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Introduction 
 
 

La rectocolite hémorragique 
 
 

I. Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin 

 
 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI), représentées par 

la rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn (MC), sont caractérisées 

par une inflammation chronique de la muqueuse intestinale. Cette inflammation 

inappropriée est liée à une hyperactivité du système immunitaire digestif. Elles 

touchent le plus souvent les adultes jeunes et évoluent par poussées entrecoupées de 

rémissions plus ou moins prolongées selon les patients. Toutefois elles peuvent 

intervenir à tout âge et 15% des cas concernent des enfants. Leur fréquence est très 

variable selon les pays. Les pays industrialisés (Europe du Nord-Ouest et USA) 

comptent parmi les pays avec les taux les plus importants. Chaque année en France, 

ce sont entre 5 à 10 nouveaux-cas de MC et autant de RCH qui sont diagnostiqués 

pour 100 000 habitants (Figure 1) (Cosnes et al., 2011). Les dernières données de 

prévalence pour la RCH montrent une augmentation de cette dernière. Ainsi, on 

dénombre 19,2 cas pour 100 000 habitants aux USA, 24,3 cas pour 100 000 habitants 

en Europe du Nord et 4,6 cas pour 100 000 habitants en Asie (Ng et al., 2016). Au 

niveau des pays en cours de développement (pays du Maghreb, Afrique du Sud…), 

cette prévalence augmente de façon exponentielle (Kaplan and Ng, 2017). 

 



 

 20 

 
Figure 1 : Représentation de l’incidence des MICI selon les pays. En rouge, l’incidence est 

supérieure à 10 cas pour 105 habitants ; en orange, l’incidence est de 5-10 cas pour 

105 habitants ; en vert, l’incidence est inférieure à 4 cas pour 105 habitants ; en jaune, 

l’incidence est faible mais en constante augmentation. Les pays pour lesquels les données sont 

absentes sont en blanc (Cosnes et al., 2011). 

 

La physiopathologie, probablement multifactorielle, fait intervenir des facteurs 

génétiques, microbiens, environnementaux et immunologiques (Abraham and Cho, 

2009). En effet, plusieurs facteurs de risques sont suspectés : 

 

- Facteurs génétiques : 38 nouveaux loci associés aux MICI ont été récemment 

découverts, ce qui porte le nombre de gènes de prédisposition aux MICI à près de 200 

gènes (Liu et al., 2015) (Figure 2). Parmi tous ces gènes, 32 sont spécifiques de la 

RCH dont HNF4A (hepatocyte nuclear factor 4 alpha) et CDH1 (Cadhérine E) (Jostins 

et al., 2012; UK IBD Genetics Consortium et al., 2009). La mutation du gène 

NOD2/CARD15 multiplierait par 40 le risque de développer une MC. Les MICI ne sont 

pas des maladies génétiques à proprement parler mais il existe une susceptibilité 

génétique pour ces maladies. En effet, il n’y a pas de transmission directe de la 

maladie des parents aux enfants. Cependant ces maladies peuvent toucher plusieurs 

membres d’une même famille. Le pourcentage de forme familiale varie entre 5 et 20%1. 

Concernant la RCH, la population d’origine juive a une incidence plus élevée (5 à 6 

fois plus que le reste de la population) (Ananthakrishnan, 2015; Bernstein et al., 2006). 

Les personnes ayant des gènes de « susceptibilité » ont plus de risques que les autres 

à contracter une RCH : on parle de prédisposition génétique. 

                                              
1 www.orpha.net 
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- Facteurs environnementaux : la part environnementale tient une place plus que 

prépondérante dans les facteurs de risque. Il suffit d’observer la prévalence entre les 

pays industrialisés et les pays en voie de développement pour en être convaincu. Autre 

argument en faveur de l’environnement : en France comme en Europe, il existe un 

gradient Nord/Sud, avec une prévalence plus importante dans le nord (Haut de 

France) que dans le sud. Le régime alimentaire peut être mis en relation avec ce 

gradient. En effet, les habitudes alimentaires dans le nord de la France reposent sur 

une consommation riche en bières, beurres, œufs et pommes de terre alors que dans 

le sud de la France, les habitants consomment plus de fruits, légumes, poissons, huile 

d’olive et du vin (Perrin et al., 2005). Différents facteurs sont inversement associés au 

risque de MC ou de RCH. Ainsi, être en contact avec des animaux dans sa jeunesse, 

vivre à la ferme, boire du lait non pasteurisé limiteraient ce risque (Bernstein et al., 

2006; Frolkis et al., 2013) (Figure 2). La pollution, avec les micro-particules, les 

métaux lourds (aluminium) ou encore le tabac pourraient être responsables de la 

survenue des MICI. Néanmoins, il existe une particularité avec le tabac. En effet, les 

personnes fumeuses ont moins de risque de développer une RCH alors que la MC est 

exacerbée lorsque le patient fume. Il y aurait donc un effet « protecteur » de la cigarette 

pour les patients susceptibles de contracter une RCH. Cependant, très récemment, 

une méta-analyse montrerait que le tabac n’est pas aussi protecteur qu’on pourrait 

l’envisager, sur le risque de développement de RCH (To et al., 2016).  

 

- Microbiote intestinal : très longtemps délaissé et mal connu, de nombreuses 

études montrent aujourd’hui que le microbiote intestinal agirait comme un organe à 

part entière (Seksik and Landman, 2015). Un déséquilibre de ce dernier pourrait être 

le point de départ des MICI. L’une des hypothèses la plus communément admise pour 

expliquer l’origine des MICI est la rupture d’un équilibre essentiel au niveau de 

l’intestin : la tolérance orale. Sous l’influence de divers facteurs génétiques et 

environnementaux, il y aurait un déséquilibre de ce microbiote qui provoquerait ensuite 

une perte de tolérance vis à vis de cette flore commensale et l’initiation et le maintien 

d’une réaction inflammatoire non appropriée (Figure 2). Parmi les bactéries du 

microbiote pouvant être responsables des MICI, sont retrouvées les AIEC (Adherent 

Invasive Escherichia coli), sous-types d’Escherichia coli, qui sont plus adhérentes aux 

cellules de la paroi intestinale mais également plus invasives (Smith et al., 2013). 
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Figure 2 : Les facteurs génétiques, environnementaux et le microbiote intestinale des MICI 

(IBD= Inflammatory Bowel Disease) : RCH (UC= Ulcerative Colitis) et MC (CD= Crohn 

Disease) (Kaplan and Ng, 2017) 

 

 

 

 

. 
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II. La rectocolite hémorragique 

 

A. Généralités 

 
 

La rectocolite hémorragique touche environ 40 000 personnes en France. Cette 

maladie survient à tout âge, avec une majorité des cas chez l’adulte jeune (20-30 ans). 

Elle touche aussi bien les femmes que les hommes. La fréquence est plus élevée chez 

la population d’origine européenne et plus particulièrement dans la communauté juive2 

(Ananthakrishnan, 2015; Bernstein et al., 2006).  

 

B. Manifestations cliniques 

 
 

Contrairement à la MC pour laquelle l’inflammation de la paroi du tube digestif 

peut toucher l’ensemble du tractus digestif (de la bouche à l’anus), la RCH atteint 

constamment le rectum et s’étend de manière plus ou moins continue et plus ou moins 

haut vers le côlon droit, respectant l’intestin grêle.  

 Elle peut se développer sous trois formes différentes (Figure 3)3 : 

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

  - la colite latérale gauche (16-45 % des cas) entraîne des lésions plus 

étendues que la RCH distale, mais n’affecte pas l’intégralité du côlon. 

  - la RCH pancolique (15-35 % des cas) touche aussi le rectum et la totalité du 

côlon. 

 

                                              
2 www.orpha.net 
3 www.orpha.net 
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Figure 3 : Représentation d’une colite distale, latérale gauche et une pancolite (Ungaro et al., 

2017).  

 
 

Les phases de poussées se caractérisent par différentes manifestations 

digestives et extra-digestives. Les symptômes sont très variables d’un individu à un 

autre et dépendent beaucoup de l’étendue de l’inflammation (rectite, proctite ou 

pancolite).  

 

1. Manifestations digestives 

 
 

Les principales manifestations digestives sont l’abondance de selles/diarrhées 

accompagnées de sang et de glaires. On parle de selles glairo-sanglantes. Lors de 

l’inflammation des muqueuses coliques, ces dernières sont fragilisées et sont le siège 

de petites ulcérations et d’hémorragies. Encore une fois, la gravité de la maladie 

influence la fréquence d’émissions de selles. Si l’inflammation a atteint le côlon 

gauche, la fréquence de selles sera de 4-6 selles par jour alors qu’en cas de pancolite, 

la fréquence augmente à 15-20 selles par jour. Dans les formes graves de la maladie, 

qui touchent environ 1 malade sur 10, les patients ne peuvent plus se retenir. Leur 

intensité peut imposer l'hospitalisation, l'arrêt de l'alimentation et un traitement par 

perfusion pendant quelques jours. En outre, l’évolution de la maladie peut entraîner le 

rétrécissement du segment intestinal atteint, puis une occlusion ou encore un abcès4. 

Ces diarrhées sont généralement associées à des douleurs abdominales intenses et 

des ténesmes (douleurs rectales). 

                                              
4 www.orpha.net 
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2. Manifestations extra-digestives 

 
 

Les manifestations extra-digestives, les plus fréquemment associées aux 

manifestations digestives sont la perte de poids et la fièvre lors des poussées. Mais il 

existe d’autres manifestions qui sont principalement dues à la réaction anormale du 

système immunitaire (Orpha.net, 2010). On retrouve ainsi : 

 

- Des douleurs articulaires plus ou moins sévères qui s’accompagnent de 

gonflements des articulations atteintes (chevilles, genoux, poignets). 

 

- Des atteintes de la peau sont aussi visibles chez certains patients. Ces atteintes 

se caractérisent par l’apparition de nodules douloureux et violacés (= érythèmes 

noueux) sous la peau des jambes et de lésions sur le tronc et les cuisses (ulcérations 

appelées pyoderma gangrenosum). 

 

- Des inflammations des yeux et plus particulièrement au niveau de l’uvée 

(=uvéite). Cette partie de l’œil se situe entre l’enveloppe externe et la rétine et 

comprend entre autres l’iris. On observe dans ce cas, une rougeur de l’œil, une vision 

trouble et des douleurs oculaires. 

 

- Des atteintes biliaires (plus rares que les autres, moins de 5 cas pour 100 

patients) : l’atteinte est au niveau des canaux biliaires, on parle de cholangite 

sclérosante. Les manifestions, quand elles sont visibles, sont une fatigue, des 

démangeaisons ou encore une perte de poids. Une insuffisance hépatique peut 

apparaître (coloration jaune de la peau : ictère), ainsi qu’une hépatomégalie et une 

hypertension portale. 
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C. Evolution et complications de la RCH 

 

1. Evolution de la RCH 

 
 

La rectocolite hémorragique est une maladie où les poussées et les phases de 

rémissions alternent. Ces phases peuvent durer quelques jours voire quelques 

années, selon les patients et leurs traitements. Certaines personnes n’auront qu’une 

seule poussée dans leur vie. Les poussées successives aggravent les lésions. 

Malheureusement, l’évolution de la maladie est totalement imprévisible.  

 Actuellement, la mortalité a énormément diminué pour les patients atteints de 

RCH grâce aux diagnostics, traitements et suivis de ces patients. Les grosses 

hémorragies, les complications infectieuses, les perforations coliques et les cancers 

colorectaux sont les principales causes de décès.  

 

2. Complication de la RCH 

 
 

Parmi les différentes complications on retrouve : 

- Plaie sur l’anus (= fissures anales). Il n’y a pas de fistules contrairement à la 

maladie de Crohn. 

 

- Le mégacôlon toxique (ou colectasie). Il s’agit d’une complication grave. Il 

survient généralement au cours d’une poussée aiguë. La colectasie est provoquée par 

une distension (ou dilatation) du côlon de façon exagérée. Les manifestions cliniques 

du mégacôlon toxique sont diverses. On retrouve une déshydratation importante (soif, 

diminution du volume urinaire, peau qui perd son élasticité), une diminution de la 

pression artérielle, une augmentation du rythme cardiaque, de la fièvre et des troubles 

de la conscience. Au cours de cette complication, il existe un risque de perforation du 

côlon et l’apparition d’une péritonite (inflammation de la membrane qui entoure les 

organes dans l’abdomen), dus à la fragilisation de la paroi colique par l’inflammation. 

A ce stade, le risque infectieux est très important et il y a urgence chirurgicale. 
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- La dernière complication est le surrisque de survenue d’un cancer colorectal. 

En effet, ce risque est plus élevé que pour le reste de la population. Il est augmenté 

chez les personnes ayant une pancolite et ayant leur maladie depuis de nombreuses 

années. Malheureusement ce risque est très difficile à estimer et augmente avec le 

temps : 2,5% entre 9 et 15 ans puis il atteint 21,4% au-delà de 15 ans d’évolution. Les 

patients sont suivis régulièrement afin d’être pris en charge rapidement si un cancer 

colorectal venait à apparaître (Nowacki et al., 2015).  

 

 

D. Diagnostic de la RCH 

 
 

Il existe différents examens pour poser le diagnostic d’une rectocolite 

hémorragique. Parmi ces examens, on retrouve les examens cliniques, biologiques et 

les examens d’imagerie médicale. Les symptômes cliniques ont déjà été évoqués 

précédemment (diarrhée, douleurs abdominales, etc.). Lorsque ces symptômes sont 

présents chez un patient et qu’une RCH est suspectée, d’autres examens sont 

entrepris. 

 

1. Examens biologiques 

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

sang. 

Analyses des selles 

 
 

L’analyse des selles consiste à confirmer que les diarrhées n’ont pas une 

origine microbienne (bactérienne, virale, parasitaire). Elle permettra également de 

mettre en évidence la présence de sang, signe d’une hémorragie intestinale. La 

calprotectine est également dosée dans les selles. Cette protéine est produite par les 

leucocytes en cas d’inflammation. Ce marqueur sera augmenté chez les patients 

atteints de MICI contrairement à des maladies fonctionnelles comme le côlon 
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spastique (côlon irritable). Cet examen n’est pas prescrit systématiquement mais il 

peut être réitéré au cours de la prise en charge du patient afin d’évaluer l’efficacité du 

traitement mis en place. 

 

Analyses sanguines 

 
 

L’analyse sanguine va mettre en avant de nombreux signes évocateurs comme 

les signes d’inflammations : une hyperleucocytose et hyperthrombocytose, une vitesse 

de sédimentation (VS) augmentée, une augmentation de la Protéine C-Réactive (CRP) 

et une anémie (associée à une diminution des érythrocytes). Les anticorps anti-

Saccharomyces cerevisiæ (ASCA) (Main et al., 1988) et les auto-anticorps anti-

cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (ANCA), spécifiques des MICI, peuvent 

être également recherchés (Kyriakidi et al., 2016). Leur mise en évidence peut aider 

le médecin à poser le diagnostic. Plus de 65% des patients atteints de RCH ont 

l’ANCA. La prise de sang peut aussi montrer une dénutrition. 

 

 

2. Imagerie médicale / examens endoscopiques 

 
 

Les examens permettant de poser concrètement le diagnostic de RCH restent 

les examens endoscopiques. Il existe différents examens : la rectoscopie (le rectum), 

la sigmoïdoscopie (rectum et partie finale du côlon) et enfin la coloscopie (tout le 

côlon). Ces différents examens permettent de visualiser l’intérieur du rectum et/ou du 

côlon grâce à un endoscope (tube flexible) et d’apprécier la qualité de la paroi 

intestinale. Une muqueuse luisante, rouge et qui saigne facilement, est caractéristique 

d’une personne atteinte de RCH. Pour ce type d’examen, le patient doit rester à jeun 

le jour de l’examen. 

 

Il est possible de faire des radiographies de l’abdomen sans préparation ou 

après un « lavement baryté ». Ces radiographies permettent de mettre en évidence la 
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présence de rétrécissements ou des dilatations du côlon. Les IRM (imagerie en 

résonance magnétique) peuvent être également utilisées.  

 

 

3. Classement de gravité de la RCH 

 
 
 

La stratégie de traitement des patients RCH est fonction du type et de la sévérité 

de la maladie. Les médecins utilisent le score Mayo pour évaluer la sévérité de la 

maladie. Ce score se divise en deux sous-scores (Pineton de Chambrun et al., 2010).  

 Le premier est le sous-score clinique. Il va évaluer la sévérité clinique avec une 

évaluation de la fréquence des selles, de la présence de sang dans les selles et de 

l’observation globale du médecin. Ces trois évaluations sont notées entre 0 et 3. Si le 

score final est inférieur à 2, la maladie est considérée inactive ; entre 2 et 4, la maladie 

est faible ; entre 5 et 6, elle est modérée et entre 7 et 9, la sévérité de la maladie est 

jugée sévère. 

Le deuxième sous-score va permettre d’évaluer la sévérité endoscopique. 

Comme les précédentes évaluations, elle varie entre 0 et 3. Un score de 0 signifie que 

l’intestin est normal ou que la RCH est inactive ; un score de 1 : RCH légère (érythème, 

réduction du réseau vasculaire, légère friabilité) ; score de 2 : RCH modérée (érythème 

marqué, absence de réseau vasculaire, friabilité, érosions) ; score de 3 : RCH sévère 

(saignements spontanés, ulcérations). 

Par la suite, les deux sous-scores sont additionnés et les médecins ont un score 

final qui permet d’évaluer la sévérité globale de la maladie (score <2 : maladie inactive, 

entre 2 et 4 : faible, entre 5 et 10 : modérée et score >10 : sévère) et ainsi proposer 

un traitement adapté. 
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E. Traitements de la RCH 

 
 

Comme indiqué précédemment, il n’existe actuellement pas de traitement 

curatif pour la RCH. La plupart des médicaments sont prescrits afin d’atténuer la 

réaction inflammatoire, traiter les symptômes et diminuer les fréquences de rechutes. 

Le traitement mis en place est en fonction de la gravité de la maladie et doit être adapté 

à chaque patient. Les traitements différeront selon si le patient est en phase de 

rémission ou en poussée5.  

 

 

1. Les traitements anti-inflammatoires 

 

Les dérivés salycilés 

 
 

La mésalazine (5-aminosalycylate ou 5-ASA) et la sulfasalazine sont les 

traitements de première intention pour la RCH (Figure 4). L’action du 5-ASA est 

topique et ne passe pas par la voie systémique. Ces médicaments sont capables de 

contrôler les symptômes au cours d’une poussée. La mésalazine est également 

prescrite au long cours comme un traitement d’entretien afin de diminuer l’apparition 

de poussées. Le 5-ASA est prescrit pour les formes mineures et modérées de la RCH.  

Comme tout traitement, ces médicaments ont certains effets indésirables 

(nausées, vomissements, brûlures d’estomac, maux de tête) mais ceux-ci ne justifient 

pas un arrêt de traitement. La mésalazine sera préférée à la sulfasalazine car elle 

provoque moins d’effets indésirables. Ses médicaments sont disponibles sous 

différentes formes pharmaceutiques afin de convenir au mieux aux patients : 

comprimés, granulés, suppositoires et lavements. Certaines spécialités 

pharmaceutiques sont à délitement chrono-dépendant et indifférentes au pH 

(Pentasa®) et d’autres sont pH dépendante (Rowasa®) ou encore gastro-résistant 

(Fivasa®).  

                                              
5  guide_medecin_rch_web.pdf  
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Figure 4 : Représentation de la mésalazine et de la sulfasalazine. 

 

 

Les corticoïdes 

 
 

Les corticoïdes (prednisolone et méthylprednisolone) ne sont pas utilisés 

d’emblée (Figure 5). Ils sont généralement prescrits pour les formes sévères et 

uniquement quand les précédents traitements ne sont pas suffisamment efficaces. Ils 

réduisent l’inflammation avec plus de puissance et plus rapidement. Lorsqu’ils sont 

prescrits en cas de crises, ce n’est que pour une courte durée afin de pouvoir limiter 

les effets indésirables. En effet, cette classe de médicaments peut engendrer de 

nombreux effets indésirables : hypertension artérielle, trouble du sommeil et de 

l’humeur, risque accru d’infection, troubles digestifs, déminéralisation des os, troubles 

cutanés, perte de masse musculaire, prise de poids et gonflement du visage, troubles 

hormonaux. Ces traitements sont prescrits sous forme intra-veineuse, par voie orale 

ou encore par voie locale sous forme de lavement. Comme pour toute corticothérapie, 

l’arrêt du traitement doit se faire progressivement.  

Il peut exister une corticorésistance et/ou une corticodépendance. En effet, 

dans certains cas, les malades ne répondent pas aux corticoïdes. Il n'y a pas vraiment 

de dose pour définir cette corticorésistance mais elle apparaît le plus souvent pour des 

doses comprises entre 15 et 20 mg/jour. On parle de corticodépendance dans 2 

situations. Pour la première, le patient fait une rechute de la maladie lorsque les doses 

de corticoïdes sont diminuées. Pour la deuxième, une rechute est observée dans les 

30 jours après l’arrêt de la corticothérapie. 

 

L’ensemble de ces médicaments anti-inflammatoires nécessitent 

obligatoirement un suivi régulier des patients afin d’avoir une meilleure observance et 
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vérifier qu’ils supportent/tolèrent bien leur traitement. Ce type de traitement ne doit 

jamais être arrêté précipitamment.  

 

 
Figure 5 : Représentation de la prednisolone et de la méthylprednisolone. 

 

 

2. Les autres traitements 

 

Les immunomodulateurs 

 
 

Les immunosuppresseurs occupent aujourd'hui une place importante dans le 

traitement des MICI. Leur efficacité est comparable que ce soit pour la MC ou la RCH. 

On estime à près de 56%, le nombre de patients traités actuellement par ces 

molécules. Les immunosuppresseurs et les traitements anti-inflammatoires permettent 

de diminuer les manifestations extra-intestinales de la RCH. 

L'azathioprine (Imurel®) et la 6-mercaptopurine (Purinethol®) constituent un 

des traitements les plus efficaces pour prévenir les rechutes dans la RCH (Figure 6). 

Ces 2 molécules sont généralement prescrites pour les formes de RCH les plus 

évolutives et les plus difficiles à traiter (poussées fréquentes et/ou sévères), 

dépendantes ou résistantes aux corticoïdes. Il s'agit de molécules qui vont mettre 

beaucoup de temps à agir (3 à 6 mois) et avant de conclure à l'échec de ce type de 

traitement, le médecin s'assurera de l’observance du traitement durant 3 mois, à une 

posologie adaptée. 

L'azathioprine est prescrit à une posologie de 2 à 2,5 mg/kg/24h. La 6-

mercaptopurine, son métabolite actif est utilisé à une posologie moindre (1-1,5 

mg/kg/24h). Ces molécules peuvent être prescrites en monothérapie ou en association 
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avec une corticothérapie au début, en attendant que le traitement soit efficace. Ces 

médicaments vont viser les cellules en division à renouvellement rapide (dont les 

cellules du système immunitaire) et donc provoquer certains effets indésirables : 

troubles digestifs, chute de cheveux temporaire, augmentation des risques infectieux, 

toxicité rénale (entrainant une insuffisance rénale), hypertension artérielle. 

 

 

 
 

Figure 6 : Représentation des molécules d’azathioprine et de 6-mercaptopurine. 

 

Les biothérapies 

 
 

L’utilisation de biothérapies est envisagée chez les patients atteints de MICI, en 

cas d’échecs thérapeutiques des premières lignes de traitements. Parmi ces 

biothérapies, on retrouve les anti-TNF dont l’infliximab (Remicade®), l’adalimumab 

(Humira®) et le golimumab (Simponi®). Ils sont indiqués uniquement chez les patients 

qui n’ont pas répondu de façon correcte aux autres traitements dont la corticothérapie 

et les immunomodulateurs (Figure 7). Ils sont également envisagés si les traitements 

précédents sont mal tolérés ou contre-indiqués. Dans certains cas (hypercorticisme, 

maladie invalidante), il est possible d’éviter les thiopurines (du fait de leur temps 

d’efficacité) pour débuter les anti-TNF. Il faut cependant signaler que 20% des patients 

ne répondent pas à ce type de traitement et 30% d’autres patients ont un risque de 

perdre la réponse souhaitée (Ben-Horin, 2014; Ungar and Kopylov, 2016; Ungar et al., 

2014).  

  

En janvier 2015, le vedolizumab (Entyvio®), anticorps monoclonal humanisé 

anti-47, a obtenu l’AMM dans le traitement de la RCH mais également dans celui 

de la MC. Cet anticorps fait partie de la famille des anti-intégrines tout comme le 
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Natalizumab (Tysabri®). Ce traitement est proposé en cas d’échec thérapeutique avec 

les corticoïdes, les immunosuppresseurs et les anti-TNF. Les études ont montré que 

ce traitement induit une réponse clinique hautement significative, ainsi qu’une guérison 

des muqueuses chez les patients en échec thérapeutique en comparaison avec un 

placebo (phase 3 : GEMINI I) (Lam and Bressler, 2014). Cependant, aucune étude n’a 

encore montré la comparaison entre un traitement par vedolizumab et un traitement 

par anti-TNF. Ce traitement reste réservé à l’usage hospitalier et seuls les spécialistes 

en gastro-entérologie-hépatologie et médecine interne peuvent le prescrire. Il est 

souligné que le service médical rendu est insuffisant chez les patients naïfs de 

traitement anti-TNF mais il est important chez les patients en échec des corticoïdes, 

des immunomodulateurs et des anti-TNF. Chez les patients atteints de RCH modérée 

à sévère en échec thérapeutique, l’amélioration du service médicale rendu (ASMR) 

est considérée mineure (Commission de la transparence de l’HAS (Haute autorité de 

santé) concernant le vedolizumab, janvier 2015). 

 

 

 

Figure 7 : Proposition d’un algorithme de traitement pour les patients atteints de RCH (Danese 

et al., 2013). 

 

L’inhibiteur de JAK 

 

La dernière classe est représenté par les inhibiteurs de la JAK (Janus Kinase) 

1 et 3. La molécule clé est le Tofacitinib. Elle va agir sur la prolifération, l’activation et 

la fonction des lymphocytes en inhibant la voie de signalisation JAK-STAT (Danese et 
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al., 2016). La Food and Drug Administration (FDA) a déjà approuvé cette molécule 

pour la polyarthrite rhumatoïde. Les études cliniques de phase 2 sur la RCH ont montré 

des résultats très intéressants (Sandborn et al., 2012).  

Cette année, un ensemble de 3 études de phase 3 (appelés OCTAVE Induction 

1 et 2, OCTAVE Sustain) ont été publié. Il y avait 2 études qui observaient l’induction 

d’une rémission par le tofacitinib durant 8 semaines de traitement et 1 étude de 

thérapie de maintien d’une durée de 52 semaines. Les 3 études montrent que le taux 

de rémission de la maladie des patients ayant reçu le tofacitinib est significativement 

supérieur par rapport au groupe placebo (Sandborn et al., 2017). Cependant les effets 

indésirables sont plus présents dans les groupes ayant reçu le tofacitinib par rapport 

aux groupes placebo. Il est répertorié comme effets indésirables : une augmentation 

des lipoprotéines HDL et LDL cholestérol, une augmentation des infections et 

l’apparition de zona (Sandborn et al., 2017). 

 

 

Les traitements contre-indiqués 

 
 

Lors de la prise en charge thérapeutique d’un patient atteint de RCH, il est 

important de vérifier et de retirer tout médicament pouvant être néfaste pour le patient. 

Parmi ces médicaments, il est important de contre indiquer la classe des anti-

diarrhéiques. En effet, le risque de mégacôlon toxique est accru avec ces 

médicaments. Une autre classe à éviter est la classe des anti-douleurs et en particulier 

des anti-inflammatoires non stéroïdiens, capables d’aggraver les symptômes de la 

RCH. 

 Il est donc important pour le patient de demander l’avis à son médecin ou son 

pharmacien avant l’introduction d’un nouveau médicament6. 

 

 

                                              
6 www.orpha.net 
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Traitements chirurgicaux 

 
 

Les traitements chirurgicaux sont envisagés en cas d’échec thérapeutique. 

Généralement, les personnes ayant recours à une intervention sont des patients 

atteints de formes sévères de RCH, de formes chroniques invalidantes ou en cas de 

complications sévères, citées précédemment. Ce ne sont pas loin d’un tiers des 

patients atteints de RCH qui ont recourt à la chirurgie. Cependant, ces interventions 

chirurgicales ne sont pas forcément adaptées à l’ensemble des individus. Il est 

demandé aux patients d’être parfaitement informés de ces chirurgies et des 

discussions doivent être entreprises avec tout le corps médical afin d’avoir un meilleur 

déroulement post-opératoire. 

 

Il existe deux types d’intervention : 

- La colectomie : suppression du côlon uniquement. L’intestin grêle est alors 

raccordé au rectum pour rétablir un transit intestinal normal. On parle d’anastomose 

iléo-rectale (Figure 8). Cette intervention sera préférée à la suivante pour les patients  

âgés ayant un problème de fonctionnement sphinctérienne, en cas de doute de MC 

ou encore les femmes en âges de procréer et désirant une grossesse (Mège et al., 

2016). 

 

 
Figure 8: Représentation d’une colectomie totale avec anastomose iléorectale. Société 

Nationale Française de Gastro-Entérologie. 

 
 

 

 



 

 37 

- La coloproctectomie : suppression de la totalité des lésions. Le rectum et le 

côlon sont enlevés. Les patients ont ensuite une anastomose iléo-anale avec réservoir. 

Cette récente technique permet de reconstruire un réservoir, qui remplace le rectum, 

avec une partie de l’intestin grêle (Figure 9). Si le fait d’enlever la totalité du côlon 

supprime la pathologie, il existe malgré tout un risque d’inflammation du réservoir 

(pochite). Mais ce risque reste faible. L'anastomose iléo-anale avec réservoir en J est 

l'intervention de référence dans la RCH car elle permet d'arriver au double objectif de 

guérison de la maladie par ablation de la totalité de la muqueuse potentiellement 

malade, et de conservation de la fonction sphinctérienne. Pour cette raison, elle est 

faite (en 2 ou 3 temps opératoires) dans près 80 à 90% des RCH opérées (Mège et 

al., 2016). 

 

 
Figure 9: Représentation d’une coloproctectomie totale avec réservoir iléal en J et anastomose 

iléoanale. Société Nationale Française de Gastro-Entérologie 

 
 

Il est parfois nécessaire de recourir à une iléostomie de protection qui permettra 

l’évacuation des selles afin d’éviter le passage de ces dernières au niveau de 

l’anastomose, permettant ainsi une bonne cicatrisation. 

 

L’alimentation 

 
 

L’influence de l’alimentation au cours d’une RCH est un sujet encore très 

discuté (Marion-Letellier et al., 2016). Un régime « sans résidu » est conseillé en cas 

de poussée, afin de diminuer le nombre et le volume des selles. Ce régime diminue 

l’apport de fibres végétales ou animales. En dehors de poussée, le patient revient à 
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une alimentation normale. Il est conseillé de consommer du poisson vivant en eau 

froide (riche en acide gras de la famille des oméga-3 aux propriétés anti-

inflammatoires). L’alcool et le café sont déconseillés au moment des poussées (Kaplan 

and Ng, 2017). 

 

Traitement à l’étude : la transplantation de 

microbiote fécal 

 
 

La transplantation de microbiote fécal (TMF) est un traitement reconnu pour  

son efficacité contre les infections à Clostridium difficile multirésistant (Khoruts and 

Sadowsky, 2016). De nombreuses études sont actuellement en cours afin de 

déterminer l’efficacité et l’innocuité d’un tel traitement pour des patients atteint de MICI 

et plus particulièrement de RCH (Pigneur and Sokol, 2016). Il en ressort que la TMF 

permet une réponse clinique dans environ 2/3 des cas (65%) et une rémission clinique 

dans 40 % des cas. Il est également noté une augmentation de la richesse et de la 

diversification de la flore intestinale du patient avec parfois un changement de cette 

flore (Figure 10). Malgré quelques effets indésirables, ce nouveau type de traitement 

pourrait être à l’avenir utilisé comme un traitement de référence pour alterner ou 

remplacer les traitements médicamenteux (Laszlo et al., 2016; Shi et al., 2016).  
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Figure 10 : Mécanismes d’action de la transplantation fécale chez les patients RCH 

(Scaldaferri et al., 2016). 

 
 

3. Éducation thérapeutique 

 
 

L’éducation thérapeutique doit être proposée aux patients atteints de MICI. Le 

pharmacien tient un rôle prépondérant dans cette éducation au même titre que ses 

confrères du corps médical. Cette éducation va permettre aux patients de mieux vivre 

via l’acquisition et le maintien de ses connaissances autour de sa maladie afin de 

mieux gérer sa vie. Ils vont participer activement à leur prise en charge. Ainsi les 
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patients participent à l’amélioration de leurs qualités de vie et à celles de leurs proches. 

Ils seront informés de sa maladie mais également des traitements prescrits et des 

effets indésirables possibles, des conséquences et des risques d’aggravations et de 

la façon de faire face aux périodes de poussées. L’accent sera aussi mis sur l’hygiène 

de vie et la nouvelle organisation de vie des patients. 

Cette éducation thérapeutique a clairement pour but d’aider au mieux les 

patients à comprendre leur maladie, l’accepter et surtout à pouvoir mettre en évidence 

de possibles troubles ou signes et savoir les décrire à leur médecin ou leur 

pharmacien7. 

 

4. Soutien psychologique 

 
 

La RCH reste une maladie grave de par son imprévisibilité, sa chronicité et ses 

risques de complications. L’ensemble peut engendrer chez les patients atteints de 

RCH un stress et une angoisse, deux facteurs reconnus pour déclencher des 

poussées. Un soutien psychologique est donc proposé pour ces patients, afin de 

maitriser ces situations de stress, de paniques ou encore d’éviter un isolement social 

et psychologique. Ces périodes d’angoisse ne doivent jamais être sous-estimées par 

le corps médical ou l’entourage du patient. Ce soutien psychologique peut également 

être proposé au conjoint du patient. Il est également proposé en vu de traitements 

chirurgicaux8.  

  

                                              
7 guide_patient_rch_ald24_1dec.pdf 
8 www.orpha.net 
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L’homéostasie intestinale 
 
 
 

L’homéostasie vient du grec hómoios, « similaire » et stásis, « stabilité ». 

L’homéostasie est donc une notion d’équilibre. Ici, dans le tractus digestif et plus 

particulièrement dans l’intestin, un équilibre est nécessaire entre notre tractus digestif 

et le microbiote qui le colonise. 

 
 

Le Microbiote intestinale 
 

 

Le tractus gastro-intestinal humain est l’une des plus grandes surfaces entre 

l’hôte et l’environnement. De plus, pour une durée de vie moyenne, l’être humain 

consommera environ 60 tonnes de nourriture, accompagnées d’une quantité très 

importante de microorganismes qui sera une menace pour l’intégrité intestinale.  

L’ensemble des microorganismes (bactéries, virus, parasites, champignons) qui 

colonise le tractus digestif est appelé « microbiote intestinal ». Ce dernier est estimé à 

1014 bactéries et représente 10 fois la totalité des cellules qui composent un humain. 

Cependant, une étude a récemment revu à la baisse ce ratio et montre qu’il serait 

finalement de 1:1 (Sender et al., 2016). Ce microbiote offre de nombreux avantages à 

notre organisme. Il permet de renforcer l’intégrité de l’épithélium intestinal (Natividad 

and Verdu, 2013), de récolter de l’énergie (den Besten et al., 2013), de protéger des 

pathogènes (Bäumler and Sperandio, 2016) et de réguler l’immunité de l’hôte 

(Gensollen et al., 2016). Très longtemps négligé, il est maintenant considéré par 

certains comme un organe à part entière.  

Lorsque ce microbiote est déstabilisé, on parle de dysbiose. Il est fréquemment 

montré que cet état de dysbiose est observé dans les maladies inflammatoires au 

niveau du tractus digestif (Chang and Lin, 2016; Schroeder and Bäckhed, 2016). 
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I. Technique d’analyse du microbiote intestinal. 

 

 

Il y a encore une dizaine d’années, les connaissances du microbiote fécal 

étaient pauvres, probablement dues à l’absence de techniques et d’outils adéquats. 

La plupart des découvertes de nouvelles espèces se faisait par des méthodes basées 

sur la culture en boîtes (Moore and Holdeman, 1974). Elle a permis d’identifier près de 

500 espèces bactériennes dans l’intestin humain. Malheureusement, cette technique 

est insuffisante. En effet, 60 à 80% des micro-organismes intestinaux ne sont pas 

cultivables in vitro (Dave et al., 2012).  

L’analyse de l’ARN ribosomal et plus particulièrement de la sous-unité 16S de 

l’ARN ribosomal (ARNr 16S) a permis de caractériser les espèces bactériennes et de 

mettre en place la taxonomie bactérienne (Cole et al., 2007; Young and Schmidt, 2004) 

(Figure 11). L’ARNr 16S est présent chez les bactéries de manière ubiquitaire et 

présente une structure primaire mosaïque avec des régions conservées qui est 

commune à toutes les bactéries (Domaine Bacteria). On retrouve ensuite des régions 

variables qui permettent de classer les bactéries par groupe et des régions 

hypervariables qui sont spécifiques d’une espèce (Young and Schmidt, 2004). 

Cependant cette technique ne permet pas d’avoir d’information sur la physiologie 

bactérienne (DeLong and Pace, 2001). 

Une dernière approche sur la composition des bactéries a été mise en place il 

y a maintenant quelques années. Il s’agit du séquençage complet du génome 

bactérien (Rondon et al., 2000) (Figure 11). A la différence de la technique de l’ARN 

16S où environ 800 paires de bases étaient clonées et analysées, ici, l’ensemble du 

génome bactérien est séquencé et comparé avec des gènes précédemment 

caractérisés (DeLong and Pace, 2001). Cela permet donc mettre en évidence les 

capacités des bactéries isolées. Cette technique a permis, en plus d’identifier des 

espèces bactériennes rares, de découvrir les fonctions métaboliques ou biologiques 

des espèces constituant le microbiote (Bik et al., 2006). 
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Figure 11 : Analyses et informations permettant de déterminer la composition bactérienne du 

microbiote : Analyse de la sous-unité 16S de l’ARN ribosomal ou amplification du génome 

complet des bactéries. (Dave et al., 2012). 

 
 

II. Développement du microbiote 

 

 

Le développement du microbiote commence dès la naissance. Le tractus 

digestif est très rapidement colonisé. Cependant, ce dogme est contesté par quelques 

études qui démontrent que des microorganismes ont été détectés dans les tissus de 

l’utérus et dans le placenta (Aagaard et al., 2012; Rodríguez et al., 2015). Le 

microbiote semble aussi être affecté selon le mode d’accouchement lors de la 

naissance. En effet, les enfants nés par voie basse, ont, les premiers jours de leur vie, 

une population importante de lactobacilles au niveau de leur microbiote, reflet de la 

forte présence des lactobacilles de la flore vaginale (Aagaard et al., 2012; Avershina 

et al., 2014). Au contraire, les enfants nés par césarienne ont une flore pauvre en 

bacterioïdes et leur colonisation semble retardée alors que des bactéries anaérobies 

facultatives, comme les Clostridium, sont plus enclins à coloniser ces enfants 

(Jakobsson et al., 2014; Salminen et al., 2004).   
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Le développement de ce microbiote évoluera durant l’enfance et l’adolescence 

et finira par se stabiliser à l’âge adulte. Ce développement sera perturbé tout au long 

de la vie par des événements aléatoires comme les changements alimentaires, les 

maladies ou encore la prise d’antibiotiques (Dethlefsen and Relman, 2011; Koenig et 

al., 2011; Rodríguez et al., 2015). Passer les 65 ans, la population bactérienne peut 

évoluer (Claesson et al., 2011) et la diversification diminuer (Biagi et al., 2010). 

 

 

III. Composition et biogéographie du microbiote 

 

 

Les propriétés physiologiques du tractus digestif vont avoir un impact sur la 

composition du microbiote (Macpherson and McCoy, 2013). Pour illustrer ce propos : 

l’intestin grêle est un endroit acide, on y retrouve de l’oxygène, des peptides 

antimicrobiens et le transit est rapide. C’est donc un endroit défavorable pour la 

croissance microbienne, excepté pour les bactéries anaérobies facultatives, avec une 

croissance rapide et une capacité de fixation à la muqueuse (Donaldson et al., 2016). 

On retrouve une forte proportion de Firmicutes (plus de 50%), des Bacteroidetes, des 

Acinetobacteria, des Fusobacteria et Pretobacteria (Figure 12).  

En revanche, au niveau du côlon, le lieu est plus propice aux développements 

microbiens avec très peu d’oxygène et une concentration élevée en hydrates de 

carbones complexes non digérés. Ceci va permettre une communauté bactérienne 

riche et dense, dominé par les anaérobies (Donaldson et al., 2016; Gu et al., 2013) 

(Figure 12). La composition du microbiote fécal (dans la lumière intestinale) est 

significativement différente du microbiote présent au niveau de la muqueuse 

intestinale (Eckburg et al., 2005; Lavelle et al., 2015). En effet, les Bacteroidetes sont 

plus représentées dans les échantillons de la lumière intestinale alors que ce sont les 

Firmicutes qui sont plus présents au niveau du mucus (Abbeele et al., 2013; Eckburg 

et al., 2005). 
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Figure 12 : Les phyla dominant dans diverses localisations du tractus digestif de l’homme 

(Dave et al., 2012). 

 
 

IV. Facteurs importants pour le microbiote 

 

 

Les bactéries qui constituent le microbiote sont soumises à des exigences pour 

vivre dans l’intestin. Elles doivent s’adapter à la présence de divers produits 

biochimiques, la présence d’autres espèces bactériennes, la génération d’énergie par 

fermentation ou par réduction des sulfates de glucides. Les bactéries présentes dans 

l’intestin sont donc limitées par leur traits phénotypiques (Ley et al., 2006). On retrouve 

des facteurs extérieurs (nourriture, traitement, pollution) et des facteurs intérieurs 

(système immunitaire, mucus, etc). Comme vu précédemment, l’âge est également un 

facteur important pour la composition du microbiote. 
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Un des facteurs extérieurs influençant le microbiote est la nourriture. En effet, 

la composition de notre nourriture peut conditionner à une variation de notre microbiote 

(Kaplan and Ng, 2017). Tout régime alimentaire exerce un effet important sur le 

microbiote intestinal (Donaldson et al., 2016). Un régime extrême à « bases 

animales » ou à « bases végétales » entraîne d’importantes modifications (David et 

al., 2014). Les méthodes d’alimentation peuvent influencer la croissance de certaines 

bactéries. L’un des meilleurs exemples reste celui de l’allaitement maternel. Les 

oligosaccharides fucosylés sont abondants dans le lait humain et sont utilisés par les 

Bifidobacterium et plusieurs espèces de Bacteroides. Ces populations bactériennes 

se développent donc plus au détriment d’autres comme Escherichia coli ou Costridium 

perfringens (Marcobal et al., 2011; Yu et al., 2013). Les différentes études montrent 

que les enfants nourris au sein ont une population de Bifidobacterium plus importante 

que les enfants nourris aux laits artificiels. Ces derniers ont une flore intestinale plus 

diversifiée avec la présence d’Escherichia coli, Clostridium difficile, Lactobacilles, 

Bacteroides fragilis (Bezirtzoglou et al., 2011; Favier et al., 2002; Marcobal et al., 2011; 

Penders et al., 2006; Yu et al., 2013). La sous-alimentation chez le nouveau-né 

provoque un microbiote immature et dysbiotique avec une augmentation des 

Enterobacteriaceae (Kau et al., 2015). 

 

Les traitements antibiotiques constituent un autre facteur extérieur. Ces 

traitements peuvent perturbés le microbiote à court et long terme en altérant sa 

diversité (Dethlefsen and Relman, 2011; Jakobsson et al., 2010; Jernberg et al., 2007). 

Les autres facteurs extérieurs sont divers, on peut retrouver le tabagisme, la 

chirurgie digestive, la dépression ou encore le mode de vie (urbain ou campagne) 

(Biedermann et al., 2013; Jiang et al., 2015; Rodríguez et al., 2015; Tyakht et al., 

2013). 

 

Notre muqueuse intestinale est également un important facteur pour le 

microbiote intestinal. En effet, elle joue différents rôles de barrières qui sont cruciaux 

pour le maintien de l’homéostasie. Elle a tout d’abord un rôle de barrière « physique » 

dynamique. Elle est capable de sécréter du mucus, associé à des sécrétions 

d’immunoglobulines A (IgA) et de peptides antimicrobiens pour combattre les bactéries 

pathogènes ou limiter le développement des bactéries commensales (Jandhyala et al., 

2015; Mathias et al., 2014). Elles jouent également le rôle de barrière immunologique. 
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En effet, les cellules épithéliales intestinales vont interagir avec les cellules du système 

immunitaire pour maintenir l’homéostasie et combattre les agents pathogènes (Figure 

16 page 54).  

 

 

V. Rôle du microbiote chez l’individu sain 

 

 

Le microbiote joue un rôle crucial pour le bon fonctionnement du système 

immunitaire intestinal et le développement de la muqueuse intestinale. Des souris 

axéniques (stériles, sans microbiote) ont montré d’importantes carences dans divers 

types cellulaires immunitaires (dont les cellules lymphoïdes) (Mazmanian et al., 2005). 

 

 Ce microbiote va permettre, via ses composants structuraux et ses métabolites, 

la stimulation de la muqueuse intestinale à produire des composés antimicrobiens dont 

les peptides antimicrobiens (Antimicrobial peptides = AMP) (Hooper and Macpherson, 

2010). Le microbiote peut également stimuler la sécrétion d’IgA muqueuses.  

 

 

 

Figure 13 : Principales fonctions du microbiote vis-à-vis de l’hôte9. 

 

                                              
9 Chapitre 13 : Microbiote et immunité intestinale. Les fondamentaux de la pathologie 

digestive. © CDU-HDE/Editions Elesevier-Masson – Octobre 2014 
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Le microbiote intestinal agit activement dans de nombreuses fonctions 

métaboliques comme par exemple l’apport de glucides, la synthèse de vitamines 

essentielles (B12 et K), la fermentation de résidus alimentaires non digérés, la 

différentiation et la prolifération cellulaire (LeBlanc et al., 2013; Martens et al., 2002) 

(Figure 13).  

Ainsi, le microbiote va synthétiser le butyrate (acide gras à chaine courte) 

reconnu pour avoir des propriétés anti-inflammatoires et anti-cancéreuses (Lin and 

Zhang, 2017; Morrison and Preston, 2016) (Figure 14). Il s’agit d’une source 

énergétique importante pour les colonocytes. Il permet également d’atténuer la 

translocation bactérienne et améliore la fonction de barrière intestinale via son action 

sur les jonctions serrées (Morrison and Preston, 2016). Une altération du métabolisme 

bactérien pourrait être une cause du développement de maladies métaboliques telle 

que l’obésité ou le diabète de type 2 (Palau-Rodriguez et al., 2015). 

 

 

 

Figure 14 : Synthèse de butyrate par le microbiote à partir de SCFA (Short-chain fatty acid= 

acid gras à chaine courte) : source d’énergie pour les colonocytes (Blander et al., 2017). 
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VI. Modification du microbiote chez les patients atteints 
de MICI 

 

De nombreuses études sur la modification du microbiote chez les patients 

atteints de MICI ont recherché d’un part la présence de possibles micro-organismes 

pathogènes et d’autre part de changements globaux de la composition du microbiote 

(Ni et al., 2017).  

 

Dans le règne bactérien, le phylum Firmicutes et spécifiquement 

Faecalibacterium prausnitzii est souvent réduit dans les selles des patients atteints de 

la MC. À l'inverse, les membres du phylum Proteobacteria, tels que 

Enterobacteriaceae (Baumgart et al., 2007; Seksik et al., 2003) y compris Escherichia 

coli (Frank et al., 2007; Mangin et al., 2004; Sartor, 2008), sont généralement 

augmentés chez les patients atteints de MICI par rapport aux personnes en bonne 

santé. De plus, certaines souches d’Escherichia coli dite « adhéro-invasive » (AIEC) 

ont été caractérisées et isolées au niveau de la muqueuse iléale de patients atteints 

de la MC (Darfeuille-Michaud et al., 1998). Elles sont considérées comme pathogènes 

via leur capacité à se répliquer dans les  cellule épithéliales intestinales (CEI) in vitro 

(Boudeau et al., 1999).  

 

Les analyses métagénomiques des particules virales isolées des matières 

fécales montrent un virome intestinal principalement composé de bactériophages 

(Breitbart et al., 2003; Reyes et al., 2010).  Des études ont montré des changements 

de composition du virome intestinal dans les MICI et plus précisément au cours de la 

MC. En effet, une augmentation des « Caudovirales » est observée. Cette expansion 

des Caudovirales est associée à une réduction de la diversité bactérienne (Minot et 

al., 2011; Wagner et al., 2013). 

 

Enfin au niveau du mycobiome, il est observé quelques modifications. Les 

séquences fongiques sont identifiées par des méthodes indépendantes de la culture : 

l’amplification par PCR de la petite sous-unité ribosomale 18S (Findley et al., 2013; 

Underhill and Iliev, 2014). Une étude sur les adultes atteints de MICI a montré des 

différences dans l'abondance relative de champignons spécifiques entre les patients 
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atteints d'une MICI et les témoins sains (Sokol et al., 2017). Plus précisément, la 

dysbiose fongique dans la MICI est associée à une augmentation du ratio 

Basidiomycota/Ascomycota, une diminution de la proportion de Saccharomyces 

cerevisiae et une augmentation de l'abondance de Candida albicans. Cette étude 

suggère en outre que l'environnement inflammatoire de la MC favorise l'expansion des 

champignons sur les bactéries.  

 

En conclusion, une hypothèse suggère que la dysbiose dans les MICI pourrait, 

dans une large mesure, refléter la réponse d'une communauté microbienne complexe 

au stress environnemental de l'inflammation intestinale (Ni et al., 2017). 
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La cellule épithéliale intestinale 
 
 

I. La muqueuse intestinale 

 
 

L’intestin est constitué de 4 couches ou tuniques : la muqueuse, la sous-

muqueuse, la musculeuse et la séreuse (Figure 15). La muqueuse intestinale est la 

couche en contact avec la lumière intestinale. Elle est constituée de 2 parties : une 

monocouche de cellules épithéliales intestinales et d’un tissu conjonctif appelé chorion 

ou lamina propria. C’est au niveau de celui-ci qu’est retrouvé l’ensemble du système 

immunitaire intestinal.  

La muqueuse intestinale est une zone très importante d’échange entre le 

microbiote et les cellules immunitaires. Les antigènes constamment présents de la 

flore commensale et des aliments, sont normalement tolérés. Les antigènes 

pathogènes présents provoquent une réaction différente du système immunitaire. Les 

cellules immunitaires doivent être capables « d’accepter/tolérer » les antigènes 

commensaux et de l’alimentation tout en combattant les antigènes pathogènes. 

L’équilibre entre la flore commensale intestinale et la muqueuse intestinale constitue 

ce contexte d’« homéostasie intestinale » (Mowat, 2003). Cette homéostasie est 

rendue possible grâce à la communication qui existe entre le microbiote et la 

muqueuse. L’un des acteurs essentiels à cette communication est la CEI (Goto and 

Ivanov, 2013). 
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Figure 15 : Représentation d’une coupe transversale des différentes couches constituant le 

tractus digestif 10.  

 
 

II. La cellule épithéliale intestinale 

 
 

L’épithélium intestinale est le plus grand du corps humain (environ 300 m2 de 

surface). Il est constitué d’une monocouche de cellules organisées en cryptes et 

villosités (Figure 16). Ces cellules ont la capacité d’être polarisées. Elles présentent 

un pôle basal, en contact avec la lamina propria et un pôle apical en contact avec les 

différents éléments de la lumière intestinale. Les CEI sont continuellement 

renouvelées avec les cellules souches intestinales pluripontentes présentes au niveau 

des cryptes intestinales (Crosnier et al., 2006; van der Flier and Clevers, 2009) (Figure 

16). L’ensemble de l’épithélium est remplacé tous les 4-5 jours chez l’homme, ce qui 

correspond à la production d’environ 10 milliards de cellules nouvelles par jour11. 

L’épithélium intestinal est principalement constitué d’entérocytes absorbants 

nécessaires pour la fonction digestive. D’autres types cellulaires sont présents comme 

les cellules caliciformes, les cellules de Paneth, les cellules enteroendocrines (Figure 

                                              
10 http://amar-constantine.e-monsite.com 
11https://www.medecinesciences.org 
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16). Les cellules caliciformes et les cellules de Paneth vont sécréter des mucines (qui 

constituent le mucus) et des AMP (Gallo and Hooper, 2012; Kim and Ho, 2010). Enfin, 

des plaques de Peyer sont également présentes au niveau de l’intestin grêle. Elles 

sont composées de cellules épithéliales spécialisées, appelées cellules M (microfold) 

et de nombreux follicules lymphoïdes contenant des lymphocytes B, T et des cellules 

dendritiques. Les cellules M sont capables d’absorber des antigènes ou des micro-

organismes de la lumière intestinale. Ces derniers migrent au pôle basal par 

translocation et sont présentés directement aux cellules immunitaires des follicules 

lymphoïdes (Mabbott et al., 2013). 

 

Dans le contexte de l’homéostasie intestinale, la CEI va être capable de 

reconnaître au niveau apical les micro-organismes et d’adapter sa réponse en fonction 

de la situation. Elle protège son hôte de l’exposition continue du microbiote et agit en 

cas d’infection. Ainsi, la CEI est considérée comme une cellule immunitaire et est 

indispensable à l’immunité intestinale. Elle joue son rôle au niveau de la composante 

innée avec les cellules présentatrices d’antigène mais également au niveau de la 

composante adaptative avec une action sur les lymphocytes de la muqueuse 

(Okumura and Takeda, 2017).  

Le rôle de la CEI est donc complexe. En effet, elle doit être capable d’absorber 

les nutriments présents dans la lumière intestinale, tout en étant une barrière physique 

aux micro-organismes. Cette dernière est optimale grâce à 2 éléments : la couche de 

mucus et les jonctions serrées. Le mucus constitue la première ligne de défense. 

L’épaisseur du mucus varie en fonction de la localisation intestinale. Elle est 

importante dans l’iléon et maximale dans le colon (Okumura and Takeda, 2016). Les 

jonctions serrées sont des jonctions étanches entre les CEI empêchant la diffusion de 

microorganismes et de molécules (Okumura and Takeda, 2017). 
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Figure 16 : Les cellules intestinales épithéliales forment une barrière physique et chimique 

pour maintenir l’homéostasie intestinale entre le microbiote et le système immunitaire 

(Peterson and Artis, 2014).  

 
 

A. Les récepteurs de l’immunité innée 

 
 

Les CEI reconnaissent les motifs associés aux pathogènes (Pathogen 

Associated Molecular Pattern ou PAMPs) (Ren et al., 2001). Il s’agit de motifs 

moléculaires que les micro-organismes expriment et qui leur sont propres. Parmi ces 

PAMPs, on retrouve le lipopolysaccharide (LPS) retrouvé chez les bactéries Gram 

négatif, l’ARN double brin présent dans les virus à ARN ou encore la flagelline des 

bactéries flagellées. Cette reconnaissance se fait à l’aide des récepteurs de l’immunité 

innée appelés « Pattern Recognition Receptor » (PRR) (Lavelle et al., 2010). Ce sont 

des capteurs dynamiques de l’environnement microbien. Ils participent activement à 

la modulation de la réponse des cellules immunitaires de la muqueuse.  

 

Ces PPRs regroupent les Toll-like receptors (TLR) (Abreu, 2010), les NOD-like 

receptors (NLR) (Chen and Núñez, 2011; Elinav et al., 2013), les C-type lectin-like 

receptors (CLR) et les RIG-I-like receptors (RLR) (Broquet et al., 2011; Li et al., 2011c).  
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Les TLR sont des récepteurs transmembranaires, présents au niveau de la 

membrane cellulaire ou au niveau des endosomes (Figure 17). Ces récepteurs sont 

capables de reconnaître de nombreux PAMPs bactériens, viraux, fongiques ou encore 

parasitaires. Il existe 10 récepteurs TLR chez l’homme (Cario, 2010). Les TLR jouent 

un rôle indispensable dans la reconnaissance de microorganismes. Le signal émis par 

ces récepteurs va permettre d’induire l’expression de « protéines cytoprotectrices de 

choc thermique » (Brandl et al., 2010; Rakoff-Nahoum et al., 2004), de TFF3 (Trefoil 

Factor 3) (Podolsky et al., 2009), et améliorer l’intégrité des jonctions serrées (Cario 

et al., 2004).  

Les récepteurs NLR sont des récepteurs intracellulaires. Il en existe plus de 20 

chez l’homme. On y retrouve par exemple NOD 1 et NOD 2. Le rôle principal va être 

de détecter des PAMPs cytoplasmiques et des signaux de danger (Elinav et al., 2013). 

Les récepteurs RLR sont une petite famille de 3 récepteurs cytoplasmiques. Ils 

vont reconnaitre les ARN viraux (Broquet et al., 2011). 

Enfin, les CLR sont une famille de récepteurs membranaires détectant les 

motifs hydrocarbonés de sucres. Ce type de motifs est principalement présent sur les 

parois fongiques (Li et al., 2011c). 

 

La fixation de motifs microbiens sur des PRRs, entraînent une réponse pro-

inflammatoire. Les voies de signalisation MyD 88 et NF-B interviennent dans cette 

réponse inflammatoire. Elles vont être au centre de la synthèse du mucus, des AMP 

ou du TFF3 mais également de la synthèse de l’acide rétinoïque et de cytokines (TSLP 

(Thymic Stromal Lymphopoietin), APRIL (A proliferation-inducing ligand), BAFF (B 

cell-activating factor)) (Figure 17). 

 Au niveau des CEI, les PRRs vont agir pour maintenir l’homéostasie intestinale. 

Les CEI doivent maintenir un état de réactivité altérée (Peterson and Artis, 2014). Il 

existe dans les CEI une régulation spéciale sur les voies des PRR pour maintenir une 

réponse altérée ou diminuée aux stimuli du microbiote (Lotz et al., 2006; Otte et al., 

2004). Pour cela, la CEI exprime des régulateurs négatifs des voies de signalisation 

inflammatoire dont IRAK-1, Tollip (Toll-interacting Protein) ou SIGIRR (single 

immunoglobulin IL-1 receptor-related) (Chassin et al., 2010; Otte et al., 2004; 

Vereecke et al., 2010; Xiao et al., 2007). Chez la souris, des perturbations de ces voies 
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de régulations exacerbent la réponse inflammatoire (Guma et al., 2011; Vereecke et 

al., 2010; Vlantis et al., 2011; Xiao et al., 2007).  

Enfin, les ROS (reactive oxygen species), produits par les CEI en réponse aux 

micro-organismes commensaux ou pathogènes, vont intervenir dans l’homéostasie. 

En effet, ce sont des espèces chimiques oxygénées (radicaux libres, ions oxygénés) 

qui sont capable d’atténuer la voie NF-B (Nuclear Factor-kappa B) (Kumar et al., 

2004; Neish et al., 2000) (Figure 17) mais également d’inactiver des phosphatases et 

d’agir sur la migration cellulaire et l’adhésion focales entre CEI (Leoni et al., 2013; 

Swanson et al., 2011). 

 

 

Figure 17 : Reconnaissance du microbiote intestinale par la CEI, voie de signalisation et 

réponse de la CEI (Peterson and Artis, 2014). 

 

La CEI possède donc tout un ensemble de récepteurs capable de reconnaître 

les motifs microbiens. L’activation de ces PPRs va induire une cascade de réactions 

dans la CEI. Cela va conduire à l’activation ou la modulation d’une réponse 
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immunitaire innée mais également adaptative. Ces deux réponses se font au niveau 

apical et basal de la CEI.  

 

 

B. Réponse au niveau apicale 

 

 

La sécrétion de mucines glycosylées par les cellules caliciformes constitue la 

première barrière physique contre les micro-organismes. Ces mucines déterminent les 

propriétés rhéologiques du mucus : élasticité, viscosité, filance et adhérence. La 

mucine la plus abondante est MUC 2. Elle joue un rôle essentiel dans l’organisation 

du mucus (Johansson et al., 2008). L’importance de cette protéine est clairement 

soulignée dans un modèle de souris déficiente en MUC 2 où il est observé un 

développement de colite spontanée (Van der Sluis et al., 2006; Velcich et al., 2002). 

Les cellules caliciformes vont également synthétiser et sécréter des molécules 

qui interviennent dans la formation du mucus. Parmi ces molécules, on retrouve 

RELM (Resistin-like molecule-) qui va induire la sécrétion de MUC 2 et inhiber le 

chimiotaxisme parasitaire (Artis et al., 2004; Nair et al., 2008) et TFF3 qui permet de 

structurer le mucus avec des liaisons entre les mucines. De plus, TFF3 induit la 

réparation et la migration cellulaire et l’inhibition de l’apoptose des cellules épithéliales 

(Dignass et al., 1994; Taupin et al., 2000). 

 

La sécrétion de peptides antimicrobiens par les CEI renforce cette fonction de 

barrière physique. Les entérocytes de l’intestin grêle ou du côlon sont capables de 

produire des AMP avec une variabilité régionale. Ils produisent des lectines de type C 

(dont REGIII : regenerating islet-derived protein III, qui ont pour cible le 

peptidoglycane de la paroi des bactéries gram positif. Les cellules de Paneth sécrètent 

d’autres types d’AMP comme les défensines, les cathelicidines ou le lysozyme dans 

les cryptes de l’intestin grêle (Bevins and Salzman, 2011; Gallo and Hooper, 2012). 

Ces derniers agissent en formant des pores au niveau de la paroi bactérienne (Gallo 

and Hooper, 2012; Mukherjee et al., 2014). Cette fonction anti-bactérienne permet une 

régulation des micro-organismes commensaux et pathogènes. 
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La libération des AMP dans le mucus conduit à une activité antimicrobienne 

concentrée à la surface de la muqueuse et va limiter la quantité et la diversité des 

micro-organismes au contact de cette dernière (Meyer-Hoffert et al., 2008). L’action 

« microbiocide » des AMP va permettre aux PRRs des CEI de reconnaître les motifs 

microbiens sans que les micro-organismes soient présents à la surface des CEI. 

 

Lors de la réponse adaptative, la CEI va être capable de stimuler et activer les 

lymphocytes B en sécrétant des composés tels que BAFF ou APRIL (He et al., 2007; 

Xu et al., 2007). Les lymphocytes B vont se différencier en plasmocytes et libérer des 

immunoglobulines de type A (IgA) sécrétoires. Ces IgA ont la particularité d’être sous 

la forme de dimères. Ces dimères sont constitués de 2 IgA et d’une pièce de jonction 

J synthétisée par les CEI. Les dimères se forment lorsque les IgA traversent les CEI 

par transcytose. Ils sont sécrétés au niveau apical, captent les antigènes et empêchent 

leur entrée dans la muqueuse (Johansen and Kaetzel, 2011).  

 

 

C. Réponse basale 

 

 

La CEI a la capacité de sécréter également des cytokines et des chimiokines 

au niveau basal et ainsi réguler les fonctions des cellules immunitaires de la muqueuse 

intestinale (Goto and Ivanov, 2013). Cette capacité va permettre d’orienter la 

différenciation des cellules dendritiques de la muqueuse intestinale vers un phénotype 

tolérogène (Iliev et al., 2009a; Rimoldi et al., 2005a, 2005b). Parmi les différentes 

molécules sécrétées qui orientent ce phénotype, on retrouve la TSLP et le TGF- 

(Transforming Growth Factor-), deux cytokines immunomodulatrices  et l’acide 

rétinoïque (dérivé de la vitamine A) (Johansson-Lindbom et al., 2005; Sun et al., 2007). 

Les cellules dendritiques tolérogènes vont par la suite orienter la différenciation des 

lymphocytes T naïfs vers un phénotype régulateur (Lymphocytes Treg FoxP3+). Ces 

lymphocytes sont des acteurs essentiels de la tolérance immunitaire (Iliev et al., 

2009b). Les CEI sont également capables de sécréter des cytokines inflammatoires, 

comme par exemple l’IL-25 (Zaph et al., 2008). Ceci amène à la différenciation des 
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cellules multipotentes de type 2 en polynucléaires, mastocytes, macrophages (Figure 

18). 

De plus, les CEI sont capables de contrôler la sécrétion d’IL-22 par les cellules 

lymphoïdes innées de type 3 (ILC3). Cette cytokine va permettre dans un premier 

temps d’induire la production d’AMP par les CEI et dans un second temps induire 

l’expression de FUT 2 (Fucosyltransferase 2). La fucosylation (mécanisme de 

glycosylation) des protéines membranaires est importante dans la protection contre 

les infections (Goto et al., 2014; Pham et al., 2014; Pickard et al., 2014) (Figure 14 

page 48 et figure 18). 

 

 

Figure 18 : Les cellules épithéliales intestinales régulent l’immunité innée et adaptative 

(Peterson and Artis, 2014). 

 
 

III. Dysfonctionnement des CEI dans les MICI 

 

 

De nombreuses études montrent clairement que l’inflammation intestinale chez 

les patients atteints de RCH pourrait provenir d’un dysfonctionnement au niveau des 

CEI. Plusieurs études de méta-analyses (GWAS= Genome-wide association study) 
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ont identifié des gènes de susceptibilité au MICI et plus particulièrement chez les 

patients RCH. 

 

Tout d’abord, les gènes HNF4A, Lamp1 et CDH1 présentent des loci de 

susceptibilité à la RCH (UK IBD Genetics Consortium et al., 2009). Ces 3 gènes codent 

respectivement pour 3 protéines : HNF4, la laminin et l’E-cadherine 1. C’est 3 

protéines jouent des rôles clés dans les CEI. 

HNF4 est un récepteur nucléaire qui régule l'expression de multiples 

composants dans les trois compartiments clés de la jonction cellule-cellule, à savoir la 

jonction adhérente, la jonction étroite et le desmosome (Battle et al., 2006). Ces 

jonctions cellule-cellule sont fondamentales pour l’organisation épithéliale et la 

fonction de barrière. L’importance de ce récepteur nucléaire a été confortée chez les 

souris HNF4IEC (souris génétiquement modifiées par la technique Cre-Lox). En effet, 

ces souris ont développé une perméabilité épithéliale accrue et une colite nettement 

plus sévère avec un traitement au DSS (Ahn et al., 2008). Ils observent également une 

dysrégulation du gène codant HNF4 chez les patients RCH et MC. 

 La E-cadherine 1 est une glycoprotéine transmembranaire, l'un des 

principaux composants de la jonction adhérente et un médiateur clé de l'adhésion 

intercellulaire dans l'épithélium intestinal. Elle joue également un rôle clé dans la 

restitution et la réparation épithéliales suite aux dommages causés au niveau des 

muqueuses. L'expression de CDH1 est significativement réduite dans les zones 

inflammatoires des muqueuses de patients RCH (Karayiannakis et al., 1998). L’E-

cadherine et HNF4 co-opèrent pour maintenir l'intégrité de la barrière épithéliale dans 

l'intestin. 

 Les Laminins sont exprimés dans la membrane basale intestinale et jouent 

un rôle clé dans l'ancrage de l'épithélium. L’expression est diminuée chez les patients 

RCH (Schmehl et al., 2000) mais pas chez les patients MC.  

 

Ensuite, on retrouve des gènes codant pour les protéines nod 2, fut 2 et muc 

19. Des modèles murins génétiquement modifiés, présentant des dysfonctionnements 

au niveau de la muqueuse intestinale, montrent le lien entre ces dysfonctionnements 

et la survenue d’inflammation intestinale. Par exemple, les souris déficientes en MUC 

2 au niveau des CEI, développent spontanément une colite (Johansson et al., 2008; 



 

 61 

Van der Sluis et al., 2006). Ces modèles expérimentaux permettent ainsi de mieux 

comprendre la susceptibilité des gènes incriminés. 

 

De plus, une étude a montré récemment que l’expression de Lypd 8 

(Ly6/PLAUR domain containing 8) est significativement diminuée au niveau des 

muqueuses coliques de patients atteints de RCH (Okumura et al., 2016). Lypd 8 est 

une protéine constitutivement sécrétée dans la lumière intestinale et qui va se lier de 

préférence aux bactéries comme Escherichia, Proteus ou encore Helicobacter. Elle va 

empêcher leur invasion au niveau des muqueuses coliques. Chez les souris 

déficientes en Lypd 8, les bactéries flagellées pénètrent la couche interne de mucus 

et provoquent une inflammation avec une sensibilité accrue au DSS (Okumura et al., 

2016). 

 

Des mutations au niveau des récepteurs TLRs (TLR1-R80T, TLR2-R753Q), 

sont associées à une pancolite chez les patients atteints de RCH (Cario, 2010; Pierik 

et al., 2006; Podolsky et al., 2009). La mutation TLR2-R753Q va perturber l’induction 

de la synthèse de TFF3 par les cellules caliciformes. Une mutation du TLR4 (TLR4-

D299G) augmente la susceptibilité aux MICI (Franchimont et al., 2004). Cette même 

clinique est observée chez les souris déficientes en NLRP6, PRR qui intervient dans 

la sécrétion du mucus par les cellules caliciformes (Wlodarska et al., 2014). De 

nouveau, dans un modèle de colite induite par le DSS chez la souris, il a été montré 

que la déplétion des TLRs aggrave la colite chimique (Rakoff-Nahoum et al., 2004). 

 

Ensuite, chez les patients atteints de MICI, il est observé une diminution des 

mucines mais également des AMP (Jäger et al., 2013). Chez les patients RCH, la 

couche de mucus est très mince en comparaison aux témoins. La diminution de 

synthèse de mucus peut s’expliquer par le nombre diminué de cellules caliciformes. 

Au niveau des cryptes, la différenciation de cellules souches intestinales en la cellules 

caliciformes est régulée par plusieurs facteurs de transcription tels que Hath 1 (Helix-

loop-helix transcription factor 1) et KLF4 (Kruppel-like factor 4) (Katz et al., 2002; Yang 

et al., 2001). Chez les patients atteints de RCH (et pas chez les patients atteints de 

MC), il est observé une diminution d’expression du facteur de transcription Hath 1 au 

niveau des muqueuses inflammatoires. Elle a pour conséquence une diminution de la 

différenciation des cellules caliciformes par rapports aux témoins et donc une 
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diminution de synthèse de mucine (Gersemann et al., 2009; Hanski et al., 1999; Tytgat 

et al., 1996; Zheng et al., 2011). 

Concernant les AMP, leurs diminutions ne concernent que les -défensines au 

niveau de l’intestin grêle chez les patients atteints de MC (Wehkamp et al., 2004). 

Chez ces mêmes patients, l’expression de la -défensine 1 (HBD1), peptide 

antimicrobien exprimé de manière constitutive, est significativement diminuée au 

niveau des muqueuses coliques non inflammatoires (Peyrin-Biroulet et al., 2010). De 

plus, en zone inflammatoire, l’induction des autres AMP (HBD2, HDB3, LL-37, Elafin), 

est inférieure à celle des patients RCH (Fahlgren et al., 2003; Schauber et al., 2006; 

Schmid et al., 2007; Wehkamp et al., 2003). Enfin, l’effet bactéricide est diminué sur 

des biopsies de patients atteints de MC en comparaison à des biopsies de patients 

sains ou atteints de RCH (Wehkamp et al., 2007). Pour les patients RCH, l’induction 

de l’ensemble des AMP ne semble pas être perturbée et reste supérieure à celle des 

patients atteints de MC et des témoins (Nuding et al., 2007; Schmid et al., 2007; 

Wehkamp et al., 2007). L’intégrité de l’activité antimicrobienne au niveau des 

muqueuses inflammatoires et non inflammatoires est donc conservée chez les patients 

atteints de RCH. 

 

Des perturbations des voies de signalisations au niveau des CEI peuvent 

également jouer un rôle dans la survenue des MICI. Des souris déficientes en MyD88 

ou IL-22 dans les CEI présentent des diminutions d’expression des AMP et du mucus 

(Figure 19). Ces souris sont hautement sensibles aux colites expérimentales (Bhinder 

et al., 2014; Frantz et al., 2012). Enfin, l’inhibition d’une sous-unité de NF-B (IKappaB 

Kinase gamma= IKKgamma), essentielle pour son activation au niveau des CEI, 

provoque le développement d’une inflammation intestinale spontanée. Ceci s’explique 

par la diminution d’expression d’AMP et de leur translocation au niveau de la 

muqueuse colique (Nenci et al., 2007). 

 

 



 

 63 

 

Figure 19 : L’inflammation intestinale est médiée par une dysbiose et un dysfonctionnement de 

la barrière intestinale (Okumura and Takeda, 2017). 

 

L’ensemble des données citées précédemment, démontre que les CEI sont des 

cellules de l’immunité innée à part entière (reconnaissance de motifs microbiens, 

sécrétion de cytokines, modulation de la réponse immune) impliquées dans le 

développement de l’homéostasie intestinale (Goto and Ivanov, 2013). La CEI se 

retrouve au centre de cet équilibre et est indispensable dans le maintien d’une 

symbiose entre microbiote et l’organisme.  

Les différentes cascades activées au cours des réponses innées et adaptatives 

font intervenir nécessairement des facteurs de transcriptions dont les récepteurs 

nucléaires. Le déficit d’un de ces facteurs de transcription pourrait amener à une 

dérégulation des cascades de signalisations et donc la perte d’une réponse adaptée. 

Le récepteur PPAR, reconnu pour avoir une action anti-inflammatoire, est 

significativement diminué au niveau des CEI du côlon chez les patients souffrants de 

RCH en comparaison aux patients contrôles (Dubuquoy et al., 2003).  
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Les récepteurs nucléaires 
 

 

I. Les récepteurs nucléaires : histoire et généralité 

 
 

Les récepteurs nucléaires sont des protéines faisant parties de la superfamille 

des facteurs de transcription ligand dépendant. Les facteurs de transcriptions sont 

nécessaires à l’initiation et/ou la régulation de la transcription d’un gène. Les 

récepteurs nucléaires possèdent différents domaines dont un qui va leur permettre de 

se fixer à l’ADN (Figure 23). Ces derniers se distinguent des autres facteurs de 

transcription par leur capacité à fixer des ligands hydrophobes qui vont modifier leur 

activité transcriptionnelle. Les récepteurs nucléaires ont une très grande importance 

dans l’organisme. Même si leur structure est conservée, le mode d’action et la fonction 

des récepteurs nucléaires sont très diversifiés. En effet, ils sont impliqués dans la 

quasi-totalité des processus de développement biologique, physiologique, dans 

l’homéostasie ou encore dans diverses maladies (Chambon, 1996; Evans, 2005; 

Laudet and Gronemeyer, 2001). C’est pour cela que les récepteurs nucléaires 

constituent une cible thérapeutique importante contre les désordres métaboliques, les 

maladies inflammatoires ou encore les cancers (Greschik and Moras, 2003; Jin and 

Li, 2010; Sladek, 2003). 

 

 Jensen et al. ont découvert de manière biochimique le premier récepteur 

nucléaire. Ils ont démontré que l’œstradiol était spécifiquement capté par ces cellules 

cibles et que son activité cellulaire était médiée par un récepteur spécifique de haute 

affinité (Jensen, 1962). Vingt ans plus tard, Evans et al. caractérisèrent les récepteurs 

aux glucocorticoïdes (Hollenberg et al., 1985). Parallèlement, le Professeur Chambon 

avec son équipe, caractérisait le récepteur aux œstrogènes (Green et al., 1986) 

(Figure 20). Ces découvertes ont été permises grâce au clonage de ces 2 récepteurs 

nucléaires.  
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Figure 20 : Représentation sous la forme de frise chronologique des différentes découvertes 

majeures sur la super famille des récepteurs nucléaires (Evans and Mangelsdorf, 2014). 

 

 La découverte de ces protéines est donc relativement récente et la recherche 

sur ces dernières a été très active durant les années qui ont suivi, en particulier sur la 

caractérisation et leur structure (Evans and Mangelsdorf, 2014) (Figure 20). La 

découverte du récepteur nucléaire RXR (récepteur X rétinoïde) va révolutionner la 

compréhension des récepteurs nucléaires (Evans and Mangelsdorf, 2014; Rastinejad, 

2001; Wagner et al., 2017). En effet, la découverte de RXR représente une très grande 

avancée pour la compréhension des récepteurs hétérodimérisés et de son ligand : 

l’acide 9-cis rétinoïque, dérivé de la vitamine A (Mangelsdorf et al., 1990). 

 L’étude phylogénique des récepteurs nucléaires a permis de mettre en 

évidence l’émergence de ces derniers très tôt au cours l’évolution des métazoaires et 

donc avant la divergence entre les vertébrés et les invertébrés (Escriva et al., 1997) 

(Figure 21). 
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Figure 21 : Évolution des récepteurs nucléaires selon les organisme vivant, leur nombre et leur 

action (Sladek, 2011). 

 

II. Nomenclature des récepteurs nucléaires 

 

 

 La classification et la nomenclature des récepteurs nucléaires a été permise 

grâce à l’alignement des séquences et la construction d’arbres phylogéniques. Le 

séquençage de l’ADN humain a permis d’identifier 48 récepteurs nucléaires. C’est en 

1999 que la nomenclature des récepteurs nucléaires a été faite et acceptée. Cette 

nomenclature regroupe les récepteurs pour lesquels leurs ligands ont été caractérisés 

ainsi que d’autres récepteurs, appelés « récepteurs orphelins », pour lesquels, il 

n’existe pas de ligand ou pour lesquels aucun ligand n’a encore été caractérisé. À 

l’heure actuelle, nous ne savons pas si tous les récepteurs orphelins activent la 

transcription des gènes de façon constitutive ou si des mécanismes alternatifs agissent 

sur la régulation transcriptionnelle. Cette nomenclature est constituée de 6 sous-

familles de tailles inégales (Nuclear Receptors Nomenclature Committee, 1999) 

(Figure 22).  
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 On retrouve :  

- Le groupe 1 : il s’agit d’un grand groupe qui contient les récepteurs aux 

hormones thyroïdiennes (TRs), les récepteurs à l’acide rétinoïque (RARs), le récepteur 

à la vitamine D (VDR) et les récepteurs activés par les proliférateurs de péroxisomes 

(PPARs). Il va également contenir des récepteurs orphelins comme les récepteurs 

apparentés au récepteur des rétinoïdes (ROR), Rev-erbs, récepteurs constitutifs aux 

androstanes (CAR), Pregnane X Factor (PXR), Liver X factor (LXR), etc… 

- Le groupe 2 : les récepteurs nucléaires présents dans ce groupe sont les 

récepteurs X des rétinoïdes (RXR), chicken ovalbumin upstream promoter-

transcription factor (COUP-TF) et hepatocyte nuclear factor 4 (HNF4). 

- Le groupe 3 : ce groupe contient les récepteurs fixant les stéroïdes, à savoir, 

les récepteurs aux oestrogènes (ER), aux glucocorticoïdes (GR), à la progestérone 

(PR), aux androgènes (AR) et les oestrogen-receptor-related (ERR). 

- Le groupe 4 : cette sous-famille regroupe des récepteurs orphelins comme 

NGFI-B (Nerve Growth Factor IB), NURR 1 (Nuclear Receptor Related 1) et NOR 1 

(Neuron-derived Orphan Receptor 1). 

- Le groupe 5 : il s’agit de nouveau d’un petit groupe qui contient le facteur aux 

stéroïdes 1 (SF1), Liver receptor homolog 1 (LRH-1) et les récepteurs liés à la 

drosophile. 

- Le groupe 6 : ce groupe ne contient que le récepteur GCNF 1 (Germ Cell 

Nuclear Factor 1), qui ne rentre dans aucune des autres sous-familles. 

 

 Les récepteurs DAX-1 (dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia 

critical region, on chromosome X, gene 1) et SHP (Small Heterodimer Partner) ne sont 

classés dans aucune de ces sous-familles. 

 

 Malgré la grande diversité des récepteurs nucléaires et le nombre important 

de récepteurs nucléaires dits orphelins, le fort degré de conservation entre les 

différents récepteurs nucléaires, laisse à suggérer l’idée de l’existence d’un seul et 

même récepteur nucléaire ancestral commun, encore inconnu, qui a évolué et été 

dupliqué avec le temps (Amero et al., 1992; Detera-Wadleigh and Fanning, 1994; 

Laudet et al., 1992; Thornton and DeSalle, 2000). 
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Figure 22 : Ensemble des 48 récepteurs nucléaires caractérisés chez l’homme (Gronemeyer 

et al., 2004). 
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III. Structure des récepteurs nucléaires 

 
 
 Les membres de la super famille des récepteurs nucléaires partagent les 

mêmes caractéristiques structurales (Figure 23). Les récepteurs nucléaires possèdent 

5 ou 6 régions structurales d’homologie avec 4 domaines fonctionnels appelé A/B, C, 

D et E/F (Figure 23 et 24).   

 

 

Figure 23 : Représentation de plusieurs récepteurs nucléaires. ER= Récepteur aux 

oestrogènes, PR= Récepteur aux progestérones, GR= Récepteur aux glucocorticoïdes, VDR= 

Récepteur à la vitamine D, RAR= Récepteur à l'acide rétinoïque, PPAR= récepteur activé par 

les proliférateurs aux peroxysomes12.  

 
 

A. Le domaine A/B 

 

 

 Le domaine A/B constitue le domaine amino-terminal de la protéine (Figure 

24). C’est une région dont la variabilité est importante entre les récepteurs nucléaires. 

Ce domaine possède une fonction activatrice nommée AF-1 (activation function 1). 

Contrairement à l’AF-2, présente plus loin dans la séquence protéique des récepteurs 

                                              
12 http://www.angelfire.com/sc3/toxchick/endocrinology/endocrinology04.html 
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nucléaires, l’AF-1 est indépendante de la présence du ligand, elle peut donc 

fonctionner de manière autonome. Ce domaine n’a pas été aussi bien conservé que 

les autres domaines protéiques (Germain et al., 2006). La présence de plusieurs sites 

de phosphorylation sur le domaine A/B, en particulier chez les RAR, est le signe de 

l’existence de modifications post-traductionnelles présentes dans cette région (Usuda 

and Kanda, 2014). Cette région peut également réagir avec différents co-facteurs (des 

co-activateurs ou des facteurs de transcription) (Germain et al., 2006). Le domaine 

A/B peut également interagir avec le domaine C-terminal (domaine E/F) (Ikonen et al., 

1997). Enfin, il est montré que le domaine A/B est le domaine majeur de transactivation 

dans le cas des récepteurs aux androgènes. Cependant, l’activité de ce domaine est 

dépendante de la fixation des androgènes (Simental et al., 1991). 

 

 

Figure 24 : Représentation de l’organisation structurale spécifique des  récepteurs nucléaires 

(Bertin et al., 2013). 

 
 

B. Le domaine C 

 
 

 Le domaine C, appelé également DNA Binding Domaine ou DBD, est le 

domaine le plus conservé au niveau des récepteurs nucléaires (Figure 24). Ce 

domaine est absent chez 2 récepteurs nucléaires : DAX-1 et SHP (Kumar et al., 2004). 

Il permet spécifiquement la fixation des récepteurs nucléaires à un site de l’ADN 

appelé élément de réponse (Hormone Response Element ou HRE). Les récepteurs 

nucléaires forment généralement un homodimère ou un hétérodimère avant de se fixer 

sur la zone promotrice. Il est possible qu’il se fixe sous forme de monomère. Cette 

fixation est possible par la reconnaissance d’une séquence bien définie : Purine-

GGTCA (Escriva et al., 2004)(Laudet et al., 1992). 

 Au cours de l’évolution, des mutations, des extensions ou encore des 

répétitions de séquences ont eu lieu. Ceci aura permis de créer de nouveaux éléments 
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de réponse, spécifiques et sélectifs pour un récepteur ou une classe de récepteurs 

(Laudet and Gronemeyer, 2001). 

 

 Différentes approches (résonance magnétique nucléaire, RMN, études 

cristallographiques) ont permis de mettre en évidence un noyau de 66 résidus très 

conservé et composé de 2 doigts de zinc riches en cystéines et d’une extension 

COOH. Divers séquences appelés P box, D box, T box et A box vont contribuer à la 

reconnaissance spécifique de l’élément réponse (Umesono and Evans, 1989) (Figure 

25). La présence de ces 2 doigts de zinc ont permis de différencier les récepteurs 

nucléaires des autres protéines fixant l’ADN (Berg, 1989; Klug and Schwabe, 1995). 

 Enfin, ce domaine peut également subir des modifications post-

traductionnelles et interagir avec des facteurs de transcriptions et des co-activateurs 

(Germain et al., 2006). 

 

 

Figure 25 : Représentation des différentes box P, D, T, A sur le domaine fixant l’ADN d’un 

récepteur nucléaire (Yen, 2001). 

 

 

C. Le domaine D 

 

 

 Le domaine D, région charnière entre le domaine fixant l’ADN et le domaine 

fixant le ligand (LBD), est un domaine peu conservé (Figure 24). Il possède un signal 

de localisation nucléaire fonctionnel. Le rôle de ce domaine serait de permettre aux 
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DBD et LBD différentes conformations en évitant de créer des problèmes d’entraves 

stériques (Germain et al., 2006).  

 

 

D. Le domaine E/F 

 

 

 Le domaine E/F correspond au domaine fixant le ligand. C’est pour cela qu’il 

est également nommé Ligand Binding Domaine ou LBD (Figure 24). Ce domaine est 

moins conservé que le DBD. Il est composé de 12 hélices qui vont créer une poche 

hydrophobe. La douzième hélice possède une fonction de transactivation AF-2 qui est 

dépendante du ligand (Figure 26). Ce domaine possède 4 caractéristiques 

structurelles distinctes. La première est une surface de dimérisation qui permet 

l’interaction avec les LBD des autres récepteurs nucléaires. La deuxième 

caractéristique est la présence d’une poche capable d’accueillir les ligands lipophiles. 

La troisième caractéristique est une surface de liaison capable de fixer le motif LxxLL 

des co-régulateurs et enfin une quatrième caractéristique est la fonction activatrice AF-

2, qui est ligand dépendante (Germain et al., 2006).  

 Ce dernier domaine va jouer un rôle extrêmement important car avec la 

reconnaissance et la fixation son ligand, il assure la spécificité et la sélectivité de la 

réponse physiologique. 

 Les travaux sur les structures en 3D des différents récepteurs nucléaires ont 

permis de comprendre les mécanismes impliqués dans la fixation du ligand sur le 

domaine LBD. Suite à cette fixation, ce domaine va subir d’importantes modifications 

conformationnelles et permettre ainsi une interaction avec les co-régulateurs (co-

activateurs ou co-represseurs). Cela aboutit à la transactivation ou la transrépression 

des gènes cibles (Bourguet et al., 2000). 
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Figure 26 : Représentation des 12 hélices composant le domaine LBD (Aranda and Pascual, 

2001). 

 

 

IV. Les ligands des récepteurs nucléaires 

 
 
 Les ligands des récepteurs nucléaires sont divers. Cependant, ils partagent 2 

caractéristiques communes : être hydrophobe et de petite taille. On retrouve diverses 

hormones comme les hormones thyroïdiennes, stéroïdiennes (oestrogènes, 

glucocorticoïdes, oxystérols, acides biliaires), l’acide rétinoïque, les acides gras, les 

leucotriènes, les prostaglandines (Figure 22 et 27) (Gronemeyer et al., 2004). 
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Figure 27 : Représentation de différents ligands des récepteurs nucléaires (Sladek, 2011). 

 

La reconnaissance du ligand par son récepteur nucléaire se fait par une 

reconnaissance spécifique de la structure chimique de ce dernier. La fixation du ligand 

va permettre la stabilisation de l’hélice 12 (qui contient l’AF-2) à l’état actif. Cette hélice 

12 ne possède pas uniquement 2 positions : une active et l’autre inactive. Elle possède 

également des positions intermédiaires, ce qui signifie que certains composés peuvent 

avoir différents degrés d’agonisme ou d’antagonisme (Schoch et al., 2010).  
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A. Agonistes des récepteurs nucléaires 

 
 

Les ligands des récepteurs nucléaires ont des origines diverses : cholestérols 

(Hormones stéroïdes, vitamine D, acides biliaires,etc), les prostaglandines, les 

leucotriènes, les acides gras et les benzoates. La caractéristique hydrophobe va 

permettre à ces ligands de passer facilement la bi-couche lipidique des membranes 

cellulaires. 

Les récepteurs comme PPARs (Peroxisome Proliferator activated Receptors) 

et LXR, ont de grandes poches pour fixer leur ligand alors que les récepteurs comme 

RARs ou TRs contiennent de petites poches. Cette différence structurale souligne une 

information très importante. En effet, les récepteurs avec de grandes poches vont 

pouvoir fixer divers ligands avec des affinités fortes comme faibles alors que pour les 

récepteurs avec les petites poches, eux, reconnaitront que des ligands avec une forte 

affinité (Germain et al., 2006). La spécificité de la liaison au ligand va dépendre de la 

forme et du volume de la poche fixant le ligand et les différents acides aminés présents 

dans la poche. L’affinité et la spécificité sont donc deux critères importants pour la 

reconnaissance et la fixation du ligand à son récepteur nucléaire.  

Le rôle de ces ligands est d’agir comme agoniste et de permettre une 

conformation stable de l’hélice 12 qui contient la fonction activatrice AF-2. Ce 

mécanisme est parfaitement visible aux niveaux des récepteurs RAR, PPAR et GR 

(Bledsoe et al., 2002; Germain et al., 2004; Xu et al., 1999). Cependant pour d’autres 

récepteurs nucléaires, le ligand n’agit pas directement sur l’hélice 12. Pour eux, c’est 

le changement conformationnel du LBD qui va permettre de stabiliser l’hélice 12. Par 

exemple, pour les récepteurs RXRs, c’est l’interaction de son ligand avec l’hélice 11 

qui va stabiliser l’hélice 12 par la suite ou encore pour les ER, la liaison de l’agoniste 

va stabiliser les hélices H3 et H10 et permettre que l’hélice 12 se stabilise par la suite  

(Brzozowski et al., 1997; Shiau et al., 1998) (Figure 26). 
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B. Antagonistes des récepteurs nucléaires 

 
 

Les ligands servant d’antagonistes vont affecter négativement l’activité des 

récepteurs nucléaires. Les ligands antagonistes vont agir de différente manière pour 

empêcher l’activité du récepteur nucléaire. Ils vont ainsi empêcher la fixation du 

récepteur nucléaire sur son élément de réponse ou encore la dimérisation avec son 

homodimère ou hétérodimère. Si les agonistes sont considérés comme des molécules 

permettant la stabilisation de l’hélice 12 en conformation active, les antagonistes 

doivent être considérés comme l’inverse et donc comme des molécules qui vont 

empêcher cette conformation (Brzozowski et al., 1997). 

 
Beaucoup d’antagonistes présentent une chaine latérale volumineuse qui ne 

peut pas se loger dans la poche fixant le ligand. Parmi ces molécules, on retrouve le 

4-Hydroxytamoxifène (antagoniste de ER) ou encore le LBD-BMS614 (antagoniste 

de RAR). Un certain nombre d’antagonistes ne présente pas de longue chaine 

latérale, c’est le cas du flumatide ou de la progestérone, tous 2 antagonistes des 

récepteurs AR et MR (récepteur aux minéralocorticoïdes). 

On peut résonner que ces antagonistes vont empêcher l’hélice 12 d’adopter sa 

conformation active et empêcher l’interaction entre le récepteur nucléaire et ces co-

activateurs. Dans ce cas, on parle d’antagonistes purs (Germain et al., 2006).  

 
 

C. Agonistes inverses 
 

 
Les agonistes inverses correspondent à des ligands synthétiques capable 

d’inhiber l’activité transcriptionnelle d’un récepteur nucléaire en l’absence d’agoniste. 

Par exemple, certains antagonistes synthétiques de RAR sont capables de jouer le 

rôle d’agoniste inverse et d’induire une interaction co-répressive et améliorer la 

répression d’un gène  (Germain et al., 2002; Klein et al., 1996). 
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D. Agonistes partiels 

 
 

Il existe également des agonistes partiels encore appelés agonistes-

antagonistes partiels. Ces composés restent de puissants ligands mais leur efficacité 

est diminuée en comparaison aux agonistes purs. 

La perte d’activité transcriptionnelle est principalement due à une perte 

d’interaction avec l’hélice 12 (ou hélice 3 ou hélice 11 selon les récepteurs) avec le 

ligand et cela provoquera une diminution de stabilité (Germain et al., 2006). 

 
 

E. Modulateurs sélectifs des récepteurs nucléaires  

 

 

 Les modulateurs sélectifs des récepteurs nucléaires (Selective Nuclear 

Receptor Modulator ou SNuRM) peuvent être considérés comme des agonistes-

antagonistes partiels. On retrouve ainsi des SERM (Selective Estrogene Receptor 

Modulator), SARM (Selective Androgen Receptor Modulator), SPPARMs (Selective 

PPARs Modulators) (Figure 28) (Smith and O’Malley, 2004). Cette propriété agoniste-

antagoniste est associée au recrutement différentiel de co-activateurs ou co-

represseurs selon l’expression tissulaire de ces co-modulateurs.  

 Pour un ligand donné, spécifique de son récepteur nucléaire, il va jouer le rôle 

d’un agoniste pur/complet dans un type cellulaire, et ainsi stabilisé l’hélice 12 et le 

recrutement ensuite des co-activateurs. Mais dans un autre type cellulaire, il peut jouer 

le rôle inverse, en ne permettant pas la stabilisation de l’hélice 12 et en permettant le 

recrutement de co-reppresseurs. Le tamoxifène ou le raloxifène sont de bons 

exemples pour illustrer ce propos. En effet, au niveau de cellules mammaires, ces 2 

ligands vont induire le recrutement de co-represseurs (donc un rôle d’agoniste inverse) 

pour cibler les promoteurs de gènes. Néanmoins, dans les cellules endométriales, le 

tamoxifène, mais pas le raloxifène, va se comporter comme un agoniste pur/complet 

et induire le recrutement de coactivateurs sur certains gènes (Berry et al., 1990; 

McInerney and Katzenellenbogen, 1996; Metzger et al., 1992; Webb et al., 1998).  
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Pour un tissu donné, la réponse du récepteur nucléaire va dépendre de la 

concentration des co-activateurs et des co-represseurs présents et de l’équilibre 

global. Ils agiront avec les récepteurs nucléaires ayant fixé leur ligand et selon la 

modification conformationnelle produite (Nagy and Schwabe, 2004) . Ceci aboutit sur 

la possibilité de faire des ligands synthétiques sélectifs pouvant être soit des agonistes 

complets, partiels ou inverses ou encore des molécules qui vont activer un sous-

ensemble de fonctions induites par un ligand donné dans un type cellulaire particulier. 

Cette possibilité est très intéressante pour la recherche pharmaceutique et le 

développement de principe actif agissant que sur un type cellulaire en particulier  

(Gronemeyer et al., 2004). 

 

 

Figure 28 : Exemple de SNuRM : les SPPARMs (Pirat et al., 2012).  
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F. Les vrais récepteurs orphelins 

 
 

Parmi les 48 récepteurs nucléaires humains, certains sont encore considérés 

comme orphelins car aucun ligand physiologique n’a encore été découvert. Des 

récepteurs dit « vrais orphelins » pourraient exister et auraient pour caractéristique de 

ne pas reconnaitre de ligand endogène et auraient une conformation active de l’hélice 

12 (Sablin et al., 2003). 

 

 

V. Rôle/fonction des récepteurs nucléaires. 

 
 
 Les récepteurs nucléaires vont moduler la transcription à travers de nombreux 

mécanismes. La signalisation des récepteurs nucléaires est très complexe. En effet, 

elle peut être génomique ou non génomique, dépendante ou indépendante d’un ligand. 

Son activité peut ainsi permettre l’activation ou la répression d’un gène, la libération 

de cette répression ou encore la transrépression d’un gène (Haffner et al., 2002).  

  

 Parmi les 48 récepteurs nucléaires, seuls 24 sont des facteurs de 

transcriptions ligand dépendant répondant à un grand nombre de substances 

hormonales et métaboliques (Figure 22 page 68). 

 La fixation de ces ligands va provoquer une modification conformationnelle 

du récepteur nucléaire. Elle va permettre ainsi le recrutement de co-régulateurs 

transcriptionnels (co-activateurs ou co-represseurs) et qui eux-mêmes permettront des 

modifications de la chromatine. L’action principale des récepteurs nucléaires ayant fixé 

leur ligand est de se placer sur l’élément de réponse du site promoteur du gène cible 

et d’améliorer la transcription de ce gène (Roeder, 1996). 

 Certains récepteurs nucléaires peuvent avoir une double fonction. En effet, 

en l’absence de leur ligand, ils vont se fixer sur l’ADN et recruter des complexes co-

represseurs. On parle de « silencers of transcription ». Mais lorsque leur ligand sera 

présent et qu’ils l’ont fixé, la transcription sera activée. Parmi ces récepteurs 

nucléaires, on retrouve RARs ou encore TRs.  
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A. Reconnaissance de l’ADN 

 

 

 Il s’agit d’une des étapes les plus importantes de la transcription d’un gène. 

Les récepteurs nucléaires se fixent spécifiquement au niveau de l’élément de réponse 

situé en amont du gène, sous forme de monomère, d’homodimère ou d’hétérodimère 

(Figure 29). Pour rappel, les récepteurs DAX-1 et SHP ne possèdent pas de DBD et 

ne se fixent donc pas à l’ADN (Kumar et al., 2004). Les éléments de réponses sont 

une répétition d’une séquence consensus. Il s’agit de séquences de nucléotides 

formant des répétitions directes, indirectes ou inversées et se composant 

généralement de 2 demi-sites séparés par un ou plusieurs nucléotides (Chambon, 

1996; Laudet et al., 1992; Mangelsdorf and Evans, 1995). Ainsi, les éléments de 

réponses seront spécifiques de leur récepteur nucléaire et seront définis selon leur 

séquence nucléotidique des deux demi-sites, le nombre de paire de bases qui sépare 

les 2 demi-sites et l’orientation relative des motifs.  

 

 Pour exemple, les récepteurs aux hormones stéroïdiennes (sauf les 

récepteurs aux oestrogènes) forment tous des homodières qui vont reconnaitre le 

même élément de réponse contenant des répétitions inversées de la séquence 5’-

AGAACA-3’ séparée par 3 nucléotides entre chaque répétition (Beato et al., 1995) 

(Figure 29). 

 Pour les autres récepteurs (non stéroïdiens), ils vont reconnaitre la séquence 

consensus 5’- AGGTCA-3’. Parmi ces récepteurs, on retrouve les récepteurs qui vont 

former des hétérodimères avec RXR. Les éléments de réponses que reconnaissent 

ces hétérodimères sont appelés « répétitions directes » ou DR. On retrouve ainsi un 

classement de DR de DR1 à DR5, avec le chiffre qui représente le nombre de 

nucléotides qui sépare les 2 demi-sites (Rastinejad, 2001; Shaffer and Gewirth, 2002; 

Zhao et al., 2014) (Figure 29). 
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Figure 29 : Représentation des différentes configurations possibles de la fixation des 

récepteurs nucléaires : en monomère, homodimère, hétérodimère et les différents éléments de 

réponses (Pal = palindromes= inversées ; DR= Direct repeat = répétitions directes ; IP = 

Inverted palindrome = répétitions indirectes) (Aranda and Pascual, 2001). 

 
 

B. Activation transcriptionnelle 

 

 

 Lorsque le ligand se fixe à son récepteur, il se produit un changement 

conformationnel au niveau du LBD et le récepteur nucléaire évolue d’un statut inactif 

à un statut actif. Suite à cette étape, il s’en suit un recrutement de co-régulateurs, qui 

possèdent des activités enzymatiques pouvant modifier la chromatine et nécessaires 

pour la transcription (Bourguet et al., 2000; Shang et al., 2000). Les récepteurs 

nucléaires vont ainsi faciliter le recrutement et l’action des différents mécanismes de 

la machinerie transcriptionnelle (Figure 32) (Roeder, 1996).  

 Parmi les co-régulateurs, on retrouve la famille de protéines p160 et p300 

(Figure 30) (Chen et al., 2000; McKenna and O’Malley, 2002; Vo and Goodman, 

2001). La famille p160 comprend les protéines SRC-1, TIF2 et RAC3 (Chen et al., 

2006b). Ils sont considérés comme des co-activateurs et interagissent physiquement 

avec le LBD via leur motif LxxLL (L : leucine, x : autre acide aminé)  (Heery et al., 

1997). 
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Figure 30 : Représentation des activateurs p160 et p300 (Aranda and Pascual, 2001). 

 

 Certains récepteurs nucléaires sont capables de se fixer sur l’ADN en 

l’absence de leur ligand. Ces derniers vont se fixer de façon constitutive sur la zone 

promotrice du gène cible et vont pouvoir avoir une fonction répressive (Baniahmad et 

al., 1995) (Figure 32). Parmi ces récepteurs, on retrouve les récepteurs thyroïdiens. 

 

 Enfin, les 2 récepteurs n’ayant pas de DBD (DAX-1 et SHP), vont agir comme 

répresseur. En effet, SHP est un inhibiteur pour certain NR. Il se fixe sur le domaine 

d’activation AF-2 et cela aboutie à l’inhibition du récepteur nucléaire. Cela implique 

donc la compétition entre l’action co-activatrice et la répression active (Båvner et al., 

2005). 

 

 

Figure 31 : Représentation du corépresseur NCoR (Aranda and Pascual, 2001). 

 

 Le choix des co-activateurs et des co-répresseurs dépend essentiellement du 

ligand et de sa fixation sur le récepteur nucléaire. En effet, en son absence, le domaine 

LBD adopte une position conformationnelle qui va donner l’opportunité de présenter 

des sites où des molécules co-répressives pourront se loger. Parmi les co-répresseurs 

on retrouve NCoR (Nuclear receptor Co-Repressor) (Figure 31). Mais lorsque le ligand 

va se fixer sur son site, les modifications conformationnelles vont faire que les endroits, 
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où les co-répresseurs pouvaient se fixer, ne seront plus accessibles et ce sont les sites 

des co-activateurs qui seront accessibles (Hu and Lazar, 1999) (Figure 32).  

 

 

 

Figure 32 : Activité transcriptionnelle ou répressive d’un récepteur nucléaire en présence de 

corépresseur ou de co-activateurs (Aranda and Pascual, 2001). 

 

 

C. Transrépression d’un gène 

 

 

 La transrépression est une action du récepteur nucléaire qui a pour but de 

réprimer un gène. La transrépression ne nécessite pas la fixation du récepteur 

nucléaire sur l’ADN. En effet, le récepteur nucléaire va se fixer sur un autre facteur de 

transcription et inhiber son activité transcriptionnelle. Par exemple, le récepteur PPAR 

peut, dans certaines situations, inhiber les facteurs de transcription NF-B ou AP-1 

(Activator Protein-1) et empêche l’induction de gènes pro-inflammatoires (Haffner et 

al., 2002). 

 

 

D. Activité post traductionnelles 

 

 

 L’activité transcriptionnelle peut être modulée par des modifications post-

traductionnelles au niveau des récepteurs nucléaires mais également des 

corégulateurs. Parmi ces modifications, on va retrouver des phosphorylations, des 
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acétylations, des ubiquitinylations, SUMOylation, méthylation, etc… (Fu et al., 2002; 

Kouzarides, 2000; Perissi and Rosenfeld, 2005; Wang et al., 2001b) (Figure 33). 

 Les kinases qui vont agir sur les récepteurs nucléaires ou leurs co-

régulateurs, vont ainsi pouvoir jouer plusieurs rôles, comme la possibilité d’améliorer 

l’activation de la transcription. Les différents co-régulateurs (SRC-1, TIF2, RAC3) sont 

des phosphoprotéines et des cibles pour les kinases. Elles peuvent permettre 

d’améliorer l’interaction des co-activateurs avec les récepteurs nucléaires (Font de 

Mora and Brown, 2000; Rowan et al., 2000). 

 La phosphorylation de certaines régions du récepteur nucléaire aura une 

conséquence inverse, comme la dissociation entre l’ADN et le récepteur nucléaire, ou 

une diminution d’affinité avec son ligand (Bastien and Rochette-Egly, 2004). 

 

 

Figure 33 : Représentation d’un récepteur aux androgènes avec les différents sites de 

phosphorylation (P), de SUMOylation (SUMO), acetylation (Ac) (Fu et al., 2002). 

 
 

E. Effets non-génomiques 

 
 

Il semble qu’il existe une autre activité des récepteurs nucléaires qui serait 

non-génomique (Figure 34). Cette activité serait vue particulièrement chez les 

récepteurs aux stéroïdes. Ces récepteurs, en dehors de l’activation transcriptionnelle, 

seront capables de modifier l’activité de certaines enzymes et de canaux ioniques 

(Aronica et al., 1994; Improta-Brears et al., 1999; Migliaccio et al., 1996).  
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Figure 34 : Illustration de l’effet non-génomique du récepteur nucléaire à l’oestradiol13. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

                                              
13 http://www.angelfire.com/sc3/toxchick/endocrinology/endocrinology04.html 
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Les récepteurs PPARs 
 

I. Introduction 

 
 

Les protéines Peroxisome Proliferator Activated Receptor (PPAR) 

appartiennent au premier groupe de la super famille des récepteurs nucléaires (Figure 

22 page 68). Initialement, ces récepteurs nucléaires furent considérés comme des 

récepteurs orphelins. Trois sous-types de ce récepteur ont été isolés et caractérisés : 

PPAR, PPAR et PPAR (Dreyer et al., 1992; Issemann and Green, 1990). Ces 3 

membres sont codés par différents gènes situés sur différents chromosomes. Malgré 

un niveau élevé de séquences et d’homologies structurelles (Figure 35), les différents 

sous-types de PPARs ont des profils d’expression tissulaire unique (Shearer and Billin, 

2007). 

Les récepteurs PPARs influencent les fonctions cellulaires en induisant ou 

réprimant certains gènes. Ils agissent principalement au niveau du métabolisme 

glucidique, lipidique et du cholestérol (Monsalve et al., 2013). C’est pour cela que ces 

récepteurs ont été considérés comme des cibles très intéressante pour le 

développement de thérapeutiques pour traiter les patients atteints de dyslipidémies ou 

de diabète de type 2. 

 

 
 

Figure 35 : Représentation tridimentionnelle du site de liaison du ligand de chaque sous-type 

de PPAR : PPAR, PPAR et PPAR (Pirat et al., 2012). 
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II. Fixation et rôles des récepteurs PPARs 

 
 

Afin que PPAR puisse être activé, il est indispensable que ce dernier soit lié à 

son hétérodimère : le 9-cis-retinoic acid receptor (RXR). Le complexe PPAR/RXR va 

se fixer sur des régions spécifiques de l’ADN : les éléments de réponse. Ils sont 

localisés sur les régions promotrices de gènes cibles (en amont du gène) et sont 

appelés peroxisome proliferator response element (PPRE) (Kliewer et al., 1992) 

(Figure 36). Un PPRE est composé de la répétition d’une séquence consensus : 

AGGTCA, généralement espacée par un, deux ou trois nucléotides. Ces PPRE 

prendront le nom de direct repeat 1 (DR1) lorsqu’il n’y aura qu’un nucléotide qui sépare 

les deux séquences consensus, DR2 si deux nucléotides, etc.   

 

Les récepteurs nucléaires PPARs vont avoir plusieurs rôles dans les cellules :  

- Après fixation de son ligand, PPAR va s’hétérodimériser avec le récepteur RXR 

et se fixer sur un PPRE. Les co-activateurs joueront un rôle important dans la 

modification structurale de la chromatine pour faciliter l’assemblage de la machinerie 

transcriptionnelle au niveau du promoteur. Cela abouti à l’activation ligand dépendant 

des gènes cibles (Figure 36B). 

- Son second rôle va être la répression des gènes cibles en l’absence de ligands. 

On parle de répression ligand indépendante. Dans ce cas, PPAR-RXR, va 

interagir/recruter des co-répresseurs, qui vont inhiber la fixation/recrutement de co-

activateurs et vont maintenir un état réprimé des gènes cibles en l’absence de ligand 

(Figure 36A). 

- Enfin le dernier rôle est un rôle de transrépression (Ricote and Glass, 2007). Il 

s’agit d’une régulation négative des gènes de manière ligand dépendant. 

Contrairement à l’activation ou la répression des gènes cibles, l’hétérodimère 

PPAR/RXR ne se fixe pas sur son élément de réponse pour agir lors de la 

transrépression. Son action répressive se fait directement sur d’autres facteurs de 

transcriptions. Parmi ces cibles potentielles, on retrouve les facteurs de transcriptions 

NF-kB ou encore AP-1, qui sont connus pour être 2 facteurs de transcriptions pouvant 

activer des gènes codant des cytokines ou molécules « pro-inflammatoires » (Figure 

36C) (Glass and Ogawa, 2006; Pascual and Glass, 2006). 
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Figure 36 : Différentes actions des récepteurs PPARs sur la transcription. (A) Répression de 

gènes cibles de PPARs en l’absence de ligand. (B) Activation ligand dépendant de gènes cibles 

par l’hétérodimère RXR-PPAR. (C) Transrépression de PPAR sur d’autres facteurs de 

transcription (Ruan et al., 2008). 

 
 

III. Le récepteur nucléaire PPAR

 
 

Le récepteur nucléaire PPAR a été le premier récepteur PPAR caractérisé. Il 

est exprimé dans les tissus adipeux bruns, le foie, les reins, le cœur et le muscle 

squelettique. Il est présent dans les tissus avec un fort taux de catabolisme des acides 

gras. Il régule le métabolisme des acides gras et inhibe l’inflammation. Les agonistes 

naturels de PPAR sont des acides gras comme l’acide palmitique, l’acide oléique ou 

encore l’acide linoléique (Figure 37). 

 

 

 

Figure 37 : Agoniste naturel de PPAR (Pirat et al., 2012). 

 

PPAR est une cible thérapeutique. Les fibrates hypolipémiants constituent une 

famille d’agonistes synthétiques thérapeutiques de PPAR. On retrouve dans cette 
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famille le clofibrate ou encore le bezafibrate (Figure 38). Ils vont permettre 

d’augmenter la clairance des lipides en diminuant les VLDL (Lipoprotéines de faible 

densité) et les apo-Protéines sériques et en augmentant les HDL (Lipoprotéine de 

haute densité). C’est pour cela que les fibrates sont utilisés pour le traitement de la 

dyslipidémie associée à l’athérosclérose. Ils permettent de ralentir la formation de 

plaque d’athérosclérose et de réduire le nombre d’accidents coronariens chez les 

patients ayant un taux normal de LDL-cholestérol et chez les patients diabétiques 

(Staels et al., 1998). 

 

 

Figure 38 : Agonistes synthétiques de PPAR dont des molécules de la famille des fibrates, 

(Pirat et al., 2012). 

 

Les agonistes de PPAR peuvent diminuer l’expression de VCAM-1. De plus, 

PPAR inhibe l’activité de NF-B et AP-1 et réduit également les taux plasmatiques 

de l’IL-6, du fibrinogène et des protéines C-réactive (Pirat et al., 2012). 

 
 

IV. Le récepteur nucléaire PPAR 

 
 

Le deuxième sous-type correspond à PPAR. Bien que découvert plus ou 

moins en même temps que PPAR et PPAR, il reste le moins compris. Cela vient 

probablement du fait qu’il est exprimé de façon ubiquitaire. Des études montrent qu’il 

jouerait un rôle dans le catabolisme des acides gras mais également dans la régulation 

glucidique en améliorant la résistance à l’insuline et réduisant la glycémie (Lee et al., 

2006). Il aurait un rôle dans la dyslipidémie, différents cancers ou encore dans la 
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fertilité (Pirat et al., 2012). La prostacycline et la carbaprostacycline constituent 2 

agonistes naturels de PPAR(Figure 39).  

 

 

 

Figure 39 : Ligands naturels de PPAR (Pirat et al., 2012). 

 

 

V. Le récepteur nucléaire PPAR 

 

A. Les isoformes de PPAR

 
 

Le dernier sous-type est le récepteur PPAR. Il reste le récepteur le plus étudié. 

S’il est principalement exprimé dans les tissus adipeux, on le retrouve également dans 

le cœur, le côlon, le rein, la rate, l’intestin, le musque squelettique, le foie et les 

macrophages (Ricote et al., 1998a; Tontonoz and Spiegelman, 2008).  

 

Il existe au niveau des tissus humains, 7 transcrits différents du gène PPAR. 

Cependant seules 3 protéines sont exprimées. Les transcrits 1, 3, 5 et 7 donnent une 

protéine structuralement identique : PPAR1. Le transcrit 2 donne la protéine PPAR2, 

qui diffère par son domaine N-terminal (plus long de 28-30 acides aminés) et enfin les 

transcrits 4 et 6 donnent la protéine PPAR4 (Figure 40 A et B) (Usuda and Kanda, 

2014). Le transcrit 1 est exprimé dans un très grand nombre de tissus dont les tissus 

cardiaques, muscles squelettiques, cellules du pancréas, la rate, l’intestin, les 

macrophages, etc. Le transcrit 2 est, quant à lui, majoritairement exprimé dans les 

tissus adipeux (blancs et bruns). Le transcrit 3 est exprimé abondamment dans les 
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macrophages mais également dans le côlon et les adipocytes. La différence au niveau 

fonctionnel de ces deux transcrits (le 2 et le 3) n’est pas encore clairement comprise. 

Les transcrits 4, 5, 6 et 7 sont essentiellement exprimés au niveau des macrophages 

mais les transcrits 6 et 7 sont également retrouvés dans les tissus adipeux (Usuda and 

Kanda, 2014). 

 

 

Figure 40 : Représentation des 7 transcrits de PPAR et des 3 protéines de PPAR (Usuda 

and Kanda, 2014). 

 

PPAR joue un rôle important dans l’organisme.  A l’origine, son expression a 

été mise en évidence au niveau du tissu adipocytaire. En plus de jouer un rôle 

primordial dans le métabolisme lipidique et la sensibilité à l’insuline (Tontonoz and 

Spiegelman, 2008), il est indispensable dans la différenciation des adipocytes. Il est 

capable d’intervenir sur la modulation de réponses immunitaires et inflammatoires. Il 

est exprimé dans des cellules immunitaires comme les lymphocytes B et T (Clark et 

al., 2000; Padilla et al., 2002), les macrophages (Ricote et al., 1998a), les cellules 

dendritiques (Gosset et al., 2001). Diverses études ont mis en évidence le rôle anti-

inflammatoire de PPAR et de ses ligands au niveau des cellules lymphoïdes et 

myéloïdes (Odegaard et al., 2007; Ramon et al., 2012; Tontonoz and Spiegelman, 

2008; Welch et al., 2003). Parmi elles, la première étude montra que les ligands de 

PPAR étaient capables d’inhiber l’expression de cytokines inflammatoires de 

macrophages (dont le TNF) (Jiang et al., 1998; Ricote et al., 1998b). 
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B. Les ligands de PPAR 

 
 

L’une des caractéristiques importante du récepteur PPARest sa capacité de 

fixer différents ligands (Bull et al., 2003; Hihi et al., 2002; Itoh et al., 2008). Cependant, 

il faut souligner que beaucoup de ces ligands n’ont qu’une faible affinité avec le 

récepteur. En effet, les concentrations de ligands nécessaires pour activer PPAR in 

vitro sont supérieures aux concentrations physiologiques, ce qui amène à se 

demander si ceux-ci sont réellement des ligands endogènes. Une autre notion 

importante est l’existence, parmi tous ces agonistes, de modulateurs spécifiques de 

PPAR (SPPARMs) (Higgins and Depaoli, 2010) (Figure 28 page 78). Pour rappel, il 

est possible d’obtenir deux réponses différentes sur la transcription d’un gène suivant 

l’agoniste de PPARutilisé. Cette différence de réponse s’explique essentiellement 

par la forme des molécules qui va modifier la structure du récepteur nucléaire et donc 

modifier l’ancrage de co-facteurs différents (Higgins and Depaoli, 2010). 

Les acides gras oxydés sont des ligands naturels de PPAR (Figure 41). Ils 

sont capables de se fixer sur un résidu cystéine du site LBD de PPAR via une liaison 

covalente. Ces ligand vont être capable d’activer de manière plus longue et à faible 

concentration les récepteurs PPAR (Itoh et al., 2008). Cette découverte est très 

importante et ouvre la voie pour la synthèse de nouvelles molécules ayant de 

meilleures affinités avec PPAR. 

 

 

 

Figure 41 : Agonistes naturels de PPAR (Pirat et al., 2012). 

 

La famille de molécules chimiques reconnue pour faire partie des ligands de 

PPAR est la famille des thiazolidine-2,4-diones (TZD) (Lehmann et al., 1995) (Figure 
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42). Cette famille (surnommée « famille des glitazones ») est historiquement connue 

par la commercialisation de ces différents membres en tant que traitements 

antidiabétiques (Gurnell et al., 2003). Parmi les molécules connues, sont retrouvées 

la troglitazone, la rosiglitazone et surtout la pioglitazone. Cependant, ces molécules 

ont été retirées du marché il y a quelques années à cause des effets secondaires 

délétères qu’elles pouvaient occasionner : rétention hydro-sodée, hépatotoxicité, 

accroissement du risque d’accident cardio-vasculaire (AVC) ou infarctus du myocarde 

(IDM) (pour la rosiglitazone) (Cariou et al., 2012) ou encore le faible risque de cancer 

de la vessie (pioglitazone). Cependant, ce risque de cancer de la vessie est contesté 

par de récentes données (Dong and Wang, 2016; Korhonen et al., 2016). La principale 

raison des effets secondaires s’explique par le fait que l’ensemble des fonctions de 

PPAR dans l’organisme est encore mal connue. Son activation reste un mécanisme 

biochimique très puissant pour lequel toutes les facettes n’ont pas encore été 

élucidées. 

De plus, cette famille semble avoir également une activité anti-inflammatoire. 

En effet, sur des modèles de rat exprimant des signes cliniques d’arthrite rhumatoïde, 

la pioglitazone et la rosiglitazone ont permis de diminuer les marqueurs 

d’inflammations synoviales et la sévérité de l’arthrite (Koufany et al., 2008; Shiojiri et 

al., 2002). Plus intéressant, une étude clinique randomisée double aveugle a montré 

l’efficacité d’un traitement par rosiglitazone en comparaison à un placebo chez des 

patients atteints de RCH (Lewis et al., 2008). 

 

 

 

Figure 42 : Molécules composant la famille chimique « Glitazones » (Pirat et al., 2012). 
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Les travaux de Rousseaux et al. ont permis de mettre en évidence que PPAR 

serait une cible (parmi d’autres) du 5-ASA (Rousseaux et al., 2005). Pour rappel, le 5-

ASA est le traitement de première intention pour les patients souffrants de RCH. De 

nouveaux modulateurs spécifiques de PPAR ont été synthétisé à partir d’un drug 

design du 5-ASA. Parmi ces molécules, le GED-0507-34-levo (acide amino-phényl-

methoxy-propionique) a montré des résultats très intéressants (Figure 43) (Pirat et al., 

2012; Rousseaux et al., 2011). Cette molécule, actuellement en phase 2 pour le 

traitement de la RCH, présente une activité anti-inflammatoire identique au 5-ASA 

mais à une concentration 30 fois inférieure à ce dernier. 

 

 

 

Figure 43 : Représentation des molécules du 5-ASA et du GED-0507-34. (Pirat et al., 2012) 

 

Plus récemment, une nouvelle molécule synthétique, appelée 2-hydroxyethyl 5-

chloro-4,5-didehydrojasmonate (J11-Cl) a montré qu’elle est capable d’activer les 

récepteurs PPAR et d’avoir des effets anti-inflammatoires sur l’inflammation 

intestinale. Il s’agit d’une molécule ayant une structure similaire à la 15-dexoxy-12,14-

prostaglandine J2 (15d-PJ2) (Figure 41 page 92), qui est un ligand endogène de 

PPAR. Cette nouvelle molécule semble se fixer sur le LBD de PPARde la même 

manière que pour la 15d-PJ2 et la rosiglitazone. Chez la souris, il est clairement montré 

que la J11-Cl augmente significativement l’activité transcriptionnelle de PPAR et 

réduit l’inflammation intestinale. Elle va diminuer la production de cytokines pro-

inflammatoires (IL-6, IL-8) et inhiber les voies d’activation de NF-kB et de MAPK. Cette 

molécule pourrait donc être un candidat intéressant pour un futur traitement des MICI 

(Choo et al., 2015). 

 

 PPAR pourrait également jouer un rôle dans l’action anti-inflammatoire d’une 

famille d’antiémétique : la famille des sétrons. Les sétrons sont des molécules 



 

 95 

antagonistes des récepteurs 5-HT3. Ils sont principalement utilisés pour limiter les 

vomissements induits par les chimiothérapies (Fakhfouri et al., 2015). Chez le rat ayant 

une colite induite par de l’acide acétique, le tropisétron a montré des effets anti-

inflammatoires sur les muqueuses intestinales. De plus, une augmentation de l’activité 

de PPAR et une diminution de l’activité de la MPO sont observées. Cependant, 

lorsque le GW9662 est administré en parallèle du tropisétron, les effets anti-

inflammatoires de ce dernier disparaissaient. Ce qui permet de conclure que les effets 

anti-inflammatoires du tropisétron sont probablement médiés par le récepteurs 

nucléaire PPAR (Rahimian et al., 2016). 

 

 

C. Expression et rôle de PPAR dans le côlon 

 
 

Après le tissu adipeux, l’organe exprimant le plus PPAR est le côlon et plus 

particulièrement les CEI du côlon. L’expression de PPAR est élevée au niveau du 

côlon distal puis elle diminue progressivement vers le côlon proximal et est beaucoup 

plus faible dans l’intestin grêle (Su et al., 2007). Ses différents rôles au niveau de la 

CEI ne sont encore pas entièrement connus mais il semble jouer un rôle sur la 

maturation, l’adhésion cellulaire et la motilité des colonocytes (Chen et al., 2006a; 

Gupta et al., 2001; Su et al., 2007). PPAR jouerait également un rôle dans 

l’homéostasie intestinale. En effet, différentes équipes de recherche, dont la nôtre, ont 

mis en évidence une augmentation de l’expression de PPAR dans les CEI de côlon 

en présence de la flore intestinale (Dubuquoy et al., 2003), de produits bactériens (LPS 

ou butyrate) (Dubuquoy et al., 2003; Wächtershäuser et al., 2000), de probiotiques 

(Eun et al., 2007; Lee et al., 2005; Voltan et al., 2008). Très récemment, Byndloss et 

al. ont montré que l’activation de PPAR par le microbiote réduit la biodisponibilité des 

accepteurs d’électrons respiratoires nécessaire pour la croissance des 

Enterobacteriaceae  (Escherichia ou Salmonella) au niveau de la lumière du côlon. 

Ceci permet de limiter les risques de dysbiose potentiellement pathogène des genres 

Escherichia ou Salmonella (Byndloss et al., 2017). Enfin, PPAR régule l’expression 

constitutive d’un peptide antimicrobien : la -defensin 1 au niveau des colonocytes. 
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PPAR jouerait un rôle clé dans les activités bactéricides et candidacides au niveau 

de la muqueuse colique (Peyrin-Biroulet et al., 2010). 

Tous ces résultats montrent qu’il existe bien un échange entre la CEI et le 

microbiote et que PPAR intervient dans cet échange.  

 

Le déficit du récepteur nucléaire PPAR au niveau des CEI chez la souris 

augmente l’inflammation lors d’une colite induite au DSS (Dextran Sodium Sulfate) 

(Adachi et al., 2006). On y retrouve une plus forte érosion de l’épithélium intestinal, 

une plus grande infiltration des leucocytes et des marqueurs de l’inflammation plus 

exprimés au niveau macroscopique (Mohapatra et al., 2010). 

Chez l’homme, le laboratoire a mis en évidence un déficit significatif de 

l’expression  et de l’activité de PPAR dans les cellules épithéliales intestinales de 

côlon de patients souffrant de RCH (Dubuquoy et al., 2003). Ce déficit, dont l’origine 

est encore inconnue, est limité au côlon et n’existe pas au cours de la MC. Il est présent 

en muqueuses saines et lésées de RCH, suggérant qu’il pourrait s’agir d’un facteur 

primitif participant à la survenue de la maladie. Le niveau d’expression de PPAR joue 

un rôle important concernant le traitement du Pentasa® de ces patients. Plus ce niveau 

sera élevé, meilleure sera la réponse.  

 

 

D. PPAR: cible thérapeutique pour la RCH 

 
 

De nombreux travaux, dont ceux du laboratoire, ont permis de révéler le rôle 

essentiel de PPAR dans la régulation de l’inflammation intestinale, notamment au 

cours de la RCH. En effet, son activation atténue de plus de 50% la pathologie dans 

un modèle de colite expérimentale chez la souris (Desreumaux et al., 2001). 

La première étude ayant mis en avant la possibilité de traiter les patients atteints 

de RCH par des agonistes de PPAR remonte à une quinzaine d’années. Lewis et al. 

ont publié sur l’efficacité de la rosiglitazone chez les patients atteints de RCH et 

réfractaires au 5-ASA et aux corticoïdes  (Lewis et al., 2001). Ils ont consolidé leur 

résultat sur une seconde étude randomisée et en double aveugle (Lewis et al., 2008). 

Une équipe chinoise a confirmé également ces résultats avec une étude clinique 
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comparant un traitement « rosiglitazone et 5-ASA » avec un traitement « 5-ASA seul ». 

Ils observèrent une meilleure efficacité lorsque le 5-ASA est combiné à la rosiglitazone 

(Liang and Ouyang, 2008). Enfin, Pedersen et Brynskov ont comparé les effets 

cliniques d’un traitement par mésalazine ou par rosiglitazone en topique chez des 

patients atteints de RCH. Dans les 2 groupes, ils observèrent une réponse clinique 

(diminution du score Mayo) mais aucune différence entre les deux groupes (Pedersen 

and Brynskov, 2010). 

L’ensemble de ces données révèle donc que le récepteur nucléaire PPAR est 

un acteur incontournable dans la mise en place d’une homéostasie au niveau 

intestinal. L’implication de PPAR au niveau du côlon et les nouvelles thérapeutiques 

potentielles (GED-0507-34, J11Cl) font de ce récepteur nucléaire l’une des cibles 

importantes pour soigner les patients souffrant de RCH (Choo et al., 2015; Pirat et al., 

2012; Rousseaux et al., 2011). 
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La Thymic Stromal Lymphopoietin 
 
 

I. Généralités 

 
 

La TSLP est une cytokine épithéliale à 4 hélices  faisant partie de la famille 

des IL-2 et est étroitement liée à l’IL-7. Elle fut initialement découverte en 1994 dans 

le surnageant de culture de lignées de cellules stromales thymiques de souris (Friend 

et al., 1994). Elle fut caractérisée et étudiée comme un facteur de croissance 

lymphocytaire des lignées B (Levin et al., 1999). Le gène codant la TSLP murine se 

situe au niveau du chromosome 18. La protéine mature de la TSLP fait 121 acides 

aminés et présente 3 sites de N-glycosylation potentiels et 7 résidus cystéine 

(Quentmeier et al., 2001). 

Par la suite, la TSLP humaine fut isolée (Reche et al., 2001). En comparant les 

acides aminés, les sites de glycosylations ainsi que les résidus de cystéines, il a été 

montré qu’il existait une pourcentage d’identité de séquence de 43% entre les 2 TSLP 

(Quentmeier et al., 2001). Malgré ce faible pourcentage entre la TSLP murine et la 

TSLP humain, leur fonctionnalité semble être identique (Reche et al., 2001). Le gène 

codant la TSLP est localisé sur le chromosome 5q22.1 (Figure 44A). 

L’ARNm codant la TSLP est principalement exprimé de façon constitutive au 

niveau des cellules épithéliales du thymus, du poumon, de la peau et de l’intestin. On 

la retrouve également dans les mastocytes, les cellules dendritiques ou les cellules 

stromales. Cependant l’ARNm codant la TSLP est absent dans les types cellulaires 

hématopoïétiques (lymphocytes, polynucléaires) ou les cellules endothéliales 

(Quentmeier et al., 2001; Rimoldi et al., 2005a). Chez l’homme comme chez la souris, 

la TSLP est constitutivement exprimée dans les CEI avec un haut niveau d’expression 

au niveau du côlon. Son expression, in vitro, peut être induite par des cytokines, micro-

organismes ou productions microbiennes (He et al., 2007; Humphreys et al., 2008; 

Rimoldi et al., 2005a; Tanaka et al., 2010; Taylor et al., 2009; Zaph et al., 2007; 

Zeuthen et al., 2008).  

 

 



 

 99 

II. Les isoformes de la TLSP 

 
 

D’après le National Center For Biotechnology Information, il existerait 3 

transcrits de la TSLP humaine : 2 transcrits « longs » et 1 transcrit court. Seul 1 seul 

transcrit long et le transcrit court seraient codants (Figure 44A). Il faudra attendre une 

dizaine d’années après la mise en évidence de la TSLP humaine pour que les 2 

transcrits codants de la TSLP soient caractérisés (Harada et al., 2009). Si initialement, 

l’hypothèse d’un épissage alternatif était envisagée, Harada et al. ont confirmé qu’il 

existe 2 sites d’initiation de la transcription distincts donnant ainsi 2 isoformes de la 

TSLP (Harada et al., 2011). Suite à cette publication, d’autres laboratoires 

confirmeront l’existence de ces 2 isoformes distinctes de la TSLP. Il est donc admis 

qu’à partir du même gène, 2 ARNm de la TSLP de taille différente sont transcrits 

(Figure 44A) (Bjerkan et al., 2015, 2016; Fornasa et al., 2015).  

Le premier variant est l’isoforme longue de la TSLP ou TSLP 1. Le deuxième 

variant est l’isoforme courte de la TSLP ou TSLP 2. Ces 2 isoformes sont constituées 

d’un nombre différent d’exons. La TSLP 1 a 4 exons alors que la TSLP 2 n’en compte 

que 2 (Figure 44A). La TSLP 1 est une protéine de 159 acides aminés et son poids 

moléculaire est estimé à 18,1 kDa (kiloDalton). La TSLP 2, plus courte au niveau N-

Terminal, a deux sites d’initiation de la traduction possible. En effet, il y a au début de 

la séquence codant la TSLP 2, deux méthionines séparées par 2 acides aminés. C’est 

pour cela qu’il peut y avoir 2 TSLP 2 avec un nombre différent d’acides aminés. Elles 

seront constituées soit de 60 acides aminés soit de 63 acides aminés, avec des poids 

moléculaires estimés à 7,1 kDa et 7,4 kDa. Que ça soit pour la TSLP 1 ou la TSLP 2, 

il a été mis en évidence un possible site de clivage qui diminuerait la taille des protéines 

(Petersen et al., 2011; Quentmeier et al., 2001). On aurait ainsi des protéines avec un 

poids moléculaire calculé de 15 kDa pour la TSLP 1 et de 4,8 kDa et 5,1 kDa pour les 

2 TSLP 2 (Figure 44B). Cette diminution correspond au peptide signal présent sur la 

partie N-terminale des protéines. 

Cependant, lorsque les 2 protéines sont recherchées en Western Blot, leur 

poids moléculaire apparait respectivement aux alentours de 23 kDa pour la TSLP 1 et 

9 kDa pour la TSLP 2. Cette différence de taille peut s’expliquer par les modifications 

post-transcriptionnelles. En effet, la TSLP 1 possède 2 sites potentiels de glycolysation 

alors que la TSLP 2 possèdent 1 site potentiel. Concernant la conformation 



 

 100 

tridimensionnelle, l’isoforme longue de la TSLP a 4 hélices  (structure historiquement 

connue) et l’isoforme courte a, quant à elle, uniquement 2 hélices  (Arnold et al., 

2006) (Figure 44C).  

 

 
Figure 44 : (A) Représentation de l’ADN codant la TSLP (vert) et les 2 transcrits : le variant 

1 de la TSLP avec ses 4 exons (bleu) et le variant 2 de la TSLP avec ses 2 exons (bleu). (B) 

Séquence des acides aminés de la TSLP 1 et TSLP 2. Les séquence des peptides signaux sont 

en bleus, les protéines matures sont en noires. Les possibles sites de N-glycosylation sont en 

verts et les méthionines en rouge représentent les méthionime initiatrice. (C) Représentation 

des modèles tridimensionnelles de la protéine TSLP 1 (à gauche) et de la TSLP 2 (à droite) 

(Arnold et al., 2006; Bjerkan et al., 2016). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

C
C 
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III. La régulation transcriptionnelle de l’expression de la 
TSLP 

 
 

Plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation 

transcriptionnelle de la TSLP, avec des différences selon l’isoforme étudiée. 

 

Les premières recherches sur les facteurs influençant la régulation 

transcriptionnelle de la TSLP ne différencient pas la régulation de la TSLP 1 ou de la 

TSLP2.  

Les dernières avancées concernant la caractérisation des 2 isoformes ont 

permis de montrer que ces 20 dernières années, les différentes équipes qui ont étudié 

la régulation de la TSLP, étudié celle de la TSLP 1. En effet, l’induction de l’expression 

de la TSLP était souvent associée à un contexte d’inflammation et il est connu 

aujourd’hui que c’est dans ce contexte inflammatoire que la TSLP 1 est induite 

(Bjerkan et al., 2015; Fornasa et al., 2015). La TSLP 1 est donc induite in vivo dans 

les conditions inflammatoires chez les patients atteints de dermatite atopique, 

d’asthme ou encore quand les muqueuses des voies aériennes sont en contact avec 

la fumée de cigarette (Bjerkan et al., 2015; Harada et al., 2009; Soumelis et al., 2002). 

 

 

A. Facteurs agissant sur la régulation de la TSLP 

 

1. Les TLR 

 

 

La majorité des TLR agissent sur l’expression de la TSLP humaine. Bien 

évidemment, suivant la localisation des cellules épithéliales, ce ne seront pas les 

mêmes ligands qui agiront sur la régulation de la TSLP.  

Parmi les différents TLR caractérisés pour agir sur la TSLP, on retrouve : 
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- Le TLR 2 : En présence de ses ligands (le peptidoglycane des Gram+, 

lipoprotéines), le TLR 2 est capable d’induire la sécrétion de la TSLP par les CEI, les 

cellules épithéliales pulmonaires et les kératinocytes (Allakhverdi et al., 2007; Vu et 

al., 2010; Zeuthen et al., 2008). 

- Le TLR 3 : Les cellules épithéliales pulmonaire, intestinales et les kératinocytes 

sécrètent de la TSLP également en réponse à une stimulation par du poly (I :C) (l’acide 

polyinosinique-polycytidylique), ARN double brin et ligand de TLR 3 (Allakhverdi et al., 

2007; He et al., 2007; Kinoshita et al., 2009; Xu et al., 2007). Harada et al. montrent 

que le poly (I:C) induit significativement l’expression de la TSLP 1 mais pas celle de la 

TSLP 2 (Harada et al., 2009). 

- Le TLR 5 : Ce TLR reconnait la flagelline. In vitro, au niveau des kératinocytes 

et des CEI, le TLR 5 induit la libération de la TSLP (He et al., 2007; Le et al., 2011). 

- Les autres TLR : Les ligand des TLR 8 (LTA, poly (CpG)) et des TLR 9 (CpG-

B) au niveau des cellules épithéliales bronchiques (Lee and Ziegler, 2007) peuvent 

jouer un rôle dans la sécrétion de la TLSP. Il en est de même pour le ligand du TLR 6 

(diacyl des lipoprotéines) (Vu et al., 2010). 

 

Xie et al. comparent l’expression de la TSLP totale et de la TSLP 1 en contact 

avec des ligands de différents TLR in vitro sur des kératinocytes. Ainsi, ils montrent 

que les TLR 2, 3, 5 et 6 agissent sur l’expression de la TSLP 1 et induisent de façon 

significative son expression (Xie et al., 2012a). 

 

Enfin, Fornasa et al. ont évalué l’expression des 2 isoformes de la TSLP en 

présence de différentes souches bactériennes dont Salmonella typhimurium et 

Escherichia coli adhéro-invasive LF82. Les cellules Caco-2 stimulées sont capables 

d’induire l’expression génomique et protéique de l’isoforme 1 de la TSLP (Fornasa et 

al., 2015).  

 

 Il existe donc de nombreuses molécules microbiennes, reconnues par des TLR, 

qui vont être capables d’induire l’expression et la sécrétion de la TSLP.  
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2. Les allergènes 

 

Les-allergènes-se-définissent-comme-des-antigènes-qui-sont, dans un premier 

temps, capables-d’induire-dans-certaines-conditions-la-synthèse-d’immunoglobulines 

de type E chez des individus prédisposés et, en second lieu, de se lier spécifiquement 

aux-molécules-d’IgE fixées-sur-les-cellules-effectrices-pour-déclencher la réaction 

allergique. Le mode d’introduction-de l’allergène-dans-l’organisme-permet-d’avoir-une 

orientation-clinique. Il existe deux types d’allergènes : les pneumallergènes (véhiculés 

par l’air) et les trophallergènes (d’origine alimentaire). 

Les allergènes vont intervenir dans l’induction et la production de la TSLP. On 

retrouve divers allergènes comme les acariens mais également les allergènes 

respiratoires ou alimentaires (ovalbumine, cacahouète) (Dong et al., 2016; Noti et al., 

2014). Les allergènes stimulent divers récepteurs présents sur la membrane des 

cellules épithéliales. Parmi ces récepteurs on retrouve PAR-2 (Protease-Activated 

Receptor-2) au niveau de cellules épithéliales pulmonaires. Les perturbations de PAR-

2 sur les cellules épithéliales par les protéases de l’environnement induit la production 

de TSLP (Ziegler, 2010). 

 

 Enfin, Kuroda et al. ont observé, in vitro, dans une lignée humaine de 

kératinocytes en présence de protéines fortement allergisante (OVA, gluten, Glupearl® 

19S) , une induction de l’expression de la TSLP 1 (> 100 fold) mais également de la 

TSLP 2 (avec une induction plus modérée) (Kuroda et al., 2017). 

 

 

3. Autres particules 

 

 

Diverses molécules peuvent également intervenir dans la libération de la 

TSLP. Parmi ces molécules, on retrouve le tabac (Nakamura et al., 2008; Smelter et 

al., 2010) ou encore les particules de diesel qui agissent sur l’expression et la libération 
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de la TSLP au niveau des cellules épithéliales bronchiques humaines et murines 

(Bleck et al., 2010; Nakamura et al., 2008; Smelter et al., 2010).  

 
 

B. Les cytokines agissant sur la régulation de la TSLP 

 
 

De nombreuses cytokines sont capables d’agir sur les cellules épithéliales pour 

induire ou supprimer la production de la TSLP.  

 

In vitro, le  TNF et l’IL-1 agissent  en synergie avec l’IL-4 et l’IL-13 pour induire 

la production de TSLP au niveau des kératinocytes, des cellules épithéliales 

pulmonaires et intestinales (Allakhverdi et al., 2007; Bogiatzi et al., 2007; Futamura et 

al., 2010; Kato et al., 2007; Tanaka et al., 2010).  

Il est également décrit que les interférons (IFN et IFN) et le TNF associé à 

l’IL-4 sont capables d’amplifier la production de TSLP induite par le poly (I:C) au niveau 

de différentes cellules épithéliales (Kato et al., 2007; Kinoshita et al., 2009; Tanaka et 

al., 2010). En revanche, l’IFN inhibe la production de TSLP au niveau des 

kératinocytes ou des cellules épithéliales pulmonaires (Kato et al., 2007; Kinoshita et 

al., 2009; Vu et al., 2010). 

 

Enfin, Xie et al. ont mis en évidence que dans un environnement/milieu riche en 

cytokines inflammatoires comme l’IL-4, l’IL-5 ou le TNF, l’expression de la TSLP 1 

est significativement augmentée (Xie et al., 2012a).  
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C. Les facteurs de transcription agissant sur la TSLP  

 

1. Le facteur de transcription NF-B 

 

 

Actuellement, le facteur de transcription considéré comme essentiel pour 

l’expression de la TSLP est NF-B (Nucleor Factor- Kappa B) (Lee and Ziegler, 2007; 

Li et al., 2006) (Figure 45 page 110). Il est montré qu’un site de fixation du NF-B 

situé à -3,8 kb (-3800 paires de base) du site d’initiation de la transcription, est 

essentiel pour l’induction de l’expression de la TSLP au niveau des cellules épithéliales 

du poumon chez l’homme et chez la souris (Lee and Ziegler, 2007; Lee et al., 2008). 

Proche de la séquence consensus permettant la fixation du NF-B (de -3,74 kb à -3,86 

kb), se trouve un site potentiel de fixation pour le facteur de transcription AP-1 

(Activator Protein-1). Le NF-B induit l’expression de la TSLP lorsque les cellules 

épithéliales sont stimulées avec de l’IL-1. L’AP-1 permet d’amplifier et soutenir une 

réponse à l’IL-1. Une mutation au niveau du site de fixation du NF-B a pour 

conséquence une perte importante de l’expression de la TSLP induite par l’IL-1b alors 

qu’une mutation au niveau du site de fixation de l’AP-1, occasionne une diminution 

seulement partielle de l’induction de la TSLP par L’IL-1 (Redhu et al., 2011) . 

Li et al. ont décrit également la présence de sites de fixation possibles de NF-

B sur le promoteur de la TSLP (1 pour l’homme et 2 pour la souris) mais leurs 

localisations sont différentes de celle décrite par Lee et al. (Lee and Ziegler, 2007; Li 

et al., 2006) (Figure 45 page 110). 

L’importance du facteur nucléaire NF-B a été également mis en évidence pour 

les cellules épithéliales intestinales (Caco-2 et HT-29) (Cultrone et al., 2013). Dans 

une analyse in silico, Lee et Ziegler ont mis en évidence 4 sites potentiels de fixation 

pour le NF-B et 3 pour AP-1 dont ceux précédemment mis en évidence (Lee and 

Ziegler, 2007). Leurs résultats leur ont permis de mettre également en évidence que 

NF-B est capable de se fixer sur 2 sites de fixations sur le promoteur de la TSLP : le 

premier site (appelé NF1) étant celui caractérisé par Lee et al. (-3,8kb) et le deuxième 

site (appelé NF2), beaucoup plus prêt du point d’initiation à la transcription (-369 pb). 

Selon Cultrone et al., ce dernier est capital pour l’induction de l’expression de la TSLP 
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après une réponse inflammatoire à l’IL-1 Le NF1, ne répondant pas à l’IL-1, 

permettrait lui d’induire l’expression constitutive de la TSLP (Cultrone et al., 2013). 

 
 

2. Le Récepteur nucléaire RXR 

 

 

Sur un modèle de spécifique de souris qui ont une ablation de RXR et RXR 

au niveau des kératinocytes (Souris RXRep-/-), Li et al. montrent qu’il y a une 

augmentation significative de la production de TSLP. En parallèle, un phénotype de 

dermatite atopique spontanée était mis en évidence (Li et al., 2005). Un an plus tard, 

les auteurs montrent qu’un traitement de la peau par un ligand naturel de VDR 

(Vitamine D3) et un de ses analogues (MC903) amène à la même observation 

(augmentation de la production de la TSLP et apparition spontanée d’une dermatite 

atopique) (Li et al., 2006). 

Il a été également montré que l’acide rétinoïque 9-cis (9-cis RA), un agoniste 

de RXR, inhibe l’expression de l’ARNm de la TSLP induite par l’IL-1 au niveau des 

cellules pulmonaires humaines (cellules 16HBEo-) (Lee et al., 2008). 

 

Le récepteur nucléaire RXR est donc un récepteur important pour la régulation 

transcriptionnelle de la TSLP. 

 

 

3. Récepteur nucléaire PPAR  

 

 

Un lien entre PPAR et la régulation de la TSLP a déjà été mis en avant au 

cours d’un modèle de dermatite atopique chez la souris (Jung et al., 2011). Dans cette 

étude, les auteurs démontrent que le récepteur nucléaire PPAR joue un rôle de rétro-

contrôle négatif sur l’expression de la TSLP dans les kératinocytes. L’utilisation d’un 

agoniste de PPAR (rosiglitazone) a pour effet de diminuer l’expression de la TSLP 

alors que l’antagoniste PPAR (GW9662 20 µM), permet d’induire son expression. Ce 
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lien semble exister également dans l’intestin dans le cas des maladies cœliaques chez 

l’enfant. En effet, lors de ces maladies, un faible taux de PPAR est observé en 

parallèle d’une importante expression de la TSLP (Sziksz et al., 2014). Le gluten aurait 

un rôle sur la dégradation de PPAR et l’augmentation d’expression de la TSLP. Cela 

permet de renforcer l’idée que le récepteur nucléaire PPAR puisse jouer un rôle sur 

l’expression de la TSLP. 

 

 

4. Récepteur nucléaire VDR 

 
 

Initialement, une augmentation de production de TSLP accompagnée d’un 

phénotype proche de la dermatite atopique a été observée sur un modèle de souris 

traité au niveau cutané par de la vitamine D3 ou son analogue MC903 (2 agonistes de 

VDR) (Li et al., 2009). Cette observation laisse donc à supposer que les agonistes de 

VDR peuvent induire une inflammation cutanée avec une induction de l’expression de 

la TSLP. 

 

Ces résultats n’ont pas été confirmés sur des kératinocytes humains primaires 

ou des biopsies de peau humaines (Landheer et al., 2015). En effet, avec ou sans 

vitamine D au niveau de cellules ou biopsies « saines », il n’y a aucune production de 

TSLP alors que des gènes connus comme cible de la vitamine D voient leur production 

augmentée. Cependant, il faut noter que lorsque la vitamine D est mise en contact 

avec de la peau ayant un psoriasis, il est observé une augmentation de production de 

la TSLP et une amélioration de « guérison ». En parallèle de ces observations, il y a 

une baisse d’expressions des différentes cytokines pro-inflammatoires.  

En 2012, Xie et al. ont cherché à connaitre l’effet de la vitamine D et MC903 

d’une part, sur  l’expression de la TSLP « totale », qui regroupe la TSLP 1 et la TSLP 

2 et d’autre part sur l’expression de la TSLP 1. Ainsi, ils observent une augmentation 

de la TSLP totale mais pas de la TSLP 1 au niveau des kératinocytes humains (Figure 

45 page 110). 

Fornasa et al. confirment les travaux de Landheer et al. avec le traitement de 

kératinocytes primaires avec de la vitamine D (Fornasa et al., 2015). Ils vont plus loin 
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en affirmant que la seule isoforme impactée par un traitement à la vitamine D est 

l’isoforme court de la TSLP (TSLP 2). Une analyse in silico leur a permis de découvrir 

un possible site de fixation du récepteur à la vitamine D au niveau de l’intron 3 du gène 

de la TSLP (Figure 45 page 110). 

 
 

5. Récepteur nucléaire des glucocorticoïdes 

 
 

Le GR (récepteurs aux glucocorticoïdes) et ses ligands (glucocorticoïdes) 

inhibent la production de TSLP au niveau de cellules épithéliales pulmonaires et les 

kératinocytes humaines. (Kato et al., 2007; Le et al., 2009, 2010; Ozawa et al., 2007; 

Surjit et al., 2011). La souris a également un élément de réponse aux glucocorticoïdes 

(GRE) au niveau du promoteur de la TSLP. Il agirait comme un élément « silence » 

(Surjit et al., 2011). 

 
 

6. Deux sites promoteurs distincts pour les 2 
isoformes 

 
 

La régulation et l’expression des 2 isoformes de la TSLP humaine sont 

dépendantes de la localisation cellulaire et de l’état de l’environnement. Une cellule 

épithéliale de la peau, du poumon ou de l’intestin pourra réguler ces 2 isoformes de 

manière différente et avec différents récepteurs nucléaires. Des cellules épithéliales 

dans un contexte stable, « normal » ne réguleront pas et n’exprimeront pas les 2 

variants de la TSLP de la même façon également. 

La quasi-totalité des travaux, qui traitent de la régulation de la TSLP depuis plus 

de 10 ans, chez l’homme ou la souris, s’est focalisée sur la forme longue de la TSLP. 

Ce n’est que depuis récemment, que certaines études cherchent à comprendre et 

décrire les facteurs de transcription agissant sur chacune des isoformes (Bjerkan et 

al., 2016).  

Fornasa et al. ont également effectué une étude sur la relevance des isoformes 

de la TSLP à l’état « sains » et en cas de pathologie. Cela leur a permis d’observer les 
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différentes expressions et activités des 2 isoformes. Sur une analyse in silico, ils 

confirment que les 2 isoformes ne sont pas le résultat d’un épissage alternatif du même 

transcrit mais bien issu de la transcription de 2 ARNm contrôlés par 2 régions 

promotrices différentes. Cette isoforme 2 était la principale isoforme détectée sur les 

cellules épithéliales de la peau mais également de l’intestin dans un état « sain » 

(Fornasa et al., 2015). 

 
 

7. SNP (Single Nucleotide polymorphisme) au 
niveau du promoteur de la TSLP 

 

 

Harada et al. ont identifié deux polymorphismes fonctionnels au niveau du 

promoteur de la TSLP 1 et qui sont corrélés positivement à une susceptibilité à 

l’asthme chez l’enfant et chez l’adulte. Le premier polymorphisme, appelé rs3806933, 

est le remplacement d’une cytosine par une thymine au nucléotide -847. Ce 

changement permet de créer un site de fixation pour le facteur de transcription AP-1 

(Activating Protein 1). Ceci a pour conséquence d’affecter la transcription de la TSLP 

1 induite par le poly (I :C) au niveau de cellules épithéliales bronchiques primaires 

humaines (NHBE) (Harada et al., 2009). Le second polymorphisme, appelé 

rs2289276, est le remplacement encore une fois d’une cytosine par une thymine au 

nucléotide -82. Il se situe au niveau du motif de fixation AP-2. Il s’agit d’un possible 

facteur de transcription suppresseur. Les auteurs démontrent que la fixation AP-2 sur 

le « -82 C », amène à une diminution de l’activité transcriptionnelle par un effet 

répressif de la transcription (Harada et al., 2011).  
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Figure 45 : Les différents lieux de fixation des facteurs de transcription agissant sur les 

promoteurs de la TSLP 1 et de la TSLP 2 chez l’homme (Tsilingiri et al., 2017). 

 
 

IV. Le récepteur à la TSLP : TSLPR 

 

 

La TSLP exerce ses fonctions biologiques via son récepteur : TSLPR (TSLP 

Récepteur). Ce récepteur est un hétérodimère constitué d’une chaine alpha 1 du 

récepteur TSLP (TSLPR 1) et d’une chaine alpha du récepteur à l’IL-7 (IL-7R) 

(Figure 46). TSLPR 1 a une faible affinité pour la TSLP mais une combinaison avec 

l’IL-7R permet d’obtenir un site de fixation à la TSLP de forte affinité. 

En comparaison avec le récepteur de la TSLP chez la souris, on retrouve 

approximativement le même pourcentage d’homologie que pour celui de la TSLP. En 

effet, il y aura environ 39% d’homologie entre les TSLPR humain et murin. Cependant, 

chez les deux espèces, l’importance de l’hétérodimérisation du récepteur pour obtenir 

une forte liaison est maintenue chez les 2 espèces. Cela suggère donc que la TSLP 

et le TSLPR humains sont des orthologues de la TSLP et le TSLPR murins 

(Quentmeier et al., 2001).  

Suite à la fixation de la TSLP sur son récepteur, la voie de signalisation STAT 

5 est activée chez les 2 espèces. De plus, la voie STAT 3 est activée également chez 

l’homme (Isaksen et al., 1999, 2002; Pandey et al., 2000; Quentmeier et al., 2001; 

Reche et al., 2001; Rochman et al., 2010).  
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La TSLP humaine est capable d’activer également les voies STAT 1, JAK 1 

(Janus Kinase 1) et JAK 2 (Janus Kinase 2) au niveau des cellules dendritiques CD11+ 

(Rochman et al., 2007; Wohlmann et al., 2010). 

 

 

Figure 46 : Représentation du récepteur à la TSLP constitué du TSLPR et de l’IL-7R (Ito et 

al., 2012). 

 

 

Seule la TSLP 1 se fixe sur le récepteur à la TSLP et permet la phosphorylation 

de STAT5 au niveau des cellules dendritiques (Bjerkan et al., 2015). La TSLP 2 à 60 

ou à 63 acides aminés ne perturbe pas la fixation de la TSLP 1 au TSLPR (Figure 47).  

 

 

Figure 47 : Phosphorylation de STAT5 au niveau des cellules dendritiques en présence de 

TSLP 1, TSLP 2 et TSLP 1 + 2 (Bjerkan et al., 2015). 
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A l’heure actuelle, aucun récepteur à la TSLP 2 n’a décrit ou découvert. 

Cependant, la TSLP 2 induit la phosphorylation de p38au niveau de cellules 

dendritiques et il n’y a aucun effet sur la phosphorylation de STAT 5 (Bjerkan et al., 

2015; Fornasa et al., 2015). 

 

 

V. Cibles cellulaires de la TSLP 

 
 

Beaucoup de cellules ont la capacité de répondre à la TSLP in vivo et in vitro. 

Parmi ces cellules, sont retrouvées les cellules hématopoïétiques des systèmes de 

l’immunité adaptatif et innée : les cellules dendritiques, les lymphocytes T CD4+ et 

CD8+, les lymphocytes T Natural Killer (NKT), les mastocytes, les polynucléaires 

basophiles et les éosinophiles, mais aussi les cellules non hématopoïétiques. 

Historiquement, la TSLP a été caractérisée comme un puissant facteur de 

croissance et de différenciation des lymphocytes B et T. Les premiers travaux, chez la 

souris, se sont principalement focalisés sur le rôle de la TSLP dans la maturation des 

lymphocytes B immatures. Mais très vite, plusieurs études in vitro ont clairement 

montré que la TSLP agissait de préférence sur les monocytes et les cellules 

dendritiques CD11+. La présence des récepteurs de la TSLP sur les lymphocytes 

confirme malgré tout que la TSLP agit bien sur ces cellules. 

 
 

A. Les cellules dendritiques 

 
 

Comme énoncé précédemment, au niveau des muqueuses, les cellules 

dendritiques présentent une communication étroite avec les cellules épithéliales. Ceci 

se fait via un échange de cytokines/chimiokines, dont la TSLP. Les cellules 

dendritiques expriment naturellement un fort niveau de TSLPR au niveau de leur 

surface.  
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La TSLP humaine favorise la maturation et les fonctions des cellules 

dendritiques CD11c+ (Reche et al., 2001). En effet, la TSLP permet dans un premier 

temps une forte induction de l’expression de molécules attractives de surface comme 

le CD40 ou CD80 et dans un second temps la libération de chimiokines dont TARC 

(thymus end activated chemokine) / CCL17, MDC (macrophage derived chemokine) / 

CCL22, l’IL-8 et l’eotaxin-2. Cela permettra d’attirer les polynucléaires neutrophiles et 

éosinophiles (Reche et al., 2001). Zhou et al. montrent également que des cellules 

dendritiques dérivées de la moelle osseuse, traitées par de la TSLP, produisent du 

CCL17, augmentent les protéines CMH II et l’expression de protéines costimulatrices 

(Zhou et al., 2005). Cependant, la TSLP n’induit pas de production des cytokines pro-

inflammatoires TNF, IL-1b ou IL-6 ou des cytokines caractéristiques du profil Th1 (IL-

12 ou IFNs) (Liu, 2006; Soumelis et al., 2002). 

 

L’effet le plus important de la TSLP au niveau de la cellule dendritique est 

l’augmentation d’expression de la protéine de surface OX40L (Arima et al., 2010; Ito 

et al., 2012; Zhou et al., 2005). L’induction de l’OX40L aura pour conséquence de 

conduire les lymphocytes T CD4+ naïfs à se différencier en lymphocytes T Th2 pro-

inflammatoires (Reche et al., 2001; Soumelis et al., 2002; Watanabe et al., 2004; Zhou 

et al., 2005). Les lymphocytes T Th2 se caractérisent par la forte libération d’IL-4, IL-

5, IL-13 et TNF mais pas d’IL10 et de IFN (Ito et al., 2005; Soumelis et al., 2002) 

(Figure 48 page 117). Une analyse en microarray sur des cellules dendritiques 

humaines activées par la TSLP a permis de confirmer la forte induction d’OX40L par 

la TSLP (Ito et al., 2005). OX40L est un médiateur essentiel in vivo des réponses Th2 

médiées par la TSLP. L’utilisation d’un anticorps anti-OX40L inhibe les réponses 

immunitaires induite par la TSLP au niveau des poumons et de la peau, la sécrétion 

de cytokines ou encore l’infiltration de cellules inflammatoires Th2. Ce même anticorps 

inhibe la réponse pro-inflammatoire Th2 par un antigène dans des modèles d’asthme 

de souris et de primates (Seshasayee et al., 2007).  

L’absence de la TSLP peut impacter le profil Th2. En effet, dans un modèle de 

souris normalement résistant au parasite Trichuris muris, un traitement par un 

anticorps anti-TSLP ou en présence d’une déficience en TSLPR, les souris perdent 

leur capacité à produire une réponse protectrice Th2. On y observe une diminution des 
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cytokines Th2 et une augmentation d’expression de l’IL-12/23p40, de l’IFN et de l’IL-

17A (Taylor et al., 2009).  

 

Les cellules dendritiques activées par la TSLP peuvent interagir avec les 

lymphocytes T CD8+ naïfs. Elles vont stimuler et développer les lymphocytes T CD8+ 

et induire leur différenciation en effecteurs producteurs d’IL-5 et Il-13. Il a été 

clairement montré que les lymphocytes CD8+ interviennent dans les réactions 

allergiques (Gilliet et al., 2003). 

 

Enfin, les cellules dendritiques ont la capacité de produire de la TSLP. Ceci 

conduirait donc à un effet autocrine et amène à un réponse Th2 (Kashyap et al., 2011; 

Spadoni et al., 2012).  

 
 

B. Les Lymphocytes  

 

1. Les Lymphocytes T 

 

 

L’effet indirect de la TSLP sur les lignées de lymphocytes T via les cellules 

dendritiques a été clairement décrit (paragraphe précèdent). Mais la TSLP est 

également capable d’agir directement sur les lymphocytes T.  

 

La TSLP exerce son action sur les lymphocytes T CD4+ lors de la stimulation 

du TCR. La TSLP va permettre la prolifération et la différenciation des lymphocytes T 

CD4+ naïfs en profil Th2 et induire la transcription de l’IL-4 (Omori and Ziegler, 2007; 

Rochman et al., 2007) (Figure 48 page 117). L’IL-4 joue à ce moment-là un rôle de 

feed back positif. En effet, l’IL-4 va augmenter l’expression du TSLPR au niveau de la 

surface des lymphocytes T CD4+. Il est montré in vitro que l’IL-4 est capable de 

maintenir la présence du TSLPR au niveau des lymphocytes T CD4+ ayant le profil 

Th2 (Kitajima et al., 2011). 
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 Chez la souris, Wang et al. expliquent que l’action de la TSLP au niveau des 

lymphocytes T CD4 + est requise non seulement pour la formation de cellules 

mémoires Th2 in vivo, mais aussi sur la réponse de rappel des lymphocytes T mémoire 

lors de la détection d'antigène (Wang et al., 2014). 

 

Concernant les lymphocytes T CD8+ naïfs de souris expriment également le 

récepteur à la TSLP alors que chez l’humain, ce récepteur est très peu présent voire 

absent. Cependant, une fois ces lymphocytes T CD8+ activés, l’expression du TSLPR 

augmente chez les 2 (Akamatsu et al., 2008; Rochman and Leonard, 2008). 

 
 

2. Les Lymphocytes B 

 
 

Le rôle de la TSLP sur les lymphocyte B reste encore aujourd’hui mal connu. 

Sur une lignée murine de lymphocyte B, la TSLP joue, in vitro, un rôle dans la 

croissance et la différenciation des lymphocytes B immatures (Friend et al., 1994; 

Levin et al., 1999) (Figure 48). Malgré la capacité de la TSLP à soutenir la maturation 

des lymphocytes B in vitro, les travaux de Carpino et al. nous indiquent que la TSLP 

murine ne joue qu’un rôle mineur de soutien dans le développement lymphocytaire in 

vivo en particulier face à l’IL-7 (Carpino et al., 2004). 

Enfin, il a été mis en évidence qu’une concentration plus élevée de TSLP au 

niveau systémique chez la souris pouvait avoir un effet direct sur le développement 

des lymphocytes B et un effet indirect sur l’anémie hémolylique de type autoimmune 

(Astrakhan et al., 2007; Iseki et al., 2012). 

 

3. Les Lymphocytes T régulateurs 

 
 

Les lymphocyte T régulateurs (Trég) exprime également le TSLPR. Ce 

récepteur est retrouvé chez ces derniers lorsqu’ils sont activés, au niveau pulmonaire. 

Une réponse médiée par STAT-5 est activée lorsque la TSLP se fixe sur son récepteur. 

La TSLP va ainsi diminuer la production d’IL-10 et l’activité suppressive qui lui est 

associée. Dans l'asthme allergique humain, les lymphocytes Trég pulmonaire ont une 
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diminution significative de l'activité suppressive et de la production d'IL-10 par rapport 

à un contrôle sain et des homologues asthmatiques non allergiques (Nguyen et al., 

2010). 

 
 

C. Les cellules de l’immunité innée 

 
 

Le récepteur à la TSLP est également présent à la surface des cellules de 

l’immunité innée comme les lymphocytes Natural Killer T (NKT), les mastocytes, les 

granulocytes éosinophiles ou encore les granulocytes basophiles. Lorsque la TSLP se 

fixe à son récepteur, cela augmente la production de cytokine de ces dernières 

(Allakhverdi et al., 2007; Nagata et al., 2007; Wong et al., 2010) (Figure 48). 

Au niveau des lymphocytes NKT, la TSLP stimulerait la libération de l’IL-13 mais 

pas celle de l’IL-4 ou de l’IFN (Nagata et al., 2007). 

Pour l’activité de la TSLP sur les mastocytes, des données montrent, in vitro, 

dans des conditions inflammatoires conditionnées par la présence d’IL-1 et de TNF, 

que la TSLP est un puissant activateur des mastocytes et amène à la production de 

très fort taux de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires de type Th2 (IL-5, IL-6, 

IL-13, GM-CSF, CXCL8, etc). Ces dernières permettront d’induire et maintenir une 

réaction allergique (Allakhverdi et al., 2007).  

L’action de la TSLP sur les éosinophiles est également caractérisée. En plus 

d’induire la libération de l’IL-6 (cytokine inflammatoire) et de chimiokines (CXCL1, 

CXCL8, CCL2), la TSLP est capable de retarder l’apoptose des polynucléaires 

éosinophiles, de réguler l’expression de la molécule d’adhésion CD18  et améliore 

l’adhésion des éosinophiles sur la fibronectine (Wong et al., 2010). Ces granulocytes 

éosinophiles présentent un plus grand nombre de TLSPR et la TSLP permet la 

libération des neurotoxines dérivées des granulocytes éosinophiles. Ces 

dégranulations sont inhibées en présence d’un anticorps anti-TSLPR. 

La TSLP est également capable de jouer sur l’hématopoïèse de la lignée des 

granulocytes basophiles et jouerait un rôle dans de nombreuses maladies allergiques 

(Siracusa et al., 2013). 
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Figure 48 : Réponse cellulaires à la TSLP (Ziegler and Artis, 2010). 

 
 

VI. Fonction de la TSLP dans l’organisme 

 
 

Suivant sa localisation, la TSLP joue un rôle différent : soit un rôle 

homéostasique, soit un rôle pro-inflammatoire de type Th2.  

Au niveau périphérique, son rôle dans la modulation pro-inflammatoire Th2 a 

été clairement démontré lors de pathologies allergiques (Roan et al., 2012; Siracusa 

et al., 2013; Watson and Gauvreau, 2014; Ziegler, 2010). Parmi celles-ci, on retrouve 

la dermatite atopique (inflammation chronique de la peau) (Indra, 2013; Xie et al., 

2012b), les allergies pulmonaires et l’asthme (Soumelis et al., 2002).  

 
 

A. Le rôle homéostatique/tolérogène de la TSLP 

 
 

Au niveau central, la TSLP permet l’homéostasie lymphocytaire T dans le 

thymus via la sélection positive et la différenciation intra-thymique des lymphocytes T 
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régulateurs (Watanabe et al., 2005). Aucun laboratoire n’a actuellement cherché à 

différencier les 2 transcrits de la TSLP au niveau central.  

 
 

B. La dermatite atopique 

 
 

La dermatite atopique est une maladie allergique inflammatoire qui touche 

environ 15% des nouveaux nés-jeunes enfants et 3 à 5% des adultes14. Cette maladie 

est fréquemment associée à des antécédents allergiques familiaux. Cette maladie 

allergique se caractérise par de fortes démangeaisons et une inflammation de la peau. 

La dermatite atopique, avec l’asthme et la rhinite allergique, qui sont traités par la suite, 

forment ce qu’on appelle, la « triade atopique ». Ces trois maladies partagent une 

pathogenèse commune : une inflammation allergique médiée par des lymphocytes T 

de profil Th2, qui vont sécréter du TNF des cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-13), stimuler 

les lymphocytes B à augmenter la production d’IgE.  

 

La TSLP a été beaucoup étudiée dans le cas de la dermatite atopique. 

L’hypothèse d’un lien entre la TSLP et les maladies allergiques a été envisagée après 

le clonage de la TSLP humaine. L’expression de la TSLP est plus élevée au niveau 

des épidermes lésionnels des patients atteints de dermatites atopiques en 

comparaison aux tissus non lésionnels de ces patients, des épidermes de patients 

sains ou encore de patients atteints de lupus érythémateux cutanée (Corrigan et al., 

2009; Soumelis et al., 2002). On retrouve aussi une sur-expression de la TSLP chez 

les personnes atteintes du syndrome de Netherton. Il s’agit d’une sévère maladie 

génétique de la peau caractérisée par des lésions cutanées semblables à celle de la 

dermatite atopique (Briot et al., 2009). La TSLP va être également essentielle pour la 

libération locale de cytokines Th2 sécrétés par des lymphocytes T CD4+ (He et al., 

2008). Ces mêmes cytokines vont être capables d’induire l’expression de la TSLP au 

niveau des kératinocytes, ce qui laisse penser à un « cercle vicieux » de l’inflammation 

locale (Bogiatzi et al., 2007). 

                                              
14 http://www.therapeutique-dermatologique.org/spip.php?article1068 
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Le niveau d’expression de la TSLP dans le sang ou les épidermes 

inflammatoires ne sont pas corrélés avec la sévérité de la maladie (Lee et al., 2010; 

Soumelis et al., 2002). La TSLP agit in situ et permet d’initialiser la réponse allergique, 

sans pour autant agir sur la progression de l’allergie. En effet, la TSLP joue son rôle 

majeur lors de l’initiation de l’inflammation. L’IL-25, autre cytokine épithéliale, est 

responsable du maintien des lymphocytes Th2 mémoires induits par les cellules 

dendritiques activées par la TSLP et qui mène à la chronicité de la maladie allergique 

(Wang et al., 2014). 

 

L’action de la TSLP dans les dermatites atopiques a été étudiée dans plusieurs 

modèles de souris modifiées génétiquement de manière spécifique au niveau des 

kératinocytes (Souris RXRep-/-, souris avec une délétion de Notch ou encore souris 

surexprimant la TSLP). Ces souris présentent une expression aberrante de la TSLP 

et vont toutes développer un syndrome inflammatoire similaire à la dermatite atopique 

(Demehri et al., 2008; Dumortier et al., 2010; Li et al., 2005; Yoo et al., 2005). Le 

modèle de souris surexprimant la TSLP au niveau des kératinocytes présentent des 

infiltrats très riches en lymphocytes CD4+ Th2, mastocytes, éosinophiles, élévation 

des cytokines Th2 (Yoo et al., 2005). 

Déjà cité précédemment, lorsque des souris sont traitées topiquement avec des 

agonistes de VDR, elles développent une maladie inflammatoire proche de la 

dermatite atopique, causée par l’induction de la TSLP au niveau des kératinocytes (Li 

et al., 2006). Le développement de cette inflammation est inhibé chez les souris 

TSLPRep-/-. Ces résultats sont confirmées chez des souris TSLPR -/-, où l’inflammation 

allergique de la peau est grandement réduite par rapport aux souris contrôles (He et 

al., 2008; Larson et al., 2010).  

 

L’ensemble des résultats au niveau de l’homme et des modèles de souris ont 

permis de mieux comprendre le rôle de la TSLP dans la dermatite atopique. En effet, 

tous s’accordent à dire que la TSLP joue un rôle central dans l’initiation de 

l’inflammation allergique.  
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C. L’asthme allergique 

 
 
L'asthme est une maladie inflammatoire des bronches. Il s'agit d'une maladie 

chronique qui apparaît par crises au cours desquelles la personne éprouve 

des difficultés à respirer, s'essouffle, et a une respiration sifflante. 

 

Tout d’abord, des hybridations in situ montrent que l’expression de la TSLP est 

significativement augmentée au niveau des voies aériennes des patients asthmatiques 

et que cette augmentation est corrélée avec l’expression des chimiokines pro-Th2 et 

de la sévérité de la maladie (Ying et al., 2005, 2008). 

De plus, l’expression protéique de la TSLP est significativement plus élevée 

dans les liquides de lavage broncho-alvéolaire des patients asthmatiques en 

comparaison au patients non asthmatiques (Nguyen et al., 2010; Ying et al., 2008). 

Cependant, tout comme la dermatite atopique, le niveau de TSLP sérique n’est pas 

corrélé avec la sévérité de l’asthme. 

 

Les souris présentant une inflammation allergique des voies aériennes ont une 

expression de la TSLP significativement plus élevée que chez les souris contrôles (Li 

et al., 2010; Shi et al., 2008; Zhou et al., 2005). De plus les souris KO TSLPR ne 

développent pas d’inflammation lorsqu’elles sont sensibilisées à OVA (Ovalbumine) 

(Al-Shami et al., 2004; Zhou et al., 2005). Enfin, l’utilisation d’un anticorps anti-TSLPR 

permet de diminuer la réponse inflammatoire allergique (Shi et al., 2008). Un modèle 

de souris transgéniques où la TSLP est constitutivement exprimée par les cellules 

épithéliales du poumon sous le contrôle du promoteur de la SPC (Surfactant Proteine 

C), développent une maladie voisine de l’asthme (Zhou et al., 2005).  

Un traitement composé de la TSLP 2 recombinante ou du 1,25 Vitamine D3, est 

capable de prévenir et de diminuer l’asthme induit par les acariens chez la souris 

(Dong et al., 2016). 

 

L’ensemble des travaux réalisés montre clairement l’impact d’une 

surexpression de la TSLP dans l’initiation de l’asthme allergique. Les résultats trouvés 

chez l’homme et chez les souris vont dans le même sens. Les analyses génétiques 

http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/asthme/01_l-asthme-statistiques-et-definitions.php3
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/19170-bronche-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/8698-dyspnee-difficulte-a-respirer
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montrent également la susceptibilité de certains individus à produire une sur-

expression de la TSLP en réponse à un stimulus et donc de développer un asthme. 

De plus, des méta-analyses concernant les génomes de nombreuses 

personnes asthmatiques ont incriminé de nombreux loci associés avec les risques 

d’asthme. Parmi eux, on retrouve celui de la TSLP (Hirota et al., 2011; Torgerson et 

al., 2011). Comme précédemment cité, il existe des « SNP » associés au risque 

d’asthme (Harada et al., 2011; He et al., 2009). 

 

 L’importance de la TSLP dans l’initiation de l’asthme a permis de faire d’elle une 

cible potentielle du point de vue thérapeutique. L’AMG 157 est le premier traitement 

pour lutter contre la surexpression de la TSLP dans l’asthme allergique. Il s’agit d’un 

anticorps monoclonal, testé chez l’humain, dirigé contre la TSLP. Il agit sur les 

réponses précoces et tardives de l’asthme provoqué par un allergène. L’AMG 157 va 

également diminuer des marqueurs de l’inflammation comme la fraction exhalée de 

l’oxyde de nitrite ou encore le nombre d’éosinophiles présents dans les expectorations 

ou la circulation sanguine (Gauvreau et al., 2014). 

 

 

D. La rhinite allergique 

 

 

La dernière maladie de la « triade atopique » est la rhinite allergique. La TSLP 

joue un rôle majeur dans la rhinite allergique. L’expression de la TSLP au niveau des 

cellules épithéliales nasales est significativement plus importantes chez les patients 

atteints de rhinite allergique en comparaison aux patients sains (Kimura et al., 2011; 

Mou et al., 2009; Zhu et al., 2009). Le niveau d’expression de la TSLP est corrélé avec 

la concentration d’IL-4 et la gravité de la maladie (Mou et al., 2009). 3 cohortes 

indépendantes d’études génétiques ont mis en évidence que le polymorphisme de la 

TSLP était associé à la rhinite allergique chez l’enfant (Bunyavanich et al., 2011). 

 

Dans le modèle de souris de rhinite allergique, on retrouve une augmentation 

de l’expression de la TSLP lorsque les souris sont traitées à l’OVA. Lorsque la TSLP 
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est neutralisée par un anticorps anti-TSLP durant la phase de traitement, il y a une 

inhibition du développement de la rhinite allergique (Miyata et al., 2008). 

 
 

E. L’œsophagite à éosinophiles 

 
 

L’œsophagite à éosinophiles est une maladie inflammatoire chronique de type 

Th2 qui touche l’œsophage et qui est caractérisée par une accumulation de 

granulocytes éosinophiles dans la muqueuse œsophagienne. 

Une étude multicentrique sur le génome des personnes atteintes de 

l’œsophagite à éosinophiles a permis d’incriminer le gène de la TSLP comme un 

candidat potentiel pour la survenue de cette maladie.  

De plus, l’expression de la TSLP est augmentée chez les patients atteints 

d’œsophagite à éosinophiles en comparaison aux patients sains (Rothenberg et al., 

2010). Enfin, Un polymorphisme du récepteur à la TSLP augmente la susceptibilité à 

l’œsophagite à éosinophiles mais uniquement chez l’homme (Sherrill et al., 2010). 

 
 

F. TSLP et cancer 

 
 

L’inflammation joue un rôle important dans la survenue de cancer mais 

également à différents stades de développement de cancer (Grivennikov et al., 2010; 

Mantovani et al., 2008). La survie des cellules cancéreuses et le développement des 

métastases sont favorisés par un microenvironnement inflammatoire chronique avec 

des macrophages activés par des cytokines Th2 : l’IL-4 et l’IL-13 (Mantovani and Sica, 

2010). La TSLP est exprimée de façon abondante dans de nombreux cancers (cancer 

du sein, cancer métastatiques du seins, mélanome) (Olkhanud et al., 2011; Pedroza-

Gonzalez et al., 2011). Il existe également une corrélation entre la forte présence de 

lymphocytes Trég et la TSLP dans les microenvironnements tumoraux. Ceci a été 

montré dans le cancer du poumon (Li et al., 2011a).  

Au niveau du cancer du sein, les cellules tumorales sont capables de produire 

de la TSLP qui participe à la création du microenvironnement inflammatoire et au 
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développement du processus tumoral (Pedroza-Gonzalez et al., 2011). La TSLP joue 

également un rôle dans l’infiltration de Lymphocytes T Th2 dans le cancer du pancréas 

humain (De Monte et al., 2011).  

 

Chez la souris, la TSLP est également exprimée dans les adénocarcomes 4T1 

(lignée cellulaire de carcinome mammaire). Cette expression est corrélée avec la 

progression de la tumeur et des métastases. Une diminution d’expression de la TSLP 

dans ces cellules cancéreuses permet d’abolir la progression du cancer et des 

métastases (Olkhanud et al., 2011).  

 

La propriété « anti-cancéreux » de la TSLP est mis en évidence dans le cancer 

du côlon. Dans un premier temps, une diminution de l’expression de la TSLP est 

observée dans les tissus cancéreux du colon en comparaison à des muqueuses 

saines. De plus cette diminution d’expression de la TSLP est inversement corrélée 

avec le score du stade clinique du cancer du côlon. Les cellules cancéreuses du côlon 

expriment le TSLPR et lorsque la TSLP se fixe sur son récepteur, cela provoque 

l’apoptose des cellules cancéreuses, via l’activation de la voie p38. Cette action 

apoptotique n’est pas retrouvée chez les cellules épithéliales saines de côlon qui 

expriment également le TSLPR (Yue et al., 2016).  

 

Au vu des différents travaux sur la TSLP dans un contexte de tumeurs et du 

paradoxe qui en découle, il est très important de comprendre la complexité des sous-

ensembles de cellules sensibles à la TSLP, afin de trier l’ensemble des données et 

pouvoir conclure au rôle exact de la TSLP dans un microenvironnement tumoral (Lo 

Kuan and Ziegler, 2014). 

 
 

G. Le rôle de la TSLP dans l’intestin 

 
 

Au niveau intestinal, le rôle de la TSLP est plus complexe (Figure 49). En effet, 

les deux isoformes et rôles de la TSLP y sont retrouvés. La TSLP 2 est 

constitutivement libérée/sécrétée par les CEI alors que la TSLP 1 n’est sécrétée qu’en 

cas d’inflammation (Fornasa et al., 2015). Les résultats de ce manuscrit confirment 
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uniquement l’expression constitutive du gène codant la TSLP 2 au niveau des CEI à 

l’état basal (Martin Mena et al., 2017). 

 
 

 
Figure 49 : Rôles de la TSLP dans l’intestin d’après Takai (Takai, 2012). 

 
 

1. La TSLP dans les MICI 

 
 

Concernant les MICI, le rôle de la TSLP est encore mal connu (Figure 49). 

D’une part, son expression est diminuée voire absente au niveau des CEI chez les 

patients atteints de MC (Iliev et al., 2009b; Rimoldi et al., 2005a; Zaph et al., 2007). 

D’autres part, chez les patients atteints de RCH, il est retrouvé une diminution 

d’expression de la TSLP sur les tissus non inflammatoires alors que cette expression 

est augmentée au niveau des tissus inflammatoires en comparaison à des tissus de 

patients contrôles (Noble et al., 2008; Ordonez et al., 2012; Tanaka et al., 2010). Selon 

Tanaka et al., cette augmentation est due à une production de cytokines Th2 pro-

inflammatoires (Tanaka et al., 2010). En parallèle de cette expression aberrante de la 

TSLP au cours des MICI, il est observé une diminution des lymphocytes T régulateurs 

(Eastaff-Leung et al., 2010).  

La TSLP 2 est présente constitutivement dans le tissu sain intestinal humain 

alors que ce n’est pas le cas pour la TSLP 1. (Fornasa et al., 2015; Martin Mena et al., 

2017). Cependant au niveau des tissus inflammatoires, nos résultats sont différents 

de ceux de Fornasa et al.. En effet, si nous observons une diminution signification de 

l’expression de la TSLP 2, sans observer une induction de l’expression de la TSLP 1, 

Fornasa et al. remarquent une augmentation significative de cette dernière sans de 

changement significatif sur l’expression de la TSLP 2 (Figure 50). 
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Rimoldi et al. concluent leur recherche en émettant l’hypothèse qu’une 

concentration physiologique de la TSLP pourrait rétablir l’homéostasie intestinale et 

apporter une réel bénéfice thérapeutique pour les patients atteints de MICI (Rimoldi et 

al., 2005a). Une étude clinique a également montré qu’une réponse des lymphocytes 

Th2 et Trég induite par une infection helminthique via une voie potentiellement 

dépendante de la TSLP, permet de réduire les symptômes des personnes atteints de 

MICI (Maizels et al., 2009). 

 

 
Figure 50 : La CEI ne sécrète pas la même isoforme de TSLP selon le contexte (homéostasie 

ou inflammation) (Tsilingiri et al., 2017). 

 
 

2. La TSLP dans la maladie coeliaque 

 
 

Chez les patients atteints de la maladie coeliaque, une diminution de la TSLP 2 

dans la muqueuse intestinale est observée pour les malades non traités ou réfractaires 

en comparaison aux patients traités (Biancheri et al., 2015). Cette diminution de la 
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TSLP pourrait contribuer à l’augmentation des enzymes dégradant la matrice des 

fibroblastes et des cytokines libérées par les lymphocytes T. 

Une étude sur des enfants atteints de la maladie coeliaque montre une 

diminution d’expression du récepteur nucléaire PPAR au niveau des muqueuses 

duodénales. Cette diminution d’expression serait due au peptide de gliatine qui 

provoquerait un stress oxydatif avec pour conséquence finale, l’ubiquitination et la 

dégration protéasomale de PPAR (Luciani et al., 2010). En parallèle de cette 

diminution, il est observé une augmentation significative de la TSLP (Sziksz et al., 

2014). Il montre dans cette même étude que les patients nourris par un régime sans 

gluten voient leur expression de PPAR significativement augmentée et celle de la 

TSLP diminuée. Les auteurs émettent donc l’hypothèse que PPAR pourrait jouer le 

rôle de régulateur inhibiteur du processus inflammatoire induit par la TSLP.  

 

 

3. La TSLP dans les infections aux helminthes 

 
 

Lors d’infections par l’helminthe Trichuris muris, la TSLP permet une réponse 

pro-Th2 protectrice, via une augmentation d’OX40L par des cellules dendritiques 

(Taylor et al., 2009) (Figure 49). Comme vu précédemment, chez des souris « wild 

type » traitées par un anticorps anti-TSLP, Taylor et al. ont observé une susceptibilité 

accrue au parasite accompagné d’une augmentation d’expression d’Il-12/23p40, 

d’IFN et d’IL-17A. Cela avait pour conséquence une diminution de réponse Th2 

spécifique de ce pathogène. De plus, il démontre également l’importance de la liaison 

TSLP avec son récepteur pour obtenir une réponse anti-helminthique satisfaisante. 

 
 

4. Rôle tolérogène de la TSLP dans l’intestin 

 
 

Son rôle homéostasique a également été démontré dans la tolérance vis à vis 

de la flore commensale et la différenciation de cellules dendritiques tolérogènes (Iliev 

et al., 2009a; Li et al., 2011b). Ceci aboutit à la production de lymphocytes T 
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régulateurs (Figure 49) et  la modulation du profil inflammatoire Th1/Th17 (Rimoldi et 

al., 2005a). En effet, la TSLP va inhiber la production d’IL-12 et IL-23p40 des cellules 

dendritiques et ainsi réduire la polarisation Th1/Th17 et diminuer la production de 

cytokines inflammatoires (Th-17, IFN) (Shale and Ghosh, 2009; Ziegler and Artis, 

2010). 

 
 

H. La TSLP joue le rôle de peptide antimicrobien 

 
 

D’autres équipes de recherche se sont penchées sur un tout autre aspect de la 

fonction de la TSLP. En effet, ils ont émis l’hypothèse que la TSLP pouvait jouer un 

rôle de peptide antimicrobien. Sonesson et al. ont mis en évidence une activité 

antimicrobienne de la TSLP recombinante, préférentiellement sur les bactéries gram 

négatif (E. coli et Ps. aeruginosa) (Sonesson et al., 2011). Ils démontrent également 

que la région C-terminale, commune aux deux transcrits de la TSLP, serait la région 

où se situe l’activité antimicrobienne (Sonesson et al., 2011).  

Bjerkan et al. sont allés plus loin et ont cherché à savoir laquelle des isoformes 

pouvait avoir une activité antimicrobienne. Ainsi, ils démontrent que la TSLP 2, en plus 

d’être l’isoforme prédominante dans les kératinocytes, joue un rôle de peptide 

antimicrobien (Bjerkan et al., 2015).  
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Hypothèse de travail 
 
 

Suite aux travaux du laboratoire concernant le déficit de PPAR au niveau des 

CEI chez les patients atteints de RCH, ces derniers se sont orientés sur la 

compréhension du rôle de PPAR dans l’homéostasie intestinale mais aussi sur la 

cause et les conséquences de ce déficit chez ces patients. Quelques publications 

commencent à montrer le rôle anti-inflammatoire joué par le récepteur nucléaire 

PPAR au niveau des muqueuses intestinales. Cependant aucune d’entre elles 

n’explique les conséquences de son déficit au niveau des cellules coliques 

intestinales.  

L’hypothèse de ce travail est que le défaut d’expression de ce facteur de 

transcription au sein des CEI perturberait les capacités de ces cellules à induire un 

phénotype tolérogène des cellules immunitaires de la muqueuse intestinale. Ainsi, le 

déficit de PPAR pourrait être une des causes de rupture de la tolérance intestinale et 

être à l’origine du développement d’une réaction inflammatoire exagérée au niveau 

des muqueuses intestinales coliques chez les patients atteints de RCH. La 

compréhension et la description des différents mécanismes moléculaires et cellulaires 

impliquées dans cette perte de tolérance permettraient d’ouvrir la possibilité de corriger 

ce déséquilibre chez les patients atteints de MICI. 

 
 
 
Les buts du projet sont donc : 

1. D’identifier des gènes cibles du récepteur nucléaire PPAR au niveau de 

lignée de cellules épithéliales intestinales 

2. De confirmer le rôle de PPAR dans le contrôle de l’expression de ces 

gènes cibles dans des lignées de cellules épithéliales intestinales. 

3. D’évaluer et de comparer l’expression des gènes cibles chez les patients 

atteints de rectocolite hémorragique. 
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Matériels et méthodes 
 

I. Culture cellulaire classique 

 
 

Deux lignées cellulaires ont été utilisées. La première lignée était les Caco-2 

(n°ATCC : CRL 2102), dérivée de cellules épithéliales d’adénocarcinome colique. 

Cette lignée était cultivée dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 

Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplémenté avec 20% de sérum de veau fœtal 

(SVF, Dutscher, Brumath, France), 1% de pénicilline-streptomycine (Invitrogen). La 

deuxième lignée était les T84 (n°ATCC : CCL-248), dérivée de cellules épithéliales de 

cancer colorectale métastatique isolées sur un poumon. Cette lignée est cultivée dans 

un milieu DMEM associé avec du Ham’s F12 medium. Ce mélange est supplémenté 

avec 5% de sérum de veau fœtal et 1% de pénicilline-streptomycine. Les milieux de 

culture étaient changés tous les 2-3 jours afin de préserver un milieu riche en 

nutriments et pauvre en déchets toxiques pour permettre une croissance cellulaire 

optimale. 

Parmi les lignées de Caco-2 disponibles au laboratoire, les cellules PPAR 

« knock-down » (ShPPAR) ont été utilisées. Elles expriment de façon stable un ARN 

anti-sens dirigé contre le gène codant PPAR conduisant à une diminution spécifique 

et significative de l’expression de PPAR. Ce déficit d’expression de PPAR a été 

mesuré par qRT-PCR et western blot en comparaison à la lignée contrôle ShLuc 

(diminution d’expression du gène luciférase, normalement absent dans ces cellules). 

Les lignées cellulaires étaient cultivées en monocouche confluente à 37°C sous 

une atmosphère contrôlée à 5% de CO2 et 85% d’humidité. Chaque semaine, les 

monocouches confluentes étaient traitées à la trypsine (Invitrogen) puis repiquées 

après une dilution au 1/10ème. Concernant les lignées Caco-2 ShPPAR et Caco-2 

ShLuc, la puromycine (2,5 µg/mL, Sigma) était ajoutée au milieu afin de maintenir la 

sélection des cellules transfectées. 

Pour les expériences de stimulation, les cellules étaient placées dans des 

plaques 6 puits. Chaque puits contenait 106 cellules. La veille des stimulations (16 
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heures avant), le milieu de culture des puits était remplacé par un milieu sans SVF afin 

de synchroniser les cellules. 

 

 

II. Culture cellulaire sur filtre 

 
 

Une seule lignée cellulaire a été utilisée pour cette culture : la lignée Caco-2 

(Caco-2 CRL, Caco-2 ShLuc et Caco-2 ShPPAR). Les cultures ont été faites sur des 

plaques 12 puits compatible avec les filtres semi-perméables Transwell®. 30 000 

cellules ont été déposées sur chaque filtre (Figure 51). Durant les 7 premiers jours, 

du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Invitrogen, Cergy-Pontoise, 

France) supplémenté avec 20% de sérum de veau fœtal (SVF, Dutscher, Brumath, 

France), 1% de pénicilline-streptomycine (Invitrogen) a été placé sous et sur le filtre. 

Puis entre le 8ème jour et le 21ème jour, du milieu DMEM supplémenté en SVF et la 

pénicilline-streptomycine est placé sous le filtre (milieu baso-latéral) et le milieu déposé 

sur le filtre ne sera pas supplémenté en SVF. Afin de garantir l’intégrité du tapis 

cellulaire et la polarisation des cellules, la mesure de la résistance trans-épithéliale 

(TEER) a été effectuée tous les 2 jours, juste avant le changement de milieux (EVOM2, 

Epithelial Votohmmeter, WPI). 

Lorsque des cellules Caco-2 ShLuc et Caco-2 ShPPAR ont été cultivées, la 

puromycine (2,5 µg/mL, Sigma) a été ajoutée dans les 2 milieux/compartiments. 

 
 
 

 
Figure 51 : Représentation schématique des compartiments accessibles grâce à la technique 

de culture cellulaire sur filtre Transwell®. 
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III. Traitements des cellules 

 
 

Les cellules ont été traitées avec l’acide 5-amino salicylique (5-ASA 30 mM, 

Sigma) (Rousseaux et al., 2005), du CLA (Conjugated linoleic acid), un agoniste 

naturel de PPAR (1 mM, Sigma) (Bassaganya-Riera et al., 2004), de la pioglitazone 

(famille des thiazolidinediones, 10M, Sigma) et un nouveau modulateur de PPAR 

développé au laboratoire et appelé GED (acide amino-phényl-methoxy-propionique) 

(GED 30 mM, Nogra Pharma, Italie) (Rousseaux et al., 2011) et un antagoniste 

spécifique de PPAR : le GW9662 (10µM, Sigma). Du milieu seul a été utilisé comme 

témoin négatif (=contrôle) pour les stimulations GED et 5-ASA. Le diméthylsulfoxyde 

(DMSO, Sigma) a servi de contrôle pour les traitements par la pioglitazone et le 

GW9662. L’éthanol 100% a servi de contrôle pour la stimulation par le CLA. Après 24 

heures de stimulation, les puits sont rincés à deux reprises par du PBS stérile. Les 

cellules sont lysées par l’ajout d’1 ml de TRIzol (Invitrogen) par puit. Les plaques 

sont ensuite congelées à -80°C en attendant l’extraction d’ARN et des protéines. 

 

 

IV. Muqueuses et cellules épithéliales humaines 

 
 

A. Muqueuses intestinales 

 
 

Une tissuthèque (déclaration de collection biologique n° DC-2008-642) est 

disponible au laboratoire. Les prélèvements sont des fragments de pièces opératoires 

récupérées lors de chirurgies ablatives. Cette tissuthèque contient des prélèvements 

de côlons de patients contrôles (opérés par exemple pour l’ablation d’une diverticulite), 

mais également des prélèvements d’intestins grêles et de côlons provenant de patients 

atteints de RCH et de MC. Ces prélèvements sont effectués en zones inflammatoires 

et non inflammatoires lorsque cela est possible. 
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 Les données des patients sont les suivantes : 
 
Sujets contrôles (n=22) 
 
Sexe 
Nombre d’hommes (% d’hommes) 12/22 (54.5%) 
 
Age à l’inclusion    57.5 ± 12.9 
 
Pathologies 

Polypes    4/22 (18.2%) 
Adenocarcinome   4/22 (18.2%) 
Diverticulite    13/22 (59.1%) 

 Mégacôlon toxique   1/22 (4.5%) 
 
 
Rectocolite hémmoragique (n=23) 
 
Sexe 
Nombre d’hommes (% d’hommes) 09/23 (39.1%) 
 
Age à l’inclusion    42.6 ± 13.6 
 
Age du diagnostic    35,2 ± 12.2 (données manquantes n=2) 
 
Etendue de la maladie 
 Colite gauche   4/23 (17.4%) 
 Pancolite    19/23 (82.6%) 
 
Traitements à l’inclusion 
 Aminosalicylates   6/23 (26.1%) 

Corticoides    6/23 (26.1%) 
 Immunosuppresseurs  2/23 (8.7%) 
 Anti-TNF    8/23 (34.8%) 
 Aucun traitement   1/23 (4.3%) 
 Données manquantes  1/23 (4.3%) 
 
Type de chirurgie 

Colectomie    17/23 (74%) 
Protectomie    3/23 (13%) 
Sigmoïdectomie   3/23 (13%) 

 
 
 

Un morceau de prélèvement est mis dans un tube contenant 1 ml de Trizol 

puis broyé (ultraturax ou Precellys). Les ARN et les protéines sont extraits par la 

technique du TRIzol. 
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B. Extractions des cellules épithéliales intestinales 

 
 

Les côlons récupérés sont ouverts et découpés en morceau d’environ 5 

millimètres. Les morceaux de muqueuses sont lavés dans la solution de lavage 

(Milieux de culture + 1% DTT 0,1M). Ils sont ensuite laissés 5 à 10 minutes sous 

agitation douce. Les morceaux de muqueuses sont ensuite incubés dans le HBSS 

(HBSS + 1% SVF + 1% glutamine 200 mM + 1% EDTA 500 mM + 1% 

pénicilline/streptomycine (100X) + 1% ampicilline 10 mg/mL + 0,5% gentamycine 10 

mg/mL + 1% Amphotéricine B 250 µg/mL + 2 gouttes de soude 0,1M pour ajuster le 

pH) sous agitation lente durant 30 minutes- 1 heure, en vortexant de temps en temps. 

A la fin de l’agitation, les morceaux de muqueuses sont jetés et la solution HBSS est 

centrifugé à 600 g durant 5 minutes. Le culot est repris dans 10 mL de milieu RPMI 

(REF). Les cellules présentes dans la solution, sont filtrées sur un filtre de nylon. Par 

la suite, les cellules sont lavées 2 fois avec 10 mL de milieu RPMI. Enfin les cellules 

sont reprises dans 4 mL de Percoll de densité 1,055 (11,3 mL de sérum physiologique 

+ 8,7 mL de Percoll). 

 1 mL de Percoll de densité 1,085 (6,3 mL de sérum physiologique + 13,7 mL de 

Percoll) est déposé dans un falcon de 15 mL. Puis, les 4 mL de Percoll 1,055, 

contenant les cellules, sont déposés délicatement dans le falcon puis 3 mL de RPMI. 

Le falcon est centrifugé 20 minutes à 600 g. L’anneau de cellules épithéliales (anneau 

du haut) est récupéré. Il est lavé 2 fois dans du sérum physiologique puis il est repris 

dans 1 mL de sérum physiologique. Après comptage des cellules, les cellules sont 

divisées en 2 aliquots et transférées dans 2 eppendorfs de 1,5 mL et centrifugées 5 

minutes à 500 rpm. Le surnageant est retiré et le culot cellulaire sec est congelé à -

80°C.  

 Les cellules sont lysées par l’ajout d’1 ml de TRIzol (Invitrogen) par eppendorf 

pour l’extraction d’ARN et des protéines. 
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V. Traitement des muqueuses de souris 

 

A. Traitement ex vivo des côlons de souris 

 
 

Les muqueuses coliques de souris C57BL/6 âgées de 8 à 10 semaines ont 

été traitées de façon ex vivo. Les souris étaient sacrifiées, leur côlon était récupéré 

puis placé dans une boite de culture, durant 6 heures, avec du milieu DMEM + 1% de 

P/S en présence d’un agoniste de PPAR(5-ASA 30 mM, GED 30 mM) ou d’un 

antagoniste de PPAR (GW9662 10 µM). Le DMSO a servi de contrôle lors du 

traitement par le GW9662. Les pièces de côlons ont été rincées avec du PBS, placées 

dans un tube contenant 1 ml de Trizol puis broyées (ultraturax ou Precellys). L’ARN et 

les protéines ont été extraites par la technique du TRIzol. 

 
 

B. Traitement in vivo des côlons de souris 

 

 

Les différents traitements utilisés ont été le 5-ASA (30 mg/kg), le GED (30 

mg/kg), la pioglitazone (1 µM), le GW 9662 (1 mg/kg dans du DMSO à 1%), la solution 

placebo (CMC 0,5%, Tween 80 1%) et le DMSO pour les témoins de la pioglitazone 

et du GW9662. Les voies d’administrations étaient différentes selon le traitement. Le 

5-ASA a été administré par voie intra-rectale alors que le GED a été administré par 

gavage. Concernant le GW9662, son administration a été faite par voie intra-

péritonéale. Les traitements ont été effectués une fois par jour pendant 1 semaine. Au 

8ème jour, les souris ont été sacrifiées, les colons ont été récupérées, placées dans un 

tube contenant 1 ml de TRIzol puis broyées (Ultraturax ou Precellys) afin d’y extraire 

l’ARN et les protéines.  
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VI. Extraction de l’ARN et des protéines 

 
 

L’extraction de l’ARN a été réalisée au TRIzol (Invitrogen) selon les 

instructions du fournisseur. Après l’addition de chloroforme et centrifugation (12000 g, 

15 minutes, 4°C), les ARN contenus dans la phase aqueuse sont précipités et lavés 

après un traitement successif à l’isopropanol et à l’éthanol 75%. La phase organique 

restante est utilisée pour l’extraction des protéines. Les culots d’ARN sont re-

suspendus dans 20 à 30 L d’eau sans ribonucléase. La quantification et l’analyse de 

la qualité de l’ARN (via le ratio DO260/DO280) étaient réalisées par 

spectrophotométrie (Nanodrop). 

Avant d’effectuer l’extraction des protéines, une étape de précipitation de l’ADN 

est réalisée. 300 µL d’éthanol 100% sont ajoutés à la phase organique et les tubes 

sont centrifugés (2000 g, 5 minutes, 4°C). Le surnageant est récupéré et les protéines 

contenues dans la phase organique sont précipitées à l’isopropanol (10 minutes à 

température ambiante puis centrifugation 12 000 g pendant 10 minutes à 4°C). Le culot 

protéique est lavé 3 fois par une solution de Guanidine HCl 0,3 M dans de l’éthanol à 

95% puis lavé 1 fois par une solution d’éthanol à 100%. Après séchage, le culot est 

repris dans le SDS 1% et laissé à 4°C toute la nuit. Le lendemain, les culots sont 

chauffés 10 minutes à 50°C.  

 

 

VII. Traitement DNase et RT-PCR 

 
 

Avant la rétrotranscription, l’ADN génomique contaminant les ARN extraits est 

éliminé par digestion enzymatique à la désoxyribonucléase I (DNase I Amplification 

grade, Sigma-Aldrich®). 2,2 µg d’ARN sont traités pendant 15 minutes avec 1 unité de 

DNase I. La réaction est stoppée par ajout d’EDTA (4,55 mM) puis l’ARN est incubé 

10 minutes à 70°C. 

 

L’ARN est ensuite rétrotranscrit en ADN complémentaire (ADNc) par action de 

la rétrotranscriptase inverse, en utilisant le kit commercial Applied Biosystems 
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(Warrigton, Grande Bretagne), suivant les instructions du fabricant. 1 µg d’ARN total 

était mis en présence de transcriptase inverse (Multiscribe, cDNA Reverse 

Transcriptase), d’amorces aléatoires (random primers), de tampon (10X RT Buffer) 

pendant 10 minutes à 25°C, puis 2 heures à 37°C et enfin 5 minutes à 85°C. 

 

 

VIII. Q-PCR en fast past 

 
 

Le niveau d’expression des ARNm a été estimé par PCR quantitative (q-PCR) 

en temps réel de 40 cycles. La q-PCR a été effectuée en utilisant un système 

StepOnePlus (Applied Biosystem) à l’aide de Power SYBR ® Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystem). Le SYBR ® Green est un fluorochrome qui a la capacité de 

s’intercaler entre les bases de l’ADN double brins en cours de synthèse. L’évolution 

de la PCR peut donc être suivie grâce à la fluorescence émise par le SYBR Green et 

analysée par l’automate. La quantification des signaux q-PCR a été effectuée à l’aide 

d’une méthode de quantification relative en utilisant la GAPDH comme gène de 

référence pour les extraits humains. 

 Les valeurs ont été représentées en termes de quantité relative de variation 

d’expression de l’ARNm (exprimé en 2ΔCt) ou de multiplication par rapport aux 

conditions de contrôle (Fold). 

 

 Les séquences d’amorces humaines utilisées sont : 

 

Gènes 

humains 
Séquence des amorces sens Séquences des amorces anti-sens 

GAPDH 5’-GACACCCACTCCTCCACCTTT-3’ 5’-TTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-3’ 

PPAR 

5’-

GCTGTCATTATTCTCAGTGGAGAC-

3’ 

5’-GTCTTCTTGATCACATGCAGTAG-3’ 

TSLP 5’-TGCCTTAGCTACTGGTGCC-3’ 5’-ACGCCACAATCCTTGTAATTG-3’ 

TSLP 1 

5’-

GGGCTGGTGTTAACTTACGACTTCA

-3’ 

5’-ACTCGGTACTTTTGGTCCCACTCA-3’ 
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TSLP 2 
5’-CGT-AAA-CTT-TGC-CGC-CTA-

TGA-3’ 

5’-TTC-TTC-ATT-GCC-TGA-GTA-GCA-

TTT-AT-3’ 

TSLP 1 

(Fornasa et 

al., 2015). 

5’-CACCGTCTCTTGTAGCAATCG-3’ 5’-TAGCCTGGGCACCAGATAGC-3’ 

TSLP 2 

(Fornasa et 

al., 2015) 

5’-CCGCCTATGAGCAGCCAC-3’ 5’-CCTGAGTAGCATTTATCTGAG-3’ 

IL-8 

5’-

AAGGAACCATCTCACTGTGTGTAAAC-

3’ 

5’-AAATCAGGAAGGCTGCCAAGA-3’ 

IL-1 5’-TTGTTGAGCCAGGCCTCTCT- 3’ 5’-CCAAATGTGGCCGTGGTT-3’ 

LT  5’-TATCACTGTCCTGGCTGTGC-3’ 5’-GCTTCTGAAACCCCAGTCCT-3’ 

TNF  5’-ATCAATCGGCCCGACTATCTC-3’ 5’-ACAGGGCAATGATCCCAAAGT-3’ 

CCL 28 5’-AATGCAGCAGAGAGGACTCG-3’ 5’-ATGTGAAACCTCCGTGCAAC-3’ 

BAFF 5’-CGTTCAGGGTCCAGAAGAAA-3’ 5’-AAGCTGAGAAGCCATGGAAC-3’ 

IL-10 R 5’-AACTGGACCGTCACCACCAC-3’ 5’-GGCCTGGGTAGCTGAATCTT-3’ 

CCL 20 5’-GTGCTGCTACTCCACCTCTG-3’ 5’-CGTGTGAAGCCCACAATAAA-3’ 

TGF  5’-CAAGCAGAGTACACACAGCAT-3’ 5’-TGCTCCACTTTTAACTTGAGCC-3’ 

RALDH 1 5’-GCACGCCAGACTTACCTGTC-3’ 5’-CCACTCACTGAATCATGCCA-3’ 

IL-13 R 1 5’-TCCCTCCAATTCCTGATCCT-3’ 5’-AGTCGGTTTCCTCCTTGGTT-3’ 

IL-22 R 5’-AAATCATGATGGTGCCAAGG-3’ 5’-TTAGAGCTCCAGGTCAACCG-3’ 

IL-10 R 5’-GGGAACCTGACTTTCACAGC-3’ 5’-CCTGACTCTCAAGGTGTGGTC-3’ 

 

 

 Les séquences d’amorces murines utilisées sont : 

 

Gènes 

murins 
Séquence des amorces sens Séquences des amorces anti-sens 

-Actine 

5’-

TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-

3’ 

5’-

TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3’ 

TSLP 5’-CCGGAGAACAAGAGAAGCCC-3’ 5’-GTGCCATTTCCTGAGTACCGT-3’ 
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IX. Immunoprécipitation des protéines 

 
 

Cette technique consiste à sélectionner et concentrer la protéine d’intérêt. 

6 millions de cellules sont cultivées et traitées dans des boites de pétri 10 cm 

spécifique pour la culture cellulaire. 

Après un traitement de 24 heures, ces cellules sont lavées deux fois au PBS. 

Les cellules sont ensuite décollées à l’aide d’un grattoir dans du PBS. Après 

centrifugation, les culots sont récupérés et traités avec un mix de tampon IPH (Tris 50 

mM pH= 8, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, NP40 0,5%) et d’inhibiteurs protéases (PMSF 

0,1 M et Protease Inhibitor Cocktail, Sigma®) pendant 1 heure dans la glace. Après 

une nouvelle centrifugation à vitesse maximale, le surnageant est récupéré puis dosé. 

Le réactif de Bradford est utilisé et la concentration protéine des surnageants est 

calculée selon une gamme d’étalonnage.  

1,5 mg de protéine sont engagés par immunoprécipitation (IP) avec 2 µg 

d’anticorps (TSLP : Clone #184638 Rabbit polyclonal, Abcam®) qui ciblent la protéine 

d’intérêt. L’ensemble est incubé une nuit à 4°C. Le lendemain, un mélange de protéine 

A/G (bille d’agarose 50/50) est ajouté. Le mélange est incubé 2 heures à 4°C. Enfin, 

les billes sont lavées 3 fois par du tampon IPH. Les échantillons sont analysés par la 

technique de Western Blot. 15 µg de surnageants (input) sont récupérés pour analyser 

la quantité d’actine présente.  

 

 

X. Western Blot 

 
 

Les différents échantillons de protéines sont dénaturés 5 minutes à 95°C 

(tampon de dénaturation : Tris HCl 50 mM pH 6,5, SDS 2,5%,  mercaptoéthanol 5%, 

glycérol 10%, bleu de bromophénol 0,08%) puis déposés sur un gel d’acrylamide soit 

de 12% pour la protéine de PPAR soit de 15% pour la protéine de la TSLP 2. Après 

migration 1H30 à 130V (tampon de migration : Tris 3 g/L, Glycine 14,4 g/L, SDS 1 g/L), 

les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose Hybond-C extra 
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(Amersham biosciences) en milieu liquide (tampon de transfert : Tris 3 g/L, Glycine 

14,4 g/L, Éthanol 20%) 1 heure à 110V. 

 

Cette membrane est saturée dans du TBS 1X (Tris Buffer Saline : 24,23 g Tris ; 

80 ,06 g NaCl, pH 7,6)-Tween 0,1% Lait 5% BSA 0,5% 1H sous agitation à 

température ambiante. Elle est ensuite incubée une nuit à 4°C, sous agitation, en 

présence de l’anticorps primaire (PPAR : C26H12 Rabbit mAb, Cell Signaling® ; 

TSLP : Clone #184638 Rabbit polyclonal, Abcam® ;  -actin : Mouse mAb, Sigma-

Aldrich®) dilué au 1/1000ème dans du TBS IX-Tween 0,1% et de la BSA 5% pour 

l’anticorps anti-PPAR ou du lait 5% pour l’anticorps anti-TSLP. Trois lavages de 10 

minutes en TBS IX-Tween 0,4% sont effectués puis la membrane est incubée sous 

agitation avec l’anticorps secondaire (Goat IgG ; PPAR et TSLP : anti-rabbit IgG 

Perox, Jackson ; -actin : anti-mouse IgG Perox, Jackson) dilué au 1/10 000ème dans 

du TBS IX-Tween 0,1%-lait 5%. De nouveau la membrane est lavée 3 fois 10 minutes 

avec du TBS IX-Tween 0,4%. Elle est incubée 1 minute avec le kit Immobilon Western 

Chemiluminescence HRP substrate (Millipore). La membrane est ensuite placée dans 

une cassette de révélation. Puis, le film chemioluminescent (GE Healthcare) est 

apposé dans la cassette le temps nécessaire. Enfin, le film est successivement 

immergé dans un bain révélateur, eau et un bain fixateur (Sigma). 

 

XI. Étude in silico du promoteur de la TSLP 

 
 

Des séquences PPRE ont été recherchées in silico au niveau du promoteur du 

gène TSLP 2. 1000 paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription ont 

été analysées par différents logiciels NUBIScan15, PPRE Search16 afin d’identifier des 

éléments de réponses potentiels (Figure 52). La fonctionnalité des séquences PPRE 

prédites a été étudiée par deux approches complémentaires : ChIP assay 

(ImmunoPrécipitation de la Chromatine) et l’étude de gène rapporteur en transfection 

transitoire. 

                                              
15 http://www.nubiscan.unibas.ch/ 
16 http://www.classicrus.com/PPRE 
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XII. ChIP (Chromatin ImmunoPrecipitation) 

 
 

L’immoprécipitation de la chromatine est une technique qui permet de mettre 

en évidence et sélectionner des fragments de chromatine qui ont été immunoprécipités 

par un anticorps reconnaissant une protéine spécifique (ici PPAR). Cette technique a 

pour but de mettre en évidence la fixation physique de PPAR sur l’ADN et en 

particulier sur la zone promotrice de la TSLP 2.  

 

L’immunprécipitation de la chromatine (ChIP) se déroule en plusieurs étapes : 

 

- Préparation des cellules : 

o Culture et traitement des cellules : les cellules Caco-2 sont platées dans 

des boites de 15 cm de diamètre puis la veille des stimulations, le milieu 

de culture des boites est remplacé par un milieu sans SVF. Le 

lendemain, ces cellules ont été stimulées pendant 24h par un ligand 

agoniste de PPAR (GED 30 mM). 

o « Cross-linking » ou étape de fixation : les cellules sont ensuite fixées 

par un traitement au formaldéhyde à 10% pendant 30 minutes à 

température ambiante avec une agitation à mi-temps. L’action du 

formaldéhyde est stoppée par l’ajout de glycine à 1,25M (préparée 

extemporanément) durant 5 minutes. 

o Lyse cellulaire : l’étape suivante est réalisée sur la glace. Les cellules 

sont rincées 2 fois avec du PBS 1X froid. Les boites sont grattées en 

présence de PBS 1X + inhibiteurs de protéases (cocktails d’inhibiteurs 

de protéases au 1/1000ème + PMSF 0,1M au 1/1000ème). Le PBS 

contenant les cellules est transféré dans un falcon. L’opération est 

répétée une deuxième fois. L’ensemble est centrifugé à 3000g pendant 

10 minutes à 4°C. Le surnageant est retiré et le culot est repris dans du 

SDS buffer froid (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl pH8) + 

inhibiteurs de protéases (même mélange que précédemment).  
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o Etape de sonication : afin de pouvoir fragmenter la chromatine, une 

étape de sonication est nécessaire. Un bioruptor® est utilisé avec un 

programme comportant une alternance de phases ON et OFF toutes les 

30 secondes pour une durée totale de 10 minutes. A la fin de cette 

sonication, 10% du volume est prélevé et congelé. Cet échantillon servira 

« d’Input » (= témoin).  

 

- Immunoprécipitation : l’étape d’immunoprécipitation a pour but de sélectionner 

uniquement les fragments de chromatine. 

o Pré-clearing : la chromatine en suspension va être diluée dans de l’IP 

buffer froid (1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 20 mM Tris 

HCl pH 8,1, inhibiteurs de protéases) avec du DNA carrier (ADN de 

sperme de saumon) et des billes de sépharose (Protéine A/G). 

L’ensemble est incubé durant 4 heures à 4°C sur une roue. Suite à cette 

étape, les tubes sont centrifugés 1 minute à 800g à 4°C. Les culots 

formés représentent les complexes non-spécifiques. Seuls les 

surnageants seront conservés. 

o ImmunoPrécipitation : après avoir récupéré les surnageants de l’étape 

précédente, de l’IP buffer est de nouveau ajouté ainsi que des anticorps 

anti-PPAR pour le tube « IP anti-PPAR » (aucun anticorps n’est placé 

dans la situation contrôle). En parallèle de cette étape, des billes de 

sépharose sont saturées (billes + DNA carrier + BSA 10mg/mL). 

L’ensemble (tubes IP et tube billes saturées) est incubé toute la nuit sur 

roue à 4°C. Le lendemain, les billes de sépharose saturées et du DNA 

carrier sont placés dans les tubes (IP contrôle et IP anti-PPAR). Ils sont 

ensuite incubés 4 heures sur roue à 4°C et centrifugés 1 minute à 800g 

à 4°C. Les culots représentent cette fois-ci les complexes spécifiques 

recherchés. Les surnageants sont jetés. 

 

- Lavages : les culots subissent plusieurs étapes de lavage successifs avec des 

centrifugations d’1 minute à 800g à 4°C : 

o Wash buffer 1 froid (0,1% SDS, 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 0,1% 

Deoxycholate, 1 mM EGTA, 2 mM EDTA, 20 mM Tris HCl pH8,1) (X2). 
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o Wash buffer 2 froid (0,1% SDS, 1% Triton X-100, 500 mM NaCl, 0,1% 

Deoxycholate, 1 mM EGTA, 2 mM EDTA, 20 mM Tris HCl pH8,1) (X2). 

o Wash buffer 3 (0,25 mM LiCl, 0,5% Deoxycholate, 0,5% NP40, 0,5 mM 

EGTA, 1 mM EDTA, 10 mM Tris HCl pH 8,1) (X1). 

o Wash buffer 4 froid (1 mM EDTA, 10 mM Tris HCl pH8,1) (X3). 

 

- Extraction et purification de l’ADN : 

o L’ADN purifié est extrait à l’aide de l’extraction buffer (NaHCO3 0,1 M, 

SDS 1%). Ce dernier est ajouté au culot, incubé durant 10 minutes puis 

les tubes sont centrifugés pendant 5 minutes à 800g à 4°C. Puis 

l’extraction buffer contenant l’ADN est récupéré. Pour augmenter le 

rendement au maximum, cette opération est répétée 2 fois. La totalité de 

l’extraction buffer récupérée est ensuite incubée toute la nuit dans un 

bain marie à 65°C pour le « reverse cross-link », à savoir le détachement 

de l’anticorps PPAR aux fragments de chromatine. Les « Input » 

préalablement récupérés la veille sont également placés dans le bain 

marie. 

o Le lendemain, les culots d’ADN seront purifiés par un kit de purification 

(NucleoSpin Gel and PCR clean up). 

 

- Analyse des fragments de chromatine par PCR : les fragments sont amplifiés 

sur des PCR de 30 cycles. Le « mix PCR » ajouté aux différents échantillons 

est composé (pour un puit) de 3µL de Tampon 10X–MgCl2, 0,5 µL de dNTP 10 

mM, 1 µL de MgCl2 50mM, 0,5 µL de Taq platinum, 1 µL oligonucléotides 

(reverse et foward) (Figure 52), 15,5 µL d’eau stérile. 

 

A la fin de la PCR, du « loading buffer DNA 6X » (Glycérol, BBP, EDTA, eau) est ajouté 

au produit de PCR. L’ensemble est déposé sur un gel d’agarose 2%. La migration se 

fait à 110V pendant environ 45 minutes. 
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Figure 52 : Représentation schématique des 1000 premières paires de base en amont du point 

d’initiation à la transcription du gène codant la TSLP 2 et des différentes amorces utilisées lors 

des expériences de ChIP. 

 

 Les séquences d’amorces utilisées pour la reconnaissance des fragments 

sont : 

 

Amorces Séquence des amorces sens (A) Séquences des amorces anti-sens (B) 

1 5’-GCCTGGGAGCAAAGGGTGGAGGG-3’ 5’-CCCGATTGCTACAAGAGACGGTG-3’ 

2 5’-CAGAACTCCGAGAGGTGCCTG-3’ 5’-GCTAGGCGCAGCCCCGCTCTG-3’ 

3 5’-CAGAATATGGTGTACTTGGAA-3’ 5’-GATGTCCGCATCTGTACTGTG-3’ 

4 5’-GCTGTGCTCCAGGTCTCTCCAGTG-3’ 5’-GTACTGTGGCCATTCATGAATGC-3’ 

 

 

XIII. Etude du gène rapporteur 

 
 

Un fragment d’ADN génomique contenant l’élément PPRE identifié a été cloné 

en amont du gène rapporteur luciférase (plasmide pGL4-Luc ; Promega). La capacité 

de cet élément PPRE à transactiver la transcription du gène rapporteur a été étudiée 

par transfection transitoire des cellules Caco-2 stimulées ou non par les ligands 

agonistes PPAR. L’activité luciférase sera mesurée 24 à 36 heures après 

transfection. 

 Différents fragments d’ADN génomique ont été amplifiés et ont permis le 

clonage de différents vecteurs. Le fragment correspondant aux 1000 paires de bases 

en amont du site d’initiation de la transcription du gène tslp2 humain 

(construction « Prom TSLP2 ») a été obtenu par PCR sur de l’ADN génomique 

d’extrait de cellules Caco-2 (oligonucléotide sens 5’-

CGCTCGAGGGATGTCTATCCTTTGCTAAAG-3’ ; oligonucléotide antisens 5’-

CGAAGCTTGGCGGAGGGCACTCGTCGCGAAAAG-3’). Le fragment correspondant 

aux 548 paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription du gène tslp2 

humain (construction « Prom TSLP21 ») a été obtenu par PCR sur de l’ADN 
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génomique d’extrait de cellules Caco-2 (oligonucléotide sens 5’-

CGCTCGAGGGTACCTGAGTGGAAACTGTT-3’ ; oligonucléotide antisens 5’-

CGAAGCTTGGCGGAGGGCACTCGTCGCGAAAAG-3’). Les produits PCR ont été 

clonés en vecteur TOPO pCR4 (TOPO TA cloning, Invitrogen) puis séquencés afin de 

vérifier les éventuelles erreurs de Taq Polymérase. Pour chaque construction, un 

fragment sans mutation a été sous-cloné dans le vecteur pGL4.10[Luc2] (Promega) à 

l’aide des sites de restriction XhoI/HindIII introduits dans les oligonucléotides 

(soulignés dans la séquence). 

 

Dans le cadre de la transfection transitoire, les cellules utilisées avaient un 

niveau de confluence compris entre 50 et 70%. Pour chaque condition, 2 millions de 

cellules ont été transfectées (SE Cell Line 4D-Nucleofector®, LONZA). Elles étaient 

placées au repos toute la nuit dans des plaques de 48 puits à raison de 100 000 

cellules par puits. Les cellules sont ensuite traitées par un agonistes de PPAR durant 

24H. 

 Le lendemain, les cellules sont lavées avec du PBS puis un tampon de lyse 

(Reporter Lysis 5X buffer, Promega) dilué à l’eau stérile est ajouté. Si les cellules ne 

sont pas analysées tout de suite, elles sont placées à -80°C.  

Deux étapes sont effectuées durant l’analyse : 

- La première est un dosage de l’activité de la luciférase (gène rapporteur). Pour 

cela, 20 µL de lysat cellulaire est utilisée avec 100 µL de solution contenant le 

substrat de la luciférase (la luciférine) (Luciferase Assay System, PROMEGA) 

par puit et l’activité de la luciférase est mesurée sur un fluoromètre (FLUOstar 

Omega, BMG Labtech). 

- La deuxième étape est un dosage des protéines des différents puits par la 

technique de Bradford. Du réactif de Bradford est placé avec les échantillons. 

Les échantillons sont incubés dans le noir pendant 15 minutes puis une lecture 

est faite à 595 nm. 

 

XIV. Mesure de l’activité de croissance bactérienne 
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La veille des expériences de mesure de l’activité bactérienne, les souches 

bactéries d’intérêt sont décongelées et placées dans un milieu de culture (Bouillon 

cœur cervelle, oxoid) et dans un environnement (37°C, aérobie ou anaérobie) 

bénéfique à une croissance optimale. 

 

Deux peptides anti-microbiens utilisés ont été synthétisés : la TSLP 2 et le LL-

37 (10 mg, Protéogénix). Ils présentent une pureté de 95%.  

Pour la TSLP 2, la séquence protéique (60 acides aminés) est : M-K-T-K-A-A-

L-A-I-W-C-P-G-Y-S-E-T-Q-I-N-A-T-Q-A-M-K-K-R-R-K-R-K-V-T-T-N-K-C-L-E-Q-V-S-

Q-L-Q-G-L-W-R-R-F-N-R-P-L-L-K-Q-Q. 

Pour le LL-37, la séquence protéique (37 acide aminés) est :  L-L-G-D-F-F-R-

K-S-K-E-K-I-G-K-E-F-K-R-I-V-Q-R-I-K-D-F-L-R-N-L-V-P-R-T-E-S. 

 

Les souches bactériennes utilisées proviennent de selles de patients 

hospitalisés au CHRU de Lille. Un consentement oral du patient est suffisant pour la 

récupération des selles. Parmi les souches utilisées, il y a : 

- Une souche de Clostridium perfringens, nommée16148, isolée chez un patient 

atteint de la MC. 

- Une souche multirésistante d’Enterococcus faecalis, nommée 09001, isolée 

d’un patient en néphrologie 

- Une souche d’Escerichia coli Adhéro-invasive, nommée LF82, isolée d’un 

patient atteint de la MC 

- Une souche d’Enterobacter Cloacae, nommée OR 3,11, également isolée d’un 

patient atteint de la MC. 

 

Le jour J, des tubes contenant le milieu de culture (Bouillon cœur cervelle, 

Oxoid) sont préparés avec les différentes concentrations de peptides antimicrobiens 

(TSLP 2 ou LL-37, aux concentrations finales : 4, 8, 16 ou 32 µg/mL). Les peptides 

sont solubilisés au préalable dans du DMSO. Un tube témoin ne contenant que du 

DMSO est préparé. 

Les bactéries sont diluées dans chaque tubes afin d’obtenir une concentration 

bactérienne d’environ 105 bactéries/mL.  

Au temps t=0, 100 µL de culture bactérienne avec du DMSO sont prélevés et 

ensemencés sur une gélose pour faire un témoin DMSO. De plus, un volume 
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(contenant 105 bactéries) de la solution mère de bactérie est ensemencé pour 

effectuer un dénombrement à t=0 heure Cette boite servira de témoin positif. 

Au temps t= 2 heures, 4 heures, 6 heures et 24 heures, des prélèvements sont 

effectués sur chaque condition, dilués (au 10ème) puis ensemencés sur gélose. La 

technique se fait de la manière suivante : 

 

 

 

 100 µL des milieux de culture sont prélevés et pour chaque dilution, 1 mL de la 

dilution précédente est utilisée pour la nouvelle dilution. 

La lecture des boites se fait à 24 heures après inoculation pour les bactéries 

aérobies et 48 heures pour les bactéries anaérobies. La lecture se fait toujours sur la 

boite ayant un nombre de colonies compris entre 15 et 150 colonies.  

 

 

XV. Analyses Statistiques 

 
 

Les analyses statistiques sont réalisées en utilisant le test non-paramétrique de 

Mann-Withney à l’aide du logiciel Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Les 

différences ont été considérées comme statistiquement significatives lorsque p<0,05. 
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Résultats 
 

Résultats publiés 
 
 

Dans cette sous-partie, l’ensemble des résultats présentés ont fait l’objet d’une 

publication dans Frontiers in Immunology en septembre 2017 : « The expression of 

the short isoform of TSLP in the colon is regulated by the nuclear receptor 

PPARand is impaired during ulcerative colitis» (A. Martin Mena, A. Langlois, S. 

Speca, L. Schneider, P. Desreumaux, L. Dubuquoy, B. Bertin) (Martin Mena et al., 

2017). 

 
 

I. L’expression de la TSLP est dépendante du récepteur 

nucléaire PPAR dans les cellules Caco-2 et T84. 

 

A. Variation d’expression de gènes codant des protéines 
anti- ou pro-inflammatoires dans les cellules Caco-2 

ShPPAR : recherche de gènes cibles de PPAR  

 
 

Des expériences de screening ayant pour but d’identifier des facteurs jouant un 

rôle dans la mise en place d’un mécanisme de tolérance et étant modulés par la 

diminution d’expression de PPAR dans les CEI ont été entreprise.  

Afin d’évaluer le rôle de PPAR sur l’expression de différents gènes exprimés 

par les CEI, une lignée de Caco-2 exprimant stablement un ARN anti-sens (interférant) 

contre le gène PPAR a été établie (Caco-2 ShPPAR). Cette technique permet 

d’obtenir un « knock-down » de PPAR. Une deuxième lignée exprime un ARN anti-

sens contre le gène codant la luciférase, normalement absent dans ces cellules 

(cellules contrôles ; Caco-2 ShLuc). La diminution de l’expression de PPAR a été 

contrôlée par qRT-PCR et western blot (Figure 53). Les cellules Caco-2 ShPPAR 

expriment environ 70% moins d’ARNm codant PPAR, provoquant une diminution 
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significative de l’expression de la protéine PPAR. Cette diminution d’expression du 

gène PPAR dans la cellule Caco-2 ShPPAR est équivalente à celle observée dans 

les CEI des patients  atteints de RCH (Bouguen et al., 2014; Dubuquoy et al., 2003). 

 

 
Figure 53 : Le niveau d’expression de PPAR est significativement diminué dans les cellules 

Caco-2 ShPPAR. Confirmation du déficit d’expression par RT-qPCR (** : p<0,01 ; n=6). 

Détection de la protéine PPAR par Western Blot dans la lignée ShPPAR en comparaison à 

ShLuc (n=3). 

 
 

Ainsi, différents facteurs pro-inflammatoires et anti-inflammatoires exprimés par 

les CEI ont été évalués. (Figure 54).  

 

La TSLP et TGF- sont deux cytokines régulatrices anti-inflammatoires (vu 

précédemment) (Zeuthen et al., 2008).  

 

Les cytokines IL-8, TNF (Tumor Necros Factor), IL-1et Lymphotoxin  (LT = 

TNF de type C) sont des cytokines inflammatoires. Leur expression est augmentée en 

cas d’inflammation (van Deventer, 1997). 

 

Les molécules MCP-1 (Monocyte chemotactic protein-1 = CCL2), CCL20 

(Chemokine (C-C ligand) ligand 20) et CCL28 (Chemokine (C-C ligand) ligand 28) sont 

comme leurs noms l’indiquent, des molécules chimioattratantes. MCP-1 agit sur les 

monocytes, CCL20 sur les neutrophiles et CCL28 sur les éosinophiles (van Deventer, 

1997; Sibartie et al., 2009).  

 

L’expression des récepteurs alpha et béta de l’IL-10 (Il-10R et IL-10R) et du 

récepteur à l’IL22 (IL-22R) ont été analysée. L’IL-10 et l’IL-22 sont de la même famille 
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et régulent les réponses immunitaires. L’expression de l’IL-13R1 a également été 

recherché. Ce récepteur est significativement augmenté au niveau des CEI dans les 

cas de RCH (Mandal and Levine, 2010). 

Enfin, l’expression de BAFF, protéine permettant la différenciation des 

lymphocytes B, et RALDH1 (retinaldehyde dehydrogenase 1), enyme intervenant dans 

le métabolisme de la vitamine A, a également été évaluée. 

 

L’expression des gènes codant l’IL-8, MCP-1, LT, TNF, TGF-, IL-10R, IL-

10Rb, IL-13R1, RALDH1 est significativement augmentée au niveau des cellules 

Caco-2 ShPPAR en comparant avec les cellules Caco-2 ShLuc. Ces résultats 

confortent les résultats d’Hadachi et al. chez des souris PPARIEC. Ils ont mis en 

évidence une augmentation significative de l’expression de cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-6, l’IL-1 et le TNF (Adachi et al., 2006). 

 

Aucune différence significative n’est observée pour l’expression des gènes 

codant BAFF, IL-1, CCL20, CCL28, IL-22R entre les cellules Caco-2 ShPPAR et 

Caco-2 ShLuc. 

 

Enfin, l’expression du gène codant la TSLP est fortement diminuée dans les 

cellules Caco-2 ShPPAR en comparaison aux cellules Caco-2 ShLuc. Ce qui fait de 

la TSLP un candidat intéressant (Figure 54). 
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Figure 54 : Niveau d’expression de différents gènes de cytokines anti-inflammatoires et pro-

inflammatoires et de récepteurs. Expression de l’ARNm des différents gènes évaluée par qRT-

PCR dans les cellules Caco-2 ShLuc et Caco-2 ShPPAR (**P<0.01 ; ns, non significatif ; 

Mann Whitney ; n=6). 

 

B. L’expression du gène codant la TSLP est diminuée 

dans les cellules Caco-2 ShPPAR

 
 

Afin de confirmer les résultats préliminaires concernant la diminution de 

l’expression de la TSLP au niveau des cellules ShPPAR, cette expérience a été 

répétée plusieurs fois de façon indépendante. Sur 5 expériences indépendantes, 

l’expression de l’ARNm codant la TSLP est diminuée significativement de 90% environ 

dans les cellules Caco-2 ShPPAR en comparaison avec les cellules Caco-2 ShLuc 

(p<0,0001, n= 18) (Figure 55).  

Pour confirmer les résultats obtenus avec les cellules ShPPAR, les cellules 

Caco-2 ont été traité par l’antagoniste spécifique et irréversible de PPAR 
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Sur 2 expériences indépendantes, après un traitement de 24 heures au 

GW9662 à 10 µM, l’expression de la TSLP était significativement diminuée (p<0,01, 

n=9) (Figure 55). 

Ces premiers résultats suggèrent donc que le récepteur nucléaire PPAR 

participerait au contrôle de l’expression de la TSLP dans les cellules Caco-2. 

 

 

 
Figure 55 : La diminution d’expression de PPAR dans les cellules Caco-2 ShPPAR est 

associée à une diminution d’expression de la TSLP. Expression de l’ARNm de la TSLP 

évaluée par qRT-PCR dans les cellules Caco-2 ShLuc et Caco-2 ShPPAR, somme de 5 

expériences indépendantes (*** : p<0,0001 ; n=18). L’antagonistes de PPAR (GW9662) 

diminue l’expression du gène codant la TSLP dans les cellules Caco-2. Expression de l’ARNm 

de la TSLP évaluée par qRT-PCR dans les cellules Caco-2 traitées par le GW992 10 µM (** : 

p<0,01 ; Mann Whitney ; n=9). 

 
 

C. Effets des agonistes de PPAR sur les cellules Caco-2 
et T84 

 
 

 Afin d’établir le rôle de PPAR dans la régulation de l’expression de la TSLP, 3 

ligands agonistes de PPAR ont été utilisés : la pioglitazone (10 M) (Momose et al., 

1991), le 5-ASA (30 mM) (Rousseaux et al., 2005) et le GED (30 mM) (Rousseaux et 

al., 2011). Les cellules Caco-2 et T84 ont été stimulées 24 heures par un des 

agonistes.  

 Sur 3 expériences indépendantes, l’ensemble des agonistes de PPAR induit 

une augmentation significative de l’expression de l’ARNm codant la TSLP dans les 

cellules Caco-2 (p<0,001 pour GED 30 mM, pioglitazone 10M et 5-ASA 30 mM, 

9<n<12) (Figure 56A).  
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 Une 2ème lignée de cellules épithéliales (T84) a été utilisée afin de renforcer les 

résultats précédents. Tout comme pour les Caco-2, les agonistes de PPAR induisent 

une augmentation significative de l’expression de l’ARNm codant la TSLP (p<0,001 

pour GED 30mM, n=12 ; p<0,01 pour pioglitazone 10 M, n=6) (Figure 56B).  

 

 

 

 

 
 

Figure 56 : Les agonistes PPAR augmentent l’expression du gène codant la TSLP dans les 

cellules Caco-2, T84 (A) Expression de l’ARNm codant la TSLP évaluée par qRT-PCR dans 

les cellules Caco2 en présence d’agonistes de PPAR : GED 30 mM, pioglitazone 10 µM (pio) 

et 5-ASA 30 mM (*** : p<0,001 ; Mann Whitney ; 9<n<12). (B) Expression de l’ARNm codant 

la TSLP évaluée par qRT-PCR dans les cellules T84 en présence d’agonistes de PPAR : GED 

30 mM et pioglitazone 10 µM (*** : p<0,0001, ** : p<0,01 ; Mann Whitney ; 6<n<12). 
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D. Effets des agonistes de PPAR sur les cellules Caco-2 

ShLuc et ShPPAR

 

 
L’évaluation du niveau d’expression de l’ARNm de la TSLP sur les cellules 

Caco-2 ShLuc et Caco-2 ShPPAR en présence des agonistes PPAR, GED 30 mM 

et 5-ASA 30 mM, a également été réalisée. D’une part, l’expression de la TSLP est de 

nouveau significativement diminuée dans les cellules Caco-2 ShPPAR en 

comparaison aux cellules Caco-2 ShLuc confirmant les résultats précédents. D’autre 

part, malgré le traitement des cellules Caco-2 ShPPAR par les agonistes PPAR, le 

niveau d’expression de l’ARNm codant la TSLP n’atteint pas celui observé pour les 

cellules Caco-2 ShLuc stimulées par les agonistes PPAR (p<0,01 pour GED 30 mM 

et 5-ASA 30 mM, n= 6) (Figure 57). Ceci suggère que l’expression normale de PPAR 

dans les cellules Caco-2 est indispensable à l’expression optimale de la TSLP.  

 Il faut cependant noter que l’action des agonistes PPAR sur les cellules Caco-

2 ShPPAR augmentent légèrement l’expression de la TSLP. Ceci s’explique 

probablement par le fait que les cellules Caco-2 ShPPAR expriment toujours une 

petite quantité de PPAR (environ 30%), entrainant l’augmentation observée (Figure 

57). 

 

 
Figure 57 : Effets des agonistes de PPAR sur les cellules ShLuc et ShPPAR. Expression de 

l’ARNm de la TSLP évaluée par qRT-PCR dans les cellules Caco-2 ShPPAR en comparaison 

avec les Caco-2 ShLuc après stimulation par différents agonistes de PPAR (GED 30 mM et 5-

ASA 30 mM) (** : p<0,01 ; Mann Whitney ; n=6). 
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II. L’expression de la TSLP 2 est dépendante de PPAR 
dans les cellules Caco-2 et T84. 

 
 

Les résultats précédents suggèrent que le récepteur nucléaire PPAR agit sur 

l’expression du gène codant la TSLP.  

Il existe 2 isoformes de la TSLP (TSLP 1 et TSLP 2) (Bjerkan et al., 2015; 

Fornasa et al., 2015) (Figure 59A). Il était donc intéressant de connaître quelle 

isoforme pouvait avoir son expression modifiée en présence des agonistes de PPAR 

ou lors d’une diminution de ce récepteur. Les deux isoformes ont été testées sur 

l’ensemble des expériences précédentes.  

 
 

A. Expression génomique de la TSLP 1 

 
 

La TSLP 1 n’a jamais été détectée sur l’ensemble des expériences in vitro au 

niveau des lignées de cellules épithéliales intestinales (Caco-2 et T84) (cellules 

contrôles ou traitées par un agoniste/antagoniste de PPAR). 

Dans l’hypothèse que nos amorces ne soient pas efficaces. Le couple 

d’oligonucléotide amplifiant la région de la TSLP 1 utilisé par Fornasa et al. a 

également été utilisé. Pour rappel, ils ont mis en évidence une augmentation 

significative de l’expression du gène codant la TSLP 1 au niveau des CEI chez les 

patients atteints de RCH. De nouveau, aucune expression de la TSLP 1 n’a été 

détectée sur l’ensemble des expériences in vitro utilisant les lignées de CEI. 

Afin d’exclure un problème lié avec les oligonucléotides de qPCR, l’expression 

de la TSLP 1 a été recherchée sur des cellules épithéliales bronchiques H292 

stimulées par du poly (I:C). Pour les 2 couples d’amorces, l’expression du gène codant 

la TSLP 1 a été mise en évidence et cette expression était augmentée par un 

traitement au poly (I:C) (Figure 58). 
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Figure 58 : L'expression de la TSLP 1 est détectée et induite par l'acide polyinosinique-

polycytidylique (poly I:C) dans les cellules épithéliales bronchiques H292. (A) et (B) : 

expression de l’ARNm de la TSLP 1 évaluée par qRT-PCR dans les cellules H292 stimulées 

avec poly (I:C) pendant 8 h (p<0,022 pour les amorces de l’étude ; p<0,0087 pour les amorces 

décrites dans (Fornasa et al., 2015) ; 2 expériences indépendantes; Mann Whitney ; n = 6). Le 

tableau A présente les résultats obtenus avec une paire d'amorces conçue par notre propre 

étude. Le tableau B présente les résultats obtenus avec une paire d'amorces décrite dans 

(Fornasa et al., 2015). Ces tableaux présentent les données brutes des valeurs de Ct pour 

l’amplification de la TSLP 1. Les courbes d'amplification et de fusion obtenues pour chaque 

paire d'amorces sont également présentées. Gel d'agarose coloré au bromure d'éthidium 

montrant le produit de PCR obtenu pour la TSLP 1. Le produit PCR migre vers la taille 

attendue (117 pb et 143 pb respectivement). 

 
 

B. Expression génomique de la TSLP 2 

 
 
 L’isoforme courte de la TSLP est exprimée par les cellules épithéliales 

intestinales Caco-2 et T84. Son expression est significativement augmentée en 

présence des agonistes de PPAR (Caco-2 : p<0,001 pour GED 30 mM, pioglitazone 

10M, 5-ASA 30 mM et CLA 1 mM, 6<n<12 ; T84 : p<0,001 pour GED 30mM, n=12 et 

p<0,01 pour pioglitazone 10 M, n=6) (Figure 59B et 59C).  

 De plus, un traitement par l’antagoniste spécifique et irréversible de PPAR 

entraine une diminution d’expression du gène codant la TSLP 2 (2 expériences 

indépendantes, p<0,0001, n=9) (Figure 59D). 
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 Au niveau des cellules Caco-2 ShLuc et ShPPAR, une diminution significative 

de l’expression du gène codant la TSLP 2 au niveau des cellules ShPPAR est observé 

par rapport aux cellules contrôles. Lorsque les Caco-2 ShPPAR sont traitées avec les 

agonistes de PPAR, une induction significative de l’expression du gène codant la 

TSLP 2 est observée sans jamais atteindre les niveaux d’expression de la TSLP 2 

dans les cellules Caco-2 ShLuc (Figure 59D).  
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Figure 59 : Les agonistes PPAR augmentent uniquement l’expression du gène codant la 

TSLP 2 dans les cellules Caco-2, T84. (A) Représentation des différents exons (carrés noirs) 

constituants les 2 isoformes de la TSLP (lfTSLP ou sfTSLP). 4 exons pour la TSLP 1 et 2 exons 

pour la TSLP 2. Les flèches noires représentent les différentes séquences d’oligonucléotides 

des couples de primers utilisés lors des qRT-PCR. (B) Expression de l’ARNm codant la TSLP 

2 évaluée par qRT-PCR dans les cellules Caco-2 en présence d’agonistes de PPAR : GED 30 

mM, pioglitazone 10 µM (pio), 5-ASA 30 mM et CLA 1 mM (*** : p<0,001, ** : p<0,01 ; Mann 

Whitney ; 6<n<12). (C) Expression de l’ARNm codant la TSLP 2 évaluée par qRT-PCR dans 

les cellules T84 en présence d’agonistes de PPAR : GED 30 mM et pioglitazone 10 µM (*** : 

p<0,0001, ** : p<0,01 ; Mann Whitney ; 6<n<12). (D) Expression de l’ARNm de la TSLP 2 

évaluée par qRT-PCR dans les cellules Caco-2 ShPPAR en comparaison avec les Caco-2 

ShLuc après stimulation par différents agonistes de PPAR (GED 30 mM et 5-ASA 30 mM) 

(** : p<0,01 ; Mann Whitney ; n=6) et expression de l’ARNm de la TSLP 2 évaluée par qRT-

PCR dans les cellules Caco-2 après traitement par l’antagoniste de PPAR (*** : p<0,0001 ; 

Mann Whitney ; n=9). 

 
 

III. Expression protéique de la TSLP 2 

 
 

Pour confirmer les résultats obtenus par qRT-PCR, il est important de vérifier 

l’expression de la TSLP 2 au niveau protéique sur les expériences précédentes. Le 

lysat cellulaire (1 millions de cellules par condition) a été analysé par Western Blot et 

la TSLP 2 n’a jamais été directement détectée. Notre hypothèse est que la quantité de 

TSLP 2 produite est trop faible. C’est pour cela qu’une autre technique a été envisagée 

en amont du western blot : l’immunoprécipitation des protéines. Cette technique a pour 

but de sélectionner et concentrer la protéine d’intérêt. Le lysat cellulaire d’un plus 

grand nombre de cellule (6 millions de cellules) est récupéré. L’immunoprécipitation 

va sélectionner/concentrer uniquement la TSLP et le culot est analysé par Western 

Blot afin de rechercher la TSLP 2. 
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La TSLP 2 s’exprime dans les cellules Caco-2 contrôles et traitées par un 

agoniste de PPAR (GED). La quantité de TSLP 2 est augmentée dans les cellules 

traitées par le GED en comparaison aux cellules contrôles (Figure 60A). Au niveau 

des cellules ShPPAR, l’expression de la TSLP 2 est diminuée de manière importante 

par rapport aux cellules contrôles Caco-2 ShLuc (Figure 60B).  

 

 

Figure 60 : (A) Les agonistes PPAR augmentent l’expression protéique de la TSLP 2 dans 

les cellules Caco-2. (B) La diminution du récepteur nucléaire PPAR dans les cellules 

Caco-2 ShPPAR diminue l’expression de la TSLP 2. Western blot d’échantillons protéiques 

provenant d’une immunoprécipitation avec un anticorps anti-TSLP (TSLP 2 : 7 kDa). Western 

blot de contrôle : -actin. 

 
 

IV. L’expression de la TSLP 2 est dépendante de PPAR 
dans les cellules Caco-2 polarisées. 

 
 

Les résultats précédents nous montrent clairement que l’expression de la 

TSLP 2 est dépendante du récepteur nucléaire PPAR. Pour confirmer et appuyer 

cette hypothèse, une culture sur filtre Transwell® de 3 µM a été envisagée.  

A 

B 
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Les cellules Caco-2 ont la capacité de se polariser spontanément lorsqu’elles 

sont en confluence. Elles présentent donc un pôle apical et basal, expriment des 

protéines de jonctions serrées et développent une résistance trans-épithéliales. 

Les cellules Caco-2 mais également les cellules Caco-2 ShLuc et ShPPAR 

ont été cultivés sur filtre durant 21 jours. Ensuite, les cellules Caco-2 ont été traitées 

pendant 24 heures par du GED 30 mM. La mesure de la résistance trans-épithéliale a 

été faite tous les 2 jours, avant les changements de milieux, pour s’assurer de la qualité 

du tapis cellulaire. 

Les observations sont identiques à celles déjà décrites, à savoir une induction 

de l’expression de la TSLP 2 lorsque les cellules Caco-2 polarisées sont traitées par 

du GED 30 mM (2 expériences indépendantes, p<0,0001, 11<n<12) (Figure 61A) et 

une diminution de l’expression de la TSLP 2 au niveau des cellules Caco-2 ShPPAR 

polarisées par rapport aux cellules Caco-2 ShLuc polarisées (1 expérience, n=3) 

(Figure 61B). 

 

 

Figure 61 : L’agoniste de PPAR augmente significativement l’expression du gène codant la 

TSLP 2 dans les cellules Caco-2 polarisées et la diminution d’expression de PPAR dans les 

Caco-2 ShPPAR est associée à la diminution d’expression de la TSLP 2. (A) Expression de 

l’ARNm codant la TSLP 2 évaluée par qRT-PCR dans les cellules Caco-2 polarisées en 

présence d’agonistes de PPAR : GED 30 mM (*** : p<0,0001 ; Mann Whitney ; 11<n<12). 

(B) Expression de l’ARNm codant la TSLP 2 évaluée par qRT-PCR dans les cellules Caco-2 

ShLuc et Caco-2 ShPPAR polarisées (n=3). 
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V. Le promoteur de la TSLP 2 possède plusieurs 
éléments de réponse pouvant lier le récepteur 

nucléaire PPAR. 

 

 

Pour confirmer le rôle de PPAR dans le contrôle de l’expression de la TSLP 2, 

la recherche et l’étude d’éléments de réponse PPRE, au niveau du promoteur de la 

TSLP 2 ont été effectuées. 

 

A. Le promoteur de la TSLP 2 possède plusieurs éléments 

de réponse PPRE 

 
 

Une étude in silico a été effectuée dans un premier temps. Pour cela, 2 logiciels 

spécialisés (PPRE search17 et NUBIscan18) ont été utilisés pour la recherche 

d’éléments de réponse PPRE susceptibles de fixer l’hétérodimère PPAR-RXR. Cette 

étude est faite sur les 1000 premières paires de bases en amont du point d’initiation 

de la transcription. L’ensemble des résultats obtenus montre l’existence de 4 PPRE 

possibles au niveau du promoteur de la TSLP 2 (Figure 62A) : un DR1 situé sur la 

position -249 à -262, un DR2 situé sur la position -407 à -421 et enfin deux DR3 

positionnés respectivement sur la position -443 à -458 et -770 à -785. 

 

 

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

 
 

La technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) a pour but de ne 

sélectionner uniquement que les fragments d’ADN où PPAR s’est fixé. Pour cela, les 

fragments d’ADN sont mis en contact avec un anticorps anti-PPAR puis 

                                              
17  http://www.classicrus.com/PPRE/ 
18  http://www.nubiscan.unibas.ch/ 
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immunoprécipités. Ces fragments sont ensuite purifiés et amplifiés par PCR avec les 

différentes amorces reconnaissant les zones au niveau du promoteur de la TSLP 2.  

Les amorces 3a-4b, encadrant le DR3 (-770 ; -785), ont permis d’amplifier 

l’ADN de la zone où ce DR3 est localisé, en condition contrôle et en condition traitée 

(Figure 62B). Ce qui signifie que l’ADN amplifié provient d’un fragment d’ADN 

sélectionné par l’immunoprécipitation et donc que PPAR s’y fixe. Aucune différence 

n’est observée entre les 2 conditions (Figure 62B). PPAR se fixe donc sur le 

promoteur de la TSLP 2 malgré l’absence de GED. 

Pour s’assurer que les bandes d’ADN visibles sur le gel sont bien des bandes 

spécifiques d’ADN où PPAR se fixe, il est indispensable de faire un contrôle en 

utilisant des amorces qui peuvent amplifier une zone où PPAR ne se fixe pas. Les 

amorces choisies sont celles amplifiant la région codante de la TSLP 2. Une bande 

apparait au niveau des input, mais pas au niveau des puits d’immunoprécipitations, ce 

qui confirme que les zones d’ADN où PPAR ne se fixe pas, il n’y a aucune 

amplification. 

PPAR se fixe donc de manière spécifique sur l’élément de réponse DR3 situé 

dans la zone -770 à -785. 

  

 
Figure 62 : (A) Représentation des mille premières paires de base en amont du point 

d’initiation à la transcription du gène codant la TSLP 2.  4 éléments de réponses ont été mis 

en évidence par l’analyse in silico. (B) PPAR se fixe sur un élément de réponse du promoteur 

en amont du gène codant la TSLP 2 dans les cellules contrôles et les cellules traitées par 

GED 30 mM. Mise en évidence de l’ADN amplifié par migration sur gel d’agarose 2%.  
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C. Le récepteur nucléaire PPAR se fixe de manière 
fonctionnelle sur le promoteur de la TSLP 2. 

 
 

Après avoir montré par ChIP que PPAR se fixe sur la zone promotrice du gène 

codant la TSLP 2, il est intéressant de savoir si cette fixation est fonctionnelle. Pour 

répondre à cette question, la technique d’étude de gêne rapporteur (ici, la luciférase) 

par transfection transitoire a été utilisée. 

Dans un premier temps, un vecteur contenant la partie promotrice du gène de 

la TSLP 2, a été construit. Cette partie promotrice a été clonée en amont du gène 

codant la luciférase. Ce vecteur est nommé PromTSLP2-Luc (Figure 63A). Il a été 

transfecté dans des cellules Caco-2, qui ont été ensuite traitées par des agonistes de 

PPAR (GED 30mM et 5-ASA 30 mM).  

Tout d’abord, en l’absence de stimulation, la transfection du vecteur 

PromTSLP2-Luc conduit à une augmentation significative de l’activité de la luciférase 

en comparaison des cellules transfectées avec le vecteur contrôle (pGL4-Luc) 

(p<0,001, n=15) (Figure 63B, comparaison des barres blanches). Ceci indique donc 

que la portion de promoteur présent sur le vecteur PromTSLP2-Luc est active dans 

les cellules Caco-2. 

Ensuite, aucune différence sur l’activité de la luciférase n’est observée lorsque 

les cellules, transfectées par le vecteur contrôle, sont traitées par les agonistes de 

PPAR.  

Enfin, la stimulation des cellules transfectées avec le vecteur PromTSLP2-Luc   

par du GED ou du 5-ASA, induit une nouvelle augmentation significative de l’activité 

de la luciférase en comparaison avec les cellules transfectées non stimulées (GED 

30mM : p<0,0001 ; 5-ASA 30 mM : p<0,01) (Figure 63B, comparaison des barres 

blanches, noires et grises sur le graphique PromTSLP2-Luc). Cela suggère qu’il existe 

un élément de réponse fonctionnel où PPAR se fixe, au niveau du fragment de région 

promotrice de la TSLP 2. 
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Figure 63 : (A) Représentation schématique des deux vecteurs lors des différentes 

transfections transitoires dans le cadre de l’étude du gène rapporteur. (B) Les cellules 

transfectées par le vecteur PromTSLP2-Luc présentent une activité significativement plus 

importante que les cellules transfectées par le vecteur pGL4-Luc. Résultat exprimé en fold 

change (*** : p<0,0001 ; Mann Whitney ; n=15). Le traitement par les agonistes de PPAR 
augmente significativement l’activité de la luciférase sur les cellules transfectées par le 

vecteur PromTSLP2-Luc (*** : p<0,0001, ** : p<0,01 ; Mann Whitney ; n=6-9). 

 

 

Afin de vérifier si le DR3 (en position -770 ; -785) identifié par le ChIP est 

l’élément de réponse fonctionnel, un deuxième vecteur a été construit. Ce nouveau 

vecteur, appelé PromTSLP2-Luc 1, contient également le promoteur de la TSLP 2 à 

la seule différence que l’élément de réponse DR3 en position -770 à -785 a été enlevé 

(Figure 63A).  

Premièrement, comme attendu, en l’absence de stimulation, la transfection des 

cellules Caco-2 avec le vecteur PromTSLP2-Luc permet la même induction 

significative de l’activité luciférase en comparaison avec les cellules transfectées par 

le vecteur pGL-4 (comparaison des barres blanches sur le graphique A) (p<0,001, 

n=15).  

Ensuite, toujours en l’absence de stimulation, les cellules Caco-2 transfectées 

par le vecteur PromTSLP2-Luc 1, ont une induction de l’activité de la luciférase est 

significativement plus faible que pour les cellules transfectées par le vecteur 

A 

B 
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PromTSLP2-Luc (p<0,05, n= 14) (Figure 64A, comparaison des barres blanches). 

Ceci suggère que la région promotrice enlevée pourrait contenir un ou plusieurs 

éléments de réponse intervenant dans l’activité transcriptionnelle. 

Enfin, l’effet inducteur du GED est totalement perdu au niveau des cellules 

Caco-2 transfectées avec le vecteur PromTSLP2-Luc 1 en comparaison avec les 

cellules transfectées avec le vecteur PromTSLP2-Luc (Figure 64A, comparaison des 

barres noires). 

La présence du DR3 (en position -770 ; -785) semble donc être indispensable 

pour obtenir une augmentation significative de l’activité de la luciférase lorsque les 

cellules sont traitées par les agonistes de PPAR. 

Ces résultats suggèrent fortement que l’élément de réponse DR3, fixé par 

PPAR au niveau du ChIP, est fonctionnelle au niveau du promoteur de la TSLP 2. 

 

Pour confirmer les résultats précédents, des cellules Caco-2 ShPPAR ont été 

transfectées avec les 2 vecteurs (PromTSLP2-Luc et PromTSLP2-Luc 1). Les Caco-

2 pRS (Caco-2 ayant intégrées stablement le vecteur pRS servant à exprimer des 

ShRNA) sont utilisées comme cellules contrôles. 

Pour commencer, la transfection du vecteur PromTSLP2-Luc au niveau des 

cellules contrôles va induire significativement l’activité de la luciférase, en comparaison 

avec les cellules Caco-2 pRS transfectées avec le vecteur pGL-4-Luc (p<0,01, n=6).  

La transfection des cellules Caco-2 pRS avec le vecteur PromTSLP2-Luc 1, 

provoque une importante diminution de l’activité de la luciférase, en comparaison avec 

les cellules transfectées avec le vecteur PromTSLP2-Luc (p<0,01, n=6). Ce résultat 

confirme les données précédentes et l’importance de la région contenant le DR3 pour 

l’activité transcriptionnelle du promoteur de la TSLP 2. 

La diminution d’expression du gène codant PPAR dans les cellules Caco-2 

ShPPAR diminue significativement l’activité de la luciférase induite par la construction 

PromTSLP2-Luc (p<0,01, n=6) (Figure 64B, comparaison des barres noires). De plus, 

la diminution d’expression du gène codant PPAR ne provoquent aucun effet sur 

l’activité luciférase des cellules transfectées par le vecteur PromTSLP2-Luc 1 (Figure 

57B, comparaison des barres grises). 
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Figure 64 : (A) Les cellules transfectées par le vecteur PromTSLP2-Luc1 ont une activité 

de la luciférase significativement plus faible que les cellules transfectées par le vecteur 

PromTSLP2-Luc et les agonistes de PPAR n’ont pas d’effet sur l’activité de la luciférase. 

Résultat exprimé en fold change (* : p<0,05, *** : p<0,0001 ; Mann Whitney ; n=12-14). (B) 

L’absence de PPAR influence l’activité de la luciférase au niveau des cellules Caco-2 

ShPPAR (** : p<0,01 ; Mann Whitney ; n=6).  

 

 

 L’ensemble de ces résultats confirment clairement que PPAR est impliqué 

dans le contrôle de l’activité du promoteur de la TSLP 2. Nos résultats démontrent que 

PPAR se fixe de manière fonctionnelle sur le promoteur de la TSLP 2 et montrent que 

PPAR est un régulateur transcriptionnel du gène codant la TSLP 2. 
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VI. La diminution de l’expression du gène codant la TSLP 
2 est corrélée à une diminution de l’expression du 

gène codant PPAR dans les muqueuses saines et 
lésées et les cellules épithéliales coliques de patients 
atteints de RCH. 

 
 

Nos résultats nous ont poussé à évaluer l’expression de la TSLP 2 chez les 

patients atteints de RCH. Son expression a été évaluée dans le côlon de patients 

contrôles (opérés pour une diverticulite) et des patients atteints de RCH. Pour rappel, 

les CEC de patients atteints de RCH ont un déficit d’expression de PPAR par rapport 

aux CEC des patients contrôles (Bouguen et al., 2014; Dubuquoy et al., 2003). 

L’hypothèse testée est donc la suivante : ce déficit peut-il avoir un impact sur 

l’expression de la TSLP 2 chez les patients atteints de RCH ?  

Les essais se sont tout d’abord portés sur des prélèvements de muqueuses 

entières de côlon. Le déficit de PPAR est retrouvé au niveau des muqueuses 

inflammatoires des patients atteints de RCH (Figure 65A). Il existe une diminution 

significative de l’expression de l’ARNm codant la TSLP 2 entre les muqueuses de 

patients contrôles et les muqueuses saines et lésées des patients atteints de RCH 

(Figure 65A). Cette diminution est corrélée avec celle observée pour PPAR 

(p<0,0001 et rs=0,7399) (Figure 65A). 

Suite aux résultats précédents, des cellules épithéliales coliques ont été isolées 

des muqueuses de patients provenant des pièces opératoires de patients contrôles 

(n=6) et patients RCH (n=8) (Figure 65B). L’expression de la TSLP 2 et de PPAR a 

été testée sur ces cellules. Il est observé une diminution significative de l’expression 

du gène codant la TSLP 2 (p<0,01, Mann Whitney) et le récepteur nucléaire 

PPARp<0,01, Mann Whitney) et une corrélation entre le déficit de PPAR et la 

diminution d’expression de la TSLP 2 (p=0,0018 et rs=0,7538) (Figure 65B). 

Ces résultats montrent un défaut d’expression de la TSLP 2 chez les patients 

atteints de RCH, en lien avec le défaut de PPAR. 

 



 

 167 

 

Figure 65 : Une diminution de l’expression de la TSLP 2 est observée dans les muqueuses 

saines et lésées et dans les cellules épithéliales coliques de patients atteints de RCH. Ces 
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diminutions sont corrélées avec la diminution de l’expression du gène codant PPAR (A) 

Expression de l’ARNm de PPAR et de la TSLP 2 évaluées par qRT-PCR au niveau des 

muqueuses saines (n=9) et lésées (n=21) des patients RCH en comparaison avec des 

muqueuses de patients atteints de diverticulite (patients contrôles, n=18) (* : p<0,05, *** : 

p<0,0001 ; Mann Whitney). (B) Expression de l’ARNm de PPAR et de la TSLP 2 évaluées par 

qRT-PCR au niveau des cellules épithéliales coliques des patients RCH (n=8) en comparaison 

avec des muqueuses de patients atteints de diverticulite (patients contrôles, n=6). (C) 

Amplification de l'isoforme de TSLP 1 (lfTSLP) à partir d'échantillons de patients utilisant 

notre propre paire d'amorces. Le graphique présente les données brutes des valeurs de Ct pour 

l'amplification de la TSLP 1 et l'image montre la courbe d'amplification correspondante. (D) 
Amplification de l'isoforme de la TSLP1 à partir d'échantillons de patients utilisant la paire 

d’amorces de (Fornasa et al., 2015). Le graphique présente les données brutes des valeurs de 

Ct pour l'amplification de la TSLP 1 et l'image montre la courbe d'amplification 

correspondante. (E) Amplification de l'isoforme de la TSLP 2 (sfTSLP) à partir d'échantillons 

de patients utilisant notre propre paire d'amorces. Le graphique présente les données brutes 

des valeurs de Ct pour l'amplification de la TSLP 2 et l'image montre la courbe d'amplification 

correspondante. Les données montrées dans les panneaux C, D et E correspondent aux données 

d'amplification obtenues à partir d'échantillons rétro-transcrits en même temps, dans les 

mêmes conditions et sur la même plaque qPCR. 

 
 
 L’expression de l’ARNm codant la TSLP 1 n’a jamais été mise en évidence de 

manière satisfaisante que çà soit dans les échantillons inflammatoires ou non 

inflammatoires de muqueuses intestinales et de CEC des patients contrôles et RCH 

(Figure 65C).  

Pour confirmer ces résultats, sur une même plaque de qPCR, divers 

échantillons rétro-transcrits ont été testé par 3 paires d’amorces : nos paires d’amorces 

de TSLP 1 et TSLP 2 et la paire d’amorce de TSLP 1 de Fornasa et al.  (TSLP 1, 

TSLP1 de Fornasa et TSLP 2). Que çà soit nos amorces ou celles de Fornasa et al., 

l’expression de l’ARNm codant la TSLP 1 n’est pas mise en évidence de manière 

exploitable. Concernant les amorces de la TSLP 2, les résultats confirment les 

résultats précédents (Figure 65 C, D et E).  
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Résultats complémentaires non 
publiés 

 
 

I. L’effet des agonistes et de l’antagoniste de PPAR sur 
l’expression de la TSLP dans un modèle murin. 

 
 

A l’heure actuelle, il n’existe qu’un ARNm codant pour une seule protéine 

TSLP chez la souris. Cette protéine présente les similitudes d’activité inflammatoire de 

la TSLP 1 retrouvée chez l’homme. Il est cependant intéressant de savoir si les 

agonistes/antagoniste de PPAR peuvent jouer un rôle sur l’expression de cette TSLP 

murine. Pour cela, 2 types de traitements des muqueuses coliques ont été envisagés : 

un traitement ex vivo et un traitement in vivo. 

 
 

A. Effet d’un traitement ex vivo par des agonistes de 

PPAR sur des échantillons de côlons de souris  

 
 

Des prélèvements de côlon ont été récupérés et placés dans un milieu de 

culture contenant du GED 30 mM, du 5-ASA 30 mM ou de la pioglitazone 10µM durant 

6 heures. 

Sur différentes expériences indépendantes, l’ensemble des agonistes de 

PPAR n’ont pas donné les mêmes résultats. Le GED (30 mM) et le 5-ASA (30 mM) 

ont, tous les 2, induit une augmentation significative de l’expression de l’ARNm codant 

la TSLP dans les côlons de souris (p<0,0001) (Figure 66A). Cependant, un traitement 

à la pioglitazone (10 µM), n’a pas permis d’induire l’expression de la TSLP au niveau 

des côlons de souris (p=0,8916).  

Les prélèvements de côlons contrôles et traités par le GED, le 5-ASA ou la 

pioglitazone proviennent du même animal, il est possible de comparer ces deux 

morceaux entre eux (Figure 66B) et ainsi évaluer le traitement par GED, du 5-ASA et 

de la pioglitazone, côlon par côlon. 
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Figure 66 : Les agonistes PPAR augmentent l’expression du gène codant la TSLP dans les 

côlons murins. (A) et (B) Expression de l’ARNm codant la TSLP évaluée par qRT-PCR dans 

les côlons de souris en présence d’agonistes de PPAR : GED 30 mM, 5-ASA 30 mM, Pio 10µM 

(**** : p<0,0001 ; ns : non significatif (p=0,8916) ; 2-3 expériences indépendantes ; Mann 

Whitney ; 16<n<25). 

 
 

A B 
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B. Effet d’un traitement ex vivo par un antagoniste de 

PPAR sur des échantillons de muqueuses murines. 

 
 

De la même manière que précédemment, des prélèvements de côlon ont été 

récupérés et placés dans un milieu de culture contenant du GW9662 durant 6 heures. 

Les morceaux de côlon témoin ont été placés dans du milieu de culture contenant du 

DMSO. 

Sur 2 expériences indépendantes, l’antagoniste de PPAR, le GW9662 induit 

une diminution non significative de l’expression de l’ARNm codant la TSLP dans les 

muqueuses coliques de souris (p=0,1079, n= 21) (Figure 67). De nouveau, les 

prélèvements de côlons contrôles et traités par le GW9662 proviennent du même 

animal, il est possible de comparer ces deux morceaux entre eux (Figure 67) et ainsi 

évaluer le traitement par GW9662 côlon par côlon. On remarque ainsi que pour 5 

côlons, un traitement par du GW9662 a induit l’expression de la TSLP. 

 

 

 
 

Figure 67 : L’antagoniste de PPAR diminue l’expression du gène codant la TSLP dans les 

muqueuses coliques murines. Expression de l’ARNm codant la TSLP évaluée par qRT-PCR 

dans les muqueuses coliques de souris en présence de l’antagoniste de PPAR : GW 9662 

10µM (p=0,1079 ; 2 expériences indépendantes ; Mann Whitney ; n=21).  
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C. Effet d’un traitement in vivo par les agonistes de PPAR 
sur la muqueuse colique de souris 

 
 

Le traitement ex vivo des muqueuses coliques par GED 30 mM et 5-ASA 30 

mM ayant montré des inductions significatives de l’expression de la TSLP, l’étape 

suivante était de confirmer ces résultats sur des traitements in vivo de ces muqueuses. 

 
Pour un traitement au GED, les souris ont été gavées avec une concentration 

de GED à 30 mg/kg pendant 1 semaine. Il s’agit de la dose utilisée au cours des tests 

pré-cliniques de la molécule et ayant montré une action anti-inflammatoire sur des 

modèles de colites. 

 Pour le traitement par 5-ASA, les souris ont été traitées par voie intra-rectale à 

la dose de 30 mg/kg pendant 1 semaine.  

 
 Sur 3 expériences indépendantes, l’administration par gavage du GED 30 

mg/kg n’a pas permis d’induire significativement une augmentation de l’expression de 

l’ARNm codant la TSLP au niveau des muqueuses coliques (p=0,0823, n=30) (Figure 

68A). L’administration par voie intra-rectale du 5-ASA 30 mg/kg ne permet pas une 

augmentation significative de l’expression de l’ARNm codant la TSLP (p=0,8995, 

12<n<14) (Figure 68B). 

 

 
Figure 68 : Les agonistes de PPAR n’augmentent pas significativement l’expression du 

gène codant la TSLP dans les côlons murins. Expression de l’ARNm codant la TSLP évaluée 

par qRT-PCR dans les muqueuses coliques de souris traitées par un agonistes de PPAR : (A) 
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GED 30 mg/kg (p=0,0823 ; 3 expériences indépendantes ; Mann Whitney ; n=30) et (B) 5-ASA 

30 mg/kg (p=0,8995 ; 2 expériences indépendantes ; Mann Whitney ; 12<n<14).  

 
 

D. Effet d’un traitement in vivo par l’antagoniste de PPAR 
sur la muqueuse colique de souris 

 
 
Comme précédemment, le traitement ex vivo des côlons de souris par le 

GW9662 n’ayant montré pas une diminution significative de l’expression de la TSLP, 

l’étape suivante était de confirmer ces résultats sur un traitement in vivo de ces côlons. 

Pour un traitement au GW9662, une injection par voie intra-péritonéale a été 

effectuée une fois par jour pendant 1 semaine aux souris, à la concentration de 1 

mg/kg/j. Pour les souris contrôle, il était injecté le même volume de DMSO. 

 Sur 2 expériences indépendantes, aucune différence significative n’est 

observée entre le groupe de souris traitées par du GW9662 et le groupe témoin 

(p=0,8926, n=19) (Figure 69). 

 
 

 
Figure 69 : L’antagoniste de PPAR ne diminue pas l’expression du gène codant la TSLP 

dans les muqueuses coliques murines. Expression de l’ARNm codant la TSLP évaluée par 

qRT-PCR dans les muqueuses coliques de souris en présence de l’antagoniste de PPAR : GW 

9662 10µM (p=0,8926 ; 2 expériences indépendantes ; Mann Whitney ; n=19). 
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II. Activité anti-microbienne de la TSLP 2 sur des 
souches bactériennes intestinales. 

 
 

Sonesson et al. puis Bjerkan et al. ont montré que la TSLP, et plus 

particulièrement la TSLP 2, joue un rôle de peptide antimicrobien envers certaines 

bactéries au niveau de la peau et des muqueuses de la voie orale (Bjerkan et al., 2015; 

Sonesson et al., 2011). C’est pour cela que des expériences ont été entreprises pour 

savoir si la TSLP 2 pouvait également jouer un rôle de peptide antimicrobien contre 

des bactéries présentes dans l’intestin. Pour cela, des souches bactériennes ont été 

mises en contact dans un premier temps, avec uniquement de la TSLP 2 puis, dans 

un second temps, avec un mélange de TSLP 2 et de LL-37, autre peptide antimicrobien 

reconnu. 

 
 

A. Seule, la TSLP 2 a une faible activité antimicrobienne. 

 
 

Dans un premier temps, différentes bactéries originaires de patients 

hospitalisées au CHRU de Lille ont été étudiées. Parmi ces bactéries, le choix s’est 

porté sur la différence de respiration (aérobie ou anaérobie) mais également sur la 

différence au niveau de la coloration de Gram (Gram + ou Gram -). 

Les premiers résultats obtenus, montrent clairement que la TSLP 2 semble agir 

uniquement sur les bactéries Gram +. En effet, seul les souches d’Enterococcus 

faecalis et de Clostridium perfringens voient leur croissance perturbée/ralentie en 

présence de TSLP 2 dans le milieu. Donc quel que soit le type respiratoire, la TLSP 2 

agit sur ces bactéries (Figure 70A et 70B). Pour la concentration la plus forte de la 

TSLP 2 (32 µg/mL), une baisse de la croissance bactérienne entre 4 et 6 heures est 

observée, avec une différence maximale d’environ 2 log entre la concentration 

bactérienne du tube témoin et ceux contenant la TSLP 2. Pour les autres 

concentrations (4, 8 et 16 µg/mL), elles semblent être efficaces que sur C. perfringens 

où une diminution de la concentration bactérienne est diminuée d’environ 1 log. 
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Au long terme (24 heures), l’effet de la TSLP 2 semble diminué et la croissance 

bactérienne n’est plus perturbée. On retrouve la même concentration bactérienne que 

dans le contrôle (Figure 70A et 70B). 

Au niveau des 2 bactéries gram négatifs (Escherichia coli LF82 et Enterobacter 

cloacae), aucune perturbation de la croissance est observée, quelque soit la 

concentration de TSLP 2. Ces résultats laissent donc à supposer que la TSLP 2 n’agit 

pas sur les membranes des bactéries gram négatifs (Figure 70C et 70D). 
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Figure 70 : La TSLP 2 a uniquement une activité antimicrobienne faible au niveau des 

souches bactériennes gram+ (A) Cinétiques des différentes croissances d’Enterococcus 

faecalis en présence de la TSLP 2. (B) Cinétiques des différentes croissances de Clostridium 

perfringens en présence de la TSLP 2. (C) Cinétiques des différentes croissances 

d’Enterobacter cloacae en présence de la TSLP 2. (D) Cinétiques des différentes croissances 

d’Escherichia coli adherent-invasive LF82 en présence de la TSLP 2 (32, 16, 8 et 4 µg/mL). 
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B. La TSLP 2 combinée à un autre peptide antimicrobien 

présente une bonne activité antimicrobienne. 

 

 
Au niveau de la barrière intestinale, il existe de nombreux peptides 

antimicrobiens, qui sont libérés dans la lumière intestinale de façon constante afin que 

l’homéostasie soit maintenue. Donc, malgré la faible activité antimicrobienne observée 

de la TSLP 2, l’association avec un autre peptide antimicrobien pourrait agir sur son 

activité. C’est pour cela que des expériences de synergie sur les bactéries 

précédentes (à l’exception d’E. cloacae OR 3,11) ont été envisagées. Le peptide 

antimicrobien testé en synergie avec la TSLP 2 est le LL-37. Ce peptide a montré au 

préalable une bonne activité antimicrobienne sur ces 2 souches bactériennes. 

Concernant le LL-37, les 2 concentrations les plus élevées montrant une perte 

d’activité au bout de 24 heures ont été choisies : 4 µg/mL et 8 µg/mL. Pour la TSLP 2, 

les concentrations 8 µg/mL, 16 µg/mL et 32 µg/mL ont été choisies. 

 

Dans les premières heures, le cocktail avec les 2 peptides antimicrobiens 

montre déjà une meilleure activité antimicrobienne que les peptides seuls. Il semblerait 

donc que les peptides agissent de façon synergique (Figure 71-72-73). 

A 24 heures, au niveau la souche E. faecalis, la concentration bactérienne est 

redevenue identique à celle du tube témoin pour les souches en contact avec les 

différentes concentrations de TSLP 2 et de LL-37. En revanche, tous les tubes 

contenant le cocktail TSLP 2 + LL-37, montrent clairement un effet de synergie 

antimicrobienne. A 24 heures, la concentration bactérienne a diminué entre 3 et 4 log 

suivant les concentrations. Le maximum d’efficacité est observé pour le cocktail avec 

les plus fortes concentrations en TSLP 2 (32 µg/mL) et en LL-37 (8 µg/mL), la 

concentration bactérienne a chuté de 7 log environ (Figure 72 A, B, C). 

Concernant la souche du Clostridium perfringens, la concentration bactérienne 

est redevenue identique à celle du tube témoin pour les souches en contact avec les 

différentes concentrations de TSLP 2 et la concentration 4µg/mL du LL-37. Lorsque le 

LL-37 seul est utilisé à une concentration à 8µg/mL, on observe un effet antimicrobien 

visible. En effet, la concentration bactérienne est diminuée d’environ 2 log et demi. Ce 

qui montre que le LL-37 a une bonne efficacité contre cette souche (Figure 73 A, B, 

C). 
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Lorsque qu’on regarde les courbes avec l’association TSLP 2 et LL-37, l’action 

synergique est clairement visible dès les premières heures (2 heures et 4 heures) de 

culture en comparaison avec le témoin mais également les tubes contenant qu’un seul 

peptide. Cet écart s’agrandit au fur et à mesure de l’expérience, et à 24 heures de 

culture, le seuil de détection est atteint pour l’ensemble des tubes contenant les 

cocktails de peptides antimicrobiens. L’action synergique entre les 2 peptides 

antimicrobiens a donc été très bactéricide contre cette souche bactérienne (Figure 73 

A, B, C). 

 Enfin, pour la souche E. coli LF82, la synergie d’action est également visible. 

Le LL-37 à 4 et 8 µg/mL n’avait pas d’activité antimicrobienne sur cette souche (Figure 

73 A). De même la TSLP 2 à 16 µg/mL n’avait pas agi sur cette souche (Figure 70D). 

La TSLP 2 à cette concentration et associé à du LL-37 (4 ou 8 µg/mL) diminue la 

croissance bactérienne. On obtient un effet bactériostatique (Figure 73 C).  

Pour savoir si cette synergie pouvait arriver à un effet bactéricide, la concentration de 

TSLP 2 a été augmentée. La TSLP 2 à 32 µg/mL seule a un effet bactériostatique 

(Figure 73 B). De plus l’action synergie de la TSLP 2 et du LL-37 (4 ou 8 µg/mL) 

permet de nouveau d’obtenir une réponse bactériostatique mais pas une réponse 

bactéricide. 

 

 

L’ensemble de ces résultats montrent donc que la TSLP 2 a une activité 

antimicrobienne sur des bactéries de la flore intestinale. Son activité semble se limiter 

au Gram + quand elle est seule. La TSLP 2 associée à un autre AMP voit son activité 

améliorée, avec un effet bactéricide pour Cl. Perfringens et bactériostatique pour E. 

faecalis et un élargissement de son spectre au Gram –, avec un effet bactériostatique 

sur la souche E. coli LF82. 
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Figure 71 : Synergie d’action entre la TSLP 2 et le LL-37 sur la souche 16148 de C. 

perfringens. Cinétiques des différentes croissances de Enterococcus faecalis en présence de la 

TSLP 2 seule, du LL-37 seul et de l’association TSLP 2/LL-37 avec une concentration fixe de 

TSLP 2 à (A) 32 µg/mL, (B) 16 µg/mL et (C) 8 µg/mL.  

A 

B 

C 
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Figure 72 : Synergie d’action entre la TSLP 2 et le LL-37 sur la souche 16148 de C. 

perfringens. Cinétiques des différentes croissances de Clostridium perfringens en présence de 

la TSLP 2 seule, du LL-37 seul et de l’association TSLP 2/LL-37 avec une concentration fixe 

de TSLP 2 à (A) 32 µg/mL, (B) 16 µg/mL et (C) 8 µg/mL. 

A 

B 

C 



 

 182 

 
Figure 73 : Synergie d’action entre la TSLP 2 et le LL-37 sur la souche LF82 d’E. coli 

adhéro-invasive. Cinétiques des différentes croissances d’Escherichia coli en présence de LL-

37 seul (A) et de l’association TSLP 2/LL-37 avec une concentration fixe de TSLP 2 à (B) 32 

µg/mL, (C) 16 µg/mL.  

A 

B 
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Discussion 
 

 

L’ensemble du travail effectué durant ce projet montre pour la toute première 

fois une régulation transcriptionnelle de l’expression de la TSLP 2 par le récepteur 

nucléaire PPAR. Ces résultats suggèrent fortement que la diminution d’expression de 

la TSLP 2 observée dans les muqueuses et les cellules épithéliales coliques chez les 

patients atteints de RCH est liée à celle de PPAR (Martin Mena et al., 2017). 

 

 

I. 2 ISOFORMES DE LA TSLP 

 

 

La distinction entre les 2 isoformes de TSLP n'a été réalisée que très 

récemment. C'est maintenant un aspect fondamental de la biologie de cette cytokine 

car les 2 isoformes possèdent des fonctions distinctes et des profils d'expression 

différents (Bjerkan et al., 2015, 2016; Dong et al., 2016; Fornasa et al., 2015; Tsilingiri 

et al., 2017). 

In vitro, l’expression du gène codant la TSLP 1 est induite par des stimuli 

inflammatoires. Par exemple, l’exposition de poly (I:C) sur des cellules épithéliales 

bronchiques induit uniquement l’expression de la TSLP 1 (Harada et al., 2009). De 

plus, dans les kératinocytes humains, les cytokines inflammatoires (TNF, IFN, IL-1) 

ou les ligands de TLRs (poly (I:C), flagelline, etc) sont de puissants inducteurs de la 

TLSP 1. Enfin, une exposition de Salmonella typhymurium sur des cellules Caco-2 

induit une régulation transcriptionnelle positive pour la TSLP 1 concomitante à une 

régulation négative de l’expression de la TSLP 2 (Fornasa et al., 2015). En adéquation 

avec les résultats in vitro, la TSLP 1 est surexprimée in vivo chez des patients atteints 

de dermatite atopique, asthme  (Fornasa et al., 2015; He et al., 2009; Lee and Ziegler, 

2007). 
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Parallèlement aux travaux de Guilia Fornasa, notre étude a mis en évidence la 

présence d’une seule isoforme présente à l’état physiologique au niveau des cellules 

épithéliales intestinales : la TSLP 2. Ces résultats in vitro ont été soutenus par les 

résultats obtenus sur les échantillons de patients contrôles. L’isoforme de la TSLP 1 

n’a pas été détectée sur les cultures cellulaires in vitro. La TSLP 1 n’est pas exprimée 

de façon constitutive et serait surexprimée dans des conditions inflammatoires 

(Fornasa et al., 2015). Ceci explique donc son absence sur les différentes expériences 

in vitro effectuées. Une mauvaise qualité des amorces utilisées, pour amplifier le gène 

codant la TSLP 1 lors de la PCR, pourrait expliquer l’absence d’expression sur nos 

différentes expériences. Cependant, les oligonucléotides ont été testés sur un autre 

type cellulaire (cellules H292 : cellules épithéliales bronchiques) et une expression de 

la TSLP 1 a été mise en évidence au niveau de ces cellules à l’état basal. Toujours 

dans ces cellules, une stimulation avec du poly (I:C) (ARN double brin viral) a induit 

significativement l’expression de la TSLP 1. Enfin pour confirmer l’ensemble des 

précédents résultats, les oligonucléotides utilisées par Fornasa et al. pour observer 

l’expression de la TSLP 1 ont donné les mêmes résultats sur l’ensemble des 

expériences effectuées lors de cette étude. 

 

 

II. MODELE MURIN POUR L’ETUDE DE LA TSLP 

 

 

Il existe 43% d’homologie entre la TSLP murine et la TSLP humaine. Malgré 

cela, la souris a permis de confirmer de nombreuses hypothèses concernant la TSLP, 

sa régulation et son côté délétère lors des inflammations sur la dermatite atopique, 

l’asthme allergique ou l’inflammation pulmonaire (Hener et al., 2011). Il est important 

de resouligner que la TSLP 2 n’existe pas chez la souris et qu’elle a été uniquement 

isolée chez l’homme. Sans que cela ne soit encore formellement confirmé, l’expression 

et les fonctions de la TSLP murine se rapprocheraient plus de celles de la TSLP 1 que 

de la TSLP 2, en particulier au niveau des zones inflammatoires sur les modèles de 

souris asthmatique ou développant des maladies proches de la dermatite atopique ou 

de l’asthme. De ce fait, la relevance d’études de la TLSP 2 chez la souris est limitée. 
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Il a été suggéré que l'injection intrapéritonéale de TSLP 2 recombinante améliore 

légèrement la colite induite par le DSS chez la souris, mais le mécanisme sous-jacent 

n'a pas été étudié et demeure inconnu (Fornasa et al., 2015). Egalement, dans un 

modèle d’allergie provoquée par des acariens chez la souris, l’injection de TSLP 2 

recombinante limite l’inflammation induite (Dong et al., 2016). Mais le mécanisme 

d’action qui en découle et le récepteur impliqué dans cette réponse restent encore 

inconnus. 

 

Durant cette étude, différentes expériences (ex vivo et in vivo) ont été 

entreprises chez le modèle murin. Les côlons de souris ont été mis en contact direct 

avec différents agonistes de PPAR(in vivo :5-ASA et GED 30mg/kg ; in vitro : 5-ASA 

30 mM, GED 30 mM et Pioglitazone 1 µM) et avec un antagoniste spécifique de PPAR 

(GW9662 ex vivo et in vivo. Les agonistes de PPAR n’induisent pas in vivo 

l’expression de la TSLP et l’antagoniste de PPAR n’inhibe pas in vivo l’expression de 

la TSLP. L’ensemble de ces résultats suggère donc que PPAR n’agit pas sur 

l’expression du gène codant la TSLP chez la souris. Cependant, ex vivo, les 

traitements par 5-ASA et GED ont permis d’induire l’expression de la TSLP. Ce résultat 

n’est pas confirmé pour le traitement par pioglitazone. Il est possible que 6H de 

traitement abime les morceaux de côlon, et que l’induction de la TSLP n’est pas due 

à un traitement par un agoniste de PPAR. C’est principalement pour cette raison que 

des expériences in vivo ont été envisagées par la suite. 

Les résultats obtenus in vivo pourraient être confirmés en comparant 

l’expression de la TSLP des muqueuses et des CEI de côlon de souris témoins avec 

une lignée de souris PPARΔIEC (souris génétiquement modifiées par la technique Cre-

Lox) n’exprimant plus le gène PPAR spécifiquement au niveau des CEI (Kundu et al., 

2014). 

Le modèle de souris reste un très bon modèle animal pour étudier et 

comprendre la physiopathologie des MICI mais dans notre étude, ce n’est pas le cas. 

En effet, si la TSLP 2 n’existe pas chez la souris, de nombreux gènes pouvant être 

impliqués dans la survenue des MICI et plus particulièrement la RCH ont montré des 

similitudes avec les résultats observés chez les patients. Parmi ces gènes, sont 

retrouvés les gènes cités précédemment comme HNF4, MUC 2, MyD88, Lypd 8. Les 
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souris génétiquement modifiées et ayant une déficience pour un de ces gènes 

présentent une susceptibilité accrue à une colite au DSS ou une colite spontannée. 

Le développement récent d’organoïdes de côlon d’origine humaine peut être 

une alternative à l’expérimentation animale et peut être mieux adapté pour comprendre 

le rôle de la TSLP 2 lors de l’homéostasie intestinale (Fatehullah et al., 2016; Miyoshi 

and Stappenbeck, 2013; VanDussen et al., 2015). Ce système de culture en 3D 

permettrait de cultiver des cellules épithéliales humaines de patients sains comme de 

patients RCH ou MC et d’observer l’expression de différents gènes cibles. Elle 

permettrait également d’observer les jonctions serrées entre cellules, qui semblent 

faire défaut chez les patients RCH. Une co-culture avec des cellules dendritiques 

aiderait à la compréhension du dialogue entre les CEI de patients sains ou RCH/MC 

et les cellules dendritiques. Cela pourra aboutir à la description de la physiopathologie 

des MICI. 

 

 

III. REGULATION DE LA TSLP 2 DANS LA CEI 

 

 

Ce projet apporte un élément nouveau concernant la régulation 

transcriptionnelle de la TSLP 2 au niveau des CEI. Le récepteur nucléaire PPAR se 

fixe en amont du gène codant la TSLP 2. Ce récepteur est présent sur la zone 

promotrice même en l’absence d’agoniste synthétique de PPAR (résultats ChIP) Ceci 

peut s’expliquer par la présence d’agonistes naturels dans les cellules. L’étude du 

gène rapporteur par transfection transitoire permet de conclure que l’ajout d’agoniste 

de PPARamplifie la réponse inductrice du gène codant la TSLP 2. Un défaut de 

PPAR amène à une importante diminution d’expression de la TSLP 2. Les 

précédentes recherches autour de la régulation transcriptionnelle de la TSLP ont mis 

en évidence les actions de différents facteurs de transcriptions comme NF-B ou 

encore AP-1. Les sites de fixation potentiels de ces 2 facteurs de transcriptions sont 

situés uniquement dans la zone promotrice de la TSLP 1 et NF-B est identifié comme 

un facteur critique pour l'expression de la TSLP induite par l'inflammation (Tsilingiri et 

al., 2017). La positions de ces sites de fixations soutiennent l’hypothèse que seule 
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l’isoforme 1 de la TSLP aurait une fonction dans les réactions inflammatoires. D’autres 

facteurs de transcription agissent sur la régulation transcriptionnelle de la TSLP 2 

comme les récepteurs nucléaires RXR, RAR ou VDR (Cultrone et al., 2013; Lee and 

Ziegler, 2007; Lee et al., 2008; Xie et al., 2012b). Pour ces derniers (RXR, RAR et 

VDR), leurs actions ont été étudiées uniquement sur les cellules épithéliales 

pulmonaires et sur les kératinocytes. Les CEI exprimant ces récepteurs, il serait 

intéressant de tester leur influence sur l’expression de la TSLP 2.  Il serait également 

intéressant de regarder si la régulation transcriptionnelle de la TSLP 2 par le récepteur 

nucléaire PPAR est retrouvée dans d’autres cellules épithéliales exprimant PPAR 

comme les kératinocytes ou encore les cellules épithéliales pulmonaires (Mao-Qiang 

et al., 2004; Wang et al., 2001a). 

 

 

IV. RÔLE DE LA TSLP 2 DANS LA CEI 

 

 

 En termes de fonction, bien que les travaux effectués ne distinguent que très 

rarement les différentes isoformes, les données suggèrent que le TSLP 1 possède des 

propriétés pro-inflammatoires (Bjerkan et al., 2016; Dong et al., 2016). À l'inverse, in 

vivo et in vitro, la TSLP 2, forme prédominante de TSLP, qui est constitutivement 

exprimée à l'état basal, aurait des propriétés anti-inflammatoires (Dong et al., 2016; 

Fornasa et al., 2015).  

Cependant le rôle exact de la TSLP 2 n’est pas clairement élucidé dans la 

littérature. Plusieurs hypothèses sur les fonctions de la TSLP 2 ont été émises parmi 

lesquelles l’action anti-inflammatoire. En effet, in vitro, sur des PBMCs (Peripheral 

Blood mononuclear cells = cellules mononuclées sanguines périphériques), la TSLP 2 

exerce une action anti-inflammatoire en inhibant la production de cytokines 

inflammatoires par les cellules dendritiques (dérivés des PBMCs) (Fornasa et al., 

2015). Cependant, une étude conduite en 2015 par Bjerkan et al. proposent une 

fonction différente avec la possibilité que la TSLP 2 présente les caractéristiques d’un 

peptide antimicrobien au niveau des kératinocytes (Bjerkan et al., 2015).  
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Nos résultats de bactériologie confirment et renforcent cette hypothèse. La 

TSLP 2 a une action antimicrobienne sur des souches bactériennes issues des selles 

de patients hospitalisés. Cela reste des résultats encore au stade préliminaire et 

d’autres études de croissances bactériennes sont actuellement envisagées, l’action 

antimicrobienne de la TSLP 2 synthétique semble agir de préférence sur les bactéries 

Gram +. Dans un contexte d’homéostasie intestinale, au niveau de la muqueuse, de 

nombreux AMP différents sont présents dans le mucus. L’hypothèse d’une action 

synergique entre eux est fortement possible dans ce microenvironnement. Cette 

hypothèse est vérifiée avec nos résultats. En effet, lorsque la TSLP 2 est associée à 

un autre AMP, l’action antimicrobienne est améliorée (bactéricide selon l’espèce) et le 

spectre élargi au Gram – où la synergie TSLP 2/LL-37 permet une action 

bactériostatique. Il faudra évidemment étayer ces premiers résultats avec une gamme 

de bactéries plus conséquente et tester des synergies avec d’autres AMP produites 

par les CEI. Les bactéries testées provenant principalement de patients atteints de 

MC, il serait important de tester sur des souches isolées de selles de patients atteints 

de RCH. 

 

L’action tolérogène de la TSLP 2 et sa fonction antimicrobienne suggèrent que 

les CEI sont capables de produire et relarguer la TSLP 2 soit au niveau basal, soit au 

niveau apical. En effet, pour une action sur les cellules dendritiques, les cellules 

sécrètent les cytokines vers la muqueuse intestinale, c’est donc une sécrétion au 

niveau du pôle basal de la cellule, alors qu’une action antimicrobienne, aurait une 

libération au niveau du pôle apical de la cellule. Une technique de culture sur des filtres 

Transwell® permettrait de répondre à cette question. Cette culture permet de produire 

un environnement proche de l'état in vivo via une alimentation basolatérale des cellules 

polarisées et par conséquent une activité métabolique plus naturelle. La culture des 

cellules Caco-2 et/ou T84 sur filtre semi-perméable permet d’avoir une sécrétion 

polarisée des protéines et de délimiter deux compartiments, l’un au pôle apical 

correspondant à la lumière intestinale, l’autre au pôle basolatéral représentant le milieu 

lymphatique/plasmatique. Ce système permet de mimer la situation "in vivo" et de 

mesurer la sécrétion de la TSLP 2 au niveau apical et au niveau basal. L’évaluation 

de la TSLP 2 se ferait par WB après une immunoprécipitation des protéines des 

surnageants.  

 



 

 189 

 

V. IMPLICATION DE LA TSLP DANS LES MICI 

 

 

 Actuellement, peu de données sont disponibles sur le lien entre l’expression de 

la TSLP et son implication dans le mécanisme des MICI. Les premiers résultats ont 

été obtenus par Rimoldi et al. (Rimoldi et al., 2005a) et ont montré une diminution de 

l’expression de la TSLP dans les CEI de patients atteints de maladie de Crohn. Bien 

qu’obtenus avec très peu de patients et sans analyse statistique, ces résultats étaient 

les premiers à suggérer qu’une perte d’expression de la TSLP au niveau intestinal 

pouvait être associée à un déficit de contrôle de l’immunité intestinale et au 

développement d’une inflammation chronique. L’hypothèse démontrée par les auteurs 

est que la TSLP est un acteur essentiel du dialogue entre les CEI et les DC de la 

lamina propria. Au travers de ses capacités de polarisation des DC, cette cytokine 

permet la différenciation de lymphocytes T CD4+ régulateurs, indispensables au 

maintien de l’homéostasie intestinale. Son absence perturberait cet équilibre et 

participerait au développement d’une inflammation chronique.  

 

Bien que le rôle exact de PPAR dans le tractus intestinal reste à caractériser, 

il a été suggéré que ce facteur joue un rôle clé dans l'homéostasie intestinale. La 

diminution d’expression de PPAR dans la cellule épithéliale colique (CEC) de souris 

augmente la sensibilité à la colite induite chimiquement, tandis que l'activation de ce 

récepteur réduit l'inflammation intestinale et la gravité de la maladie chez les patients 

RCH et dans les modèles expérimentaux de souris.  

PPAR joue un rôle bénéfique sur l’homéostasie intestinale en contrôlant divers 

acteurs de la barrière antimicrobienne. En effet, PPAR est capable d’intervenir dans 

l’immunité antimicrobienne dans le côlon, notamment en contrôlant l’expression des 

gènes codant pour la -defensin-1 (un AMP) et la mannose-binding lectine (Choteau 

et al., 2016; Peyrin-Biroulet et al., 2010). Cependant, les bêta-défensines et d'autres 

peptides semblables (HDB2, HDB 3, LL-37) sont induits chez les patients atteints de 

RCH dans des conditions inflammatoires et, en outre, l'activité antimicrobienne in vitro 

de la muqueuse RCH enflammée est significativement plus élevée par rapport à la 
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muqueuse MC enflammée (Nuding et al., 2007; Schmid et al., 2007; Wehkamp et al., 

2007). Par conséquent, il semble que la synthèse et l'activité de la défensine ne soient 

pas perturbées en RCH. Cependant, les AMP ont une activité « mucus dépendante ». 

En effet, le mucus va concentrer ces AMP et permettre une meilleure synergie d’action. 

Donc chez les patients atteints de RCH, si le mucus est fortement diminué, il est 

possible que l’efficacité des AMP in vivo soit impactée.  

Dans ce contexte, les résultats obtenus au cours de ce travail sur l’activité 

antimicrobienne semblent très pertinents. Par conséquent, l'identification d’une action 

antimicrobienne de la TSLP 2, nouveau gène cible de PPAR dans la CEI, élargit le 

rôle de ce récepteur nucléaire à la fois comme un facteur antimicrobien important sur 

les surfaces muqueuses intestinales, ainsi qu'un acteur clé pendant l'homéostasie 

intestinale. De plus, nous apportons une notion nouvelle avec la possibilité que 

certains peptides antimicrobiens peuvent avoir un défaut d’expression au cours de la 

RCH. 

 

Suite aux résultats obtenus in vitro, sur le rôle de PPARdans la régulation 

transcriptionnelle de la TSLP 2, la question qui s’est naturellement posée est : existe-

t-il une diminution d’expression de la TSLP 2 chez les patients atteints de RCH, pour 

lesquels le défaut de PPAR dans les CEI est une caractéristique ? 

Chez les patients atteints de RCH, Fornasa et al. mettent en évidence le rôle 

anti-inflammatoire de la TSLP 2 via l’inhibition de sécrétion de cytokines par les 

cellules dendritiques . Cependant, au cours de la RCH, elle ne trouve pas de différence 

d’expression de la TSLP 2 entre les patients contrôles et les patients atteints de RCH. 

La différence se voit en revanche au niveau de la TSLP 1 qui est très fortement 

augmentée au cours de la RCH (Fornasa et al., 2015). 

Nos résultats d’expression obtenus à partir de fragments de muqueuses 

coliques et des cellules épithéliales coliques issus de patients montrent clairement une 

diminution significative de l’expression de la TSLP 2 dans la muqueuse et dans les 

cellules épithéliales coliques inflammées de patients atteints de RCH. De manière plus 

intéressante, ces mêmes résultats montrent que la diminution d’expression de la TSLP 

2 chez les patients RCH est également présente en territoire non inflammatoire, 

suggérant qu’il pourrait s’agir d’un mécanisme primitif de la pathologie. Cette 

observation renforce le lien entre PPAR et la TSLP 2 dans l’intestin et l’hypothèse 
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que la perte d’homéostasie est un facteur étiologique chez les patients atteints de 

MICI. Elle corrobore également les résultats obtenus par Noble et al. (Noble et al., 

2008). En effet, ils mettent en évidence que l’expression de la TSLP est 

significativement diminuée au niveau des zônes sigmoïdes inflammatoires mais 

également non inflammatoires de patients RCH en comparaison au sigmoïde de 

patients sains. De plus, l’expression de TSLP 1 n’a jamais été détectée dans les 

muqueuses ou les cellules épithéliales coliques en muqueuses saines ou inflammées. 

La différence entre les résultats publiés par Fornasa et al. et les nôtres peut être due 

à la nature des échantillons utilisés. En effet, pour l’étude de Fornasa et al., la très 

grande majorité des échantillons des patients RCH avait pour origine le côlon sigmoïde 

(Fornasa et al., 2015). Pour notre étude, quelques échantillons provenaient également 

de sigmoïdectomie mais la majorité des échantillons venait du côlon proximal ou de 

morceaux de colectomies totales. Le profil d’expression des isoformes de la TSLP le 

long de l’intestin (côlon proximal contre le côlon distal) n’est pas connu et explique 

peut-être les différences observées entre nos deux résultats. Il sera important de 

déterminer le profil d’expression de la TSLP le long du tractus intestinal sain chez 

l’homme, pour mieux comprendre la biologie de la cytokine. 

 

 

VI. LES MICI ET TRAITEMENT AVEC DES AGONISTES DE 

PPAR 

 

 

Les éléments susceptibles d’être à l’origine des MICI sont d’une part l’apparition 

d’une inflammation de la muqueuse intestinale et d’autre part, la modification du 

microbiote intestinale et l’apparition d’une dysbiose. Nous ignorons encore qu’elle est 

l’élément déclencheur, une dysbiose ou un ou plusieurs  déficit(s) au niveau de la CEI 

ou de la muqueuse intestinale ? Les récentes publications orientent plus l’élément 

déclencheur vers un (ou plusieurs) défaut(s) au niveau de la muqueuse intestinale qui 

aboutit à une intolérance du microbiote, l’installation d’une zône inflammatoire et une 

réponse d’une partie de ce microbiote à ce stress environnemental. Cependant, au vu 

des résultats prometteurs des traitements par TMF (Transplantation du microbiote 
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fécal) dont une rémission clinique dans 40% des cas chez les patients atteints de RCH, 

la compréhension de l’étiologie de la RCH est loin d’être être résolue. 

L’environnement joue un rôle indéniable dans la survenue des MICI. 

L’hypothèse que des polluants ou encore des molécules synthétiques chimiques issus 

de l’industrie alimentaire pourraient avoir un impact sur le microbiote mais également 

sur nos CEI est confirmée (Burisch et al., 2014; Sakamoto et al., 2005). Certaines 

molécules synthétiques sont capables de pénétrer nos cellules et agir sur des 

protéines indispensables au bon fonctionnement cellulaire. Parmi ces protéines, les 

récepteurs nucléaires peuvent en faire parti et ces molécules pourraient jouer le rôle 

d’« agoniste inverse » et perturberaient l’activité de ces RN. 

 

 Un des plus anciens anti-inflammatoire utilisé dans le traitement des MICI est 

le 5-ASA. PPARest une cible du 5-ASA. Ce traitement reste celui de première 

intention pour les patients atteints de RCH. Cette molécule ne pénètre pas la barrière 

intestinale et son action locale limite les effets indésirables sur le reste de l’organisme. 

Malheureusement, ce n’est pas le cas pour les molécules d’une famille de ligands 

synthétiques de PPAR, des thiazolidinediones. Malgré des études combinant le 5-

ASA et la rosiglitazone ayant montré une meilleure efficacité contre l’inflammation 

intestinale en comparaison à un traitement 5-ASA seul, les glitazones peuvent 

pénétrer la barrière intestinale et provoquer très probablement à long terme les mêmes 

effets indésirables déjà répertoriés (Liang and Ouyang, 2008). C’est dans ce contexte 

que les laboratoires de recherche, dont celui du Professeur Philippe Chavatte, tentent 

de créer de nouvelles molécules pouvant avoir une meilleure efficacité que le 5-ASA, 

tout gardant l’absence d’effets indésirables systémiques. Le GED-0507-34-levo fait 

partie de ces molécules. Les premiers résultats montrent une meilleure activité que le 

5-ASA avec un franchissement de la barrière intestinale mais qui reste faible pour 

provoquer des effets indésirables systémiques. Cette molécule est actuellement en 

phase 2 pour le traitement de la RCH. Le J11-Cl, agoniste synthétique de PPAR, 

pourrait être également un possible candidat pour un traitement contre les MICI au vu 

de ces premiers résultats anti-inflammatoires au niveau intestinal chez la souris.  

 

Selon le contexte cellulaire ou les gènes ciblés, certains agonistes n’agissent 

pas. Le terme « SPPARMs » (selective PPAR modulators) peut expliquer cet effet 
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(Higgins and Depaoli, 2010). Pour illustrer ce terme succinctement, la liaison du ligand 

PPAR au domaine ligand du récepteur va tout d’abord dépendre de sa structure 

chimique. Une fois lié au récepteur, il en résulte une modification conformationnelle de 

PPAR et une différence d’interaction avec ses cofacteurs et ses corépresseurs. Ces 

derniers sont, eux-mêmes, de nature et de concentration variables selon le contexte 

cellulaire. C’est pour cela, que l’action de deux agonistes de PPAR peut induire une 

différence transcriptionnelle des gènes cibles dans un même type cellulaire (Pirat et 

al., 2012). De plus, un même agoniste de PPAR pourra induire fortement l’expression 

sur un type cellulaire donné et ne rien induire sur un second type cellulaire. Les 

SPPARMs peuvent ouvrir d’importantes perspectives thérapeutiques. Le choix de 

SPPARMs permettrait ainsi d’avoir une meilleure activité mais également une réponse 

ciblée sur un type cellulaire/un organe voulu, tout en minimisant les effets non désirés 

sur d’autres partis de l’organisme.  

 L’intérêt de PPAR comme cible thérapeutique va bien au-delà d’un traitement 

contre la RCH. En effet, les agonistes de PPAR peuvent également avoir un avenir 

contre d’autres pathologies et en particulier les cancers. En effet, le risque majeur de 

complication chez les patients atteints de RCH est le développement d’un cancer 

colorectal. Ce risque est de 2,5% entre 9 et 15 ans et atteint 21,4% au-delà de 15 ans 

d’évolution (Nowacki et al., 2015). De nombreuses données suggèrent que PPAR 

possède des propriétés anti-prolifératives et suppressives de tumeurs (Peters et al., 

2012). Cependant, la conséquence d’un défaut d’expression de PPAR sur cette 

évolution chez les patients RCH n’est pas clairement établie ou reconnue. Il a été 

démontré que la survie de patients atteints de cancer colorectal était améliorée si 

l’expression de PPAR était détectable au niveau des cellules cancéreuses (Ogino et 

al., 2009). Dans le même sens, il a été montré qu’une déficience de PPAR 

spécifiquement au niveau de l’intestin augmentait le risque de cancérogenèse dans un 

modèle murin (McAlpine et al., 2006). L’utilisation d’agoniste de PPAR préviendrait 

de la survenue de cancer colorectal dans différents essais cliniques (Zhao et al., 2014). 

Parmi ces agonistes, le 5-ASA (Rousseaux et al., 2005), traitement de première 

intention pour les patients atteints de RCH, posséderait un effet bénéfique et 

protecteur sur la survenue du cancer colorectal (OʼConnor et al., 2015; Zhao et al., 

2014). De plus, le laboratoire a notamment montré, in vitro et dans un modèle murin, 

que l’effet anti-néoplasique du 5-ASA est dépendant de l’activation de 
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PPAR(Rousseaux et al., 2013). Très récemment, l’activation de ce récepteur par la 

pioglitazone en association avec l’imatinib (Glivec®) a également permis d’obtenir des 

résultats spectaculaires sur la rémission de la leucémie myéloïde chronique (Egan, 

2015; Prost et al., 2015). Il y a donc un véritable intérêt de comprendre le rôle exact 

de PPAR et les perspectives d’avenir de traitement anti-cancéreux.  

 

 Un traitement par la TSLP 2 n’est clairement pas envisageable pour un retour 

à l’homéostasie intestinale. Les MICI sont l’ensemble d’une multitude de dérèglements 

qui vont aboutir à la perte de la tolérance intestinale. L’étiologie de la RCH n’est pas 

due uniquement à une diminution d’expression de la TSLP 2. L’inflammation observée 

dans les zones malades est une résultante de la diminution de la TSLP 2 dans cette 

zone, mais ce n’est pas l’unique cause. Le projet montre bien que le défaut 

d’expression de PPAR dans ces zones inflammatoires peut induire la diminution de 

certaines cytokines, facteurs responsables de l’homéostasie intestinale. De 

nombreuses questions restent encore en suspens. Par exemple, le laboratoire a tenté 

de connaître la raison de la baisse du récepteur nucléaire PPAR. Il a ainsi montré que 

l’expression du récepteur nucléaire PPAR est également dépendant d’un autre 

récepteur nucléaire : LRH-1 (Liver Receptor Homolog 1) (Bouguen et al., 2014). 

 

Actuellement, il n’existe aucun traitement commercialisé autour de la TSLP. Il y 

a cependant de nombreuses études pour rechercher des thérapeutiques. Cependant 

ces recherches se focalisent sur l’isoforme 1 de la TSLP même si, sur les études, la 

différence entre les 2 isoformes n’est pas faite. Ils cherchent à empêcher la liaison de 

la TSLP à son récepteur et ainsi inhiber/ralentir l’apparition d’une réaction 

inflammatoire exagérée en cas d’asthme. L’étude de Gauveau et al. reste la plus 

intéressante en terme d’avancée thérapeutique. Dans une étude en double aveugle, 

ils ont montré que l’injection durant 5 à 12 semaines d’un anticorps monoclonal 

humanisé (AMG 157) dirigé contre la TLSP permet de réduire de façon significative la 

réponse précoce et tardive de l’asthme par l’induction d’un allergène.  

 
 

 Ce travail de thèse a permis de confirmer le rôle essentiel de PPAR dans la 

CEI pour le maintien de l’homéostasie intestinale. Ce travail met en évidence pour la 

première fois un nouveau gène cible de PPAR: la TSLP 2. Cette cytokine, mal connue 
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n’a pas encore de récepteur identifié. La caractérisation de celui-ci permettrait de 

mieux comprendre son mécanisme d’action. Cependant, elle présente une activité 

antimicrobienne en plus d’une activité anti-inflammatoire sur les cellules dendritiques.  

De plus, les résultats sur les CEI et les muqueuses de patients RCH confortent 

notre hypothèse. En effet, cette cytokine est significativement diminuée aux niveaux 

des CEI de patients RCH et cette diminution est corrélée avec la diminution du 

récepteur PPAR. Notre hypothèse de travail (un défaut de PPAR au niveau des 

CEI, perturbe les capacités de ces cellules à induire un phénotype tolérogène des 

cellules immunitaires de la muqueuse intestinale) est donc confirmée. 

La TSLP 2 va continuer à être étudiée en tant que peptide antimicrobien sur 

d’autres souches bactériennes ou fongiques du microbiote intestinal et afin d’obtenir 

son spectre d’action. L’action synergique avec un autre peptide antimicrobien n’a 

jamais été décrit. Il serait intéressant de tester d’autres peptides comme HBD-1, HBD-

2, lysosyme, etc.  Ces expériences sont d’ores et déjà envisagés et fera l’objet une 

publication dans les mois à venir. 

Enfin, le screening réalisé au début de ce travail a mis en évidence d’autres 

gènes dont l’expression varie fortement en l’absence de PPAR. Parmi les différents 

gènes, MCP-1 est un candidat intéressant. En effet, son expression est 

significativement augmentée au niveau des cellules ShPPAR en comparaison aux 

cellules Caco-2 ShLuc.   
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Role of the nuclear receptor PPAR in the immunomodulatory 
functions of the intestinal epithelial cell in ulcerative colitis: control 

of the expression of the short isoform of the TSLP 
 
 
 

Abstract: 
The origin of inflammatory bowel disease (IBD), including Crohn's disease (CD) and ulcerative 
colitis (UC), remains unknown. The loss of intestinal homeostasis as an etiologic factor is 
accepted. One of the key players in this homeostasis is the intestinal epithelial cells (IECs). It 
is now clearly established that the IECs regulate the functions of immune cells in the intestinal 
mucosa and actively participate in maintaining immune tolerance in the intestine. In particular, 
they have the ability to direct the differentiation of dendritic cells from the intestinal mucosa to 

a tolerogenic phenotype, notably trough the production of cytokines such as TGF- 

(Transforming growth Factor-) and TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin). 
The laboratory has previously shown that there is a defect in the expression level of the nuclear 

receptor PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma) in the IEC of the colon, 

specifically in UC patients. In mice, invalidation of the gene encoding PPAR increases 

susceptibility to experimental colitis induced by DSS (Dextran Sodium Sulfate). Other studies 
have highlighted the anti-inflammatory effect of a PPAR agonist, 5-amino-salicylic acid (5-

ASA). The nuclear receptor PPAR is an essential actor in the establishment of homeostasis 

in the IEC. 

Our hypothesis is that PPAR deficiency in UC patients disrupts the immune modulating 
functions of the IEC and would be at the origin of the loss of intestinal tolerance. The aim of 

this thesis is to characterize new target genes of the nuclear receptor PPAR involved in the 

establishment of homeostasis in the intestinal epithelial cells. Among the potential candidates 

tested, the expression of TSLP cytokine is significantly decreased in vitro in PPAR knock-

down Caco-2 cells (ShPPARCaco-2). This epithelial cytokine is known to play a role in 

intestinal homeostasis. It exists under two isoforms: a long isoform called TSLP 1 and a short 
isoform called TSLP 2.  
The results show that only the short form of the TSLP (sfTSLP) is regulated by PPARThe 

different PPAR agonists (Pioglitazone, 5-ASA, GED, CLA) significantly induce the expression 

of TSLP 2. The PPAR antagonist (GW9662) significantly decrease the expression of TSLP 2. 

The response element activated by PPAR is identified in the promoter of the short form TSLP 

gene by chromatin immunoprecipitation and gene reporter assays. The expression of TSLP2 
was significantly decreased in the colonic mucosa of UC patients compared to controls and 

was correlated with PPAR expression. The PPAR agonists don’t induce the expression of 

the gene encoding TSLP in mice. Finally, the results confirm that TSLP 2 has an anti-microbial 
peptide function. 

This work identified TSLP2 as a new PPAR-target gene and support the hypothesis that, in 

UC, PPAR deficiency in colonic mucosa could play a role in the loss of intestinal tolerance 

through an impaired sfTSLP expression. 

 

Key words:  

Intestinal homeostasis, ulcerative colitis, intestinal epithelial cell, PPARg, TSLP, antimicrobial 

peptide. 
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