidence de la

mortalité par cancer (Krawet al.2009) Eigures 18 et 19.

c. Implications moléculaires

Le passage d’un épithélium normal a un adénome puis a un carcinoass@sé a
des évenements moléculaires impliquant des mutations d’oncogéenes ou dessupprde
tumeurs, I'expression anormale de nombreux genes ou encore l'inhibitiGapdptose, la
stimulation de I'angiogenése et de la prolifération cellul@fmauset al. 2009). La réponse
inflammatoire continue lors de l'inflammation chronique se cariaetépar la colonisation

de la muqueuse intestinale par les macrophages et les PNRégantide grandes quantités
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de cytokines et de chémokines influencant les processus de caréisedSerugat al.
2008).

La fixation des cytokines a leurs récepteurs des cellulehédples induit
I'activation des voies de signalisation oncogéniques telleAgtieu mTOR. Les facteurs
de transcription NkeB et STAT3 ainsi que le géne COX2 jouent un role particulierement
important dans linduction du CRC. Les cytokines principales jouant un déhs le
développement de tumeurs associées a l'inflammation intestinaléesoNt--, I'lL-6 et
lIL-1 (Terzic et al. 2010). La plupart des cytokines impliquées dans le développement
tumoral sont activées via le facteur de transcriptionkBFou I'activation de sa voie de
signalisation dans les cellules prétumorales ou inflammatddaan(2006). L'activation de
NF-xB favorise le développement tumoral en augmentant la prolifératitbmace et
'angiogenése, en inhibant la mort cellulaire et en favorisamtakion cellulaire et le

développement de métastases (Nauvefied.2008).

De nombreuses formes de cancer sont associées a des tasxdélpvéstaglandines
dus a une sur-régulation de I'expression COX-2. Au cours de @agenese colique,
'expression de COX-2 est augmentée (que ce soit dans leseasialesiumeurs ou dans les
études expérimentales chez I'animal). Les effets pro-tumoraa¥-2 passent par son
produit terminal principal la PGHElont la concentration est particulierement élevée dans les
tumeurs colorectales. Ses effets protumoraux sont une inhibition ageptbse par
stimulation de Bcl2 et une activation par BGEe la voie de signalisatioprcatenin qui

favorise la survie et la prolifération. (Kraasal.2009; Terzicet al.2010).
d. Stress oxydant et cancérogenese

Au cours d’une inflammation persistante, le stress oxydant se opgeclplus
particulierement via la production dEROs et d'ERAs par les esllde l'inflammation
comme les PNN et les macrophages. Cette augmentation duostydasit peut conduire a
une dysplasie suivie de carcinome. Ce lien s’explique, en paatid,effet que peuvent
avoir les espéces réactives sur ’ADN comme cela a été éypogoédemment. Les especes
oxydatives générees par les cellules inflammatoires ingsexg avec certains genes clés
impliqués dans les voies de signalisation de la carcinogeriesguee p53 ou les genes de
réparation des mésappariements (Goodetaal. 2004). Parmi les especes oxydatives, le

monoxyde d’'azote joue également un réle prédominant dans la carcirogenéactivité
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de I'NOS (Serilet al. 2007) qui induit des réactions de nitration et de désamination des
bases. Il a également été montré que’N® induisait Iinhibition des protéines de
réparation. Les adduits oxydés les plus fréquemment observés dassuedumains sont
les 8-OHdG. Ces modifications de bases sont fréquentes dans lessgppessseurs de
tumeurs et les oncogenes mutés. La peroxydation lipidique induinégaleles atteintes a
'ADN. Les aldéhydes, comme le 4-hydroxy-2-nonénal ou le MDA peuveagir
directement avec les bases donnant des adduits pro-mutagenesenibde de ces
altérations favorise donc a la fois les mutations pro-carciresyd’inhibition des systémes
de réparation de I'ADN, la croissance des cellules tumordigjibgenese ainsi que la
dispersion des cellules et permet ainsi le lien entre inflalmmachronique et
développement du cancer colorectal (Setikl. 2003; Krauset al. 2009; Ferguson 2010)
(Figure 20).

D. Les modeles animaux d’étude de l'inflammation intestinale

1. Principales caractéristiques du modele

L’étiologie des MICI n’étant pas encore complétement connue agveloppement
de nouveaux outils thérapeutiques nécessaire, I'utilisation de modéledad animaux est
indispensable. Au cours des vingt dernieres années, plus de 20 mogEemextaux
présentant des ressemblances plus ou moins marquées avec festat@ms cliniques des
MICI ont été développés. La définition du modele animal idéal panflalmmation
intestinale a été donnée par Strober en 1985. Un modele animal dhivdtam intestinale
doit regrouper certaines caractéristiques clefs : des adtésatiorphologiques de l'intestin,
un état inflammatoire, des symptdmes et signes caraggsastiune physiopathologie et un
développement similaire ou identique aux MICI humaines (Strober 198E)n &murs
caractéristiques, les modeéles expérimentaux permettent |'éidfférents mécanismes
pathophysiologiques ainsi que le développement de nouvelles stratégagseutiques. Les
modeles d’études d'inflammation intestinale peuvent étre class&sgroupes différents :
les modeéles porteurs de geénes knock-out (KO), les modéles de sbudie mts
transgéniques, les modeles d’'inflammation intestinale spontanéeptEdes de transfert
adoptif et les modeles d’inflammation intestinale induite (Juejue. 2004) Tableau 1).
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2. Les modeles d'animaux Knock-Out (KO)

Cette catégorie comprend principalement des modeles ds.doesisouris KO pour
lIL-2 (souris interleukin-2 KO/IL-2 receptor () KO) permettent I'induction d’une
inflammation chronique localisée au niveau du c6lon. Celui-ci esteséeat affecté avec
des ulcéeres et un épaississement de la paroi intestinale. CesiéCl, la pathologie se
caractérise par des abces cryptiques, une déplétion en mucine,spfesigydes cellules
epithéliales. Par ailleurs, une infiltration par les cellulexifivées et par les cellules B dont
I'expression du CMH de classe Il est augmentée ainsi qu’umaeaigtion des IgGL1 et IgE
ont également été observées (Sadktcd. 1993).

Les souris KO pour I'lL-10 développent une inflammation sur I'ensendae
I'intestin. Les lésions sont principalement observées au niveau du dogd&niéjunum et
du célon ascendant. L'IL-10 est impliqguée dans la régulation de la fordg®ecellules T
helper, des lymphocytes T Natural Killer et des macrophagess [@ac6lon de ces souris,
on observe une déplétion en cellules caliciformes, une dégénératiGpitleelium, une
infiltration de cellules productrices d’IgA ainsi que une augmemtade I'expression du
CMH de classe Il (Kuhet al. 1993).

D’autres modeles de souris KO pour le T@Rpour la partie 3' non traduite du

TNF-o sont également utilisés pour I'étude des MICI (Jueiual. 2004).
3. Les modeles de souris et de rats transgéniques

L'IL-7 issue des cellules épithéliales est une cytokine esdienau fonctionnement
de ces cellules ainsi gu’aux lymphocytes intraépithéliaux ourégildans la muqueuse
intestinale. Les souris transgéniques pour I'IL-7 surexpriment NiRcorrespondant et
développent une inflammation aigué a l'age de 1 a 3 semainedédaie par une
infiltration de neutrophiles et de cellules T CD4+ dans l'inte®m.plus, de forts niveaux
d’expression de I'IL-7 sont détectés dans les régions enflamahéd’intestin chez ces
souris (Jurjuet al.2004).

Les souris transgéniques pour les molécules de la famille SOAT également
utilisées pour le développement de l'inflammation intestinale. Chagpiécule de la

famille STAT est impliquée dans les signaux de transductionudéepts cytokines. STAT-
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4 est plus particulierement liee a I'lL-12 et les souris>quismant STAT-4 génerent des
modéles d’'inflammation colique de type Th-1 (Wigtzal. 1999).

Le rat transgénique HLA-B27 est a ce jour I'unique modéle transgédeyat pour
linflammation intestinale. Cette souche est modifiée pour I'HB2Z, une molécule
humaine impliquée dans les spondyloarthropathies, ainsi que pp2mbgcroglobuline et
développe spontanément une inflammation qui affecte I'estomaonl’dinsi que la totalité
du cblon. Une hyperplasie des cryptes et une infiltration de la mugyaudes cellules
inflammatoires mononucléaires sont observées. Ce modele a gdéndaat utilisé dans
'étude de l'effet des bactéries de la flore lors des phasgsés et chroniques de
inflammation intestinale (Ratkt al. 1999).

4. Les modeles de colites spontanées

La souche de souris C3H/HejBir développe spontanément une colitéelia des
lésions iléo-ceecales et coliques a I'age de 3 a 4 semé&hesdisparait apres 10 a 12
semaines. Ces souris présentent des ulcérations, des abcégiesyptiune régénération de
I'épithélium. Une augmentation des taux d’liNet d’IL-2 dans les lymphocytes de la
lamina propriaest également observée, suggérant que ces souris développent une réponse
immunitaire de type Th-1 (Coreg al. 1998).

La souche de souris SAMP1/Yit développe également spontanément une
inflammation chronique de l'iléon terminal ressemblant a la MC.shache secondaire
SAMP1/YitFc présente un phénotype différent avec une apparitionnflarfimation plus
précoce (dés I'dge de 10 semaines), une inflammation chroniquiééde accompagnée
d'une hypertrophie musculaire et de dépbts de collagéne et uagifoduction d’IFNy

détectée des 4 semaines et précédant l'inflammation (Rivera-dteale2003).
5. Les modeles de transfert adoptif

Le transfert de lymphocytes T CD8+ préactivés par la proteactérienne hsp60
chez des souris TCR ou des souris immunodéficientes SCID, induit une pathologie
intestinale fréquemment l|étale, localisée principalement dansestin gréle. Le
développement de la pathologie chez ces souris requiert la présedatihsp60 au CMH
de classe | et dépend du role fonctionnel du T\N#-non de la présence de la flore entérale
(Steinhoffet al. 1999; Jurjuset al.2004).
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Le modéle de transfert de lymphocytes T CD4+ exprimantrfanté la molécule de
surface CD45RB (CD4+ CD45R résulte en une atteinte se manifestant par un
affaiblissement général et une diarrhée chronique sans saigsentged effets se
manifestent dans les semaines suivant le transfert et la ggithobnduit a terme a la mort
de I'animal. Les modifications histologiques induites sont simgadreelles observées dans
les autres modeles et principalement limitées au célon qui, auitbyperplasie, est
nettement épaissi (Jurjes al.2004).

6. Les modeles d’inflammation inductible

De nombreux modéles sont basés sur l'induction de I'inflammationtiimaks par
I'utilisation d’agents chimiques. Ces agents peuvent étre admmigar instillation rectale
ou par voie orale. Ces modeles constituent la majorité des madiébss pour I'étude de

I'inflammation intestinale.
a. Induction par instillation d’acide acétique

La nécrose de I'épithélium ou de la muqueuse ainsi qu'une inflamnediasitoire
peuvent étre induits par l'instillation rectale d’acide acétigl@edet ce de maniere dose-
dépendante. L'acide acétique est utilisé & des concentrations eerdps d’exposition
variables, mais la plupart des études utilisent une exposition de 3% & et une
concentration de 4 a 5%. Les atteintes initiales dans ce nsm@lene nécrose épithéliale
relativement faible accompagnée d’cedeme. Ces atteintes petgtaridre a ldamina
propria, a la sous-muqueuse ou aux couches musculaires selon les concengtatéens

temps d’exposition utilisés (Jurjes al.2004).
b. Induction par instillation d'iodoacétamide

L'instillation d'iodoacétamide comme modéle d’inflammation intesirest basée
sur I'implication de composés soufrés, comme le GSH, dans la [wateet la muqueuse
intestinale. L'iodoacétamide est un agent bloquant les groupementt Béfmet ainsi
linduction d’'une colite par diminution des composés soufrés protectewts.agent
chimique induit ainsi une inflammation caractérisée par dedahdie, des atteintes de la
muqueuse d'intensité variable (de I'érosion a la Iésion profonde) edioneution de la
prise de poids (Satatt al. 1997).
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c. Induction par instillation d’haptéenes
c.1. L’acide trinitrobenzene sulfonique (TNBS)

L’inflammation intestinale peut étre induite chez certaines tssicanimales
sensibles par instillation rectale d’'une substance jouant ledi@éptene telle que l'acide
trinitrobenzene sulfonique (TNBS) en solution dans I'éthanol, ce dernierefiant la
rupture de la barriéere muqueuse. Le TNBS intervient en tant qatam@n se liant aux
protéines microbiennes et tissulaires. Ceci permet la miseplace d’'une réaction
immunitaire de type Thl constituant un modele de MC (Neueathl. 2000). Dans ce
modele, les cellules T CD4+ jouent un réle central lors de t@io@ainflammatoire. Ainsi
le TNBS est particulierement intéressant dans I'étude gemnsés immunitaires dépendant
des cellules T helper (Wirtt al.2007a).

c.2. L'oxazolone

L’oxazolone est également utilisée comme un haptene et adéenidiluée dans
I'éthanol par instillation rectale pour induire des colites aigiiez le rat ou la souris. Ce
modele se caractérise par une perte de poids, une diarrhéeeldgsecellules caliciformes
et par un taux de mortalité élevé. L’inflammation obtenue affecpartie distale du cdlon.
Les atteintes histologiques ainsi que la production élevée de roysoéle type Th2 (IL-4,
IL-5, IL-13) sont proches de ce qui est observé dans les cas de@Qidodele est plus
particulierement utilisé pour I'étude de la réponse immunitdizdépendante (Wirtet al.
2007a).

d. Induction par administration orale d'indométacine

L’administration orale d’indométacine entraine des ulcération$ndestin gréle et
du cblon chez les rongeurs. Les atteintes épithéliales sont ingaitdsnhibition de la
synthese des prostaglandines protectrices :1PBEE et prostacycline. Les bactéries de la
lumiére et leurs produits participent également a la réactitaimimatoire dans ce modele.
Il permet d'induire facilement une inflammation aigué ou chroniguéngestin gréle et du
c6lon qui peut étre associée a des lésions extra-intestinales ¢EE0NO95).
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e. Induction par administration orale de sulfate de dextran sodique
Ce modele est décrit en détail dans le paragraphe suivant.

7. Inflammation colique induite par administration de sulfate de dextran

sodique

Le modéle d’inflammation intestinale induite par I'administration siéfate de
dextran sodique (DSS) dans I'eau de boisson a été décrit en 1990 {0&bgh 1990). Le
DSS est un polysaccharide sulfaté composé de dextran et d'wutddisydroglucose
sulfatées (Ishiokat al. 1987). Il contient 17% de soufre avec plus de 3 molécules de sulfate
par molécule de glucose (Ricketts 1952). Largement utiliséleeepngeurs comme le rat,
la souris, le hamster ou le cochon d’Inde, il est administré dans la boissonndasxaaides

concentrations et pour des durées variables selon le type d’inflammation coliqu&isouha

L'inflammation induite par le DSS se caractérise par ue@tdtinitiale aigué de la
mugueuse coligue avec érosion, abcés cryptiques, cedeme. Utilisé en modetardatifia
chronique, l'alternance répétée d’administration de DSS et d’easiinduit des zones de

régénération de la muqueuse conduisant a la dysplasie (Olatyas1990).
a. Le mode d'action du DSS

Le mécanisme d’action précis du DSS permettant 'induction ddabhnmhation
colique n’a pas encore été entierement décrit. Cependant, il saitnglee cet agent induise
une destruction des structures épithéliales de la muqueuse pactgon toxique sur les
entérocytes (Wirtzt al.2007b) comme cela a pu étre montréitro sur la lignée Caco-2
(Araki et al. 2006). Rapidement aprés laltération de la muqueuse, les macrophages
développent lI'inflammation en colonisant le tissu et en interagissactles lymphocytes T
(Hall et al. 2011). Par ailleurs, I'action du DSS n’est pas due a sa dégragat la flore
commensale puisqu’il a été montré que celle-ci n’avait aucun @égptadant sur I'agent
chimique (Kitajimaet al.2002).

Les réponses a I'administration de DSS varient selon divers paeameéls que le
poids moléculaire du DSS utilisé, la concentration a laquelle I'ag@mique est dilué dans
la boisson des animaux, la durée de I'administration, I'espécesetitdne animale utilisées
(Vowinkel et al.2004).
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b. Facteurs influencant I'action du DSS
b.1. Le poids moléculaire

Les analyses histologiqgues menées sur des cblons de souris &8albicrecu des
solutions de DSS de poids moléculaires difféerents (5 kDa, 40 kDa et 500 kDa) a 5%t penda
7 jours ont montré des différences dans l'inflammation développégirficitet al. 2000).

Le DSS de 500 kDa n’a pas d’effet toxique sur la muqueuse coliqdes t@me les deux
autres formes induisent des inflammations intestinales éaisets par la perte des cryptes,
linfiltration de la muqueuse et de la sous-muqueuse par leslezlinflammatoires,
'cedéme de la sous-muqueuse et I'érosion et l'ulcération dehiéioiin. Chez les animaux
recevant le DSS de 5 kDa, l'inflammation se situe principatk¢mi&ns le caecum et la partie
supérieure du cblon tandis que la forme de 40 kDa induit une inflammatiers@vere
nettement plus marquée dans la partie inférieure du colon (Katagtmal. 2000). Le
recensement des études travaillant avec le modele DSSengometta plupart utilise un DSS
de poids moléculaire d'environ 40 kDeableaux 2 et 3.

b.2. La concentration en DSS

La concentration en DSS dans I'eau de boisson joue également uréegidegérant

dans le développement de 'inflammation intestinale.

Parmi les plus fortes concentrations utilisées, celle de 10mlénitent utilisée chez
la souris Balb/c a permis I'induction d’'une colite associée a urte de poids et a des
saignements rectaux dans un délai de 8 a 9 jours (Okaya$ui990). Par ailleurs, I'étude
de Coopetkt al sur des souris Webster a montré I'apparition de signes d’infidiomau
cinquiéme jour d’administration a la dose de 5% (Coagteal. 1993). Cet effet de la
concentration de DSS sur le développement de l'inflammation a podgtfiemé dans les
études utilisant simultanément plusieurs concentrations. Aingté anontré chez des rats
récemment sevrés que les signes cliniques dinflammationtingles apparaissaient au
troisieme jour de consommation de DSS a 4% tandis qu’ils sont obsgmésscing jours
lorsque la concentration est de 1% (Shimézwal. 2003). De plus, une étude sur des souris
Balb/c avec des concentrations de DSS de 2,5%, 5% et 7,5% a monkaésquérité de la
colite n'était pas corrélée a la quantité de DSS consommaéea la concentration de celui-
ci dans la boisson des souris (Eggeal. 2000). Enfin, Vowinkekt al ont montré chez des
souris C57BL6/J recevant du DSS a 3 et 5% que lintensité deafinflation était
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directement liée a la charge de DSS a laquelle est confriantéaqueuse colique. Ainsi,
ces auteurs ont calculé la charge de DSS directement liée au poids des animaux

volumeconsommeétotal(ml) x [;SS(Q)

Charge DSS = PSP 00m|
poidsinitial desrats(g)

Cette étude a ainsi mis en évidence que I'activité MPO (margigelinflammation
intestinale) était d’autant plus forte que la charge de D&Ssépérieure a 30 mg de DSS/g
de poids vif. Les animaux recevant une charge inférieure affichegafement une activité
MPO augmentée mais qui n'atteignait pas le seuil de sigtiifité comparativement aux
animaux sains (Vowinkeét al. 2004). Ainsi, plus que la quantité de DSS consommeé, il
s’agit bien de la concentration en DSS dans la boisson en lietegweids des animaux qui

est responsable de la sévérité de l'inflammation induite.
b.3. La durée d’exposition

La progression de l'inflammation dépend du temps d’exposition de la muqueuse
colique au DSS (Coopeet al. 1993). En effet, il a été montré que les premieres
modifications histologiques précédant I'apparition de signes cliniclies tque I'atteinte
des cryptes apparaissaient au troisieme jour suivi au quatdame infiltration de la
muqueuse par les cellules inflammatoires. Les érosions les telodués associées a un
épithélium régénératif et a une forte infiltration cellulagtaient observées au cours des
derniers jours d'induction de I'inflammation (Coopetral. 1993). Par ailleurs, ce modéle
permet linduction d'une inflammation chronique en alternant les périodes
consommation de DSS et deau seule. Cette approche expérimentaiet pEnsi
'induction de zones d’érosion associées a de nombreuses zone®&aign en partie

dysplasique ainsi que la formation de follicules lymphoides (Okastaaiu1990).
b.4. Les especes et les souches animales

Des variations dans la réponse inflammatoire existent égalesmefiinction de
'espece animale utilisée et de la souche choisie au sein de I'eEpeekitet, des différences
peuvent exister entre les especes dans les délais d’apparisosigies cliniques de
linflammation. Ainsi, on observe que les concentrations de DSS adr@é@ssaux souris

sont frequemment plus faibles que celles administrées aux mata Méme maniere, des
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différences existent entre les animaux jeunes et plus agedifiérences s’expliquent en
partie par la théorie précédemment évoquée, selon laguelarigecde DSS en fonction du
poids de l'animal joue un rdle prépondérant sur le développement danfimation
(Vowinkel et al. 2004). Ceci a été observé dans I'étude de Shiratzal. (2003) qui
administre différentes concentrations de DSS a de jeunes rats&re, qu'a concentration
€gale, ils sont plus sensibles que les rats adultes. De plusnaliuvs® méme espéce, des
variations en fonction des souches existent. Cela a été mis en évidence au coung€diane
étude menée sur 9 souches de souris différentes recevant du3d% @endant cing jours
et sacrifiées au seizieme jour (Mahktral. 1998). Les résultats montrent que les souris
C3H/HeJBr sont les plus sensibles au DSS avec une colite hielopigéée dans le caecum
et le cdlon médian. Les souris C57BL/6J, couramment utiliséesligarsi sont également
particulierement sensibles et développent une inflammation préférenéstisituée dans le
cblon médian et distal. A l'opposé, les souris de souche NOD/Lflichent aucune
réponse a I'administration de DSS. Cette étude a égalementéntuarles méales étaient
plus sensibles a I'agent toxique que les femelles (Matlal. 1998). De la méme maniére,
il a été montré que lors d’'une utilisation chronique du DSS, leptéynes disparaissaient
plus rapidement chez la souris BALB/c que chez la souris C57BL/6 (Metighr2005).

c. Caractéristiques de I'inflammation induite par le DSS
c.1. Les signes cliniques

Difféerents paramétres surveillés sur l'animal au cours depd&ementation
permettent de contrbler et de mesurer le développement et ldtésae I'inflammation
induite (Tableaux 2 et 3. Celle-ci se manifeste par la diminution de la consommation
alimentaire associée a une chute de la prise de poids, vaire @erte de poids (Kullmann
et al.2001). De plus, le DSS induit une modification progressive de la camsgsties feces
allant jusqu’a la diarrhée caractéristique de la colitenflammation se caractérise
€également par la présence de sang dans les selles, tout dratémelable a I'ceil nu puis
visible dans les crottes ainsi qu’au niveau anal. Ces paramatnts e poids, consistance
et présence de sang dans les selles) sont intégrés daalsullediun score, le « disease
activity index » (DAI) (Cooperet al. 1993), qui permet ainsi d’évaluer la sévérité de
linflammation au long de I'expérimentation (Kullmarat al. 2001; Wirtz et al. 2007a).
Dans un modéle d’inflammation chronique alternant les phases de aoaomde DSS

avec des phases de consommation d’eau seule, la diminution deelagrmids ou la
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consistance des selles tendent a s’améliorer lors des phasémidsion (Gaudiet al.
1999). Cependant, leur apparition est plus rapide aprés un deuxiéme et emé&aigtle de
DSS et leur disparition se fait alors plus lentement. Paguadl] la perte de poids des
animaux est plus franche aprés le premier cycle de DSS st m@rquée lors des cycles
suivants (Gaudiet al.1999; Vetuschet al.2002).

c.2. Les atteintes macroscopiques

Certaines études ont évalué les modifications structuralesraistriticturales qui
apparaissent lors de l'inflammation aigué ou chronique induite paS&, a des niveaux

macroscopiques (observation des cblons) et microscopiques (analyses hiséslpgi

De maniére générale, une diminution de la longueur des coélons esvéabse
(Solomonet al.2010) et fréequemment utilisée comme marqueur de linflammakiguie
21). Au cours d’une inflammation aigué, on observe des muqueuses cedémaiesisgue
la présence de zones d’érosion hémorragiques dispersées tout au l@hgndiDes zones
d’'ulcération sont également détectées, principalement dans lenrechis aussi dans le
ceecum (Gaudiet al.1999).

Lorsque le DSS est utilisé en alternance avec de l'eau difitduire une
inflammation chronique, les zones d’érosion apparaissent plus nombe¢sees étendues
au cblon ascendant. Les zones d’ulcération du rectum et du caecum observées en phase aigué
sont également présentes lors d'une atteinte chronique. Toutefois, d@grgseriodes
d’alternance plus longues et plus nombreuses, I'étendue des zones dilbl@asmmation
de la mugueuse sont plus réduites (Gaedlial. 1999; Kullmannret al. 2001; Vetuscheét al.
2002).

c.3. Les atteintes histologiques

L’analyse histologique de l'inflammation en microscopie optique sapmdoration
des tissus permet de caractériser I'atteinte tissuladweite par le DSS. Apres une phase
d’'inflammation aigué, la plupart des atteintes observées sont tag@rient présentes dans
la partie distale du c6lon. Les observations mettent en évidenceragienéainsi qu’un
amincissement de I'épithélium de surface associés a une idilatdés cryptes. La
muqueuse est infiltrée par les cellules immunitaires, principaie les PNN et les

macrophages ; elle présente également des zones cedémateusex Egaleotent une
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perte de cellules caliciformes, la présence focale d’abogstiques ou de congestion
vasculaire. L'inflammation peut parfois avoir une étendue transm(@Galedioet al. 1999;
Kullmannet al.2001; Vetuschet al.2002) Figure 22).

Apres plusieurs cycles de DSS, la muqueuse colique apparait giebale
désorganisée avec des zones dépourvues d’épithélium de surface. Deusesilgiandes
ont été détruites par I'inflammation et celles restaafsaraissent dilatées et atrophiques.
Certaines zones en sont totalement dépourvues. Les auteurs notent pellulds
caliciformes. Apres plusieurs cycles d’alternance DSS/eatrirgrsignes de dysplasie
commencent a apparaitre. De maniére générale, les attarfas principalement dans la
partie distale du c6lon lors des premieres phases d’induction. L'imiion induite par le
DSS se développe en gradient de sévérité distale a proximige parties moyennes et
proximales du cOlon sont concernées par les atteintes lors d@pdétion des cycles
d’administration du DSS (Gaudet al. 1999; Kullmanret al.2001; Vetuschet al.2002).

L’ensemble de ces altérations est généralement mesuré pgstéme de score qui
évalue la présence et I'étendue de chacun de ces paramatreseséchelle de 0 a 3
(Okayastet al.1990).

c.4. Un marqueur de I'inflammation intestinale, I'activité myéloperoxydase

Comme précisé dans le chapitre 1ll.4.a, le dosage de l'activitta ddPO est
considéré comme un marqueur de l'inflammation intestinale danssaremou il reflete
linfiltration de la muqueuse par les PNN (Okayasal. 1990). L'infiltration des PNN dans
la muqueuse de rongeurs auxqguels le DSS a été administr@lesté&gt connue (Gaudet
al. 1999; Solomoret al. 2010). L'augmentation d’activité MPO reflétant cette infiitvat
par les PNN a été décrite dans de nombreuses études mernéesaieéle DSS que ce soit
chez le rat pour des concentrations allant de 0,5 a 7%(1ak2003; Vicarioet al. 2005;

Van Crombruggert al. 2008) ou chez la souris pour des concentrations en DSS de 2 a 5%
(Farkaset al.2001; Deguchet al.2007; Singlet al.2009).

d. Le profil immunitaire

Bien qu’il soit couramment utilisé, le modéle DSS n’est pasrentotalement
caractérisé en ce qui concerne la réponse immunitaire décleach@&/eau local ou

systémique. Selon le type d’'inflammation induite, aigué ou chroniquétudss portant sur
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la caractérisation de la réponse immunitaire dans ce modéleootténgue les populations
cellulaires impliguées étaient différentes.

Dans un premier temps, une étude menée sur des souris SCID imnuieotdsf a
montré que le DSS induisait une inflammation aigué en lI'absentemngdocytes T et B
(Dielemanet al.1994). Un r6le prépondérant des macrophages dans la phase d'initiation de
linflammation a été évoqué suite a l'observation des ces celldéns la muqueuse
(Okayasuet al. 1990). Ceci a été confirmé par la détection de la migration dlealiles
mais également des neutrophiles et des cellules dendritiques au nol&gue ou dans les
structures lymphoides comme le thymus et les ganglions mégaegdes le premier jour
de consommation du DSS (Hell al.2011) Figure 23).

Les macrophages jouent un role prépondérant dans le maintien de I'horeéeftstas
dans le renouvellement épithélial dans les tissus sains. Lorgptada aigué induite par le
DSS, un afflux de ces cellules dans le colon ainsi qu’'une augmendatitgur activation
semblent participer au développement des atteintes tissuldingh €t al. 2010; Hallet al.
2011; Shiet al.2011). Par la suite, les macrophages sont en contact étroit s\eetildes T
lors de la phase de consommation d’eau dans un modele d’inflammation chriodigjte
par le DSS (Halét al.2011).

Les cellules dendritiqgues, impliquées dans la phase innée de niimé#on,
induisent et régulent les réponses immunitaires. Lors des psejoigs d’induction de
linflammation par le DSS, Hakt al (Hall et al. 2011) observent un afflux de ces cellules
dans les ganglions mésentériques associé a une augmentagan ailation comme cela
a été décrit chez des patients atteints de RCH (Niess 2008). De plus, deuses\données
soulignent le réle prépondérant des cellules dendritiques danisdtamt des cellules T
ainsi que dans l'orientation de la réponse immunitaire dans les VbilesTh2 ou Th17
(Niess 2008). Par la suite, la proportion de cellules dendritiques dimiéamseles structures
lymphoides secondaires pour regagner le célon. De plus, parmi l@e<ele I'immunité
innée, les cellules dendritiques sont les seules a affichenteradtion avec les cellules B
productrices d’anticorps (Hadit al.2011) Eigure 23).

Le développement de [linflammation passe également par |a atioigr
transépithéliale des neutrophiles (Farkdsal. 2001; Serteyret al. 2003) qui colonisent
rapidement la muqueuse afin de phagocyter I'agent pro-inflammatGependant, il

semblerait que les PNN jouent également un réle d’activation eleges de I'immunité
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adaptative dans la mesure ou ils sont observés en colocalisatioleseetiules T dans la
mugueuse lors de la phase aigué de la colite. Au cours deatimitide la réponse
immunitaire adaptative, leur migration dans les ganglions né&rsgumes, ou se fait la

maturation des cellules T naives, est également mise en évidencet @011).

La colocalisation de CPA comme les cellules dendritiques om&esophages avec
les lymphocytes T lors de la phase aigué suggeérerait ainsiatgivation et le réle de
limmunité adaptative lors du passage a la chronicité. Ces méumtesrs montrent aprés 6
jours de DSS suivis de 2 jours de consommation d’eau par des sour@mimegtion des
PNN et des macrophages dans la muqueuse associée a une augmagsdiimphocytes T
et a une diminution de ces mémes cellules dans les ganglionaténiggees (Hallet al.
2011). Ceci confirme les mouvements des cellules T suite a lgvatem par les CPA.
L’implication des lymphocytes T dans la phase chronique dediimfhation a été montrée
dans plusieurs études mettant en évidence ces cellules dans la raugtestinale lors des
phases de régénération (Dielemetnal. 1998; Singhet al. 2010; Hall et al. 2011). La
présence de ces cellules est associee a l'augmentationaubesdes cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et IL-17 (Melgaet al.2005; Hallet al.2011) Figure 23).

e. DSS et médiateurs de I'inflammation
e.l. La production de cytokines

Les mouvements cellulaires décrits au cours de la réacti@mimitoire sont en
partie régulés par les cytokines sécrétées par les selteunitaires. De maniére générale
au cours de cette étape, ce sont les cytokines pro-inflammati@régpe Thl qui sont
dominantes dans le cblon (Blumbezgal. 1999). Ainsi de nombreux auteurs ont observé
une augmentation des concentrations en IL-6,3L4L-12, IL-8, IFN-y et TNFa apres
induction de I'inflammation par du DSS a des concentrations alla?de 5% (Araiet al.
1998; Dielemaret al. 1998; Eggert al. 2000; Kwonet al. 2005b; Camuescet al. 2006;
Sadakaneet al. 2010; Sanchez-Fidalget al. 2010). Récemment, il a été montré que la
sécrétion de ces cytokines (I13;1L-8, TNF-u) était augmentée dans la muqueuse colique
par le DSS mais que celui-ci n"augmentait pas leur séoréfins la musculeuse (S#tial.
2011).

Le DSS a également des effets sur la production de cytokiodslatrices comme
'IL-10 dont il induit la diminution (Sadakanet al. 2010; Sanchez-Fidalget al. 2010).
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D'autre part, il a été montré dans la muqueuse colique seule,ibieeafzgmentation de la
sécrétion d’'IL-4 aprés 7 jours d’administration de DSS a 5%¢€S4li 2011).

L'effet du DSS sur les médiateurs de linflammation que sontcigéskines se
répercute également a I'echelle systémique. En effetalessériques d’IL-f, IL-6, IFN-y
et TNFa sont augmentés et celui de I'lL-4 diminué (Krieglsteiral. 2001; Xuet al.2009;
Singhet al.2010).

Toutefois, administré a forte dose (7,5 %) pendant 7 jours a des sAlUBE®B le
DSS provoque une diminution de I'expression de ces cytokines Thl (11442, IE-1 et
TNF-0) associée a une augmentation de cytokines de type Th2 commé dilLplus
faiblement I'lL-10. Celle-ci est connue pour avoir une activitGuladgce et peut avoir un
effet inhibiteur sur les cellules T et limiter ainsi lébdiation des cytokines pro-
inflammatoires (Eggeet al. 2000). Ainsi, tandis que les MICI sont caractérisées par des
profils cytokiniques distincts (Th1/Th17 pour la MC et Th2 pour la RAkgmble que le
modéle DSS implique a la fois des cytokines Thl et Th2 selon le miotésation
(concentration, durée d’administration, induction d’inflammation aigué lmon@ue)
(Dielemanet al.1998).

e.2. Activation de NkB

Le marquage immunohistochimique de la sous-unité p65 a montré la erékenc
facteur de transcription dans les noyaux des cellules épid=klinflammatoires de la
muqueuse colique suite a I'administration de DSS a 3,5% chez |& $Deguchiet al.
2007). Par western blot, une augmentation de la phosphorylatiaB @lété observée dans
le cblon suite a 'administration de DSS a 4% chez la souri®o(@hal. 2010). Des mesures
en immunohistochimie ont confirmé une forte présence de blkiKargée de phosphoryler
I-xB, dans les cellules épithéliales ainsi que dans la sous-muquesserderecevant le
DSS a 4% (Namet al. 2008). Cette activation de NdB dans la muqueuse intestinale a
également été décrite dans la muqueuse intestinale de catgame du DSS a 4%
(Yomogidaet al.2008) ou a 5% (Camuesebal.2004).

e.3. COX-2 et INOS

L’effet du DSS peut également se mesurer par 'augmentatidexgeession des

enzymes COX-2 et INOS ainsi que par 'augmentation des coatiens de leurs produits,
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PGE et 'NO au niveau colique. L’augmentation de COX-2 associée a une autjoredta
PGE ont été décrites au cours d’études menées chez le raameéckevDSS a 5% (Larrosa
et al. 2009) et a 2,5% (Okayans al. 2007) et chez la souris avec du DSS a 5% (Keton
al. 2005b) ou a 3% (Sanchez-Fidakgoal.2010).

L’administration du DSS induit également une augmentation d’expre3sibiNOS
associée & une augmentation du tauxN\i®. Celle-ci a été mesurée dans le colon de rats
lors de I'administration de DSS a 3% (Arafbal. 2009) et a 5% (Larroset al. 2009). Ceci
se retrouve également dans le plasma chez la souris re@B$la 3% (Krieglsteiet al.

2001; Ohet al. 2006). Ces derniers auteurs ont également détecté une augmentation de

I'activité de I'INOS dans la muqueuse coligue (€ttal.2006).
e.4. Marqueurs du stress oxydant

Les effets des espéces radicalaires associés a [lin##ioim intestinale et

précédemment décrits sont également observés dans le modeéle DSS.

La principale altération oxydative mesurée dans ce modélda eseroxydation
lipidique et de nombreux auteurs décrivent une augmentation des tMRAlehez le rat
recevant le DSS a 5% (Carriet al. 2002; Pelissieret al. 2006; Damianiet al. 2007,
Larrosaet al. 2009) ou a 3% (Arafat al. 2009). La peroxydation lipidique est également
observée chez la souris avec le DSS a 5%gp4al. 2009; Yacet al.2010).

D’autres altérations oxydatives sont également détectéest @esas des
groupements carbonyles issus de I'oxydation des protéines damtdantration augmente
lors de linflammation colique induite par la consommation de DSS achéz le rat
(Mercieret al.2002; Pelissieet al.2006).

L’oxydation de 'ADN se manifestant par 'augmentation du tau8d{@H-dG dans
les urines (Babat al. 2009) ou par 'augmentation des altérations oxydatives de '’ADN
mesurées par le test des cometes glimal. 2008) est également augmentée lors de

I'administration de DSS a 4 ou 1% chez le rat.

L’effet du DSS se caractérise également par une altérd¢iorsystemes de défense
antioxydants. Une diminution du taux de GSH dans la muqueuse coligus deceatant le
DSS (3 a 5%) a été décrite (Camuestal. 2006; Larrosaet al. 2009; Marquezet al.
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2010). De plus, le DSS induit une diminution d’activité des enzymes gdéntes. Ceci a
été décrit pour la SOD chez la souris recevant le DSS a 3%t(@I2006) ou a 5% (Yaet
al. 2010) ainsi que chez le rat avec une concentration de DSS de 5%néeadrki. 2003).
La diminution d’'activité de la SOD est associée a une diminutioctidit®é de la CAT
(Korkina et al.2003; Ohet al.2006) et de la GPx (Odt al.2006; Yaoet al.2010).

e.5. Autres marqueurs

L’administration de DSS a également un impact sur les concensgilasmatiques
de protéines de la phase aigué de l'inflammation et augmesidéea concentrations er2-
MG, al1-AGT, haptoglobine, SAA et fibrinogéne. Il semblerait que ces augtmrgaoient
consécutives a la production de cytokines puisque leur expressiomeséastpar les IL-1
like et les IL-6 like (Moshage 1997; Merciet al. 2002; Larrosaet al. 2009). De plus, le
DSS stimule également lactivité des cyclo-oxygénasesqeoe se traduit par une
augmentation de la concentration en prostaglandines notamment en(lR@Bsaet al.
2009).
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II. Les polyphénols, des micronutriments aux effets préventifs

A. Généralités sur les polyphénols

1. Diversité structurale et sources alimentaires des polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétiséensamble des
végétaux. lls sont présents dans les vacuoles des tissus, participeéactions de défense
face a difféerents stress biotiques ou abiotiques (pathogénes, reyantaeUV...) et
contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des vég@aubeur,
astringence, arbme, amertume). Leur répartition tant qualitativeqoametitative dans la
plante varie selon les espéces, les organes, les tissus ou kmscdiférents stades de
développement. lls se caractérisent par la présence de group@im&amidiques (présence
d’'une ou plusieurs fonctions hydroxyles sur un cycle benzénique) danssttecture
(Kihnau 1976). Les plantes consommées par ’lhomme fournissent plus deoB@@fsés
phénoliques classés en différentes familles selon la naturaudsdeelette carboné. On
distingue les acides phénoliquessH{G et G-Cs), les flavonoides (£Csz-Cg), les lignanes
(Ce-C3-C3-Cp) et les stilbenes @C,-Ce). (Figure 24). Les polyphénols sont répartis de
facon ubiquitaire dans les fruits et légumes qui en constituenpriesipales sources
alimentaires, avec de fortes variations selon les especes., Adansioncentration en
polyphénols totaux peut varier de 140 mg/kg de poids frais (PF) pour lagalm terre a
5,5 g/kg PF pour la cerise (Scalbettal.2000).

Dans cette partie, nous présenterons les structures ainsi quint@gales sources

alimentaires des différentes classes de polyphénols.
a. Les acides phénoliques

On distingue deux classes d’acides phénoliques : les dérivés de leizoique ou
acides hydroxybenzoiques et les dérivés de l'acide cinnamique ades ac

hydroxycinnamiques.
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a.l. Les acides hydroxybenzoiques

Présents dans peu de végétaux de I'alimentation courante, ils sont peu Bsunlid¢s.
une formule de base de type-C; (Figure 25). Dérivés de I'acide benzoique, leur diversité
structurale est due aux hydroxylations et/ou méthoxylations du nayama@que en
diverses positions (2, 3 et 4) donnant ainsi les acides 4-hydroxybenzdeue,
hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique, syringique, yigglie et
gentisique (Tomas-Barberaat al. 2000a). lls sont le plus fréquemment présents dans les
fruits et légumes sous forme de conjugués (esters ou glycpsidpsendant I'acide gallique
peut étre retrouvé sous forme libre dans certains fruits conemieaki. La réaction
d’estérification d’un de ces acides avec une molécule de glawmsera des structures plus
complexes appelées tanins hydrolysables (Cliffetdal. 2000) comme les gallotanins
retrouvés dans la mangue ou les ellagitanins dans certaitssrruges comme les fraises,
les framboises et les mlres ou leur concentration peut att@idreng/kg PF. Les acides
hydroxybenzoiques sont également présents dans les plantes aronetigaepices (23 a
27 mg/kg dans I'écorce de cannelle). L'acide gallique estrfeeht présent dans le clou de
girofle (175 mg/kg), le glucoside d’acide 4-hydroxybenzoique danssI'&f80 a 1080
mg/kg), I'aneth ou encore le persil. Ces composés sont modifiesdés procédés de
fabrication de certains aliments et les conjugués sont alorsréa pgdrolysés (Tomas-
Barberaret al.2000a).

a.2. Les acides hydroxycinnamiques

Trés répandus dans le régne végétal, ces composés ont une formase die type
Cs-Cs3 (Figure 26) et leur diversité est également due a la variabilitéhgdsoxylations du
noyau aromatique (Clifford 2000b). Le composé le plus courant est I'aaiggue qui
représente a lui seul 75 a 100% des acides hydroxycinnamiques detdaxplupart des
fruits (D'Archivio et al. 2007). Les acides férulique, sinapique et 4-coumarique sont
également répandus dans les aliments (Clifford 2000b). Les duydiesxycinnamiques
sont rarement présents sous forme libre et sont retrouvés ekser@nt sous formes
conjuguées. |l s’agit de dérivés glycosylés ou d’esters ageadides quinique, tartrique ou
shikimique (Manactet al. 2004; Macheixet al. 2006). Le conjugué le plus commun est
'acide 5-cafféoylquinique également appelé acide chlorogéniqué @®0 mg dans une
tasse de café) qui représente jusqu'a 90% des polyphénols de la plemeree (Clifford

1999). Les acides hydroxycinnamiques sont présents dans lesémitse les myrtilles, le
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Kiwi, les prunes, les fraises ou les pommes (de 0,5 a 2 g/kd-BEide férulique est, quant

a lui, le plus abondant dans les céréales (0,8 a 2 g/kg de poidarsetes grains de blé)
mais également dans certains légumes comme [laubergine (600 ang&Q PF)
(D'Archivio et al. 2007). L'acide 4-coumarique est présent en quantité importante dans les
épinards (300 a 350 mg/kg PF) (Clifford 2000b).

b. Les flavonoides

Les flavonoides sont les polyphénols les plus abondants de notre aiiomeetgtius
de 4000 composés ont pu étre identifiés (D'Archati@l. 2007). lls sont particulierement
présents dans I'épiderme des feuilles ainsi que dans la peatuiteslis présentent une
structure commune ens{C3-C; (Figure 27). Deux cycles aromatiques (A et B) sont liés par
une chaine de 3 carbones formant un hétérocycle oxygéné (C) (Mattasi 2006). Les
flavonoides sont subdivisés en sous-classes selon la structure weotpede C. On
distingue alors les 4-oxoflavonoides (flavones, isoflavones, flavonolawembnes), les
flavanols et les proanthocyanidines, les anthocyanes ainsi que des conughosé

minoritaires, les chalcones et dihydrochalcones (Creziat.2009).

Il existe dans chaque sous-classe de nombreux composés selon lagisnbsies
cycles aromatiques. La plupart des flavonoides sont glycosylésuicaugmente leur
solubilité dans I'eau (Croziezt al.2009).

b.1. Les 4-oxoflavonoides

- Les flavones

Les flavones présentent une double liaison en position 2-3 et le aoyaatique B
est fixé en position 2Fjgure 28). De maniére générale, les flavones sont présentes sous
forme de 7©-glycosides. Moins répandues dans les fruits et légumes quaverdis, les
flavones sont principalement présentes sous forme de glycosidesaméuet d’apigénine.
Les sources principales de flavones sont le persil (240 a 1850 mg)ket le céleri (20 a
140 mg d’apigénine /kg PF) ou de maniére plus modérée le poivron (®w@g&0 mg/kg
PF). Les glycosides de flavones sont également présents dagséales comme le mil ou
le blé (Manachet al. 2004). Sous forme glucuronidée, la lutéoline 7-diglucuronide est
présente dans l'infusé de verveine odorante (environ 100 mg/l) (Garahtl999). Enfin,

la peau des agrumes contient des flavones polyméthoxylées comtargé&étine, la
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nobilétine ou la sinensétine. Particulierement hydrophobes, ces dera@re également
présentes dans des huiles essentielles : plus de 6,5 g/l dare d'$séintielle de mandarine
(Shahidiet al.1995).

- Les flavonols

Caractérisés par la présence d’une double liaison en position @8 efroupement
hydroxyle en @ (Figure 29), ce sont les flavonoides les plus répandus dans le regne végétal
a I'exception des algues et des champignons. Les composés prinegpdile kaempfeérol,
la quercétine, I'isorhamnétine et la myricétine. lls songlls souvent présents sous forme
de glycosides, avec une molécule de glucose ou de rhamnose. Leur conjsgafait le
plus frequemment en position 5, 7, 4’, 3’ et 5’ et on a pu mettre en égigdus de 200
conjuguésO-glycosylés différents pour le seul kaempférol (Crogeal. 2009). S’ils sont
largement présents dans les végétaux, leurs concentrations moyesiees cependant
limitées : entre 15 et 30 mg/kg PF. Avec une concentration de/kg2Pgr, I'oignon est
I'aliment le plus riche en flavonols. Les autres sources sont mokhes : 300 a 600 mg/kg
PF de quercétine dans le chou frisé, 30 a 225 mg/kg PF de kaendpfgsde poireau, 30 a
160 mg/kg PF de myricétine dans la myrtille. lls sont égaleprésents dans des boissons
comme le vin rouge (2 & 30 mg/l), le thé noir (30 a 45 mg/e ¢bé vert (20 & 35 mg/l)
(Manachet al. 2004). On compte jusqu’'a 5 a 10 molécules différentes dans un méme
veégetal. Leur biosynthese étant stimulée par la lumiére,atginulent dans les parties
extérieures et aériennes des vegétaux (peau et feuilles), iRmsiste des différences de
concentration au sein d'une méme plante ou d’'un méme fruit selqos$ition a la lumiere
du soleil (Priceet al.1995).

- Les flavanones

Les flavanones se caractérisent par la saturation de I'hngtéedC Figure 30). Le
plus souvent glycosilées par un disaccharide gno@ distingue deux sous-familles : les
rutinosides (69-o-L-rhamnosyl-D-glucosides) et les néohespéridosidesO-§2L-
rhamnosyl-D-glucosides) (D'Archivicet al. 2007). Cette classe de flavonoides est
caractéristique des agrumes. Ainsi, on retrouve principalement des desdsi flavanones
dans les citrons, les mandarines, les oranges. Les pamplemoutseomnges ameres
renferment principalement des néohespéridosides, respectivememndrifgine et la
néohespéridine. Alors que les néohespéridosides conferent un goldt amer tmmme

naringine dans le pamplemousse, les rutinosides (narirutine, hesperjddonnent une
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saveur moins prononcée. La distribution des flavanones dans les fruitét@sigene et
elles sont plus particulierement concentrées dans les pastidessdu fruit. Le jus de
pamplemousse contient entre 295 et 377 mg/l de naringine tandis qudd’albeontient
entre 13 et 16 g/kg. Le jus d’orange renferme 200 a 600 mg/lp#hdme ainsi que 15 a
85 mg/l de narirutine. Ainsi on retrouvera de 40 a 140 mg de glycasgdiégvanones dans
un verre de jus d’'orange alors que le fruit seul en renferme pugqéois plus de par la
richesse de ses structures solides (Tomas-Barbaraal. 2000b). Les flavanones sont
egalement présentes a plus faible concentration dans la tomatertaines plantes

aromatiqgues comme la menthe.

- Les isoflavones

Les isoflavones se différencient des flavones par la fixatiomogau benzénique B
au carbone 3 de I'hétérocycle. Elles présentent de fortd#siies avec les cestrogénes. En
effet, la présence de groupements hydroxyles-egt C; leur donne une structure similaire
au 17g-cestradiol leur conférant ainsi des propriétés pseudo-hormonalesetierte se lier
aux récepteurs aux oestrogenes. Ainsi elles sont également esmindo-estrogenes. Les
isoflavones sont présentes presque exclusivement dans les légumiretugass
particulierement dans les Fabacées. Le soja et ses produitésdén sont les sources
principales dans l'alimentation humaine (Cassédlyal. 2000). Trois molécules principales
ont été mises en évidence dans le soja : la génistéine, la deidtda glycitéine dans un
ratio 1/1/0,2. Elles peuvent étre présentes sous 4 formes difféeremfgcones, 0O-
glycosides, 6”0O-acétyl-70-glucoside et 6"©-malonyl-7-O-glucoside, cette derniére
pouvant donner aux aliments un golt désagréable d’amertume et d’asteif@owardet
al. 1998). Les concentrations en isoflavones sont tres variables daaisrlests issus du
soja. Leur concentration est de 570 a 3800 mg/kg dans les graines, del830 mg/kg
dans la farine et de 35 a 175 mg/l dans le lait de soja. Ell@srstrouvées en grande
quantité dans les produits fermentés comme le miso (250 a 890 mg/kgiy (80 & 675
mg/kg) ou encore le tempeh (450 a 530 mg/kg) (pate fermentée atarentalimentation
indonésienne). Le processus de fermentation hydrolysant les glspsies composeés
seront principalement retrouvés sous formes d’aglycones stablesekmaliments (Cassidy
et al. 2000).
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b.2. Les chalcones et dihydrochalcones

Les chalcones dérivent des flavanones par isomérisation régezailphilieu alcalin,
ce qui se traduit par lI'ouverture de I'hétérocycle C avec fammdiune double liaison en
position G-C; (Figure 31). Les chalcones sont peu présentes dans I'alimentation en raison
de leur transformation en flavanones en milieu acide, principalemmeobwrs des étapes
d’extraction (Tomas-Barberaat al.2000b). La tomate est la source principale de chalcones,
en particulier la naringénine chalcone. Sa concentration dansuaepede 64 mg/kg et on
en détecte uniquement des traces dans le ketchup ou la naringénimee suite aux

traitements d’extraction (Kraust al. 1992).

Les dihydrochalcones dérivent des chalcones par réduction de la daidue éntre
les carbones 2 et 3. Elles sont caractéristiques de la ponteeses$ produits dérivés (cidre,
jus...). On retrouve dans ces aliments 3 molécules principaleshldadzine (phlorétine
2’-glucoside), la phlorétine 2’(2"”-xylosyl-glucoside) et la 3-hgrlyphloridzine (Luet al.
1997). Dans la pomme, les dihydrochalcones sont présentes dans l& lpechag et plus
spécifiguement dans les pépins ou elles représentent plus de 60% ygdemals totaux
alors qu’elles n’en représentent pas plus de 3% dans I'épidermearefechyme (Guyadt
al. 1998). Dans les pommes a cidre Kemerrien, la concentration de pmieratzint 170
mg/kg avec la répartition suivante : 67 mg dans le trognon, 46 mgedpasshchyme et 24
mg dans I'épiderme. Le trognon et la peau des pommes n’étant pas consomuongialpl

temps, la consommation de dihydrochalcones reste relativement faible @8atdB990).
b.3. Les flavanols et proanthocyanidines

Les flavanols existent sous forme de monomeres également app&déhines
(Figure 32 ainsi que sous forme de polymeres, les proanthocyanidines. Mesdis
présentent un hétérocycle C saturé auquel s’ajoute une fonction hedexyG. La
présence de deux centres chiraux eneCG donne 4 isomeres potentiels pour chaque
niveau d’hydroxylation du cycle B. Dans les végétaux, les mononpeirgsipaux sont la
(+)-catéchine et son isomere I'(-)-épicatéchine. Ces monormpéraegnt étre hydroxylés en
C4 et former la (+)-gallocatéchine et I'(-)-épigallocatéehide plus, des conjugaisons par
estérification en gavec I'acide gallique formeront des oligoméres (épigallobatéc3-

gallate (EGCQG) et épicatéchine 3-gallate).
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La catéchine et I'épicatéchine sont les flavanols principauxeptgsdans de
nombreux fruits, tandis que gallocatéchine, épigallocatéchine et épmjalthine gallate
sont plus spécialement présents dans le thé. Les sources pemcipgépi)catéchine sont
I'abricot et la cerisex 250 mg/kg) ; elles sont également retrouvées dans les péches, les
prunes, les fraises, les groseilles, les myrtilles dtubarbe. Ces polyphénols présentent la
particularité de ne pas étre glycosylés contrairement aipmitldes autres flavonoides. lls
sont également présents dans le vin rouge (300 mg/l). Cependhanttdat (600 mg/kg) et
le thé vert (800 mg/l) en sont de loin les principales sourcégdilvio et al. 2007). De
fortes variations de concentration sont observées selon le stadestigpgément des fruits.
Ainsi, dans les pommes et les poires, le contenu en flavanols dinajpidement au cours
de la croissance (Amiadt al. 1995). De plus, ces monoméres sont fortement modifiés lors
des procédés de transformation. Ainsi les étapes de fermentaterbetyage du thé noir
donnent des théaflavines, théacitrines et théarubigines. La quantiégvatels dans le thé
noir est alors significativement plus faible que dans le thé aqugrine subit quasiment

aucune étape de fermentation (Graham 1992).

Les proanthocyanidinesFigure 33), encore appelées «tanins condensés » se
forment par polymérisation des monomeres de flavanols lors deoré&adtauto-oxydation
ou le plus souvent sous l'action d’'une enzyme, la polyphénoloxydasei(iiagl. 1979).
La polymérisation se fait entre les molécules de (+)-catécht (-)-épicatéchine par des
liaisons G-Cg ou G-Cs pour les proanthocyanidines de type B. Les proanthocyanidines de
type A ont en plus une liaison,©-C;. Ces polymeres peuvent contenir jusqu’a plus de 50
unités. Cependant, le degré de polymérisation pour un aliment donné restadéterminé
et peut, par exemple, aller de 4 a 11 dans les pommes a cidr@rdaanthocyanidines
uniquement constituées d’unités (épi)catéchines sont appelés procyaeidsumnt les plus
répandues. Les proanthocyanidines contenant [I'(épi)gallocatéchine gupelées
prodelphinidines et sont plus rares. Les proanthocyanidines participensaveur des
aliments. Elles sont responsables de 'amertume du chocolat 'estimgience de certains
fruits comme le raisin, les péches, les kakis ou les pommesopgnlexation avec les
protéines salivaires. Elles sont également présentes dans dssnsocomme le vin, le
cidre, le thé et la biere (Santos-Buekgaal. 2000). Dans les pommes, la concentration en

procyanidines est évaluée entre 388 et 1622 mg/kg PF (Gerhauser 2008).
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b.4. Les anthocyanes

Les anthocyanes constituent le groupe de pigments solubles dansel ¢éws |
important. lls sont dissous dans les vacuoles des cellules épidermdiegidieurs et des
tissus auxquels ils donnent des couleurs rose, rouge, bleu et viaergbt al. 1993).
Plusieurs centaines de molécules sont connues. Elles varient satlimbee et la position
des différents groupements hydroxyles et méthoxyles, la nlurembre et la position des
sucres et I'acylation éventuelle de ces sucres (Clifford 2000glire 34). Tres rarement
présents sous forme aglycone (anthocyanidine), les anthocyanes l&ggqlients sont des
3-glycosides ou des 3,5-diglycosides de pélargonidine, cyanidine ¢gathdine la plus
répandue dans l'alimentation), péonidine, delphinidine, pétunidine et malvidaue.
couleur varie en fonction du pH. Les anthocyanes sont particulieremséattles sous forme
d’aglycones mais stabilisés par la glycosylation. Les anthosysom présents dans le vin
rouge, certaines céréales, certains légumes feuillus owirasirichou rouge, oignon rouge,
radis). Cependant, c’est dans les fruits qu'ils sont les plus abor{tiéantachet al. 2004).
Leur quantité dans l'aliment est souvent proportionnelle a I'iniemnkd la pigmentation du
fruit et leur concentration peut atteindre 2 a 4 g/kg dans cesthaies comme le cassis ou
les mares. lls sont particulierement présents dans les fouiges comme les myrtilles (0,8
a 4,2 g/kg), les baies de sureau (2 a 10 g/kg) ou les baies d'éami@0 g/kg) (Clifford
2000a). Les anthocyanes sont principalement présents dans la pe@eatibe de certains
fruits comme la fraise ou la cerise pour lesquels on lesunet dans la chair. Les vins
contiennent de 200 a 350 mg/l d’anthocyanes qui sont transformésienrss complexes
lorsque ceux-ci vieillissent (Clifford 2000a; Manasthal. 2004).

c. Les lignanes

Les lignanes sont formés par la dimérisation oxydative de deutes de
phénylpropane Higure 35). La source alimentaire la plus riche est la graine de lin qu
contient du sécoisolaricirésinol a une concentration de 3,7 g/kg de poidinseque du
matairésinol en plus faible quantité. D’autres céréalesifieate et le bl€), des fruits (les
poires et les prunes) et certains légumes (I'ail, les aspetgkes carottes) mais aussi des
légumineuses comme les lentilles contiennent également deandiy mais a des
concentrations environ 1000 fois plus faibles que dans la graine {Bhthmpsonet al.
1991; Adlercreutzt al. 1997). Les lignanes sont métabolisés par la flore colique libdeant

'entérodiol et de I'entérolactone ; ils sont ainsi considérés comesephytoestrogenes.
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Méme si leur quantité reste relativement faible dans umealation standard, leur ubiquité
dans le regne végétal laisse penser qu’ils pourraient constituesounge importante de

phytoestrogenes en particulier dans les régimes végétariens.
d. Les stilbénes

Les stilbenes présentent une structure g€ s, avec un cycle A portant deux
fonctions hydroxyles en position méta et un cycle B portant desidoachydroxyles ou
méthoxyles en méta, ortho et pafaglre 36). lls sont synthétisés a partir de dérivés
d’acides cinnamiques dont la substitution déterminera celle da Byel ainsi la molécule
elle-méme. lIs sont présents dans la plante sous forme de monod&gs, trimeres ou
polyméres. La molécule la plus courante et la plus étudiée ewslgratrol (3,5,4'-
trinydroxystilbéne) qui existe sous forme cis ou trans. Cependanfiprine trans est
majoritaire. Les sources principales de stilbénes sont le etision jus, les cacahuetes et le
beurre de cacahuétes. lls sont également présents en plus daididités dans les baies, le
chou rouge, les épinards et certaines plantes médicinales (Ceizial. 2009). La
concentration en stilbenes dans le vin est en partie déterminéess gaapes de macération
avec la peau et les pépins de raisin. Ainsi, c’est dans le vin quégkon en mesure la plus
grande quantité avec une concentration jusqu’a 8 mg/l selon les vétig@hduela-Raventos
et al. 1995). La concentration dans le vin rosé est située entre 1,38 et 2|9Ramero-
Perezet al. 1996) tandis que les vins blancs et pétillants fabriqués a pairiiscaeul ne
présentent que de faibles concentrations (0,1 a 1,2 mg/l). Le jassaterouge contient 0,7
a 14 mg/l de resvératrol et le jus de raisin blanc environ 1,4 Dayis les jus, les formes
glycosylées représentent plus de 90% du resvératrol (Romesp-Beral. 1996). La
concentration dans les cacahuetes va de 1,3 a 3,7 mg/kg (Gatssid3000).

2. Estimation de la consommation journaliére en polyphénols

L’estimation d’'une consommation journaliere moyenne en polyphénoldfasteda
établir en raison de la grande diversité de molécules preskamedes plantes, de leur large
distribution dans les aliments et des variations de quantités de @oblptpour un aliment
donné. Cette estimation peut se faire a partir des tableprdposition qui donnent la
concentration en polyphénols pour un aliment donné. L’ensemble des compgtait pas

assimilés de facon similaire par I'organisme, une estimagiative de la consommation via
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I'utilisation de biomarqueurs est également possible. Cependanteshedifficile & mettre

en place.

Le développement des tables de composition doit donc prendre en compte la
diversité structurale des polyphénols. Le grand nombre de sourcestalires mais aussi la
diversité des méthodes analytiques utilisées compliquent I'élaemorde telles tables.
Actuellement le « United States Department of Agricultupgopose trois bases de données
sur les sources alimentaires de polyphénols : une portant sur 5 sssesaa flavonoides
(flavonols, flavones, flavanones, flavan-3-ols et anthocyanes) dansléasoed répertoriés
26 composés dans 200 aliments différents. Une seconde table porteessur |
proanthocyanidines et une troisieme sur les isoflavones
(http://www.ars.usda.gov/Services/docs.htm?docid=6231). Cependant, aucune rdesnée
disponible pour les acides phénoliques, les lignanes ou les stilbéneplufeles
flavonoides sont quantifiés sous forme d’'aglycones aprés hydrolyse qdls sont
majoritairement présents sous forme glycosylées dans I'alti@mt Plus récemment, la
base de données Phenol-Explorer développée par 'INRA en partenataindustriels et
partenaires académiques (www.phenolexplorer.com) recense les malgphdans
'alimentation de maniere beaucoup plus large que ce qui était dispaniparavant et
rassemble des données portant sur 502 polyphénols dans 452 alimentsefiNé\2410).

Le plus souvent, I'estimation de la consommation en polyphénols estsaséee
publication ancienne de Kihnau (Kihnau 1976) qui évalue cette consommatidSAaux
1 g/j comprenant 460 mg de proanthocyanidines, 200 mg de catéchines,2180n#y
d’anthocyanes et 115 mg de flavones et de flavonols. Ceci estesup@ta consommation
d’autres antioxydants comme la vitamine C (90 mg/j), les éaocdtes (5 mg/j) ou la
vitamine E (12 mg/j). Cependant, et bien que cette estimationneoitecslargement utilisée,
elle reste incompléte car basée uniquement sur la consommatilavaleoides sans prise
en compte des acides phénoliques, lignanes ou stilbenes. De plus, le panelisdionédis@
pour établir ces valeurs est relativement restreint et nadpen compte que la
consommation de fruits et de boissons comme le thé, le café ou |®R&emment,
'estimation de la consommation de polyphénols utilisant la basdodeées Phenol-
Explorer a montré que la consommation moyenne de polyphénols pouvastétrée a 1,2
g/j (Perez-Jimeneet al. 2011). Il apparait ainsi que malgré I'approximation de I'étude de

Kihnau, la valeur de 1 g/j soit toujours d’actualité. Dans les paydemtaux, les sources
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alimentaires principales de flavonoides sont le thé, le vin rougdruigs, les Iégumes, le
cacao, le chocolat et les [égumineuses. La consommation de flavotutédesest estimée
dans ces pays entre 65 et 250 mg/j (Maneckal. 2004). Concernant la consommation
d’acides phénoliques, celle-ci est également trés variablesevaleurs proposées par
Clifford vont de 25 a 800 mg/j et peuvent aller jusqu’a 1 g/jff@tl 2000b). Letableau 4
rapporte les estimations de la consommation journaliere des différeclasses de
flavonoides chez des adultes dans difféerents pays (Erdhan2007). De fortes variations
peuvent apparaitre car la consommation de polyphénols est soumise atudesabi

alimentaires et aux saisons.
3. Métabolisme des polyphénols

Bien que les polyphénols soient des micronutriments trés répandusndas
alimentation, ils ne sont pas nécessairement les plus actitgjiojeément. En effet, ils
peuvent étre faiblement absorbés au niveau intestinal, hautemabbiisés ou rapidement
éliminés. De plus, les métabolites retrouvés dans le sang ouglasesret résultant du
meétabolisme digestif et hépatique peuvent avoir une activité biologidiérente des
molécules natives. Ainsi, les connaissances sur le métabaotistaebiodisponibilité des
polyphénols sont primordiales a I'évaluation et a la compréhensioteuds effets
biologiques. Les connaissances actuelles permettent la misacendjiin schéma global de

'absorption ainsi que du métabolisme de ces micronutrimergarge 37).
a. Sites d’absorption

Les propriétés biologiques des polyphénols dépendent en partie de taptiabsau
travers de la paroi digestive. La structure des molécules yamrtie déterminer leur taux
d’absorption ainsi que les métabolites qui seront retrouves dansneapdasles urines. La
majeure partie des polyphénols consommeés n'est pas retrouvée sousdtvamelans les
urines, ce qui traduit a la fois I'absorption et le métabolismecdegposés (D'Archiviet
al. 2007). Les formes aglycones des polyphénols sont en général rapiddsahees dans
'estomac et l'intestin gréle. Cependant, la plupart des polyphé&oolsprésents dans les
aliments sous forme de glycosides, d’esters ou de polyméres ganhpas absorbés sous
forme native. Ainsi il a été montré que lI'absorption de quercétinde eaidzéine était
effective au niveau stomacal mais que leurs glycosides quierdsiau pH acide de

'estomac ne sont pas absorbés a ce niveau ¢Gale1998).
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L’ensemble des flavonoides, hormis les flavanols, sont glycosylgkidesouvent
par une molécule de glucose ou de rhamnose mais aussi d’arabinoglmsdeox encore
d’acide glucuronique (Harborne, 1994). L’hydrophylie générée palytagylation de la
plupart des polyphénols ne permet certainement pas une diffusion passraxers de la
membrane plasmique des entérocytes. Une étape de déglycosyktidysée par une
enzyme est donc nécessaire a l'absorption de ces flavonoidesspantérocytes. La
premiere voie de déglycosylation fait intervenir un transporteurgldeose sodium-
dépendant (SGLT1 : sodium-glucose transport protein 1) qui permetdageaactif des
glucosides de polyphénols dans les entérocytes (Holéhah 1995; Hollmanet al. 1999).
Ce passage est suivi d'une étape d’hydrolyse papigiecosidase cytosolique (Dagt al.
1998). La seconde voie impliqgue une lactase phloridzine hydrolase (LRidhsiglase
présente au niveau de la bordure en brosse de lintestin gréte. €&etyme catalyse
I'hydrolyse extracellulaire des glucosides, dont les formegcagks peuvent ensuite
traverser passivement la membrane plasmique des entéro®agse( al. 2000). I
semblerait que ces deux meécanismes soient impliqués a des diffEésnts dans
'absorption des différents glucosides de polyphénols. En effet, ilmagtré que la
quercétine 3-glucoside n’était pas un substrat dp-déucosidase cytosolique et que ce
composé empruntait préférentiellement la voie de la LPH, alorslagjugiercétine 4'-
glucoside empruntait les deux voies métaboliques @a}. 2003; Sesinlet al.2003). Les
polyphénols glycosylés par dautres sucres (rhamnose, arabinose, .xyloses
proanthocyanidines ou les esters d’acides phénoliques comme I'acidegéhigue ne sont
pas ou tres mal absorbés au niveau de I'intestin gréle (Maad2004). En effet, il a été
montré chez 'lhomme, lors de I'étude de I'absorption de glycosidgseteétine, que le pic
d’absorption d'un glucoside (quercétine 4’-glucoside) se faisait 0,3 b apres ingestion
tandis que celui du rutoside (quercétine 3-rutinoside) se faisat B aprés ingestion. La
différence d’efficacité d’absorption de ces glycosides acétdirmée par le fait que la
biodisponibilité du rutoside correspondait a 15 a 20% seulement de celle de |la ned’eéti
glucoside (Hollmaret al. 1999; Graefet al.2001).

Ainsi les polyphénols qui ne sont pas absorbés dans l'intestin gighemf le cdlon
ou la microflore hydrolyse les glycosides en aglyconesegra I'action d'enzymes
(rhamnosidases, estérases...). Les aglycones libérés sont enapadrbés au niveau du
cblon mais de maniere nettement moins efficace que dans linggie ou la surface

d’échange est plus grande et le nombre de transporteurs plus cong@daeachet al.
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2004). Les aglycones non absorbés sont ensuite métabolisés par tzolilgue en acides
aromatiques plus simples par ouverture de I'hétérocycle. CeSorégatiberent diverses
molécules dont des acides hydroxyphénylacétiques issus du métebdés flavonols, des
acides hydroxyphénylpropioniques issus du métabolisme des flavones dfavanones
ainsi que des phénylentérolactones et des acides hydroxyphénylpgapmorissus du
métabolisme des flavanols. Ces acides aromatiques sont paelawsutimémes métabolisés
en dérivés d’'acide benzoique (Manathal. 2004). Ces différentes molécules peuvent étre

absorbées au niveau du colon (Rectetar.2002).
b. Conjugaison des polyphénols

Suite a leur absorption, les polyphénols vont subir trois types de a@mgag
méthylation, glucuronidation et sulfatation au niveau de lintestite gréis du foie. Ces
étapes de conjugaison sont catalysées par des enzymes del.pbassaiécholO-méthyl
transférase (COMT) catalyse le transfert d’'un groupementyinddpuis la S-adénosyl-
méthionine sur les polyphénols portant un groupement catéchol (catépénestine ...) le
plus souvent en position 3' du noyau B et minoritairement en positiont#®. €dzyme est
présente dans une large gamme de tissus, mais son actiVa@lkst élevée dans le foie et
les reins (Tilgmanret al. 1996; Piskulaet al. 1998). La sulfotransférase catalyse le transfert
d’'un groupement sulfate depuis la 3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate sur liesmigonct
hydroxyles de substrats variés dont les polyphénols. Cette réadetisnlfatation se fait
principalement dans le foie (Falany 1997). L’'UDP-glucuronosyltésiase (UDP-GT) est
une enzyme liée aux membranes du réticulum endoplasmique. Elissedéatransfert d’un
acide glucuronique de I'acide UDP-glucuronique vers les polyphénaa¢Sret al. 1999).
La détection de métabolites glucuronidés dans le sang des yairieset mésentérique
apres perfusion de polyphénols dans l'intestin gréle de rat mgurtréa glucuronidation se
fait d'abord dans les entérocytes (Sfakiambsl. 1997; Spenceet al. 1999; Crespyet al.
2001). Pour la plupart des flavonoides, une partie des glucuronides forragsrésie dans
la lumiere intestinale réduisant ainsi leur absorption netes(@et al. 1999). Il semblerait
gue la protéine de résistance multiple MRP-2 ainsi quP-d¢dycoprotéine puisse étre
impliquées dans cet efflux (Wallet al. 1999; Ayrtonet al. 2001). La proportion de
glucuronides sécrétés dans la lumiére intestinale dépend plémegya de la structure des
polyphénols. Ce phénoméne ne se produit pas avec la catéchine eféadidae, ce n’est

donc pas un systeme d’élimination pour tous les polyphénols (Dorebwedr2001; Adamet
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al. 2002). Les conjugués produits au niveau des entérocytes gagnerd \éafla veine
porte ou ils seront métabolisés par méthylation et/ou sulfatatitbe,ds¥niere réaction étant
frequemment précédée d’'une étape de déglucuronidation (O'keeaty 2003). Selon la
nature des polyphénols et la quantité ingérée, la proportion de chidesitreis réactions de
conjugaison est variable. La voie de la sulfatation présente utee dfinité pour ses
substrats mais une faible capacité d’action comparativemantasd de la glucuronidation,
ainsi lorsque la quantité de polyphénols ingérée est élevémparfion de glucuronidation
sera augmentée (Kostat al. 1981). Le taux de conjugaison des polyphénols étant
particulierement élevé, la part d’aglycones mesurée dans sealast, par conséquent,

particulierement faible.
4. Biodisponibilité des polyphénols
a. Métabolites circulants

Considérant la forte capacité de conjugaison des polyphénols au mtestinal et
hépatique, les aglycones sont le plus souvent absents dans le plessr@apommation de
polyphénols a doses nutritionnelles (Manathal. 2004). Les polyphénols glycosylés ou
estérifiés natifs ne sont en général pas retrouvés dans letsksgproduits identifiés sont
des métabolites sulfatés, glucuronidés et/ou méthylés issusétibatisme intestinal et
hépatique, les glucuronides constituant les principales formesatitesl (Manactet al.
2006). Toutefois, les anthocyanes constituent une exception a cettalig@rdans la
mesure ou les formes glycosylées natives sont majoritaires/@au circulant (Caet al.

2001).

Dans le plasma, les métabolites des polyphénols sont liés awnpsopsmatiques
et en particulier a I'albumine, avec cependant des variationnd@&fselon les molécules
(Boulton et al. 1998). En effet, il a été montré avec le rutoside et I'isoquassétju’une
hydroxylation en @ affaiblissait la liaison a I'alboumine (Dangles al. 1999). L'effet de la
glucuronidation et de la sulfatation sur la liaison des polyphéndtbairhine est moins
bien connu. Les polyphénols liés a I'alboumine conservent leur capaciiéxydante
(Dangleset al. 1999). Le degré de liaison a l'albumine a un impact sur la clardes
métabolites ainsi que sur leur délivrance aux cellules estiddanachet al.2004). Malgré
'augmentation de I'hydrophylie due a la liaison a I'albuminietéraction des polyphénols

avec la membrane plasmique se fait via la mise en pladaisiens hydrogenes entres les
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groupements hydroxyles de la molécule et les tétes polagespkospholipides a pH
physiologique (Verstraetegt al.2003). Ainsi, il semblerait que les polyphénols conservent,

malgré leur liaison a I'albumine, leur capacité de liaison aux cellules.
b. Concentrations plasmatiques

Les concentrations plasmatiques des polyphénols varient selontuee rides
molécules consommeées ainsi qu’en fonction des sources alimentairgdaikoncentration
plasmatique en quercétine, apres consommation de 80 a 100 mg d’équizglgrise a
partir de pommes, d’oignons ou d’un repas riche en produits végétaux, peutead,3 a
0,75 uM (Hollmaret al.1997; Manactlet al. 1998; Graefeet al. 2001). La concentration en
catéchine et épicathéchine va de 0,1 a 0,7 uM aprés consommation &€ 58 mg
d'équivalents catéchine dans le thé vert (eeal. 1995; Unnoet al. 1996), de 0,25 a 0,7
MM aprés consommation de 70 a 165 mg d'équivalents catéchine dacasd€Reainet al.
2000a; Wanget al. 2000) ou de 0,09 pM aprés consommation de 35 mg d'équivalents
catéchine dans le vin rouge (Donoveh al. 1999). La naringénine est bien absorbée
puisqu’elle atteint la concentration plasmatique de 6 pM apmgsstion de 200 mg
d'équivalents aglycone dans le jus de pamplemousse (Eatuadd2001). La concentration
plasmatique en anthocyanes est faible puisque dans les 2 h suiggstitin de 110 a 200
mg d'anthocyanes, seules quelques dizaines de nmol/l sont déteatéede plasma
(Miyazawaet al. 1999; Cacet al. 2001; Matsumotaet al. 2001). Les isoflavones sont les
composeés les mieux absorbés puisque leur concentration plasmatiquegiediteal ,4 a 4
UM aprés ingestion d’environ 50 mg d’isoflavones de soja (kingl. 1998; Watanabet
al. 1998).

c. Distribution dans les tissus et organes

Les polyphénols ingérés peuvent pénétrer dans les tissus et osgapasiculier au
niveau des lieux de métabolisation comme l'intestin et le foiefieh des études menées
avec des polyphénols marqués (quercétine, épigallocatéchine, quertégineoside,
resvératrol, cyanidine 3-glucoside) ont montré que, 1 a 6 heures lapgestion, la
radioactivité était principalement détectée dans le sang efr¢mnes du systeme digestif.
Toutefois, les polyphénols ont également été détectés dansgdee®tels que le cerveau,
le coeur, les reins, le thymus, le pancréas, la prostate...obesrdrations en polyphénols

dans ces tissus étaient de 30 a 3000 ng d’équivalents aglyconesigsldeseion le
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polyphénol considéré, la dose administrée et le tissu analys@¢Meinal. 2004; Felgines
et al.2009).

d. Voies d’élimination

Les polyphénols sont principalement excrétés par les voies éil@irurinaire.
L'implication de chacune de ces voies dépend principalement tleidduse des molécules.
Ainsi, les métabolites hautement conjugués seront principaleéieminés dans la bile
tandis que les petits conjugués comme les monosulfates seronemtiéfi@ment éliminés
par voie urinaire (Crespgt al. 2003). La voie biliaire est particulierement impliquée dans
I'élimination de polyphénols comme la génistéine, I'épigallocatéctgallate ainsi que
I'ériodictyol (Sfakianoset al. 1997; Kohriet al.2001). Les métabolites sont déversés via la
bile dans le duodénum et peuvent ensuite étre hydrolysés péiglesuronidases de la
flore colique libérant ainsi les formes aglycones qui peuveatréabsorbées au niveau de
la muqueuse colique établissant ainsi un cycle entérohépatique (Meinati2004). La
guantité de métabolites excrétés dans les urines est ecarédéconcentration plasmatique
maximale des polyphénols. L'excrétion urinaire varie d’'une moléeulautre et peut aller
de 0,3 a 43 % de la dose ingérée (pour 50 mg d’aglycone). Cette excrétion egtdaibies
anthocyanes, les flavanols et les flavonols et particulierer@lenée pour les acides
phénoliques et les isoflavones (Mana&ttal. 2005; Galvanet al.2007).

B. Polyphénols et santé

Des effets protecteurs de la consommation d’aliments riehgsolyphénols vis-a-
vis de différentes pathologies (cancers, ostéoporose, maladies csedlairas, diabéte...)
ont été mis en évidence tant d'un point de vue épidémiologique qu’expé&imBet
nombreuses études se sont penchées sur I'analyse du mode d’actionydeénotd au

cours de ces pathologies.
1. Propriétés antioxydantes

Les altérations oxydatives de molécules telles que les lipides, lesypsotéi 'ADN
sont impliguées dans de nombreuses pathologies comme les cansersaléies
cardiovasculaires, la maladie d’Alzheimer, les phénomenes infleoites le diabéte. Un
antioxydant biologique se définit comme une substance qui, lorsqe&tlle présente a
faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable,deetau inhibe

69



Etude bibliographique

significativement I'oxydation de ce substrat » (Halliwell 1990kffet antioxydant des
fruits et légumes est dO en partie a des micronutrimentsqtedsles polyphénols, les
vitamines C et E, les caroténoides... (Rice-Evetra. 1995). Cet effet antioxydant avait en
partie été suggeré dans les années 90 a la suite d’étudesiélud&mes montrant une
corrélation inverse entre la prévalence des maladies coronariednes a une
consommation élevée d’acides gras saturés et un régime methEnm associé a une
consommation €levée de vin rouge, ce qui avait été appelé le « Fegadbyp» (Renaudt
al. 1992).

a. Caractéristiques chimiques

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éleuisade radicaux
libre, chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygene dansystemes fermeés. Les
polyphénols, naturellement présents dans les aliments ou fornoégiigudes procédeés de

transformation, sont considérés comme éliminateurs de radicaux libres (SahidD03).

Les propriétés antioxydantes des polyphénols varient en fonctiorudsttecture
chimique Tableau 9. Les positions et degrés d’hydroxylation jouent une part importante
dans l'activité antioxydante des polyphénols. Les polyphénols porteurs abupegnent
catéchol (un noyau aromatique porteur de deux fonctions hydroxgjaseates) ont un
potentiel antioxydant élevé. Ainsi, tous les flavonoides portant unexydtion en 3’ et 4’
possedent une activit¢ antioxydante significative. De plus, une hydtioxy
supplémentaire en 5’ comme sur la myricétine augmenteraamtivéé comparativement a
des composés comme la quercétine qui en sont dépourvus (DzetdaAt 1983).
L'hydroxylation du noyau B joue donc un réle important dans l'activitadante des
flavonoides (Shahidet al. 2003) tandis que I'hydroxylation en 5 et 7 sur le cycle A a peu
d’'influence. La glycosylation en 3 des flavonoides par des mono- ou libsals réduit
leur activité antioxydante comparativement a leurs aglyconesi (@ rutoside est moins
actif que la quercétine). Il a été montré que les chalconeen gtarticulier les 3,4-
dihydroxychalcones étaient particulierement efficaces, notamemntomparaison avec
leurs flavanones respectives. Par ailleurs, pour les isoflavongdrdkylation en 4’ et en 5
est indispensable a une activité antioxydante significative erdans le cas de la
génistéine. De la méme maniere, I'activité antioxydanteadetes phénoliques dépend de
leur degré d’hydroxylation. De plus, il a été montré que les adigidsoxycinnamiques

étaient plus antioxydants que les acides benzoiques correspondants @raf@03).
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b. Mesure de l'activité antioxydante des polyphénols

L’activité antioxydante des polyphénols se détermimevitro par mesure de la
capacité de piégeage des radicaux libres et de réduction dasedaiposes chimiques.
Les données obtenues sont comparées a des composés de réféerence comme le imdlox (dér

hydrosoluble de la vitamine E), I'acide gallique ou la catéchine.
Divers oxydants peuvent étre utilisés pour cette détermination :

- PABTS®" formé a partir de 'ABTS (2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazobre-
sulphonic acid)) en présence de metmyoglobine et de peroxyde djeyeroll est utilisé
dans la méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (Rice-Estak1994).

- les radicaux formés par le chauffage de 'AAPH (2,2’-az@b#sthidinopropane)
dihydrochloride) dans la méthode ORAC (Oxygen Radical Absorbaapacily) (Cao,
1998) ou TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter) (Ghisedil. 1995).

- I'ion ferrique F&€* dans la méthode FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)
(Benzieet al.1996).

- les radicaux formés par l'auto-oxydation de l'acide linoléigueli¢glu et al.
1998).

Cependant, les mesures de I'activité antioxydante des polyphénots asoéxtraits
de végétaux ont une portée limitée et sont difficilement extrbjesigoour évaluer I'effet
antioxydant des molécules apres ingestion, ces composés étafdrtnaésslors de leur
séjour dans l'organisme. De plus, les résultats peuvent différerediua tn autre pour une
méme molécule. Ainsi, aucune corrélation n'a été mise en éviderceld la mesure de
l'activité de 13 polyphénols par les méthodes ORAC et TEACe(Bvanset al. 1995; Guo
et al. 1997).

L’effet des polyphénols sur la protection antioxydante des tissusfesncé par
leur biodisponibilité qui varie considérablement d’une molécule a une autre. inlelesges
phénomeénes de conjugaison que peuvent subir les polyphénols induit une modifieation
leur capacité antioxydante (Managhal. 1998). La conjugaison des groupements catéchols
permet la prévention de leur oxydation en quinones toxiques potentiellgémetatrices de

radical superoxide. Ainsi, les polyphénols de type catéchol offrantelleure activité
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antioxydante sont également potentiellement les plus toxiquekbé8azt al. 2005). Les
propriétés antioxydantes des polyphénols dépendent également de leonremaent
physicochimique qui varie selon les conditions physiologiques esesstconsidérés. Une
influence majeure des protéines plasmatiques comme l'albumine caiasdes autres
antioxydants présents a été mise en évidence (Dagigds2001; Laranjinha 2001). Ainsi,
les propriétés bénéfiques des polyphénols sur la santé ne peuverttepaspiquées
seulement par leur potentiel antioxydant mesunétro et les tests de capacité antioxydante

de ces molécules ou d’extraits végétaux ont une faible valeur prédictive de leur affe.

Des dosages de types ORAC et FRAP ont montré que l'ingestiomelds ou de
boissons riches en polyphénols induisait une augmentation quasiment Hysteno
pouvoir antioxydant du plasma. Ceci a été observé lors de la condomoathé (Serafini
et al. 1996; Leeneret al. 2000), de vin (Caet al. 1998; Serafiniet al. 1998), de biere
(Ghiselli et al.2000) ou encore de fruits et légumes comme les fraises opitesds (Cao
et al. 1998).

Cependant, I'implication des polyphénols dans cette augmentation du pouvoir
antioxydant du plasma est discutée. En effet, les polyphénols soentgrdans le plasma a
de tres faibles concentrations et ne pourraient étre impliqués gse2da 4% de cette
augmentation (Stevensoet al. 2007). Une récente étude mesurant 'augmentation du
pouvoir antioxydant du plasma suite a la consommation de pommes a ont8&% de
celle-ci était due a l'augmentation de la concentration ere w@ite au métabolisme du
fructose et qu'aucun effet significatif des polyphénols n’avait lesuré (Lotitoet al.
2004). Ces mémes auteurs ont d’ailleurs proposé récemment que ce ptes@pgliquait
de facon générale aux autres aliments a « forte capatib&yaante » (Lotitcet al. 2006).
De plus, des incertitudes persistent quant a leur mode d’actios ptéxileur efficacité de
protection de certains composés cellulaires comme les lipiddsADN lors de stress
oxydant et les études portant sur ce sujet sont parfois contragictlinsi, certains auteurs
ont montré une diminution de la peroxydation lipidique dans le plasma@preésmmation
de polyphénols : I'ingestion de catéchines du thé (250 mg) diminue lesygesoxie
phospholipides (Nakagaved al. 1999) chez des volontaires sains. De la méme maniéere, une
diminution de la concentration de MDA dans le plasma a égalem&enbsérvée chez des
volontaires sains aprés consommation de cassis et de jus de grGnig pendant 7 j)

(Younget al.1999). A l'inverse, la consommation de vin rouge (200 ml/j pendant 10 ) n'a
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pas d’effet sur le MDA plasmatique (Shasteal. 1995). L'effet protecteur des polyphénols
sur ’ADN a également été évalur vitro et les résultats montrent selon les cas des effets
protecteurs ou délétéres. En présence de métaux de transitfonRED, les polyphénols
induisent leur réduction. Une fois réduits, ces métaux catalyagdbtrhation de radicaux
hydroxyles pouvant provoquer des cassures de I'ADN. Ce phénomene pa@irant
considéré comme toxique est actuellement une voie de rechiEnahdes traitements anti-
cancéreux et il a été montré que cet effet de polyphénols commesvératrol visait
préférentiellement les cellules tumorales ou la concentraticiuigre est particulierement
élevée, induisant ainsi des effets apoptotiques (Efaali. 2010). Plusieurs étud@as vitro et

in vivo ont mis en évidence des effets protecteurs des polyphénolsvigiseie la
dégradation de ’ADN. Ainsi chez le rat, les polyphénols du vin induises protection de
I’ADN hépatique contre des atteintes oxydatives (Casatimil. 1999). Des effets similaires

on été mis en évidence avec l'acide ellagique mais pas a&mgallocatéchine-gallate
(Takagi et al. 1995). Chez 'homme, la consommation d’antioxydants ou de fruits et
légumes a également été associée a une réduction des ateydatves a 'ADN de
lymphocytes et du taux de 8-OHdG dans les urines (Lampe 1999; Bowée 2000).
Cependant, d’autres auteurs n’ont observé aucun effet sur 'ADN lyiyaiirecavec un
régime similaire chez le sujet sain (Beattyal. 2000), ni aucun effet sur le taux de 8-OHdG

dans les urines apres consommation d’extraits de thé vert (ah@002).
2. Polyphénols et maladies cardiovasculaires

Diverses études épidémiologiques ont montré I'existence d’'une atmréinverse
entre la consommation de polyphénols ou d’aliments riches en polyphételssejue de
développement de maladies cardiovasculaires. Ainsi une méta-abaée sur 7 études
cas-témoins et 10 études en cohortes suggéere une réduction du risdaectd$ du
myocarde de 11% lors de la consommation de trois tasses de thaupéPgterset al.
2001). Ces effets protecteurs du thé ont été confirmés par divardes €Mukamakt al.
2002; Mennenet al. 2004). La consommation de vin a également été associée a une
réduction du risque de pathologie cardiovasculaire. Une méta-analyse basée surs2énétude
cohortes et cas-témoins a montré qu’une consommation modérée del@ibiete pouvait
étre associée a une réduction du risque vasculaire avec degpkffeprononcés pour le vin
qui est plus riche en polyphénols (Di Castelnueval.2002). Le vin rouge, dont la part en
polyphénols est 10 fois plus élevée que celle du vin blanc, aurait urpedftecteur plus
prononcé que le vin blanc, la biére ou les spiritueux (Klagtkgl. 2003). Parmi 18 études
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prospectives, 10 ont montré une association inverse entre l'ingestiavateofs, flavones,
catéchines, lignanes et le risque de maladie coronarierdiacetdent vasculaire cérébral
(AVC), les 8 autres ne montrant pas d’association (8trtsl. 2005). Une étude transversale
aux USA chez des femmes ménopausées consommant de grandes qlieafi@®sones a

également mis en évidence un risque réduit de maladie cardiaque (deeKéip002).

L'utilisation de modéles animaux a permis de préciser enepdaifet des
polyphénols au cours des atteintes cardiovasculaires. Ainsi, la suppéorede I'eau de
boisson avec du vin désalcoolisé, des catéchines, de la quercétink ¢Haly@997; Miura
et al. 2001) ou du jus de grenade (Kapktral.2001) a induit une réduction de la taille des
lésions athéromateuses dans un modele d'athérosclérose, la soudgntéefen
apolipoprotéine E (apo E-/-). Plus récemment, ces résultats éntodifirmés apres
supplémentation du régime par des extraits de myrtilles dan#ige modéle (Mauragt
al. 2009). Des résultats similaires ont été décrits chez le lapavant un régime enrichi en
cholestérol et traité par des procyanidines de grains de fdeminakoshiet al. 1999). Chez
la souris apo E-/-, ces effets sont associés a une réductiantdmélisation des LDL par
les macrophages ainsi gu’a une diminution de I'oxydation des kEDIEes, ce qui diminue
leur susceptibilité a l'agrégation (Scalbert al. 2005). Chez I'homme, des résultats
contradictoires ont été observés. La consommation de boissons et wfslinohes en
polyphénols comme le vin rouge, le cacao, le thé ou le jus de grenadeitéldui
susceptibilité des LDL & I'oxydation induitex vivo par le CG* (Scalbertet al. 2005).
Cependant, d’'autres études n’'ont pas retrouvé ces effets pour le ganooue chocolat
(Scalbertet al.2005). D’autres parametres comme la lipémie sont modulés lors de I'addition
de polyphénols dans l'alimentation. Ainsi, les polyphénols de pépins de aaisun effet
hypocholestérolémiant chez des rats nourris avec un régime enricholestérol (Tebibt
al. 1994). La consommation de flavanones pendant 2 a 6 semaines par des rats
normolipémiques ou hyperlipémiques induit une réduction du cholestérol, du LDL-
cholestérol et des triglycérides plasmatiques (Bolal. 1999; Leeet al. 1999). Chez la
souris apoE-/-, les catéchines du thé n'ont pas deffet sur la doateem lipidique
plasmatique, mais diminuent les taux de cholestérol et de triglycéridekadates(Miuraet
al. 2001). Chez I'homme, la consommation d’'une tasse de thé noir ou de Gatsévert
ou noir pendant 4 semaines n'‘a pas deffet sur les concentrationsafipsss en
cholestérol et triglycérides (Scalbat al. 2005). Les polyphénols sont également connus

pour avoir des effets antithrombotiques par inhibition de I'agrégatiaquettire que ce
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soit in vitro (Sagesaka-Mitanet al. 1990; Russcet al. 2001) ouin vivo chez l'animal
(Osmanet al. 1998; Wollnyet al. 1999). Ceci a également été observé chez 'homme : dans
les 2 a 6 heures aprés ingestion d'une boisson riche en procyadilicasao, I'activation
plaquettaire stimuléeex vivo par I'épinéphrine ou 'ADP (adénosine diphosphate) est
inhibée (Reinet al. 2000b). Cependant, d’autres aliments riches en polyphénols (oignon,
persil, soja, jus d’agrumes ou thé) n'auraient pas ce type @¢kért’Homme (Scalbert

al. 2005).

3. Polyphénols et cancer

De nombreux composés phénoliques ont également été décrits commeles/ant
activités anti-carcinogenes. Ceci a été montré dans de nombé&tudes menées vitro
sur des lignées de cellules cancéreusemm oivo a I'aide de modeles animaux. Cependant
les données disponibles sur les effets des polyphénols vis-a-viardesschez ’'homme
sont plus disparates.

L’effet des polyphénols sur les lignées de cellules cancérdusemines est
frequemment protecteur et induit une réduction du nombre de tumeurteat deoissance
(Scalbert et al. 2005). Plusieurs mécanismes d'action ont été identifiés: activité
cestrogénique ou anticestrogénique, effets antiprolifératifs, inductidiard& du cycle
cellulaire ou de l'apoptose, prévention de I'oxydation, activité iaflimmatoire,

modification de la signalisation cellulaire (Garcia-Lafuegital. 2009a).

Les étudesn vitro ont montré que les polyphénols pouvaient agir sur les voies de
signalisation impliquées dans les phénomeénes de prolifération effféierdiiation. Le
resvératrol a des effets anti-prolifératifs par I'inhibitabes voies de signalisation de kinases
MEK1 et ERK ainsi que par la suppression des capacités genliai’ADN du facteur de
transcription AP-1 (activator protein-1) dans les cellules A43ladeirmme épidermoide
(Garcia-Lafuenteet al. 2009b). Des effets de 'EGCG sur les voies de signalisatioa de |
croissance par linhibition de protéines kinase C ainsi que suratescription AP-1
dépendante ont également été décrits (Barthelmhah 1998). De plus un effet inhibiteur
de 'EGCG sur l'activation du facteur de transcription RB-a été observé dans les cellules
cancéreuses (Barthelma al. 1998). La modulation de la prolifération cellulaire par les
polyphénols passe également par une inhibition de I'angiogenese.élmoétré sur les

lignées de cellules MDA de cancer mammaire que les flavonbidigient I'angiogenese
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des tumeurs en inhibant la production du VEGF (vascular endotheliakthgifaator)
(Ahmadet al.2000). La quercétine a des effets semblables en inhibant 'eNOS et entarréta
le cycle cellulaire lors de la phase M dans les cellules kéligies (Schindleet al. 2006).
Dans les cellules de carcinome prostatique, la quercétine inhitivité des MMP-2 et 9,
enzymes impliquées dans la facilitation de I'invasion tumoradie etéveloppement tumoral
(Jacksonet al. 2006). Ces micronutriments peuvent également agir par induction de
l'apoptose. Il a été montré que les polyphénols du thé noir (théaflavitteéarubigine)
inhibaient la prolifération et stimulaient I'apoptose dans lekilesl Dul45 de carcinome
prostatique en bloquant le passage du cycle cellulaire en phase tSpardiai fixation de
insulin like growth factor (IGF-1) sur son récepteur (Vijayabaet al. 2006). Enfin, le
traitement de cellules T leucémiques Jurkat par du thé vert déf/extraits de pomme ou

de raisin induit une accumulation des protéines ubiquitinylées associge activation des
caspases 3 et 7 ainsi qu'a un clivage du systeme PARP (polyrib@d® polymérase) de
réparation de 'ADN (Sharmet al.2009).

Des effets protecteurs des polyphénols ont également été montuds chez
'animal, en particulier a I'aide de modeles murins (ratsoetis). Des extraits riches en
anthocyanes de muyrtille, de baies d’aronie et de raisin admiatrdes rats dont la
carcinogenese colique est induite par 'azoxyméthane (AOM) induisent uneutionide la
surface et du nombre de foyers cryptiques (ledlal. 2006). L'application de cyanidine 3-
glucoside (C3G), anthocyane majoritaire de la mdre, sur un modelpapidome
épidermoide chez la souris, induit une diminution du nombre de tumeurs istiglita
largeur de celles-ci (Dingt al.2006). La C3G réduit également la croissance de tumeurs et
inhibe le développement de métastases lors de xénogreffesraeoee pulmonaire
humain (Dinget al. 2006). Des effets similaires, passant par la modulation de ladeoie
signalisation des MAP-kinases (mitogen-activated protein) etadiedr de transcription
AP-1, ont été montrés dans ce modele de papillome épidermoide |basimdaistration
orale d'extrait de pelures de pommes (Diag al. 2004). Toujours dans ce modeéle,
I'application d’'un extrait déerilla frutescengiche en lutéoline ou de lutéoline seule réduit
egalement I'incidence et la multiplicité des tumeurs (Ustda.2003). Par ailleurs, dans un
modéle de fibrosarcome induit chez la souris, la supplémentation dueréfimentaire par
1% de lutéoline réduit son incidence par la diminution des peroxypieliqlies et du
cytochrome p450 (Elangovaet al. 1994). Plus réecemment, il a également été montré

gu'une administration orale d'acide ellagique réduisait I'exppassdu facteur de
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transcription NFR<B et des enzymes COX-2 et INOS lors d'une carcinogenese colique
chimiguement induite chez le rat (Umesaletaal. 2010). Enfin, la génistéine limite la
croissance des tumeurs sensibles aux hormones par ses prapsgtEgeniques expliquant
ainsi en partie les effets protecteurs des isoflavones obs#amésles modeles de cancers
mammaires et prostatiques (Lamartinieteal. 2002). Ces résultats doivent cependant étre
considérés avec prudence dans la mesure ou les doses utilisées au cauésudiesasont le

plus souvent trés €loignées de ce qui peut étre apporté par I'alimentation.

Les données épidémiologiques et cliniques sur les effets animgecies des
polyphénols sont plus limitées. Une étude épidémiologique menée au Japontré
gu’'une consommation élevée de thé vert (de 3 a plus de 10 tassesuparefardait
'apparition de cancers de 8,7 ans chez la femme et de 3 an$hdreme (Imaiet al.
1997). En ltalie, une étude de cohorte a montré qu’une consommation élevée d’anthocyanes
de flavones et de flavonols reduisait le risque de cancer ctdb(®ossiet al. 2006). La
consommation de framboises noires lyophilisées a été associéw aéduction de
I'excrétion urinaire d’isoprostane (8-isoPFG2) et 8-OHAG chez pd¢ients atteints du
syndrdme de Barrett prédisposant au développement de cancer gastriesty ¢t al.
2006). Une relation inverse entre la consommation de flavonols commert&tiqes ou le
kaempférol et le risque de cancer du poumon a été observée dans Sdétuddmrtes
(Knekt et al. 1997; Stefaniet al. 1999; Le Marchanckt al. 2000; Hirvonenet al. 2001,
Knekt et al. 2002), mais n’avait pas été mise en évidence dans deux autresigisures
(Hertoget al.1995; Garcia-Closast al. 1998). Certaines études épidémiologiques n’ont pas
pu mettre en évidence un lien entre consommation de polyphénatuetiod du risque de
survenue de cancers. L’étude clinique au cours de laquelle 34 homipies de 55 ans ont
consommeé pendant 6 semaines soit une boisson riche en isoflavones jj6Sormnagihe
boisson pauvre en isoflavones (3 mg/j) n'a pas montré dimpact swaule de PSA
(prostate-specific antigen), marqueur du cancer de la proktdianet al. 2001). L'étude
Zutphen menée chez des individus agés suivis pendant 5 ans a mera&gusommation
d’aliments riches en flavonoides (oignons, endives, pommes) n’étaitspasiée a une
diminution du risque de survenue de cancer (Hegtag.1994). Malgré de nombreux effets
protecteurs des polyphénols décrits vitro et in vivo chez l'animal, les études
épidémiologiques ont parfois des difficultés a confirmer ce qui péet observé au

laboratoire.
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4. Polyphénols et pathologies neurodégénératives

Les pathologies liées au vieillissement cérébral (malddizheimer, autres types
de démences, maladie de Parkinson...) sont associées a diffeamments cellulaires et
moléculaires dont une diminution du fonctionnement mitochondrial, 'apoptose neyronal
le dépdt de protéines agrégées et le stress oxydant (Spencer R0ED) différents
antioxydants, dont les polyphénols, pourraient jouer un role bénéfique visda-wies
pathologies. De nombreuses études d’intervention alimentaire menée$hcmeme ou
chez I'animal avec des aliments ou boissons issus du raisin, du telmies comme les
myrtilles ont montré une amélioration de la mémoire et deotmition (Rendeircet al.
2009). Il semblerait cependant que les seules propriétés antioxydmsteflavonoides
contenus dans ces aliments ne soient pas suffisantes pour expligaesflets bénéfiques
au niveau cérébral, d’autant que la concentration de composés retroceésiveau est
relativement faible (Spencer 2008a). Il a ainsi été suggéréeegumlyphénols puissent agir
en protégeant les neurones vulnérables, en stimulant le fonctionneeueonal et le flux
sanguin ainsi qu’en favorisant la neurogenese (Spencer 2008b; Spencer 28H0). L
polyphénols joueraient également un réle dans la prévention de diffépaitedogies
cérébrovasculaires. Il est maintenant admis que démence et dmidutflux sanguin sont
associés (Erkinjunttiet al. 2009) et il a été mis en évidence au cours d'une étude
d’intervention chez I'homme que la consommation d’'une boisson riche en flavdeol
cacao résultait en une augmentation du flux sanguin cérébral, indisgergsabh
fonctionnement cérébral optimal (Franetsal. 2006). D’autres phénomeénes sont impliqués
dans ces pathologies comme la dégénérescence et l'inflammatioonale. La mort des
neurones ddocus niger impliquée dans la maladie de Parkinson, serait liée a la tiorma
d'une toxine endogeéne, la 5-S-cystéinyl-dopamine et de son produiyddiion, la
dihydrobenzothiazine-1. Certains polyphénols, dont des flavonoides issustsl@dmme
'orange, la pomme ou le raisin, seraient effectifs pour contexcka formation de cette

toxine (Vauzouret al. 2008). De plus, certains flavonoides de la myrtille inhibent la
production de différents facteurs inflammatoireslO, IL-18 et TNFw dans les cellules de
la microglie (Lauet al. 2007). Ainsi I'effet protecteur des polyphénols au niveau cérébral
impliquerait divers effets comme la protection des neurones céedreatteintes des
neurotoxines ou de l'inflammation, la capacité d'activer la diggi#on synaptique ou

encore de stimuler le flux sanguin.
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5. Polyphénols et diabéete

De nombreuses plantes médicinales sont traditionnellement utildées le
traitement du diabete et les polyphénols contenus dans certaices @éantes seraient a
l'origine de leurs effets thérapeutiques (Scalkegrial. 2005). L'administration aigué ou
chronique de polyphénols dans des modeles animaux a montré desueffatglgcémie :
les polyphénols agissent par differents mécanismes dont I'inhibieohaldsorption du
glucose au niveau intestinal ou encore son assimilation dansdas périphériques. La
consommation d’anthocyanes diacylés induit une hypoglycémie lorscdasammation de
maltose chez le rat; cet effet n’est pas retrouvé lora derilsommation de saccharose ou de
glucose, suggérant ainsi un effet inhibiteur deglucosidase par ces anthocyanes (Matsui
et al.2002). L’inhibition de la-amylase et de la sucrase chez le rat a également été observéee
aprés administration de catéchine (Matsumett@l. 1993). L’inhibition des glycosidases
intestinales a été étudiée pour de nombreux composés qui induisentminetidn du
transport intestinal du glucose par la SGLT1 comme la (éptluae I'épigallocatéchine,
le gallate d’épicatéchine, les isoflavones du soja et I'adittgagéenique (Dembinska-Kiec
et al. 2008). Plusieurs étudesm vitro ont montré que les polyphénols augmentent
I'absorption de glucose par les tissus périphériques. C’est lgocad’acide caféique dans
les adipocytes d’épididyme de rat ou les myoblastes de sotesng@€t al. 2000; Hsuet al.
2000), ainsi que pour des extraits de thé vert et de thé noir (Andetsah 2002).
Cependant, des résultats opposés ont été décrits pour la quercdtingéatstéine qui
inhibent I'absorption du glucose lorsque celle-ci est induite pasuline dans des
adipocytes de rat (Shisheea al. 1992). Les polyphénols peuvent avoir différentes actions
sur les tissus périphériqgues conduisant a une diminution de la glycérhibition de la
gluconéogenese, de la stimulation adrénergique de I'absorption du glucoseutatistmae
la libération de I'insuline par les cellul@glu pancréas (Scalbeat al.2005).

Les données portant sur les effets des polyphénols lors de diaketdchene sont
moins nombreuses que chez I'animal. Il a été montré que la consemrdat400 ml de
café décaféiné n’avait pas d’effet sur la glycémie ou smsdlinémie lorsqu’il était ingéré
avec du glucose, cependant il diminue la sécrétion du polypeptide insapigo# glucose-
dépendant (GIP) et augmente la sécrétion du glucagon de mane&mua kabsorption du
glucose soit retardée (Johnsteal. 2003). Chez des patients atteints de diabéte de type II,
la consommation de 50 mg/j d’'un complément alimentaire contenamtntiescyanes, des
flavones et des acides phénoligues d’orange sanguine pendant 2 nuas a'affet sur la
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glycémie (Boninaet al. 2002). De la méme maniere, une consommation de diosmine (1800
mg/j) et d’hespéridine (200 mg/j) par des patients atteiatdiabéte de type | ne montre pas
d’effet sur la glycémie. Cependant, certaines données épidéigimsgaissent penser que
les polyphénols pourraient avoir tout de méme un effet protecteuquplies été observe

gue la consommation de café (riche en acide chlorogénique)ssadiée & une diminution

du risque de diabete de type Il (van Datal.2002).

6. Polyphénols et ostéoporose

L’ostéoporose est une affection chronique résultant d'une détérioradiera 'age,
de larchitecture du tissu osseux et d'une réduction du contenu midér&bs qui
engendrent une fragilisation du squelette. Cette pathologie hormono-déperdante
particulierement fréquente chez la femme ménopausée en rmésda déficience en
aestrogénes associée (Coxam 2005). Des études menées chégsdendaes déficientes
en cestrogenes par ovariectomie ont montré qu'une supplémentatioroflwoises
(génistéine, daidzeéine et leurs glycosides) pendant plusieussnssnprévenait la perte de
densité minérale osseuse (Scallatral. 2005). Le rutoside, administré dans 'alimentation,
inhibe la perte osseuse et stimule I'activité ostéoblastique keheate ovariectomisée
(Horcajada-Molteniet al. 2000). Des effets similaires ont été observés lors de la
consommation de tyrosol et d’hydroxytyrosol, polyphénols majoritaieehuile d’olive
(Puelet al. 2008) ou de kaempférol (Trivedt al. 2008). De tels effets ont également été
observés chez 'Homme. Une forte consommation de soja est asaoui@® meilleure
densité osseuse chez les femmes japonaises (Tswathadlal999) et le suivi d’'un régime
riche en soja chez les femmes ménopausées a permis desstianilvité ostéoblastique
(Chiechi et al. 2002). Enfin, une étude de cohorte anglaise suivant des femmes agées a
montré qu’une consommation de thé était associée a une plus forté demsiise (Hegarty
et al. 2000).

7. Polyphénols et autres pathologies

Les polyphénols ont montré des effets protecteurs dans d’autredogah. Le
modéle d’encéphalomyélite allergique expérimentale est couratnutikésé pour I'étude de
la sclérose en plaque. Il est induit par injection d’adjuvant de Freuelgtycoprotéines de
myeline chez la souris, induisant une réaction immunologique Th1/Th17 qui candies

dysfonctionnements cérébraux (Gonzatgzal. 2011). De nombreux flavonoides ont été
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testés sur ce modéle : resvératrol, génistéine, silibinine.sv@narol agit ici en induisant
préférentiellement I'apoptose des cellules T activées mgalement des cellules
guiescentes en agissant sur les récepteurs AhR (aryl hylvacaceptor) aux cestrogénes
(Gonzalezet al. 2011). Les modeles expérimentaux d’arthrite ont permis de mettre e
évidence de nombreux effets protecteurs de polyphénols tels queédeutquercétine,
resvératrol, hespéridine, catéchines ou dérivés de chalcones (Goetzale2011). Leurs
mécanismes d’action sont encore mal définis, cependant il aoétéengue les polyphénols
inhibaient la différenciation et la fonction des ostéoclastesophages (Murakamet al.
2007; Kausset al. 2008), induisait I'expression de protéases dans les fibroblastes et |
chondrocytes de la synovie (Ishiwhal.2000) ou avaient des effets proapoptotiques sur ces
mémes fibroblastes (Byuwst al.2008).

8. Polyphénols et inflammation

Les propriétés antioxydantes des polyphénols ont longtemps été céasidemme
étant le principal phénomene expliquant leurs effets protectegpgn@ant, de nombreuses
études ont pu montrer que les polyphénols et leurs métaboliteaiagfissgalement comme
des modulateurs des voies de signalisation de l'inflammation. lueestmenées chez
’homme sain ont montré que le suivi d'un régime riche en fruitdégimes était
inversement corrélé aux marqueurs de l'inflammation (CRP, ldlads le plasma (Salas-
Salvadoet al. 2008), que la consommation d’anthocyanes était associée a la dimohwtion
taux de cytokines (IL-8, IL-13 et IFM} circulantes (Karlseret al. 2007) ou encore que
'augmentation du pouvoir antioxydant du plasma di a une consommation defjugsde
concentré était associée a une diminution des cassures de brins (RNsiDtz et al. 2006)
(Tableau 6.

L'inflammation est la réponse principale de l'organisme a uneeaggn et est
précisément régulée afin de limiter les atteintes possi#ssstructures de I'organisme.
Cependant, une regulation inappropriée de ce phénomene peut conduire a un état
inflammatoire chronique (Bengmark 2004) et la plupart des patholagiesniques
possedent une composante inflammatoire. C’est le cas de I'oluisitkabéte de type II,
des maladies cardiovasculaires et du cancer (Hotamisligil 20@6)différentes études
meneées sur les effets protecteurs des polyphénols dans cesteomathologiques ont

montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de linflammafi@bléau 7) (Gonzalez-
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Gallegoet al.2010) et agissaient sur de nombreuses cibles moléculairestael des voies
de signalisation de I'inflammation (Santangetaal.2007).

Des étudesn vitro etin vivo ont permis de montrer que les polyphénols pouvaient
agir sur les activités enzymatiques du meétabolisme dedé&aarachidonique (AA) :

phospholipase A2, cyclooxygénase et lipoxygénase. lls agisseainé&gdlsur la production

de 'NO en modulant 'activité des NOS. Une inhibition de ces enzymegpaolyphénols

réduit ainsi la production d’AA, deNO, de prostaglandines et de leucotriénes, médiateurs
de l'inflammation (Kimet al. 2004; Guoet al. 2009). Des études menés vitro ont
également montré que des flavonoides comme la lutéoline ou I'apigémibaient la
production de cytokines telles que IL-4, IL-5 et IL-13, que la quercétihibait la
production de TNFx par des macrophages stimulés au lipopolysaccharide (LPS), que le
kaempférol inhibait 'expression et la sécretion du Tdjye I'IL-1p ou de I'lL-6 dans les
mastocytes (Gonzalez-Gallegat al. 2010). De plus, il est maintenant connu que les
polyphénols excercent leur activité anti-inflammatoire en agfisgavitro et in vivo sur

I'activation du facteur de transcription NB (Santangel@t al.2007).

Du fait de la faible absorption des polyphénols au niveau de l'intgséile, une
large partie de ces composeés est retrouvée dans la lumiedlodu@es composés ainsi que
leurs sous-produits issus du métabolisme par la microflore infessoat donc en contact
direct avec la muqueuse intestinale ou ils peuvent agir engtdantioxydants mais

également en tant qu’anti-inflammatoires (Del Bial.2010).

L’effet protecteur des polyphénols au cours de l'inflammation tinie est décrit

dans le chapitre suivant.

C. Polyphénols et inflammation intestinale

1. Généralités

En raison de la faible absorption des polyphénols au niveau de ltinggéte, une
large partie de ces composés est retrouvée dans la lumieéddoduet leur concentration a
ce niveau peut atteindre plusieurs centaines de uM. Les polyphénsisque leurs
meétabolites produits par la microflore intestinale sont donc en aodieect avec la
muqueuse colique ou ils peuvent agir en tant qu’antioxydants maismégélen tant

gu’anti-inflammatoires (Del Riet al.2010). Ainsi, les polyphénols pourraient jouer un réle
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nutritionnel intéressant dans le contréle de l'inflammation intdsti(2rydenet al. 2006).
Les études chez I'homme portant sur la consommation de polyphénols audesur
pathologies inflammatoires intestinales sont peu nombreuses. A omaissance, une
seule étude clinigue a montré une diminution du «clinical activityexind apres
supplémentation en curcumine chez des patients atteints de RGQCidi @laal. 2006).
Cependant, de nombreux travaux ont évalué les effets des polyphénols adié&todesin
vitro sur des lignées cellulaires intestinalesiretvivo dans des modéles expérimentaux
d’'inflammation intestinale (Shapiret al. 2007; Romieret al. 2009). La plupart de ces
études ont été réalisées avec des polyphénols purifiés, quelques-unissérdes extraits
végétaux riches en polyphénols et tres peu ont évalué I'impact d’aliments.entiers

2. Polyphénols et inflammation : données in vitro sur des lignées

cellulaires (cellules intestinales)

La plupart des études vitro sont menées sur des lignées humaines (Caco-2, HT29,
HCT116, SW620, T84 et CW-2) et murines (IEC, IEC-6, IEC-18, Mode-K).
L'inflammation est modélisée sur ces lignées cellulaires I'lsgout de cytokines pro-
inflammatoires (TNFe, IL-1p, IL-6) ou de LPS dans le milieu de culture. Les doses testées
vont de 0,1 a 400 pM pour les polyphénols purifiés avec une prédominance de
concentrations proches de 50 puM. Lorsque les études utilisent dagsexégétaux, les
doses vont de 2 & 500 pg/ml sans qu’une concentration ne prédomine plusigrartieunt.

Les analyses menéasvitro ont montré que les polyphénols interféraient avec les voies de
signalisation de linflammation. De nombreux composés agissentaswoie NF«B
(Romieret al.2009). Sur la lignée IEC-18, la lutéoline bloque I'étape de phosphorytion
I-kB et inhibe la translocation dans le noyau de la sous-unité RalAXacteur de
transcription (Kimet al.2005). Ceci a également été décrit pour 'TEGCG sur la lignée IEC-6
(Yang et al. 2001). Sur des cellules Caco-2, il a été montré que la chrysibhacieie
ellagique inhibent I'activité¢ de transcription de NB- et que la chrysine diminue la
phosphorylation d’'kB et la sécrétion d’IL-8 elle-méme régulée par la voieigieasisation

de NF«xB (Romier et al. 2008). La quercétine a des effets similaires sur les lignées
humaines HCT116, SW620 et HT29 (Kiget al. 2005). Cependant, le resvératrol et la
génistéine ont montré une activité stimulatrice dexdBFdans les cellules Caco-2 (Romier
et al. 2008). Ces études ont également montré que les polyphénols rédugaiécretion

de modulateurs pro-inflammatoires. Le kaempférol, la génistéiilE@CG diminuent la

sécrétion d’'IL-6 par les cellules Caco-2 (Paradiaal. 2004). La diminution de sécrétion
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de I'lL-8 a également été décrite pour 'EGCG sur les callti&29 et T84 (Poratht al.
2005). L'EGCG diminue également la sécrétion de TiNFle prostaglandine E2 et de
COX-2 (Porathet al. 2005). Récemment il a également été montré que les polyphénols de
I'huile d'olive (tyrosol et hydroxytyrosol) réduisent la peroxydatiipidique (MDA) dans

les cellules Caco-2. Des résultats similaires sont observésl’poiste homovanillique,
métabolite de I'hydroxytyrosol (Deiared al.2010).

Les études menées avec des extraits végeétaux riches en polgpimdntrent des
résultats similaires. Une étude menée sur des cellules Caoec2les extraits de pépins de
raisin, de cacao, de canne a sucre, de mangoustan et de gremamtecaune inhibition de
l'activité NF«B par les extraits de canne a sucre et de grenade. Ces regirss de
grenade diminuent la sécrétion ddO, d’IL-8 et de PGE La diminution de PGEa
€également été observée pour les extraits de cacao (Rorigzefat al. 2009). Par ailleurs,
inhibition de la voie de signalisation des MAPK via la diminution dactéur de
transcription STAT-& par des extraits de thé vert dans des cellules DLD-1 mgsae
traduit par une diminution de I'expression de I'INOS (Tedestlil. 2004) Tableau 8.

3. Polyphénols et inflammation intestinale : données chez I'animal

Les études chez les rongeurs ont été menées a l'aide faentsf modeles
d'inflammation intestinale précédemment décrits (DSS, TNBSVIAQ. Selon les études,
les animaux sont traités avec les polyphénols avant, pendant etésulaptuction de
inflammation intestinale. Les polyphénols sont administrés par @k (par gavage ou
par inclusion dans l'alimentation) ou, dans certains cas, par injaoti@apéritonéale (IP)
(Romieret al.2009).

Les études mesurant I'effet des polyphénols purifiés chezmanau cours de
linflammation intestinale sont réalisées avec des doses aéaftl a 1600 mg/kg/j. Les
doses proches de 10 mg/kg/j sont les plus fréquemment utilisées. gt @@ncerne les
études portant sur les extraits végétaux, les doses se situenindatervalle de 30 a 500
mg/kg/j et la plupart sont proches de 30 mg/kg/j. Certains coramrgésuscité a ce jour un
plus grand intérét que d’'autres : c’est le cas du resvératrtd, gieercitrine (quercétine 3-

rhamnoside) ou encore de la curcumine (Romiexl. 2009) Tableaux 9 et 10.
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a. Polyphénols et aspects cliniques de l'inflammation intestinale

Les effets de la consommation de polyphénols s’observent chez llaainmiveau
des parametres cliniques de linflammation. Ainsi, dans un modeéldadiinfation aigué
par administration de DSS chez le rat, la consommation préventiraswératrol pendant
20 jours a la dose 1 mg/kg/j permet de maintenir la consommaitioenghire et la prise de
poids des animaux (Larrogd al. 2009). Cet effet bénéfique du resvératrol (3 mg/kg/j) se
retrouve chez la souris lors d'une inflammation chronique dans larenes il retarde la
perte de poids apres induction de I'inflammation par le DSS (Satétalgoet al. 2010).

Il retarde également 'augmentation du DAI en limitant I'ajipmn de diarrhée ou de
saignements rectaux et réduit fortement la mortalité dedss{Banchez-Fidalget al.
2010). Cependant, le resvératrol présente des effets moins marquaspstie de poids
lorsqu’il est administré de maniére plus ponctuelle (48h, 24h et 1h av&#® h apres
induction de l'inflammation) dans un modéle TNBS chez le rat ehéaje a des doses plus
élevées (5 et 10 mg/kg, administré par gavage) (Mattial. 2004). Des effets similaires
sont observés pour la quercitrine qui permet, administrée en teémps que le DSS et a
faible dose (1 mg/kg/j), de diminuer le DAI. Cet effet seoete lorsque la quercitrine est
administrée de maniére curative une fois I'inflammation induiteleo@®SS (Camuescet
al. 2004). D’autres polyphénols plus complexes ont également montré dés effe
protecteurs, comme le verbascoside qui, administré par gaveégmjeata perte de poids
induite par le DNBS chez le rat (Mazzen al. 2009). Cet effet se confirme lorsque le
verbascoside est administré par injection IP chez des sounanéckl DSS (Hausmaret

al. 2007).

Ces effets observés pour des composés purifiés se retrouvemh&gafwour des
extraits de plantes riches en polyphénols. C’est le cas d'wit eldPatrinia scabiosaefolia
renfermant 26,6 pg/ml d'acides phenoliques et 5,1 pg/ml de flavonoidesirSioistration
concomitante a celle du DSS permet de limiter I'inflammatiosque le DAI est réduit de
maniére dose-dépendante chez la souris @labh 2010). Dans le méme modeéle, un extrait
de Scutellariae radixriche en flavonoides (wogonine, baicaléine et baicaline) administré
chez le rat (100 mg/kg/j) atténue la perte de poids et limitétraction du colon (Chungt
al. 2007).

Par ailleurs, l'inflammation intestinale induit une anémie déra®e par une

diminution du taux d’hémoglobine accompagnée d'une réduction du nombre tisata
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de I'hématocrite. Ces symptoémes sont atténués par la consommatiesvdeatrol ou de
wogonine (Lim 2004; Larrosat al. 2009). Des effets similaires ont été décrits pour
I'infusion de rooibosAspalathus linearisriche en flavonoides (Bal& al. 2009) ainsi que
pour des extraits de grenade riches en ellagitanins et posrdancipaux metabolites, les

urolithines (Larrosat al.2010)

Les effets protecteurs des polyphénols sur la prise de poids deauanet les
manifestations de linflammation (diarrhée et saignementaurktse confirment lors de

I'examen histologique des célons.
b. Polyphénols et protection du célon
b.1. Altérations macroscopiques

Comme décrit précédemment, l'inflammation intestinale sect@&ise par un
raccourcissement du colon et la présence de zones hémorragiqueletseprotecteurs des
polyphénols s’observent également a ce niveau. Ainsi, le resvératmg/kd/j) administré
préventivement chez le rat DSS limite de 50% le raccourcesedu colon induit par
linflammation (Larrosaet al.2009). L’'administration du resvératrol a dose plus élevee (5 et
10 mg/kg/j) mais de maniere plus ponctuelle (de 48 h avant a 24ek Kpduction de
l'inflammation) permet, méme s'il ne limite pas la pertepdals, de réduire I'oedéme et
l'ulcération du cblon et les zones hémorragiques (Mattial. 2004). L'effet protecteur des
polyphénols sur la rétraction du colon est également observé avecuanme (Arafeet al.
2009), la quercitrine (Camuesebal. 2004; Camuescet al.2006), 'hespéridine (Xet al.
2009), la wogonine (Lim 2004) ou encore avec le rutoside tandis que son aglicone
quercétine, est sans effet (Kwehal.2005b).

b.2. Altérations histologiques

L’analyse histologique des cblons permet d’évaluer I'effetqateur des composeés
contre les altérations tissulaires provoquées par l'agent inflow®. Ainsi
'administration de picéatannol permet la réduction du score histologitja®nc de la
sévérité de la colite chez la souris pour des doses allant dd.@ mg/'kg (Kimet al.2008).
Ceci s’'observe également pour la curcumine (4 mg/kg/j) (Degetchal. 2007) et le
verbascoside (120 ou 600 pg/souris/j en IP) (Hausnedrad. 2007). De tels effets ont

également été décrits chez le rat pour le verbascoside K/ihgMazzonet al. 2009), le
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rutoside (10 et 25 mg/kg) (Cruet al. 1998), la morine (25 mg/kg/j) (Cruzt al. 1998) et
'acide ellagique (10mg/kg/j) (Galvezt al. 2001). L'extrait dePatrinia scabiosaefolig10
mg/kg) agit également chez la souris (@&hal. 2010) tout comme l'extrait d8cutellariae
radix (100 mg/kg/j) chez le rat (Chureg al.2007).

c. Polyphénols et marqueurs de I'inflammation
c.1. Activité myéloperoxydase

Le dosage de l'activité de la MPO dans la muqueuse colique Bsé wibmme
marqueur de I'inflammation dans la mesure ou il témoigne deltfaifon des tissus par les
PNN. De nombreux composés de nature polyphénolique ont montré qu'ils tegzntate
limiter la colonisation du tissu colique par ces cellules inflatomes au travers d'une
réduction d’activité de cette enzyme comme en témoignent les données rassetabiles
tableaux 9 et 10 Ainsi, l'activité de I'enzyme est significativement diminuéeres
administration de resvératrol (Martet al. 2004). Un effet particulierement marqué a été
décrit pour la curcumine chez des rats recevant du DSS a 3%ristdéei par injection IP,
elle permet le retour de I'activité MPO a une valeur procheetle mesurée chez les rats
sains (Arafaet al. 2009). Administrée par voie orale chez la souris Balb/c, la cuneum
permet une réduction de l'activité de la MPO de l'ordre de 50% Y€k et al. 2007). Des
effets similaires ont été décrits pour la quercitrine : cleezat, elle diminue I'activité
enzymatique de 57% lorsqu’elle est consommée préventivement et dorBgUelle est
administrée une fois la colite établie (Camuesgtoal. 2004). L'utilisation préventive
d’extraits végétaux comme I'extrait méthanoliquezdéaria multiflora Boiss contenant de
la lutéoline permet également de limiter la réaction inflatoine comme en témoigne la
réduction de l'activitt MPO (Nakhat al. 2007). Cependant, dans certaines conditions,
certains polyphénols ou extraits de plantes ne limitent pasahimfiation. C’est le cas du
verbascoside qui, administré en IP a des souris, ne diminue pastéaaPO lors d’'une
inflammation aigué mais la réduit au cours d'une inflammatioonitue (Hausmanet al.
2007). De la méme maniéere, I'infusion @ernera ulmifoliane réduit pas significativement
l'activité MPO aprés induction d'une inflammation colique par NB® (Galvezet al.
2006).
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c.2. Autres marqueurs de I'inflammation

Certains polyphénols diminuent I'activité d’enzymes telles quee-2 stimulée
lors de linflammation. Cette diminution d'activité est fréqueemin associée a une
réduction du taux de PGEproduit de son activité. Par exemple, la consommation de
resvératrol diminue nettement l'activité de la COX-2 mais iadssla prostaglandine-E
synthase (PTGES) chez des rats dont I'inflammation a été irghrite DSS (Larrosat al.
2009). De plus, le resvératrol induit également une diminution de I'estpresle ces
protéines (Sanchez-Fidalg al. 2010). La diminution de I'expression génique de COX-2
peut également étre induite par le rutoside dans le modelg(K&E® et al. 2005b). Des
résultats similaires sont observés pour les polyphénols du thé& daiven rouge (Luceret
al. 2002) ou pour des extraits d#angifera indicalL. (Marquezet al. 2010), des pommes
(Castagniniet al. 2009), le picéatannol (Kirat al. 2008), I'acide coumarique (Lucest al.
2004) et la curcumine (Camacho-Barquetal. 2007)dans divers modeéles d'inflammation
colique. De plus, une diminution de I'expression des métalloprotéinagesielles MMP-

9 et MMP-2 impliquées dans le développement de l'inflammation intestinaléeanégaéte

décrite pour le verbascoside (Mazzral. 2009).
d. Polyphénols et modulation de la réaction immunitaire intestinale

Les polyphénols permettent également de limiter la réponse inaimarat cours de
linflammation intestinale. Ils limitent la colonisation desstis par les PNN comme en
témoigne la diminution d’activité MPO précédemment décrite. La ccomstion de
quercitrine diminue l'infiltration de la muqueuse colique par lesropaages et les PNN
(Camuescoet al. 2004). Dans les ganglions mésentériques de souris enflammées, la
wogonine induit une diminution de la quantité de lymphocytes T CD8+, condaisanti
une diminution du ratio CD4+/CD8+ (Lim 2004). Par immunomarquage & anéntré que
la curcumine diminuait l'infiltration de la muqueuse colique parnjephocytes T CD4+ et
CD8+ (Deguchiet al. 2007). Cette diminution de l'infiltration du tissu colique par les
cellules immunitaires pourrait s’expliquer par un effet inhibiteles polyphénols sur
'expression des protéines de reconnaissance comme cela xrét@aldr le verbascoside
qui agirait sur la P-sélectine et ICAM au niveau des vaisseke lalamina propria
(Mazzonet al.2009).
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La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires est également ehjz¥ les
polyphénols. C’est le cas du TNFdont les concentrations dans le c6lon sont réduites par la
curcumine (Camacho-Barqueebal.2007; Villegaset al.2011), le picéatannol (Lim 2004),
le resvératrol (Martiret al. 2006; Sanchez-Fidalget al.2010), la quercitrine (Camueseb
al. 2006), le verbascoside (Mazzenal.2009) ou des extraits d&inkgo biloba(Mustafaet
al. 2006; Zhouet al. 2006). De la méme maniere, les taux d’'dont diminués par le
resvératrol (Martinet al. 2004), le verbascoside (Mazzat al. 2009) et un extrait de
Patrinia scabiosaefoligCho et al. 2010). Le picéatannol (Kinet al. 2008), le rutoside
(Kwon et al.2005b), les extraits d8inkgo biloba(Zhouet al.2006) réduisent également le
taux ou l'expression de I'lL-6. Chez le rat HLA-B27, la consomamatiéguliére d'un
lyophilisat de pommes diminue I'expression du gene de IYHTastagniniet al. 2009).
L’effet des polyphénols s'exerce également sur les cytokinesmfatnmatoires comme
'IL-10 dont la diminution due a l'inflammation est en partie corrigese le resvératrol
(Sanchez-Fidalget al. 2010) ou la curcumine (Camacho-Barquetal. 2007). Ces effets
sur les cytokines ne se mesurent pas uniquement dans la muqueuse rEliguse
répercutent également au niveau systémique. On peut noter dans le sérum nurtedioh
TNF-a lors de I'administration de curcumine (Ara& al. 2009) ou de I'IlL-6 lors de
'administration d’hespéridine (Xat al.2009).

Des études menées sur des suspensions de cellules en cultwaléssganglions
meésentériques d’animaux enflammeés ont montré une diminution derdédi@@ce I'lL-10,
du TNF«, de 'IFN-y et du GM-CSF par le verbascoside (Hausmahml. 2007), une
diminution du TNFe, de I'lL-4, de I'lL-5 et de I'lL-10 par la wogonine (Lim 2004).
L’expression de ces cytokines est en partie régulée pardadeaignalisation du facteur de
transcription NF<B. Les polyphénols peuvent également agir au niveau de celui-ci. Par
exemple, I'extrait d&€sinkgo bilobadiminue I'expression de la sous-unité p65 de ce facteur
de transcription (Zhoet al. 2006) et le verbascoside entraine I'inhibition de la dégradation
de kB et la translocation de NEB dans le noyau (Mazzoet al. 2009). Des analyses en
immuno-marquage suite a l'administration de curcumine ont égalementré cette
absence de la sous-unité p65 dans les noyaux des cellules épihétiahflammatoires
ainsi que la forte présence de l'inhibiteyBa inhibant la translocation de cette sous-unité
dans les noyaux (Degucki al.2007).
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Ainsi, au cours de la colite, 'administration de polyphénols permdintdter la
migration des cellules immunitaires (lymphocytes, macrophagesPNN) et le
développement de la réaction inflammatoire en agissant surtégifale transcription NF-
kB ce qui se répercute sur les taux de cytokines pro-inflammatau niveau local et

systémique.
e. Polyphénols et stress oxydant au niveau intestinal

Comme nous l'avons vu précédemment, I'inflammation intestinale esinoment
associée au stress oxydant suite a la production dEROs eAsd'B& les cellules
immunitaires. A cela s’'associe une altération des défensexytdntes enzymatiques et
non enzymatiques. Les polyphénols ont été largement étudiés pour leprstps
antioxydantes intrinseques mais également pour leur capacitindlestles défenses

antioxydantes cellulaires.
e.l. Les polyphénols limitent la production d’espéeces oxydantes

Les cellules immunitaires colonisant la muqueuse intestinale pemdude grandes
guantités d'EROs, en particulier I'anion superoxyd€ €t I'acide hypochloreux HOCI.
L’augmentation de la production d;O par les PNN infiltrés est réduite par une
consommation préventive de théarubigine (Maityal. 2003). Au cours de l'inflammation,
le radical hydroxyle est augmenté dans les tissus et le plasmaa@gtientation dOH est

diminuée chez la souris par I'administration de lutéoline (Ashokkushaal. 2008). Le
monoxyde d’azote entre également en jeu dans le phénomene du stres¥ exysia

production est augmentée au cours de linflammation. De nombreugkss &nt mis en
évidence un effet inhibiteur des polyphénols sur la productiorN@u C’est le cas de la
curcumine (Arafeet al. 2009), du resvératrol (Larrogd al. 2009) ou du picéatannol (Kim
et al. 2008). Fréquemment cette diminution ddO est associée a une inhibition de

I'activité et/ou de I'expression de INNOS comme cela abgervé suite a 'administration

de quercitrine (Camuescet al. 2004). De la méme maniére, un extrait Eatrinia
scabiosaefoliainhibe I'expression de I'NOS ainsi que la production 8 de maniére
dose-dépendante (Cled al. 2010). Ces effets sur I'expression de I'iNOS et la production de
"NO sont retrouvés pour d’autres composés comme le picéatannoletkain 2008), la

curcumine (Camacho-Barqueet al. 2007; Villegaset al. 2011), le verbascoside (Mazzon
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et al. 2009) ou encore pour des extraits de vin rouge et de thé noir (let@@r2002). Par
ailleurs, la nitrotyrosine issue de la formation du peroxynitéitepartir du NO est

particulierement présente autour des cellules inflammatoirede®tvaisseaux mais sa

présence est diminuée lors de I'administration de verbascoside (Mazdo2009).
e.2. Les polyphénols diminuent I'oxydation des macromolécules

La peroxydation lipidique est couramment décrite au cours de finflaion
intestinale et les polyphénols peuvent apporter une protection a cau.niasi la
curcumine (Arafaet al. 2009), un extrait d&inkgo biloba(Zhouet al. 2006) ou de&Zataria
multiflora (Nakhaiet al.2007) et la théarubigine (Maist al.2003) permettent de diminuer
le taux de MDA au niveau colique. L’administration de lutéoline dimileu¢aux des
TBARS dans la muqueuse colique et le plasma (Ashokkwehal. 2008). Des effets
similaires existent également pour le verbascoside qui dimeuaux de TBARS de
maniére dose-dépendante (Mazatral. 2009), pour I'hespéridine (Xat al. 2009) et pour
les polyphénols du vin rouge (Canal al. 2000). Bien que le resvératrol ait montré de
nombreux effets protecteurs, sa consommation a titre préventifedanmiele DSS n'exerce

pas d’effet préventif sur la peroxydation lipidique (Larresal.2009).

Les hydroperoxydes produits par les EROs peuvent former desnBa@vec les
guanines de la chaine d’ADN donnant ainsi des adduits. L'augnmeni@ ces adduits
MDA-ADN décrite dans le modele de carcinogenese colique a I'ADaz le rat est réduite
par la lutéoline (Ashokkumaet al. 2008). L'ingestion de polyphénols du vin rouge permet
également de limiter I'oxydation des bases puriques et miqomes (Dolaraet al.2005). La
mesure dans les urines du taux de 8-OHdG comme marqueur de fioryda 'ADN
montre également un effet protecteur lié a la consommation d'infdsisnoibos dans le
modeéle DSS chez le rat (Babaal. 2009). L’administration orale d’'un extrait @arcinia
cambogiainduit une diminution de I'oxydation de 'ADN dans les cellules colgcieez le
rat TNBS (dos Reist al.2009).

91



Etude bibliographique

e.3. Les polyphénols améliorent les défenses antioxydantes

- Le glutathion

La consommation de polyphénols permet de limiter en partie owniger la
diminution du GSH observée lors de l'inflammation intestinale (Roatial. 2009). Dans
différents modeles d’inflammation colique, la quercitrine (Camuesed. 2004; Camuesco
et al. 2006), la curcumine (Arafet al. 2009) et la lutéoline (Ashokkumaat al. 2008)
permettent le rétablissement d'une concentration normale en &®Hledcblon. Dans un
modele TNBS chez le rat, le rutoside augmente le GSH cadigue toutefois le ramener a
son niveau basal (Cruzt al. 1998). La supplémentation de [lalimentation ou
'administration orale d’extraits végétaux riches en polyphénolanee celui deGinkgo
biloba (Mustafa et al. 2006) ou deMangifera indica (Marquez et al. 2010) corrigent
eégalement la chute du taux de GSH. Les polyphénols du thé vert quanh@aggmentent
pas le taux de GSH réduit dans le colon lors de I'inflammation ingaitée DSS mais ils
induisent une augmentation du GSH réduit dans le plasma, favorissineainaintien d'un
ratio glutathion réduit / glutathion dissulfide proche de celui deirfial sain (Ozet al.
2005). Par ailleurs, certains extraits végétaux comme linfusemutnera ulmifolia
montrent également un effet protecteur sur le taux de GSH m@m@e présentent pas
d’effets sur I'activité MPO ou la longueur du cblon (Gale¢al.2006).

- Défenses antioxydantes enzymatiques

Si les polyphénols limitent 'oxydation des structures celludapar piégeage des
radicaux libres, ils peuvent également agir en modulant I'egioreset I'activité des
systemes de défense enzymatiques. Ainsi, il a été montré egtans polyphénols ou
extraits végétaux riches en polyphénols contrecarraient la diomndiactivité de la SOD
observée lors d'une inflammation intestinale. Une augmentation de I'acticeftelenzyme
a été observée lors de l'administration de lutéoline dans le médeM chez le rat
(Ashokkumaret al.2008) mais également lors de la consommation préventive d'infusion de
rooibos dans le modele DSS chez le rat (Babal. 2009), lors de I'administration de
resvératrol dans ce méme modele chez la souris ¢¥ab2010) et lors de 'administration
preventive dEGCG dans le modele TNBS chez le rat (Mochiatkal. 2005). Cette
augmentation d’activité de la SOD induit potentiellement une augti@mtdu HO, dans
les tissus. Ainsi une augmentation d'activité des enzymes QAGPRx est également

nécessaire afin de limiter ses effets oxydatifs.
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Peu de données sont disponibles concernant la modulation de I'activitéCad la
par les polyphénols au cours de l'inflammation intestinale. llperdant été montré que
administration de lutéoline contrecarrait la chute de l'aciviCAT au cours de la
carcinogenese colique (Ashokkunwral.2008). Une augmentation de l'activité CAT a été
décrite aprés administration de polyphénols du vin rouge au coursnélanimation
intestinale (Canalet al. 2000). Par ailleurs, la consommation de jus de pomme riche en
polyphénols induit une augmentation de I'expression du géne CAT chazskm (Soyalan
et al.2011).

Certaines de ces études montrent également une augmentation de I@etiaitéPx
(Canali et al. 2000; Ashokkumaret al. 2008). Suite a sa diminution au cours de
linflammation intestinale, I'activité GPx est induite par une séipintation en resvératrol
(Yao et al. 2010). A cette augmentation d’activité GPx est associéeaugmentation de
lactivité GR permettant la réduction du glutathion oxydé précédemnggnéré
(Ashokkumaret al.2008).

De plus, certains auteurs ont observé dans des modeles d’inflaminésistmale
gue l'administration de polyphénols comme la curcumine (Aetfaal. 2009) ou les
polyphénols du vin rouge (Luceet al. 2002) corrigeaient la diminution d’activité de la
glutathion-S-transférase permettant ainsi la formation deé&mercapturiques a partir du

GSH et de composés aldéhydiques en vue de la détoxification de la cellule.
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III. L'infusé de verveine odorante

Les tisanes représentent une source majeure de composés phenddigsienotre
alimentation (Atouiet al.2005). Parmi les tisanes les plus consommeées, I'infusé de verveine
odorante Aloysia triphylla (L'Hérit.) Britton) est connu pour ses propriétés aromatiques,

digestives et anti-spasmodiques.

A. La verveine odorante : Aloysia triphylla

La verveine odoranteAloysia triphylla (L'Hérit.) Britton ou Lippia citriodora
(Kunth.), est un sous-arbrisseau de la famille des Verbenacegiraioe d’Amérique du
Sud, introduit et cultivé sur le pourtour méditerranéen (midi de dader et Afrique du
Nord). « Il s’agit d’'un arbrisseau ramifié dont les tiges aggges et cannelées portent des
feuilles rudes, courtement pétiolées, verticillées par 3. Lassflelisposées en épis
possedent 4 pétales soudés a la base en un tube et étalées Bidolores : blancs sur la
face externe et bleu violacé sur la face interne » (Brur2268). La verveine odorante est
utilisée en herboristerie et en industrie de la parfumeriauaecde I'odeur de citron que
dégagent les feuilles broyées. Les rameaux sont récoltésvpatila floraison, rassemblés
en bouquets puis séchés. Les feuilles sont mondées une fois séch@emsuismees en
infusion (Perroet al.1974).

B. Utilisation en médecine traditionnelle

Le genreLippia (Verbenaceae) comprend environ 200 espéces d’herbes, arbustes et
arbrisseaux. La plupart des especes sont traditionnellemerégagitiesmme remedes gastro-
intestinaux et respiratoires. Les parties utilisées de laepksmtt les feuilles, les parties
aeriennes et les fleurs. Linfusé de feuille de verveine odoraste consommeé
traditionnellement dans I'ensemble de I'Amérique centrale efAteérique du sud, en
Afrique tropicale et dans certains pays européens commaertesitgyastro-intestinal et sont
considérées comme particulierement efficace pour le traitedes douleurs stomacales et
l'indigestion. La verveine odorante peut également étre consommeée pour@est§s anti-
spasmodiques ainsi que pour lutter contre la fievre. Les feuillesspeégalement étre
utilisées comme assaisonnement dans certaines préparations culinaicaal@®al.2001).
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C. Composition en polyphénols de l'infusé de verveine odorante

Bien que l'infusé de feuilles de verveine odorante soit largemenbrooms, sa
composition qualitative et quantitative en polyphénols est encoreamalie. Une premiere
analyse de sa composition avait été réalisée au laboratonea{€tal. 1999). Cette étude
rapporte la présence dans linfusé de flavonoides, principalementtéaline 7-
diglucuronide, et de dérivés hydroxycinnamiques dont le principsé esirbascoside. Plus
récemment, des études ont identifié dans l'infusion de verveine odarainée|a lutéoline
7-diglucuronide et le verbascoside, des dérivés diglucuronidés dieqgget de chrysoériol
ainsi qu'un isomeére du verbascoside, l'isoverbascoside @ik 2008; Quirantes-Pinet
al. 2009) fFigure 38). Par ailleurs, linstabilité du verbascoside et de son isodéee
chaleur a été soulignée (Bil@ al. 2008). D'un point de vue quantitatif, la concentration en
polyphénols de l'infusion de verveine odorante a été évaluée a 673aongy/R4% de
flavonoides et 76% d’acides phénoliques, la teneur des 2 principaux constituaaline
7-diglucuronide et verbascoside, étant respectivement de 100 ra@0 etg/l (Carnagt al.
(1999).

D. Propriétés antioxydantes de l'infusé de verveine odorante

Etant donnée la composition en polyphénols de l'infusé de verveinentelora
certaines études se sont intéressées aux effets antioxydao&t ohdusé. Des analyses
menéesn vitro a l'aide de différents tests ont permis de montrer les propriétés antiosydante
de l'infusé. L'infusé de verveine odorante et le verbascoside se sont réuslastft que le
Trolox lors d'un test au DPPH (Bilet al. 2008). L'infusé a une forte activité de piégeage
du radical superoxyde et une activité plus modérée vis-a-vis dwalrdgidroxyle et de
I'acide hypochloreux (Valentagt al.2002). A forte concentration, un effet prooxydant a par
ailleurs été rapporté (Valenta al. 2002). Un extrait de verveine odorante standardisé a
25% de verbascoside a montré une forte activité antioxydante dansgieun lipophile, ce
qui pourrait indiquer une capacité a piéger les radicaux libres aauntkes membranes
biologiques (Funegt al. 2009). De méme, cet extrait ainsi que le verbascoside lui-méme
inhibent la peroxydation lipidiquia vitro (Funeset al. 2009). Ces effets antioxydants de la
verveine odorante ont également été obsemsésvivo sur du plasma de rats ayant
préalablement consommé un extrait de verveine odorante. Le pic ptasmate
concentration en verbascoside est corrélé a l'activité antioxygdegmatique maximale
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évaluée par la détermination du MDA plasmatique, du FRAP etdiwité@ SOD (Funegt
al. 2009).

Ainsi, les propriétés digestives et antispasmodiques pour lesqligifesé de
verveine odorante est utilisé dans la médecine traditionnelle senslpportées par des
propriétés antioxydantes marquées dues en partie a la médendivers composés
polyphénoliques tels que le verbascoside ou la lutéoline 7-diglucuronide.
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Obijectifs du travail de these

La consommation des polyphénols, micronutriments largement répandudedans
aliments d'origine végétale, a été associée a une diminutionglerde développement de
pathologies comme les maladies cardiovasculaires, les malaeliesdégénératives ou le
cancer. De plus, de nombreuses études ont montré des effets bénééiqres composés
vitro etin vivo. Par ailleurs, du fait de leur faible absorption au niveau dediimt gréle, les
polyphénols sont présents en grande quantité dans le cblon ou ils pexeerdr des

propriétés anti-inflammatoires.

Parmi les sources alimentaires de polyphénols, les tisanesipoujoaier un apport
intéressant. La verveine odorant&loysia triphylla (L’Herit.) Britton, est une plante
médicinale connue pour ses vertus thérapeutiques digestives spaamtodiques et
couramment consommeée en infusion. L'infusé de feuilles de vereeioente contient de

grandes quantités de polyphénols, acides phénoliques complexes et dérivés de flavones.

L’inflammation intestinale fait interagir le systéme immtaire intestinal avec de
nombreux facteurs environnementaux et est frequemment associée augmentation du
stress oxydant via la production d’'EROs par les cellules imnitgstdde nombreuses études
sur des modeéles expérimentaux chez les rongeurs (rats et smirig)ontré des effets
protecteurs anti-inflammatoires et antioxydants des polyphénolsesype d’inflammation.
De plus, il a été suggéré que les polyphénols puissent étre additennnésitements des

maladies inflammatoires chroniques intestinales chez 'hnomme.

L’objectif général de cette thése a donc été d'évaluer I'eéffeie consommation
réguliere et préventive d'un infusé de verveine odorante a dose nutiigorse le

développement d’'une inflammation intestinale chez le rat.

Tout au long de nos travaux, nous avons utilisé un méme lot de feuileswaene
odorante fourni par BIOSPHERE, partenaire de ce projet de rech&ehe types d’'infusés
ont été utilisés au cours de nos études. Le premier infusé, qualikéforte dose », a été
préparé par infusion de 40 g de feuilles de verveine en poudre dare dddu bouillante
pendant 30 min (40 g/l). Le second infusé, qualifié de « faible dosetté¢ aréparé de
maniere identique puis dilué 10 fois dans de l'eau (4 g/l). Les intrgéété préparés au
laboratoire avant chaque étude et administieéibitum deux semaines avant l'induction de

l'inflammation intestinale et jusqu'au sacrifice des animdues quantités de polyphénols
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ainsi consommées correspondent a des doses nutritionnelles chez |:hblouse avons
utilisé pour nos travaux un modele dinflammation coligue modérée sibéeegtitre
modulée par des facteurs nutritionnels. Ainsi, l'inflammation coliquétéainduite par

administration de DSS a 4% dans la boisson.

Dans une premiere étude, nous avons évalué chez le rat I'efletcd@msommation
préventive d’'un infusé de verveine odorante a forte dose (40 glg sidveloppement d'une
inflammation intestinale induite par administration de DSS a 4%lgmén7 jours. Les
différents signes cliniques de l'inflammation ont été suivis akérations histologiques et
des marqueurs de l'inflammation et du stress oxydant ont éténdwis. Les populations de
cellules immunitaires dans le sang et les structures lymphe@mndaires ont également été
évaluées. D'autre part, I'étude du métabolisme et de I'excrétnaire des polyphénols de la

verveine odorante en situation inflammatoire ou non a été initiée.

Certaines études ont montré que les effets des polyphénols pouvarent en
fonction des concentrations utilisées et que de trop fortes doses pouwlaisntertains cas
avoir des effets déléteres. Ainsi, nous avons étudié dans un secops lteffet de la
consommation d’'un infusé de verveine odorante a faible dose (4 gl@ stéme modele
d’'inflammation modérée. Nous avons déterminé les parametres clindpgesnarqueurs de
linflammation et les populations de cellules immunitaires. L&ete bénéfiques des
polyphénols sur l'inflammation intestinale ont été fréquemment Ess@cleur capacité a
piéger les radicaux libres mais également a stimulerdsndes antioxydantes. Nous avons
donc choisi d’évaluer l'activité des différents systémes de dé&fearg@xydants ainsi que

I'effet protecteur des polyphénols sur la peroxydation lipidique.

Dans une troisieme étude, nous avons choisi d'augmenter la durée de¢idindec
l'inflammation. Nous avons alors comparé les effets de la constionnpaéventive des deux
infusés (faible et forte dose) apres administration de D&% @endant 9 jours. L’'ensemble
des parametres évalués dans les deux précédentes étudeesuééé Riusieurs études ayant
montré la capacité des polyphénols a moduler la production de cytdkimesncentrations

de différentes cytokines ont été déterminées au niveau colique.
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Matériel et méthodes

I. Préparation de l'infusé de verveine odorante

Les infusés ont été préparés au début de chaque étude. Les fenilfEes de
verveine odorante (40 g) (3inature Biosphere, Saint-Bonnet-de-Rocheforgtéomifusées
dans de I'eau bouillante (1 litre) pendant 30 min. L'infusé a enséitidtéé sur verre fritté de
porosité 0. Le méme mode opératoire suivi d'une dilution au dixieme dtafisau a été
adopté pour la préparation des infusés a 4 g/l des études 2 etidfukés ont été aliquotés
en fonction des volumes nécessaires a chaque jour d’expérimentation et cons20%€s a

II. Analyse des polyphénols dans l'infusé de verveine odorante et
les urines de rats ayant consommé l’infusé

A. Analyse HPLC de linfusé de verveine odorante

L'infusé de verveine odorante a été analysé par HPLC afin denidéte les
concentrations en acides phénoliques complexes et glycosides de flakeseacides
phénoliqgues complexes (verbascoside et isoverbascoside) ont été desiesndint dans les
infusés dilués dans 'eau distillée (dilution 100 fois pour l'infusé Uétglilution 10 fois pour
l'infusé 4 g/l). Les glycosides de flavones n’étant pas conmpégte caractérisés, une étape
d’hydrolyse a été nécessaire afin de pouvoir quantifier @epasés sous forme d’aglycones.
Les échantillons d’infusés ont alors été dilués 50 fois (infusé 2@w/b fois (infusé 4 g/l)
dans I'eau distillée et incubés 15 min & 37°C en présence de®8I e B-glucuronidase et
de 5 x 16 U/l de sulfatase (issues d¢. pomatia Sigma, Saint-Quentin-Fallavier) afin
d’hydrolyser les liaisons glycosidiques. Ceci permet une hydrdiytsle des glycosides de
flavones de la verveine odorante. Les échantillons ont ensuiteaiéés par addition de 2,4
volumes d’acétone puis centrifugés pendant 5 min a 450@ surnageant a été évapore au
volume initial sous courant d’hélium puis dilué au demi dans I'éthanol.

Les acides phénoliques complexes ainsi que les génines de flavoigds iolentifiés
et quantifiés par HPLC a l'aide d’'une barrette de diode (DADpk@Bodiode array detector,
Perkin-Elmer, Courtabceuf) et d’'un détecteur UV-visible 785 A (Perkiteg a 350 nm et
320 nm respectivement. Les échantillons (20 ul) ont été injectémeurolonne Uptisphere
Cig-5 um (150 x 4,6 mm) protégée par une pré-colonne (Uptispher® @m, 10 X 4 mm)
(Interchim, Montlugon). L’élution des composés a été réalisée iésant une solution
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eau/HPO, (99:1) en tant que solvant A et de I'acétonitrile en tant querstoB/a un débit de
1 ml/min. L'analyse a été menée avec un gradient linéaire A lpsuacides phénoliques
complexes et avec un gradient linéaire B pour les flavoredsdau 17).

Les polyphénols ont été identifies par comparaison des temps efticiétet des
spectres d’absorption avec des composeés purifiés. Les concentratiangles phénoliques
complexes ont été déterminées a l'aide d'un standard de conent@innue de
verbascoside et les génines de flavones a l'aide de standardeadmtcations connues de

lutéoline, apigénine et diosmétine (Extrasynthése, Genay).

B. Analyse HPLC des urines

Afin d'étudier I'excrétion urinaire des polyphénols, les urides24h de rats ayant
consommé l'infusé de verveine odorante ont été recueillies avaprést administration de
DSS puis congelées a -20°C. Aprés décongélation et centrifuga#500y pendant 5 min,
les échantillons d’'urine ont été traités afin d’identifier etqdentifier les métabolites de
polyphénols. Les acides phénoliques complexes ont été quantifiés deettdPour la
détection des flavones présentes dans les urines sous forme de giéduésno- et/ou sulfo-
conjugués, les urines ont été incubées pendant 1 heure & 37°C en présence’dé/I6de A0
glucuronidase et de 5 x 4@/l de sulfatase (issues d pomatid. Les échantillons ont
ensuite été traités par addition de 2,4 volumes d’acétone efugédrpendant 5 min a 4500
g. Le surnageant a été évaporé au volume initial sous courant d’hg@liisndilué au demi
dans I'éthanol. Les analyses HPLC ont été effectuées dansmépwes conditions que
précédemment.

Les polyphénols présents dans les urines ont 