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« Si tu sais que tu ne sais pas, alors tu sauras.  

Si tu ne sais pas que tu ne sais pas, alors tu ne sauras jamais.  

Et si tu sais, alors fais le savoir ! »  

Proverbe malien. 
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Titre : Interactions Norovirus-Hôte au cours de Maladies Inflammatoires Chroniques de l'Intestin 

Mots clés : MICI, Colite, HBGA, FUT2, Norovirus, Sécréteur 

Résumé : Les Maladies Inflammatoires Chroniques 
de l’Intestin (MICI) touchent plus de 200.000 patients 
en France, et comprennent la maladie de Crohn (MC) 
qui affecte tout l’appareil digestif, et la rectocolite 
hémorragique (RCH), qui touche uniquement le côlon 
et le rectum. L’étiologie de ces affections impliquerait 
des facteurs génétiques, immunologiques et 
microbiologiques, le rôle des virus restant à élucider. 
Parmi ceux-ci, les norovirus humains sont la 
principale cause de gastro-entérites virales. 
L’attachement des norovirus à la paroi intestinale 
s’effectue par le biais des antigènes tissulaires de 
groupe sanguin (ABH(O) et Lewis). L’expression de 
ces antigènes varie en fonction du tissu et de l’état 
physiologique ou pathologique. Chez la personne 
saine, l’expression de ces antigènes se fait 
exclusivement dans l’intestin grêle et dans une 
moindre mesure, dans le côlon proximal. L’objectif de 
la thèse a été de déterminer l’expression de ces 
antigènes et les profils d’accroche des VLP sur des 
tissus inflammatoires de 24 patients souffrant de MC 
et de RCH lors de poussées inflammatoires et de tissus 
sains et inflammatoires de 17 patients non-sécréteurs 
(1 patient souffrant de MC et 16 patients sains). Nous 
avons donc cherché à démontrer l’expression des 
HBGA selon le phénotype « sécréteur » (expression 
ABH(O), Leb, Ley) ou « non sécréteur » (expression 
Lea, Lex), de patients sains et atteints de MICI, et à 
définir le rôle de ces antigènes dans l’accroche des 
norovirus en utilisant des particules virales de 
synthèse (VLP) dérivées de norovirus humains. Les 
expériences d’accroche de VLP GII.4 (génotype 
prédominant dans le monde), réalisées sur des tissus 
provenant de pièces opératoires de MICI, prouvent la 
reconnaissance des VLP sur les tissus inflammatoires 
du grêle (MC) et du colon (MC et RCH). 

Sur ces muqueuses inflammatoires colique et rectale 
des patients sécréteurs et non-sécréteurs, nous avons 
observé une surexpression des antigènes Lea et Lex sur 
les muqueuses régénératives, que ce soit sous leur 
forme sialylée (sLea et sLex) ou non-sialylée. Nous 
avons ainsi démontré que l’accroche spécifique des 
VLP sur ces muqueuses inflammatoires se faisait par 
le biais de l’antigène Lea et dans une moindre mesure 
Lex et cela en l’absence des antigènes ABH(O), pas 
ou peu exprimées par les zones régénératives. Chez 
les individus non-sécréteurs sains de l’étude, nous 
avons également observé la suppression de 
l’attachement des VLP par des anticorps 
monoclonaux spécifiques de l’antigène Lea 
démontrant encore une fois son implication dans 
l’attachement des norovirus humains, sur la muqueuse 
intestinale saine de ces sujets. Nous avons enfin 
observé que l’accroche des norovirus variait 
également en fonction des tissus étudiés et du 
génotype de norovirus (GII.4, GII.3 et GII.17 dans le 
cadre de l’étude), chez les sujets sécréteurs ou non-
sécréteurs. A l’aune de nos travaux, les zones 
inflammatoires régénératives ont donc la capacité 
d’interagir spécifiquement avec les norovirus par le 
biais principalement de Lea. Il en découle 
probablement des perturbations du système 
immunitaire induites par l’accroche du norovirus. Ces 
mécanismes inflammatoires provoqués par 
l’attachement du norovirus et probablement d’autres 
virus entériques donnent un nouvel éclairage sur les 
infections virales chez les patients MICI. Ces 
mécanismes restent cependant à élucider d’un point 
de vue physiopathologique. D’autres travaux seront 
également nécessaires pour évaluer l’incidence des 
infections à norovirus et plus généralement des virus 
entériques chez ces patients. 
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Title : Norovirus-Host Interactions in the course of Inflammatory Bowel Disease 

Keywords : IBD, Colitis, HBGA, FUT2, Norovirus, Secretor  

Abstract : Inflammatory bowel disease (IBD) 
affects around 200,000 people in France. This group 
of conditions includes Crohn's disease (CD), which 
involves the entire digestive tract, and ulcerative 
colitis (UC), which involves only the colon and 
rectum. It is known that immunological, genetic and 
microbiological factors are at play in IBD, but the 
role of viruses remains only partially explored. 
Among viral etiologies, human noroviruses 
(huNoV) are the main cause of acute viral 
gastroenteritis worldwide. Norovirus binds to 
intestinal cells through histo-blood group antigens 
(HBGA), including ABO and Lewis antigens. The 
expression of HBGA is dependent upon tissue type 
and the underlying physiopathological states. In 
healthy subjects, HBGA are almost exclusively 
expressed in the small intestine and proximal colon. 
This thesis aimed to determine HBGA expression 
and norovirus binding profiles using virus-like 
particles (VLP) in the inflammatory tissues of 24 
patients suffering from IBD flares and 14 non-
secretor patients (1 patient suffering from CD and 
13 healthy patients). Our goal was to determine 
HBGA expression in secretors (expressing ABO, 
Lewis b and Lewis y) and non-secretors (expressing 
Lewis a and Lewis x), and in healthy patients and 
patients diagnosed with IBD; and to define the role 
of HBGA in norovirus binding using huNoV VLP. 

Binding assays using GII.4 VLP (worldwide 
predominant genotype) showed VLP binding in the 
inflamed mucosae of the small intestine, colon, and 
rectum. Inflammatory mucosae expressed Lewis a 
and Lewis x antigens in sialylated and non-sialylated 
forms. Competition experiments revealed that GII.4 
VLP binding was due mainly to Lewis a and partially 
to Lewis x antigens in the absence of ABO antigen 
expression, which are poorly expressed in 
regenerative mucosae. In healthy non-secretors, we 
also showed the abolition of VLP binding when 
monoclonal antibodies directed against Lewis a 
antigen were used, demonstrating its implication in 
norovirus binding in the duodenum of healthy non-
secretors. Finally, VLP binding was tissue-specific 
and genotype-dependent (GII.4, GII.3, GII.17 in our 
study). In conclusion, inflammatory and regenerative 
mucosae have the ability to interact with huNoV 
through the Lewis a antigen. However, the 
inflammatory mechanisms underlying norovirus 
attachment in regenerative mucosa remain 
unexplored. Further studies will be required to 
understand the mechanisms of inflammation possibly 
triggered by norovirus infections, and an evaluation 
of the incidence of norovirus infections and other 
enteric viruses in IBD is warranted. 
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Table des abréviations 

A : Antigène A 
AAL : Aleuria Aurantia Lectin 
ABH(O) : Groupes sanguins ABO 
AFAQAP : Association Française de Qualité en Anatomie Pathologique 
ALey : Antigène A-Lewis y 
ARN : Acide ribonucléique 
B : Antigène B 
Blotto-PBS 4% : Lait écrémé à 4°C dilué dans du PBS à 4% 
BSA : albumine de sérum bovin (Bovine Serum Albumin) 
CaCl2 : Chlorure de calcium 
CD4 : Cluster de différenciation 4 
CD8 : Cluster de différenciation 8 
CGHAS : Colonic Global Histologic Disease Activity Score 
CHU : Centre Hospitalier Universitaire 
CMV : Cytomégalovirus 
CNRvge : Centre National de Référence des virus des gastro-entérites 
CPP : Comité de Protection des Personnes 
CSP : Cholangite sclérosante primitive 
DAB : 3’-3’-diaminobenzidine 
DO : Densité optique 
DO450 : Densité optique mesurée à 450 nm 
EFS : Etablissement Français du Sang 
EIEC : Escherichia Coli Entéro-Invasif 
ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
Fuc : Fucose 
Gal : Galactose 
GlcNAc : N-acétylgalactosamine 
GTP-GDP: guanine triphosphate – diphosphate 
GWAS : Etude d’association pangénomique (Genome Wide Association Study) 
H1 : Antigène H de type 1 
H2 : Antigène H de type 2 
H3 : antigène H de type 3 
hAdv : Adénovirus 
hAstV : Astrovirus 
HBGA : Antigènes tissulaires de groupe sanguin (Histo-Blood Group Antigen) 
HES : Hématoxyline éosine safran 
hEV : Entérovirus 
HIO : organoïdes intestinaux humains (Human Intestinal Organoids) 
HPA : Helix Pomatia Agglutinin 
HRP : Peroxydase de raifort (Horseradish Peroxidase) 
IFN- γ : Interféron gamma 
IFNα : Interféron alpha 
IFNβ : Interféron beta 
IFNλ : Interféron lambda 
IgA : immunoglobuline A 
IgG : immunoglobuline G 
IGHAS : Ileal Global Histologic Disease Activity Score 
IgM : immunoglobuline M 
IL-1 : Interleukine 1 
IL-10 : Interleukine 10 
IL-17 : Interleukine 17 
IL-1β : Interleukine 1 beta 
IL-25 : Interleukine 25 
IL-6 : Interleukine 6 
kDa : kilodaltons 
Lea : Lewis a 
Leb : Lewis b 
Lex : Lewis x 
Ley : Lewis y 
LTL : Lotus Tetragonolobus Lectin 
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MC : Maladie de Crohn 
MICI : Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin 
ML : Muqueuse lésionnelle 
MNV : Norovirus murin (Murine Norovirus) 
MQ : Muqueuse quiescente 
NaCl : Chlorure de sodium 
NaIO4 : Périodate de sodium 
NHS : sérum normal de cheval (Normal Horse Serum) 
nm : nanomètre 
NoV : Norovirus 
NS : Protéine non-structurale 
NTP : nucléoside triphosphate 
ORF : cadre de lecture ouverte (open reading frame) 
PBS : Tampon salin phosphaté (Phosphate Buffered Saline) 
PCR : réaction de polymérisation en chaîne (Polymerase Chain Reaction) 
PRR : Pattern Recognition Receptor 
RCH : Rectocolite hémorragique 
RdRp : ARN polymérase ARN-dépendante 
RT : Transcription inverse 
RVA : Rotavirus 
SaV : Sapovirus 
se/se : Non sécréteur 
Se/se : Sécréteur hétérozygote 
Se/Se : Sécréteur homozygote 
sLea : Siayl-Lewis a 
sLex : Sialyl-Lewis x 
ssLea : antigène Lewis a disialylé 
T : antigène T 
Th1 : T-helper 1 
Th2 : T-helper 2 
TLR : Toll-like receptor 
TMB : Tétraméthyl-benzidine 
Tn : Antigène Tn 
TNF-α : Facteur de nécrose tumorale alpha (Tumor Necrosis Factor alpha) 
UEA-I : Ulex Europaeus Agglutinin – I 
VLP : Particule virale de synthèse (Virus-Like Particle) 
VP : Protéine de capside 
VPg : Protéine du génome viral 
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PREFACE 

 

Les travaux de cette thèse abordent l’étude des interactions des virus entériques avec les 

épithéliums digestifs humains sains et malades, principalement par l’étude des ligands 

responsables de leur accroche et de leur rôle potentiel au cours des pathologies. Ces travaux 

sont le fruit d’une collaboration entre le Service de Pathologie et le Centre National de 

Référence des virus des gastro-entérites (CNRvge), au CHU de Dijon. L’Anatomie 

Pathologique a permis de répondre à des questions peu explorées par la Microbiologie 

fondamentale, par l’étude de la distribution tissulaire des antigènes tissulaires de groupe 

sanguin (Histo-blood group antigens - HBGA), récepteurs naturels des virus entériques, dont 

l’expression est liée à la différenciation et l’origine embryologique tissulaire, le fond génétique 

(notamment les gènes FUT2 et FUT3), et potentiellement altérée par les lésions inflammatoires 

qui caractérisent les Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin (MICI). Des 

perturbations des profils d’expression des HBGA, acquises au cours de processus 

inflammatoires ou innés du fait d’un terrain génétique particulier, pourraient expliquer les 

différences d’accroche des virus entériques sur les muqueuses du tube digestif. Ces 

perturbations d’accroche pourraient alors potentiellement altérer le pouvoir infectieux des virus 

entériques et la physiologie des cellules infectées.  
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I. NOROVIRUS : CARACTERISTIQUES VIROLOGIQUES 

Les norovirus et rotavirus sont les principaux agents étiologiques de gastro-entérites virales. 

Les sapovirus, adénovirus entériques, astrovirus, aichivirus, torovirus, coronavirus, et 

picobirnavirus sont moins fréquemment impliqués (Wilhelmi et al., 2003).  

 

Figure 1. Photographie en microscopie électronique du norovirus ou "virus de Norwalk". Les particules 
virales sont indiquées par des flèches (D'après Kapikian et al., 1972). 

Les norovirus ont été identifiés pour la première fois à la suite d’une épidémie de gastroentérite 

aigüe, dans la ville de Norwalk (Ohio, Etats-Unis), par Albert Kapikian en 1972 (Figure 1) 

(Kapikian et al., 1972).  

A. Structure virale et organisation du génome 

1. Structure virale et organisation du génome viral 

Les norovirus appartiennent à la famille des Caliciviridae qui comprennent également les 

sapovirus, les lagovirus, les vésivirus et les nébovirus. Les norovirus sont des virus ARN, 

formés d’une capside virale non-enveloppée de 40 nm, formée de 90 dimères de la protéine 

VP1 (Figure 2). La surface du virus comporte des dépressions, semblable à des calices, d’où 

l’origine du nom latin « Caliciviridae ».  

L’ARN viral du norovirus est un ARN simple brin, de polarité positive, de 7,6 kilobases (Figure 

2) (Jiang et al., 1993). L’ARN viral du Norovirus est accroché à une protéine du génome viral 

(VPg) à l’extrémité 5’, et possède une queue polyadénylée à l’extrémité 3’ (Thorne et 

Goodfellow, 2014).  Le génome viral s’organise en 3 cadres de lecture ouverts (ORF), les 

ORF1, 2 et 3. Le cadre de lecture ORF2 code pour VP1, et ORF3 code pour VP2. ORF1 code 

pour une polyprotéine qui sera ultérieurement hydrolysée par une protéase virale « 3C-like » en 

protéines non-structurales NS1/2 à NS7 (Sosnovtsev et al., 2006; Takahashi et al., 2013).  
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Figure 2. Organisation du génome et structure des norovirus. (D'après de Rougemont et Belliot, 2016). 

2. Protéine de capside majeure VP1 

La protéine VP1 est la protéine de capside majeure des norovirus humains. D’un poids 

moléculaire d’environ 58 kilodaltons (kDa), elle comprend 3 domaines : N-terminal, « shell » 

(S), et « protruding » (P), et possède la capacité de s’autoassembler en une particule virale dans 

des systèmes d’expression comme le baculovirus ou la levure (Figure 2) (Jiang et al., 1993). 

En se basant sur la séquence en acides aminés du virus de Norwalk, le domaine S s’étend de 

l’extrémité N-terminale de la protéine jusqu’à l’acide aminé 218, se conformant à la structure 

icosaédrique du virus, et possédant un assemblage Proline-Proline-Glycine relativement 

conservé au sein des différentes souches de Norovirus, correspondant à la zone charnière ou 

« hinge » (H) (Prasad et al., 1999). Le domaine S est relativement conservé au sein des 

génotypes d’un même génogroupe, permettant ainsi l’identification moléculaire des 

génogroupes de Norovirus humains (Prasad et al., 1999). Le domaine S est déterminant dans la 

taille et la stabilité de la capside virale du fait des ponts moléculaires qu’elle génère entre les 

dimères de protéines VP1 (Bertolotti-Ciarlet et al., 2002). Quant au domaine P de la protéine 

VP1 de la souche GI.1, il s’étend de l’acide aminé 225 à l’extrémité C-terminale de la protéine, 

faisant protrusion vers l’extérieur de la capside virale, d’où son nom de domaine « protruding » 

(Prasad et al., 1999). Le domaine P permet l’accroche des norovirus aux antigènes tissulaires 

de groupe sanguin (HBGA), et joue donc un rôle crucial dans les interactions virus-récepteur 

cellulaire (Tan et al., 2004). Le domaine P est divisé en 2 sous-domaines P1 et P2 (Prasad et 

al., 1999). Le sous-domaine P1 est formé par les acides aminés 226 à 278 et 406 à 520 du 

domaine P (Prasad et al., 1999). Le sous-domaine P2 est formé des acides aminés 278 à 406 du 
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domaine P, inséré au sein du domaine P1 (Prasad et al., 1999). Le domaine P2 constitue le 

domaine le plus variable du domaine P, constituant une extension du domaine S vers la partie 

externe de la capside virale (Vongpunsawad et al., 2013). Ces variations de constitution des 

acides aminés du sous-domaine P2 expliquent la diversité antigénique et génotypique 

des norovirus humains, du fait de leur importante exposition à la surface de la capside virale 

(Allen et al., 2008).  

3. Protéine de capside mineure VP2 

La protéine VP2, d’un poids moléculaire de 29 kDa, est située à l’intérieur de la capside virale. 

La protéine VP2 interagirait avec la protéine VP1 via l’acide aminé 52 au niveau du domaine 

S, correspondant à une isoleucine conservée entre les différentes souches de norovirus humains 

(Vongpunsawad et al., 2013). La protéine VP2 favoriserait la stabilité et l’homogénéité de la 

taille des particules virales de norovirus humains, ayant un rôle dans l’assemblage de la capside 

virale (Bertolotti-Ciarlet et al., 2002). La protéine VP2 jouerait également un rôle de protéine 

auxiliaire de VP1, lui permettant une réplication plus efficace en interagissant avec celle-ci, et 

au sein du noyau des cellules infectées par le biais de mécanismes épigénétiques encore mal 

compris (Liu et al., 2019). La protéine VP2 pourrait également avoir un rôle dans la régulation 

de l’ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) et la réplication de l’ARN (Fernandez-Vega et 

al., 2004).  

4. Protéines non-structurales de réplication 

La protéine NS1/2, ou p48, localisée à l’extrémité N-terminale de la polyprotéine, aurait un rôle 

clé dans la formation de complexes Golgiens de réplication, et pourrait interférer dans de 

nombreuses voies de signalisation cellulaire impliquant la protéine p53 et les voies PI3K-Akt 

et Jak-STAT (Fernandez-Vega et al., 2004; Lateef et al., 2017). La NTPase, ou protéine NS3, 

possède une capacité d’hydrolyse des nucléosides triphosphates (NTP) utiles pour plusieurs 

fonctions de réplication virale dont la participation à la synthèse de nouveaux brins d’ARN par 

la protéine NS7, ainsi qu’à la formation de complexes de réplication Golgiens, du fait de sa 

capacité de formation de vésicules, observées sur des cellules dérivées de mélanomes humains 

(Pfister and Wimmer, 2001; Yen et al., 2018). Quant à la protéine NS4, encore dénommée 

p20/p24, elle jouerait un rôle dans la stabilisation des membranes des complexes de réplication 

viraux par désassemblage Golgien, via l’inhibition de la sécrétion protéique Golgienne et 

l’inhibition de la protéine COPII, impliquée dans le bourgeonnement membranaire (Doerflinger 

et al., 2017; Roth and Karst, 2016; Sharp et al., 2010). La protéase virale, ou protéine NS6, de 

type « 3CL-like » similaire aux picornavirus, permet le clivage de la polyprotéine en protéines 
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virales non structurales (Belliot et al., 2003; Hardy et al., 2002). La protéase existe sous forme 

d’un précurseur intracellulaire, appelé ProPol (complexe protéique NS6 et NS7), possédant une 

importante activité enzymatique de clivage protéique et de polymérisation permettant la 

réplication virale (May et al., 2013). La protéine NS7 est une polymérase de type RdRp 

permettant de synthétiser les brins ARN nécessaires à la réplication virale, agissant de manière 

synchrone avec la protéine NS6 au sein du complexe ProPol (Belliot et al., 2003, 2005). La 

protéine VPg correspond à la protéine NS5. Elle joue le rôle de coiffe à l’extrémité 5’ de l’ARN 

viral. Elle est nécessaire à la réplication et à la traduction de l’ARN viral (Belliot et al., 2008; 

Medvedev et al., 2017) (Tableau 1). 

Dénomination ancienne Dénomination nouvelle Fonction(s) – Propriété(s) 

N-term NS1/2 Formation des complexes Golgiens 
Interférence p53 – PI3K/Akt-JAK/STAT 

Interactions avec NS3, NS4 et ProPol 
NTPase NS3 Fonction NTPase 

Formation de vésicules 
Participation à la réplication 

P20-p24 NS4 Stabilisation des complexes 
membranaires de réplication dans le 

Golgi 

VPg NS5 Coiffe de l’ARN viral.  
Initiation de la réplication 

Pro NS6 Clivage de la polyprotéine virale 

Pol NS7 Polymérase de réplication virale 

Tableau 1. Tableau récapitulatif des propriétés des protéines non-structurales des norovirus. (D'après de 
Rougemont et Belliot, 2016). 

B. Détection des norovirus humains 

Les méthodes diagnostiques utilisées pour la détection des Norovirus sont basées sur la mise en 

évidence d’antigènes viraux ou le plus souvent de génomes viraux. La méthode la plus 

couramment utilisée est l’amplification par RT-PCR en temps réel ou RT-qPCR. Elle consiste 

en une transcription inverse (RT) de l’ARN viral en ADN suivie d’une amplification de ce 

dernier par une réaction de polymérisation en chaîne ou Polymerase Chain Reaction (PCR). Les 

techniques de RT-PCR permettent généralement la détection de 10 à 100 copies d’ARN viral 

par gramme d’échantillon. Les systèmes de RT-PCR conventionnels sont utilisés pour 

l’amplification et le séquençage du génome de norovirus pour son génotypage dans l’ORF1 et 

l’ORF2 (Ando et al., 2000). Des kits commerciaux de détection rapide existent également pour 

le Norovirus. Ces kits sont basés sur la détection antigénique des souches de Norovirus. Faciles 

à mettre en œuvre, leur sensibilité est faible (50 à 75%) avec cependant une spécificité de 90%. 

La détection des virus entériques a récemment été couplée à celle d’autres pathogènes 
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responsables de gastro-entérites (approche « syndromique »). Cette approche syndromique 

consiste en la détection de multiples pathogènes par des RT-qPCR multiplexées. Les analyses 

sérologiques sont quant à elles peu fiables, même s’il a été démontré que l’augmentation des 

taux d’IgM, IgA et IgG est liée à une protection accrue vis-à-vis des gastro-entérites à norovirus, 

notamment chez les patients symptomatiques (Graham et al., 1994). Les analyses sérologiques 

restent du domaine de la recherche plus que de celui du diagnostic.  

C. Classification phylogénétique des norovirus humains 

L’analyse phylogénétique des norovirus est essentiellement basée sur la caractérisation de la 

séquence complète des acides aminés de VP1, et de la région NS7 du cadre de lecture ouvert 

ORF1 (Kroneman et al., 2013). En 2019, une nouvelle classification étendue a été proposée 

(Figure 3) (Chhabra et al., 2019; Vinjé, 2021). Le nombre de norovirus a été élargi à 10 

génogroupes, de GI à GX, représentant 49 génotypes. Le génogroupe GI est composé de 9 

génotypes GI.1 à GI.9, comptant pour 5 à 10 % des infections chez l’homme. Les norovirus GII 

sont composés de 22 génotypes GII.1 à GII.22, responsables de 90 à 95 % des gastro-entérites 

à norovirus chez l’homme dans le monde. Les norovirus GII.4 représentent 50 à 70% des 

épidémies de norovirus au fil des années. Les norovirus GII.11, GII.18, GII.19 infectent 

également le porc. Les norovirus GIII sont composés des génotypes GIII.1 à GIII.3 et infectent 

uniquement les bovins et ovins. Les norovirus GIV sont composés de deux génotypes GIV.1 et 

GIV.2 et infectent très rarement l’homme (moins de 0,1% des infections à norovirus). Le 

norovirus GIV.2 peut également infecter le chien. Quant aux norovirus GV, incluant les 

génotypes GV.1 et GV.2, ils infectent uniquement la souris. Les norovirus GVI et GVII 

infectent le chien, et sont composés de deux génotypes GVI.1 et GVI.2 et d’un seul génotype 

GVII. Les norovirus GVIII et GIX infectent exceptionnellement l’homme, pour une incidence 

de l’ordre de 0,01% à 0,5%, et comprennent un seul génotype. Enfin, le norovirus GX, composé 

d’un seul génotype a été retrouvé chez la chauve-souris.  



19 
 

 

Figure 3. Classification phylogénétique des norovirus. Les génogroupes sont indiqués par des cercles grisés. 
Les génotypes sont indiqués à chaque extrémité. (D'après Chhabra et al., 2019).  
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D. Epidémiologie des norovirus humains 

Les norovirus humains sont la première cause de gastro-entérite aiguë, et constituent environ 

20 % des cas de gastro-entérites aiguës dans le monde (Howley and Knipe, 2020; Lopman et 

al., 2016). En 2015, le nombre de cas annuels est estimé à 677 millions, dont environ 200 

millions de cas chez les enfants de moins de 5 ans. Les norovirus humains sont responsables de 

50.000 décès infantiles chaque année dans le monde, à la fois dans les pays en voie de 

développement et dans les pays industrialisés, pour un total par exemple de 578.000 décès 

imputés à ces infections virales en 2013 (Lopman et al., 2016; Pires et al., 2015). Chaque année 

aux Etats-Unis, le norovirus entraînerait des coûts pour la société évalués à environ 60 milliards 

de dollars (Bartsch et al., 2016). La transmission du virus est essentiellement par voie oro-

fécale, par contact avec des surfaces souillées ou ingestion de nourriture contaminée par le virus 

(Gaythorpe et al., 2018). Les épidémies de norovirus humains surviennent essentiellement dans 

les milieux communautaires tels que les restaurants, les écoles, les casernes militaires, les 

établissements de soins ou les foyers d’accueil (Hofmann et al., 2020). Les patients âgés sont 

plus sujets à risque de complications graves suite à l’infection, avec des taux de mortalité 

pouvant atteindre 6% dans les pays industrialisés (Lindsay et al., 2015). De manière similaire, 

les nouveau-nés et nourrissons ayant contracté une infection à norovirus présentent, dans de 

rares cas, des complications graves comme une entérocolite nécrosante, notamment avec les 

norovirus GII.3 (Stuart et al., 2010; Turcios-Ruiz et al., 2008). En matière de prévention, des 

études ont démontré l’efficacité du lavage des mains au savon pendant au moins 20 secondes 

afin d’éliminer le virus, et l’usage des solutions hydroalcooliques comme agent désinfectant 

dans l’usage courant en milieu communautaire (Blaney et al., 2011; MacCannell et al., 2011; 

Park et al., 2010). L’isolement ou l’exclusion des personnes infectées et la fermeture des 

établissements en situation épidémique est également une mesure efficace contre la propagation 

des norovirus humains (Lopman et al., 2016).  
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E. Tropisme viral et réplication cellulaire 

Les atteintes histologiques des norovirus humains ont été étudiées la première fois sur des 

patients volontaires, ayant reçu un inoculum de la souche GI.1 (souche de Norwalk), couplé à 

l’étude des biopsies jéjunales avant et après inoculation virale (Agus et al., 1973). L’analyse 

histologique a révélé une importante atrophie villositaire, associée à une vacuolisation 

cytoplasmique non-lipidique des entérocytes (vacuoles non réhaussées par la coloration Oil Red 

O), ainsi que la mise en évidence en microscopie électronique à transmission de corps 

multivésiculaires d’origine virale (Figure 4) (Agus et al., 1973).  

 

Figure 4. Analyse histologique de biopsies intestinales avant et après inoculation de norovirus GI.1. A : 
Microscopie optique d’une biopsie intestinale d’un volontaire prise avant l’administration de l’inoculum. 
L’analyse histologique est sans particularités (HES, X100). B : Microscopie optique d’une biopsie intestinale d’un 
volontaire durant l’épisode infectieux. Les villosités apparaissent élargies et trapues ; le revêtement épithélial 
apparait désorganisé (HES, X100). (D'après Agus et al., 1973). 

Le tropisme du norovirus humain est principalement limité aux cellules de l’intestin grêle ainsi 

qu’aux macrophages de la lamina propria intestinale (Graham et al., 1994; Karandikar et al., 

2016; Lay et al., 2010; Wobus). L’étude menée chez des patients traités par 

immunosuppresseurs et souffrant d’infections chroniques à norovirus humains, a montré la 

présence spécifique de la protéine VP1 au niveau des macrophages de la lamina propria et de 

la bordure en brosse des entérocytes du duodénum (Karandikar et al., 2016). De plus, la protéine 

VP1 et les protéines non-structurales des norovirus ont été également détectées dans le 
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cytoplasme de rares cellules intestinales, indiquant que la réplication virale serait localisée à 

certains sous-types cellulaires intestinaux (Karandikar et al., 2016). 

Une étude très récente a été enfin menée sur une petite série de patients atteints d’infections 

chroniques à norovirus humains, ayant subi une transplantation d’intestin grêle. Dans ce travail, 

le norovirus humain se répliquerait principalement au niveau des cellules entéroendocrines pour 

ce qui est du jéjunum humain, exprimant la chromogranine A, présentes à la base des cryptes 

de l’intestin grêle (Green et al., 2020). 

F. Mise en culture du norovirus humain 

1. Culture du norovirus sur lignées cellulaires 

Les essais de culture cellulaire des norovirus humains se sont soldés par des échecs jusqu’à 

récemment (Duizer et al., 2004). La culture du norovirus sur lignées cellulaires demeure 

difficile et relève d’un défi technique important. En effet, de nombreuses lignées cellulaires, 

dont les cellules Caco-2, dérivées de cellules intestinales carcinomateuses, ne constituent pas 

des modèles fiables pour l’étude de l’infection et de la réplication des norovirus humains 

(Duizer et al., 2004). Un modèle de culture cellulaire tridimensionnelle, dérivé de cellules Caco-

2 (modèle 3-D INT 407), formant des microvillosités à la surface des cellules intestinales, a 

permis de démontrer l’expression de certains HBGA par ces cellules et la réplication de 

norovirus des génogroupes GI et GII avec la présence d’un effet cytopathogène viral après 5 

passages (Straub et al., 2007).   

La transfection de l’ARN viral dans des cellules épithéliales issues de cultures cellulaires 

primaires a également été testée. Les travaux ont abouti à une réplication virale abortive et de 

faible amplitude, nécessitant un nombre conséquent de copies virales par tapis cellulaire (1000 

fois plus de copies virales que de cellules, sur un tapis cellulaire de 105 cellules, avec 

uniquement 100 à 150 cellules infectées au total) (Asanaka et al., 2005; Guix et al., 2007). Des 

travaux peu concluants concernant la réplication du norovirus humain sur culture primaire de 

macrophages humains, en comparaison avec les norovirus murins ont également été publiés 

(Lay et al., 2010; Wobus et al., 2004, 2006).  
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2. Culture du norovirus sur organoïdes humains  

Le perfectionnement récent des systèmes de culture cellulaire et le développement du concept 

de culture de tissus humains in vitro ont permis le développement des systèmes de cultures 

d’organoïdes humains intestinaux (Human Intestinal Organoids - HIO). Ces cultures 

d’organoïdes sont concomitantes du développement de systèmes de bio-impression d’organes 

ou « cell culture on a chip » (Gijzen et al., 2021; Pantermehl et al., 2021). Les organoïdes se 

rapprochent le plus des conditions physiologiques rencontrées dans un organe ou un tissu. Cette 

technologie permet aussi d’étudier le terrain génétique, les profils de sensibilité et/ou de 

résistance aux traitements anti-cancéreux ou anti-infectieux, ainsi que les interactions cellule-

pathogène au niveau subcellulaire (Kim et al., 2020). Pour les norovirus humains, des modèles 

de culture d’organoïdes ont donc été récemment développés, notamment les cultures 

d’entéroïdes (Ettayebi et al., 2016). Les cultures d’entéroïdes proposées sont généralement 

dérivées de cellules intestinales pluripotentes issues des niches prolifératives, situées à la base 

des cryptes intestinales, possédant un fort pouvoir de prolifération cellulaire (Figure 5) (Sato 

et al., 2009). Le développement des cultures d’entéroïdes humains a donc permis de pallier 

l’absence actuelle de système de culture des norovirus humains et de se rapprocher des 

conditions de réplication des norovirus humains in situ. L’utilisation de tissus dérivés de 

résection chirurgicales comme la chirurgie bariatrique, a permis le développement des HIO. 

Les entéroïdes ont la capacité de reconnaître spécifiquement toutes les VLP dérivées de 

norovirus humains. Le génotype GII.4 prédominant accrocherait uniquement les entéroïdes 

« sécréteurs » de manière souche-dépendante (Zhang et al., 2017a). Les glycosphingolipides 

joueraient également un rôle dans la cinétique d’accroche de particules virales de synthèse 

(Virus-Like Particle – VLP) sur les entéroïdes, de manière souche-dépendante et « sécréteur » 

dépendante (Rimkute et al., 2020). 
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Figure 5. Photographies des différentes étapes de développement des organoïdes intestinaux humains 
(Human Intestinal Organoids – HIO). Image de gauche : : Morphologie d’un HIO entièrement développé. 
Image de droite : microscopie électronique d’une microvillosité typique (flèche blanche) avec ses carbohydrates 
(flèche jaune)  à la surface d’un HIO développé (D'après Zhang et al., 2017). 

Des expériences d’infection d’HIO d’iléon et de duodénum ont mis en évidence une réplication 

virale dans les entérocytes et les cellules entéroendocrines (Ettayebi et al., 2021). Ces mêmes 

expériences ont montré l’absence de réplication dans des HIO dérivés du côlon (Ettayebi et al., 

2021). Si les HIO sont prometteuses, le coût élevé de réalisation des HIO, les difficultés 

techniques et la nécessité de charges virales élevées pour observer une réplication en font un 

modèle complexe d’utilisation pour la plupart des laboratoires (Ettayebi et al., 2021).  

3. Réplication du norovirus sur poisson-zèbre 

Le poisson-zèbre (nom latin : Danio rerio) est un poisson tropical d’eau douce de la famille des 

Cyprinidae (Detrich et al., 1999). Le poisson-zèbre a une espérance de vie de 3 ans en captivité, 

et se reproduit par ponte de centaines d’œufs (Detrich et al., 1999). Les organes des embryons 

de poisson-zèbre se développent très rapidement en 36 heures (Detrich et al., 1999). Le poisson-

zèbre est ainsi largement utilisé en pharmacologie, oncologie et immunologie du fait de la 

facilité d’utilisation de ce modèle animal et de ses similitudes avec le génome humain (Detrich 

et al., 1999; Hason and Bartůněk, 2019). L’utilisation du poisson-zèbre en tant que modèle de 

réplication du norovirus a été récemment proposée (Van Dycke et al., 2019). Dans l’étude, les 

poissons-zèbres sont utilisés au stade larvaire 3 jours après éclosion. La suspension de selles 

contenant le norovirus est injectée dans le sac vitellin de l’alevin. Le poisson est alors 

directement sacrifié et l’ARN est extrait, ou bien le poisson est gardé vivant pendant 48 à 72h 
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à 30°C avant son sacrifice. Après 3 jours d’incubation (J3), les ARN totaux sont alors extraits. 

La détection des norovirus s’effectue alors sur les ARN correspondant à J0 et J3. A la suite de 

la multiplication des virus, la charge virale observée à J3 est toujours supérieure à celle de J0. 

A l’instar du modèle de réplication sur entéroïdes, les poissons-zèbres sont plus ou moins 

sensibles à la réplication du norovirus. Cette sensibilité à la réplication est fonction du génotype 

mais aussi de la souche et de la concentration de virus dans les selles.  

Les larves de poisson-zèbre possèdent un intestin semblable à l’intestin antérieur primitif de 

l’embryon humain, formé de villosités dépourvues de cryptes de Lieberkühn, mais dotées de 

cellules entéroendocrines à leur base ainsi que d’un gradient de différenciation basal-apical, 

avec des cellules basales à fort pouvoir prolifératif et des cellules apicales en voie de senescence 

cellulaire, permettant une régénération tissulaire tout au long de la vie du poisson-zèbre 

(Wallace et al., 2005). Le poisson-zèbre exprime également des fucosyltransférases, lointaines 

cousines de celles de l’homme (Kageyama et al., 1999). Après infection des poissons-zèbres 

avec des norovirus, l’étude de Van Dycke et al. a démontré une réplication des norovirus dans 

le foie, le pancréas et l’intestin primitif de l’alevin (Van Dycke et al., 2019).  
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II. LES RECEPTEURS DES NOROVIRUS :  
LES ANTIGENES TISSULAIRES DE GROUPE SANGUIN (HBGA) 

A. Synthèse des antigènes de groupe sanguin chez l’homme 

Les antigènes de groupe sanguin sont exprimés à la surface des globules rouges, mais également 

excrétés dans la salive, et exprimés à la surface des cellules de nombreux tissus. Leur synthèse 

est sous le contrôle d’enzymes, notamment des fucosyltransférases (Figure 6).  

 

Figure 6. Voies de synthèse des antigènes tissulaires de groupe sanguin (Histo-Blood Group Antigens ou 
HBGA) dérivant des précurseurs de type 1 et 2. Les sucres sont représentés dans le cadre grisé. Les positions 
des liaisons osidiques sont indiquées entre chaque sucre. Les réactions enzymatiques sont indiquées par des 
flèches. Les enzymes sont indiquées à côté des flèches. (D'après Barbé et al., 2018). 

Chez l’homme, deux α 1,2 – fucosyltransferases dont la synthèse est régulée par les gènes FUT1 

et FUT2, sont impliquées dans la synthèse de l’antigène H. Le gène FUT1 est responsable de 

la synthèse de l’antigène H de type 2 (H2) sur les érythrocytes. Le gène FUT1 est responsable 

de la synthèse de l’antigène H2 grâce à l’ajout d’un fucose (Fuc) par une α1,2 – 

fucosyltransferase en position α1,2 à un précurseur saccharidique de type 2, formé d’un 

galactose lié en position béta 1-4 à un N-Acétylglucosamine (βGal1-4βGlcNAc-R). Le gène 
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FUT2 est, quant à lui, responsable de la synthèse de l’antigène H de type 1 (H1) excrété dans la 

salive et les sécrétions muqueuses. FUT2 permet l’expression d’une α1,2 – fucosyltransferase 

qui catalyse l’ajout d’un fucose (Fuc) en position α 1,2 à un précurseur saccharidique de type 

1, formé d’un galactose lié en position béta 1-3 à un N-Acétylglucosamine (Galß1-3GlcNAc), 

ce qui permet de synthétiser l’antigène H1. La synthèse des antigènes A et B consiste en l’ajout 

aux antigènes H1 ou H2 d’un motif N-acétylgalactosamine ou un galactose en position α1,3 par 

les enzymes A et B, pour donner respectivement les antigènes A et B. L’antigène H caractérisant 

le groupe sanguin O s’explique notamment par des inactivations des gènes codant pour les 

enzymes A et B. En prenant en considération les voies de synthèse des antigènes de groupe 

sanguin conditionnées par les précurseurs de type 1 (gène FUT2), la synthèse de l’antigène 

Lewis a (Lea) et de l’antigène Lewis b (Leb) est catalysée par la fucosyltransférase de type 3, 

codée par le gène FUT3. L’antigène Lea dérive directement du précurseur disaccharidique de 

type 1 alors que l’antigène Leb dérive de l’antigène H1 (pour rappel, composé du précurseur 

disaccharidique de type 1, auquel un fucose en position α 1,2 a été rajouté par la 

fucosyltransférase de type 2). Pour les antigènes de groupe sanguin dont la synthèse est sous la 

dépendance des précurseurs de type 2 (gène FUT1), la synthèse de l’antigène Lewis x (Lex) est 

catalysée par la même fucosyltransférase de type 3 (gène FUT3) par ajout au précurseur de type 

2 d’un fucose en position α 1,3. L’ajout d’un fucose à l’antigène H2 permet la synthèse de 

l’antigène Lewis y (Ley). 

B. Profils d’accroche des norovirus humains aux HBGA 

Les polymorphismes du gène FUT2 sont un facteur de la susceptibilité aux infections à 

norovirus (Imbert-Marcille et al., 2014a; Jiang et al., 2017). Les travaux princeps de 

Marionneau et al. ont démontré que les HBGA sont les ligands qui interagissent avec les 

norovirus lors de l’infection chez les individus de phénotype sécréteur (Marionneau et al., 

2002). L’association de ce phénotype aux infections à norovirus a été par la suite confirmée 

lors d’une étude menée chez des volontaires (Lindesmith et al., 2003). Les différents 

polymorphismes du gène FUT2 permettent de séparer les populations de “sécréteur” et “non-

sécréteur”. De nombreuses mutations ponctuelles faux-sens ou antisens définissent l’activité de 

la fucosyltransférase de type 2 (Figure 7).  



28 
 

 

Figure 7. Profils d’attachement des norovirus de génotype I (GI) et II (GII) en fonction des phénotypes 
sécréteurs (Se+) et non-sécréteur (Se-). Pour chaque HBGA, la liste des génotypes de norovirus pouvant interagir 
est indiquée par une flèche en pointillés. (D'après Lindesmith et al., 2003; de Rougemont et al., 2010). 

Les polymorphismes génétiques les plus couramment retrouvés au sein de la population 

européenne sont les mutations G428A introduisant un codon stop dans le gène (mutation 

antisens) et A385T inactivant partiellement l’enzyme (mutation faux-sens). Pour 80% de la 

population, le gène FUT2 sauvage est à l’origine de l’expression des antigènes de groupe 

sanguin ABH(O) au niveau des entérocytes, des sécrétions muqueuses et de la salive. 

L’expression entérocytaire des antigènes ABH(O) constitue la porte d’entrée des norovirus, 

optimisant ainsi leur pouvoir infectieux. Pour les 20% restants de la population Européenne, la 

transmission d’une mutation bi-allélique antisens ou faux sens du gène FUT2 va entraîner une 

forte baisse voire une suppression totale de la synthèse des antigènes de groupe sanguin 

ABH(O) sur les entérocytes et la salive. La susceptibilité aux infections par les norovirus est 

alors diminuée chez les sujets non-sécréteurs (Figure 7). Toutefois, l’accroche des norovirus 

sur les cellules intestinales serait dépendante du génotype, de la souche concernée, et le spectre 

d’accroche large aux HBGA de certaines souches de norovirus GII.4 expliquerait en partie leur 

important pouvoir infectieux et leur prédominance dans le monde (Ayouni et al., 2015a; 

Lindesmith et al., 2003; Pollock et al., 2018; de Rougemont et al., 2010).  
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C. Expression tissulaire des HBGA chez l’homme  

En histologie et en embryologie, demeure le concept d’expression antigénique différentielle 

dépendante du sous-type cellulaire et de l’origine embryologique. Sur ce principe, un gradient 

d’expression différentiel a été décrit chez l’homme au sein du tractus digestif (Tableau 2) 

(Ravn and Dabelsteen, 2000). Chez l’adulte, il existe une expression abondante des antigènes 

de groupe sanguin au niveau des principales structures dérivant embryologiquement de 

l’intestin antérieur et moyen, suivant un gradient proximal-distal. En effet, l’estomac, le 

duodénum, le jéjunum et l’iléon expriment les antigènes ABH(O) de manière sécréteur-

dépendante sous le contrôle du gène FUT2, ainsi que les antigènes Lex, Ley, Lea et Leb (Finne 

et al., 1989). Le côlon proximal, dérivé de l’intestin moyen, exprime les antigènes ABO(H), 

Leb et Ley associé à une expression faible de l’antigène Lex dans les cryptes hautes (Dabelsteen 

et al., 1988; Schoentag et al., 1987). 

Tissu/origine 
embryologique 

Expression du 
type de chaine  

Couche cellulaire et type Expression des 
carbohydrates 

Sécréteur 
dépendant 

Estomac 
(Endoderme) 

Types 1 et 3 Zone fovéolaire superficielle Lea, Leb A/B, H 
sLea*, T*, H3, (sTn, 
Lex*, sLex), Tn 
golgien, 

Oui 

Cellules mucosécrétantes A/B, H, sTn, sLex* 
sLea* 

Oui 

Type2 Glandes gastriques hautes Lex* Oui 
Glandes pyloriques basales A/B, H, Ley ALey Non 
Cellules mucosécrétantes Lex, Ley Non 
Cellules pariétales A, sTn Oui 
Cellules principales H2 Non 

Intestin grêle 
(endoderme) 

Types 1, 2 et 3 Villosités superficielles 
(entérocytes et cellules 
caliciformes) 

A/B, H, Leb, Ley 
Lea*, Lex*, sTn 

Oui 

Type 2 (Type 3) Glandes de Brunner profondes A, Lex, Ley, Tn  
N-Lac*, Lex* 

Non 

Gros intestin 
(endoderme) 
proximal 

Type 1  
(Type 2) (Type 
3) 

Epithélium de surface sLea Non 
spécifié 

Cryptes hautes Leb, Lea, ssLea  
(Ley, H2, Lex) 

Oui 

Entérocytes A Oui 
Cellules caliciformes ALeb Oui 
Cryptes basales Ley, Lex*, sTn 

(caecum uniquement) 
Oui 

Gros intestin 
(endoderme) 
distal 

Type 1 Epithélium de surface sLea Non 
Cryptes hautes Lea, ssLea Non 

Type 2 Cryptes basales Lex, Ley Non 
 

Tableau 2. Expression des HBGA dans le tractus digestif.  T : antigène T ; Tn : antigène Tn ; sTn : antigène Tn 
sialylé ; H3 : chaîne précurseur de type H3 ; N-Lac : N-lactosamine ; ssLea : Lewis a disialylé ; ALey : antigène A-
Lewis y ; * antigène présent chez les sujets non-sécréteurs (D'après Ravn and Dabelsteen, 2000). 
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Concernant les structures dérivées de l’intestin postérieur, incluant le côlon transverse, le 

sigmoïde et le rectum, il existe une faible expression ubiquitaire de l’antigène Lea et des formes 

disialylées de cet antigène, ainsi qu’une faible expression de l’antigène Lea dans sa forme 

monosialylée, non sulfonée et non acétylée, les formes acétylées et sulfonées se retrouvant dans 

les formes pathologiques comme le Sialyl-Lewis a (sLea) (Ruggiero et al., 1988; Schoentag et 

al., 1987). Dans les structures dérivées de l’intestin postérieur, l’expression des antigènes de 

groupe sanguin est limitée aux cryptes basales. Ces cryptes basales possèdent un fort pouvoir 

prolifératif, similaire à celui d’une cellule souche pluripotente ; ce fort pouvoir régénératif 

explique l’expression antigénique sur toute la hauteur en cas de destruction de la muqueuse 

jusqu’au niveau de la sous-muqueuse (Nakagoe et al., 1994a). Enfin, il existe une surexpression 

des antigènes de groupe sanguin comme l’antigène sLea détecté par le clone 116-NS-19.9 et 

l’antigène Sialyl-Lewis x (sLex) détecté par le clone CSLEX1, dans certaines affections 

néoplasiques (Nakagoe et al., 1994a). Quant au côlon fœtal, des études immunohistochimiques 

datant des années 1980 ont démontré une surexpression de l’ensemble des antigènes ABH(O), 

et des antigènes Lea, Leb, Ley et de Lex en anténatal (Abe et al., 1986; Itzkowitz et al., 1986, 

1990). Ces mêmes études ancillaires ont également porté sur l’étude de l’expression des 

antigènes de groupe sanguin en contexte tumoral. Il existerait une profonde altération de la 

glycobiologie notamment dans le cas d’adénocarcinomes coliques, pour lesquels une 

surexpression de l’ensemble des antigènes de groupe sanguins est fréquemment observée 

(Cordon-Cardo et al., 1986). 

L’altération de l’expression des HBGA n’est pas le propre des cancers de l’intestin, mais 

concerne d’autres pathologies intestinales comme les Maladies Inflammatoires Chroniques de 

l’Intestin (MICI).  
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III. NOROVIRUS ET MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES 

DE L’INTESTIN  

A. Les Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin  

Les MICI comprennent deux affections intestinales inflammatoires chroniques que sont la 

maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH). La MC a été décrite par Bernard 

Crohn en 1932, associé aux médecins Léon Ginzburg et Gordon Oppenheimer (Crohn et al., 

1984). Les premières descriptions de la RCH remonteraient aux années 1850. Malgré la 

description relativement ancienne de ces affections, leur évaluation clinique, pathologique et 

biologique reste encore partiellement connue. Les mécanismes de genèse, d’entretien et de 

rémission de la maladie sont également peu décrits, laissant de nombreuses questions 

scientifiques en suspens. 

1. Epidémiologie des MICI  

En France, les principales données épidémiologiques issues de l’observatoire national des 

MICI, coordonnées par l’assurance maladie, dénombraient 212 700 personnes prises en charge 

pour MICI avec un sex ratio quasi-identique pour les hommes et les femmes et un âge moyen 

et médian de 48 ans. Les proportions de sujets atteints de MICI oscillent entre 0,21 ‰ pour la 

tranche d’âge 0-14 ans jusqu’à 5,48 ‰ pour la tranche d’âge 35-54 ans. Les décès imputables 

à ces pathologies demeurent rares, restant limités à une moyenne de morbi-mortalité de 1,09% 

des sujets, avec un âge moyen de décès de 74 ans et un âge médian de décès de 77 ans. Une 

étude épidémiologique récente a intégré les données de 195 pays, montrant une explosion du 

nombre de cas passant de 3,7 à 6,8 millions de cas annuels et une prévalence ayant augmenté 

de 79,5 / 100 000 en 1990, contre 84,3 / 100 000 en 2017. Les pays avec la prévalence la plus 

élevée demeurent les pays industrialisés, comme le Royaume-Uni (3,73 ou les Etats-Unis (4,65 

‰) (Alatab et al., 2020). 

2. Manifestations cliniques des MICI 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) sont caractérisées par des douleurs 

abdominales et une fièvre ainsi que des diarrhées inconstantes. Ces symptômes, souvent 

invalidants, motivent la réalisation d’un bilan étiologique à la recherche d’une MICI. La MC 

est une maladie pouvant atteindre l’ensemble du tractus digestif, de la bouche à l’anus, à 

l’inverse de la RCH qui atteint exclusivement le colon et le rectum. Au cours de la RCH, la 

présence de sang et de mucus dans les selles est habituelle, alors que dans la MC, les diarrhées 
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sont souvent non sanglantes. A noter que des iléites de reflux (« backwash ileitis ») peuvent 

s’observer dans les RCH, pouvant les faire classer à tort comme une MC (Haskell et al., 2005). 

Une dénutrition s’observe couramment au cours des MICI et pourrait être associée à des 

syndromes carentiels et des retards de croissance dans les formes pré-pubertaires (Hendrickson 

et al., 2002). Des manifestations extra-intestinales peuvent également survenir au décours de 

ces maladies, comme des manifestations cutanées (ulcères neutrophiliques – « pyoderma 

gangrenosum »), des arthralgies (spondylarthrites ankylosantes ou sacro-iléites), des uvéites, 

une ostéoporose précoce ou encore des lithiases urinaires liées à une hypovitaminose D 

secondaire (Hendrickson et al., 2002). La survenue de cholangites sclérosantes primitives 

(CSP), se caractérise par une inflammation sévère des voies biliaires intrahépatiques, avec un 

risque chez les patients atteints de MICI et de CSP de développer un carcinome colorectal de 

manière précoce (Brentnall et al., 1996).  

3. Evaluation histopathologique des MICI  

L’évaluation histopathologique des MICI est réalisée par l’interprétation histologique des 

prélèvements biopsiques, obtenus au cours d’endoscopies digestives, et des pièces opératoires 

obtenues lors de chirurgies digestives. Cette évaluation histopathologique demeure 

indispensable, car elle permet de définir la « rémission histologique » (Bryant et al., 2014). 

Cette dernière correspond à la résolution de l’inflammation active observée histologiquement. 

Des études ont ainsi montré que la rémission histologique constitue un facteur prédictif 

important de la rémission clinique des symptômes liés aux exacerbations inflammatoires de 

MICI (Bryant et al., 2014).  

Les classifications histologiques des rectocolites hémorragiques, permettent au gastro-

entérologue de grader l’atteinte inflammatoire muqueuse selon des scores simples à utiliser en 

pratique courante. Le premier score développé dans les années 1990 est le score de Riley, basé 

sur l’évaluation des abcès cryptiques, du degré d’infiltration inflammatoire et de la présence ou 

non d’une déplétion mucineuse (Riley et al., 1991). Dans les années 2000, le score de Geboes 

a été démocratisé pour grader les RCH (Geboes et al., 2000). Le score de Geboes est basé sur 

les modifications architecturales de la muqueuse, le degré d’infiltration en polynucléaires 

neutrophiles et éosinophiles du chorion et de l’épithélium, les altérations cryptiques et 

également la présence ou non d’érosions muqueuses. Une proposition de score simplifié 

réalisée en 2017 tend à supprimer les altérations cryptiques comme critère de jugement de la 

sévérité des RCH (Figure 8) (Jauregui-Amezaga et al., 2017).  
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Figure 8. Score de Geboes modifié. (D'après Jauregui-Amezaga et al., 2017). 
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Dans le même temps, d’autres scores histologiques ont été développés, comme le score de 

Nancy, basé sur l’appréciation histologique du degré d’inflammation muqueuse et la présence 

ou non d’ulcérations muqueuses (Figure 9) (Marchal-Bressenot et al., 2017).  

 

Figure 9. Score histologique de Nancy. (D'après Brichet et Roblin, 2017 ; Marchal-Bressenot et al., 2017). 

 

Les classifications histologiques sont peu utilisées dans la MC du fait d’une mauvaise 

corrélation avec les paramètres cliniques et endoscopiques (Bryant et al., 2014). Toutefois, de 

nombreuses tentatives de classification ont été faites, comme la classification de D’Haens, 

encore appelée « Colonic and Ileal Global Histologic Disease Activity Score » (CGHAS ou 

IGHAS), prenant en compte les lésions épithéliales, le type d’infiltrat inflammatoire, la 

présence ou non d’ulcérations muqueuses et le nombre de biopsies lésées.  
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4. Etiopathogénie des MICI 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) sont des maladies 

multifactorielles dont l’étiopathogénie demeure complexe et partiellement expliquée par des 

facteurs environnementaux (tabac, alimentation), microbiologiques (notion de « microbiote » 

intestinal), immunologiques, et génétiques tous profondément intriqués les uns aux autres.  

La forte prévalence des MICI dans les pays industrialisés serait partiellement expliquée par la 

faible exposition à des agents pathogènes communs du tube digestif, entraînant une forte 

vulnérabilité de sujets initialement porteurs de facteurs de susceptibilité génétique (Théorie 

« hygiéniste ») (Saidel-Odes et Odes, 2014). Cependant, les MICI restent des maladies 

multifactorielles très complexes, ne pouvant être que partiellement expliquées par la génétique : 

en effet, le taux de concordance des MICI demeurerait faible au sein de fratries de jumeaux 

monozygotes (Halme et al., 2006), même si une étude de type Genome Wide Association 

Studies (GWAS ) dénombrent au moins 163 loci impliqués dans les interactions entre le 

microbiote intestinal et les tissus d’un hôte atteint d’une MICI (Jostins et al., 2012). Par ailleurs, 

de nombreux facteurs environnementaux moduleraient les maladies de Crohn et les recto-

colites hémorragiques : le tabagisme actif présenterait un effet bénéfique chez les patients 

atteints de recto-colite hémorragique, alors qu’il serait néfaste chez les patients atteints de MC 

(Harries et al., 1982; Somerville et al., 1984). La prise d’une contraception orale, la sédentarité, 

l’obésité, le climat, la pollution, le niveau de stress psychologique, mais aussi les antécédents 

de chirurgie digestive pourraient jouer un rôle dans la genèse des MICI (Abegunde et al., 2016). 

Le microbiote intestinal serait également un des principaux acteurs expliquant l’entretien de 

l’inflammation dans les MICI : des modifications de la proportion de certaines bactéries, 

comme par exemple la diminution quantitative des genres Bacteroides, Firmicutes, 

Clostridium, Faecalobacterium Prausnitzii, ou encore Lactobacillus spp.en comparaison avec 

une augmentation des genres Fusobacterium, Escherichia Coli entéro-invasif, et en 

Gammaprotéobactéries (Dalal and Chang, 2014). L’âge jouerait également un rôle étroitement 

lié à la composition du microbiote intestinal pouvant varier à la naissance mais également au 

cours de la vie (Dominguez-Bello et al., 2011). Le régime alimentaire en modulant la 

composition du microbiote intestinal interviendrait indirectement sur la genèse et l’entretien 

des MICI. Un régime riche en lipides et en sucres, une carence en vitamine D ou encore une 

ingestion de produits contenant des sels d’aluminium favoriseraient l’apparition de MICI 

(Owczarek et al., 2016; Reif et al., 1997). 
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Aux altérations du microbiote intestinal liées à l’environnement ou à l’alimentation, et aux 

différentes susceptibilités génétiques interindividuelles, s’ajoutent des facteurs immunitaires 

pour expliquer l’étiopathogénie des MICI. Le premier gène identifié dans les voies de 

signalisation immunitaires, en relation étroite avec le microbiote intestinal, pouvant être 

impliquées dans les MICI, est le gène NOD2. Ce gène permet la stimulation d’une voie immune 

permettant la reconnaissance d’un peptidoglycane (muramyldipeptide) constituant la paroi des 

bactéries Gram positives et négatives, au niveau des cellules de Paneth, localisées à la base des 

cryptes de l’intestin grêle (notamment de l’iléon), ces cellules permettant la production de 

défensines antimicrobiennes (Ogura et al., 2001; Stappenbeck et McGovern, 2017). Des 

mutations du gène NOD2, retrouvées chez les patients atteints de MICI, favoriseraient 

l’adhésion bactérienne aux muqueuses intestinales (et donc par conséquent modifierait la 

composition du microbiote intestinal) et entraîneraient une diminution de la production 

d’Interleukine 10 (IL10), favorisant l’inflammation intestinale (Philpott et Girardin, 2009). Des 

mutations de gènes de l’autophagie, notamment ATG16L, joueraient également un rôle dans la 

composition du microbiote intestinal et dans la dérégulation des voies de signalisation 

inflammatoires entraînant les poussées de MICI (Frank et al., 2011).  

B. Relations avérées entre virus entériques et MICI 

Une revue de la littérature scientifique concernant les interactions entre norovirus et MICI a été 

publiée récemment par nos soins (Annexe 2) (Tarris et al., 2021a). Elle résume et traduit la 

complexité des interactions hôte-pathogène chez des patients atteints de MICI.  

1. Epidémiologie des norovirus dans les MICI 

Les études épidémiologiques concernant la prévalence et l’incidence des virus entériques chez 

les sujets atteints de MICI demeurent rares (Tableau 3). La première étude épidémiologique 

réalisée en 1982 par Gebhard et al. a détecté les norovirus et rotavirus présents dans les selles 

suivant des diarrhées ainsi que la réalisation de sérologies à 3 mois d’intervalle (Gebhard et al., 

1982). 77 patients ont été suivis pendant 14 mois, durant lesquels 65 poussées inflammatoires 

de MICI ont été répertoriées chez 54 patients. Parmi les 266 selles obtenues durant la période 

de l’étude, 55 ont été collectées durant des poussées inflammatoires de MICI. L’analyse 

statistique n’a pas permis de faire le lien entre poussées inflammatoires et infections à rotavirus 

et norovirus. Toutefois, 5 patients sur 8 avec des sérologies norovirus ou rotavirus positives 

avaient des tableaux cliniques d’exacerbations de MICI (Gebhard et al., 1982). La seconde 

étude épidémiologique menée par Khan et al. a comparé les bases de données d’un service 
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d’urgences pédiatriques (Charleston, Virginie de l’Est) et les résultats de 2666 tests 

antigéniques IDEIA pour les norovirus GI et GII, sur une période de 10 mois (Khan et al., 

2009). Sur l’ensemble des patients (23 patients atteints de MC et 14 patients atteints de RCH), 

9 patients (1 patient atteint de MC et 8 patients atteints de RCH), qui avaient présenté des 

diarrhées sanglantes liées à une exacerbation de MICI, avaient des antigènes de norovirus dans 

les selles. Au cours de l’étude, un lien épidémiologique a ainsi été établi entre poussées 

inflammatoires et la présence de norovirus GI et GII dans les selles (Khan et al., 2009). De plus, 

sur les 9 patients positifs aux norovirus, 3 présentaient également une co-infection à Clostridium 

Difficile, Adenovirus ou Rotavirus (Khan et al., 2009). Plus récemment, dans le cadre d’une 

étude menée en Suède, la détection par RT-PCR des norovirus, astrovirus, sapovirus et rotavirus 

a été réalisée sur 50 échantillons de selles de patients atteints de MICI, prélevés lors de la 

réalisation d’endoscopies digestives (Kolho et al., 2012). Cette étude n’a pu permettre de mettre 

en évidence un lien épidémiologique significatif sur cette cohorte au demeurant de petite taille, 

malgré les nombreux prélèvements réalisés au décours de poussées inflammatoires de MICI 

chez des patients réfractaires (Kolho et al., 2012). Une étude plus récente, aux Pays-Bas sur 286 

patients ayant bénéficié de multiples prélèvements de selles sur une durée totale de 1 an, n’a 

également démontré aucun lien épidémiologique entre virus entériques et poussées 

inflammatoires de MICI (Masclee et al., 2013). Enfin, l’étude la plus récente a été réalisée à 

New-York par Axelrad et al. sur une cohorte de très grande taille, par croisement de bases de 

données de patients souffrant de gastro-entérites aiguës, ayant bénéficié de la réalisation d’une 

batterie PCR ciblant de nombreux pathogènes gastro-intestinaux bactériens, viraux et 

parasitaires (Axelrad et al., 2018). Un total de 9403 patients ayant bénéficié de 13231 batteries 

PCR ont été pris en compte sur une période de 2 ans. Sur l’ensemble des patients, 577 patients 

souffraient de MICI (277 patients souffrant de MC et 300 patients souffrant de RCH), et ont été 

comparés à 8826 patients indemnes de MICI (population contrôle). Les résultats de l’étude ont 

démontré une prévalence plus importante d’infections par des pathogènes entériques chez les 

patients MICI, notamment par les norovirus humains, ainsi que par Escherichia Coli Entéro-

Invasif (EIEC), quel que soit le stade des poussées (Axelrad et al., 2018).   
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En conclusion, les études épidémiologiques décrivant le lien entre les infections à norovirus et 

la survenue de poussées inflammatoires de MICI demeurent rares. La puissance statistique des 

études épidémiologiques réalisées demeure souvent faible, du fait de cohortes de petite taille et 

d’une faible prévalence des virus entériques dans ces cohortes. Le croisement de bases de 

données incluant des bassins de population importants a cependant permis d’établir le lien entre 

les norovirus humains et les poussées de MICI. 
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Etude  Lieu/Durée Type d’étude Cohorte Tranches d’âge Echantillons 
Matériels et Méthodes 

Conclusions  
Discussion 

Gebhard et al. 1982 
[7] 

Juin 1978 
Octobre1980 
Minneapolis 
(Etats-Unis) 

Cas-Témoins 
Suivi 
prospectif 

57 MC 
20 RCH 
10 N 

Tous les patients : 
11-64 (moyenne 
31,5 ans) 
Poussées :  
49 M, 16 RCH 

266 échantillons de selles (55 
durant les poussées) :  
- Tests antigéniques sur selles 
- Sérologies NoV et RVA 
(Suivi à 3 mois) 

Absence d’association 
5 positifs /65 poussées de MICI 
Sérologies positives (NoV et RVA) corrélées avec des 
symptômes de poussées de MICI (5/8) 

Khan et al. 2009  
[11] 

Novembre 
2006 
Août 2007 
Charleston 
(Etats-Unis) 

Cas-Témoins 
Etude 
rétrospective 

23 MC 
14 RCH 
9 CI 
2620 N 

Poussées de MICI : 
11-18 (moyenne 
15,3 ans) 

2666 échantillons de selles 
Kit antigénique Norovirus 
IDEIA (Dako) 

Association entre poussées de MICI et norovirus 
1119 positifs 
9 poussées de MICI : 
MC (1/23) : 1 NoV + 1 RVA  
RCH (7/14) : 7 NoV + 1 hAdV 
CI (0/9) 
Saisonnalité de la maladie (p<0.001) 

Kolho et al. 2012 
[8] 

Dates 
inconnues 
Helsinki 
(Finlande) 

Suivi 
prospectif  

18 MC 
13 RCH 
2 CI 
17 N 

Patients MICI :  
2,4-18 (moyenne 
12,9 ans) 
Patients non-MICI 
(N) : 
2,7-16 (moyenne 11 
ans) 

50 échantillons de selles 
RT-PCR : (NoV, RVA, hAdV, 
SaV, hEV) 

Absence d’association 
MICI : 0/33 positifs 
Non-MICI : 3/50 positifs (2 NoV and 1 SaV) 

Masclee et al. 2013  
[9] 

Août 2009 
Novembre 
2010 
Maastricht 
(Hollande) 

Suivi 
prospectif 

170 MC 
116 RCH 

Patients MICI : 
moyenne de 46,2 ans 
(Déviation standard 
de 15,2 ans) 

286 échantillons de selles / 
suivi trimestriel pendant 1 an 
RT-PCR (AdV, hAstV, NoV, 
RVA) 

Absence d’association 
86 poussées de MICI : RVA (2.3%), hAdV (2.3%) 
200 rémissions de MICI : RVA (0.5%), NoV (0.5%), hAdV 
(4.5%) 

Axelrad et al. 2018 
[10] 

Mars 2015 
Mai 2017 
New York 
(Etats-Unis) 

Analyses par 
croisement de 
bases de 
données 

277 MC 
300 RCH 
8826 N 

MC : médiane 37,7 
ans 
RCH : médiane 47,1 
ans 
N : médiane 42,9 ans 

13231 échantillons de selles 
Batterie PCR (22 cibles, 
incluant hAdV, hAstV, NoV, 
SaV, RVA)  

Association entre poussées de MICI et norovirus 
MC et RCH : Prévalence plus importante des virus entériques 
(MC ; p<0,05) (RCH ; p<0,019) 

MC: Maladie de Crohn; RCH: Rectocolite hémorragique; N: Sain; hAdV: adenovirus; hAstV: astrovirus; hEV: enterovirus; NoV: norovirus; RVA: rotavirus; SaV: sapovirus. 

 

Tableau 3. Etudes épidémiologiques concernant les virus entériques et les poussées inflammatoires de Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin. (D'après Tarris et al., 2021).
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2. Interactions virus-tissus et expression HBGA au cours des MICI 

Les virus entériques, comme les norovirus et les rotavirus, utilisent les HBGA comme ligands. 

Une étude d’association pangénomique menée par Hu et al. a démontré une fréquence plus 

élevée de diverses mutations du gène FUT3 chez des patients chinois atteints de RCH, par 

rapport à une population contrôle d’individus ne souffrant pas de MICI (Hu et al., 2016a). Il a 

été ainsi observé chez ces patients une expression accrue de l’antigène Lea au niveau du côlon 

distal inflammatoire (Hu et al., 2016a). D’autres études d’association pangénomiques ont 

démontré que de nombreux polymorphismes nucléotidiques du gène FUT2 pourraient ainsi 

contribuer à la genèse de la MC, du fait d’altérations de l’expression des HBGA dans le tractus 

intestinal (Franke et al., 2010; McGovern et al., 2010a). Ces altérations d’expression des HBGA 

modifieraient la capacité d’accroche des pathogènes sur le tractus digestif, et par conséquent 

leur prévalence et leur pouvoir infectieux. En effet, l’étude menée par Rausch et al. démontre 

ainsi par comparaison du microbiote intestinal de patients sécréteurs et non-sécréteurs atteints 

de MC, des différences significatives d’abondance des populations de Lachnospiraceae, 

Faecalibacterium  et Lactobacillus (Rausch et al., 2011). Une analyse génétique menée sur un 

panel de patients japonais, comprenant 51 patients atteints de MC et 30 patients contrôles 

indemnes de MICI, a montré la présence d’une grande majorité de sécréteurs, avec une 

expression anormale des HBGA uniquement au niveau des échantillons tissulaires de côlon 

inflammatoire (Miyoshi et al., 2011). De plus, cette expression anormale des HBGA précédant 

le développement de la colite a été vérifiée dans un modèle expérimental de colite 

inflammatoire utilisant des souris homozygotes déficientes pour la production d’interleukine 

10 (IL10-/-) (Figure 10) (Miyoshi et al., 2011). L’étude menée par Ruvoën-Clouet et al. 

démontre la présence d’une expression aberrante de l’antigène sLex au niveau de la muqueuse 

gastrique de patients non-sécréteurs infectés par la souche Cag-A d’Helicobacter Pylori, 

démontrant la possibilité de la modulation d’expression des HBGA par des populations de 

bactéries à fort pouvoir pathogène, et par conséquence modifiant l’accroche des norovirus et de 

leur pouvoir infectieux (Ruvoën-Clouet et al., 2014).  

  



41 
 

 

  LLOS T 

                 
           

CR  TE

    
    

 R                
   C 

CD   L     
     

   D
 3 ,   

C

               
       
             

 

A                          
             

          

E

   

    

  R

             
    
          

 
R A

A  

   

   

                         

H  A                      
             

A

 
H

H

   

TLR 

TLR                      

A

   

R A

                             
                    

 
   

D

       
     

               C

   

    

               
A         OD 

 

          

    
   

     
     

 R                
   C 

 ntéroc te
 olonoc te

 ntéroc te 
ré énéra  

 ellule calici or e

  u cell  

 ellule de  anet  
Dé ensine dé ciente

 ellule de  anet 
 or ale

     oc te

   

 las oc te
 acro  a e

 r t roc te
 aisseau
san uin

 orovirus  u ain

Rotavirus

 orovirus  urin

 denovirus

 actéries 
intes nales

   

R A

   

A  

          

       

   rava on     

  éliora on     



42 
 

Figure 10. Résumé des mécanismes potentiels sous-tendant les interactions des virus entériques dans le 
contexte des MICI. Les voies de signalisation de l’inflammation impliquées dans la pathogenèse des MICI sont 
indiquées en rouge et en vert. (A) Les virus entériques, tels que les rotavirus et les norovirus, pourraient moduler 
la réponse immunitaire au cours des MICI et améliorer les symptômes des MICI par le biais d’une hypersécrétion 
d’interféron β (IFNβ) (Yang et al., 2016). Le rôle protecteur de l’interleukine 10 (IL-10) a été prouvé à travers 
l’utilisation de modèles murins IL10 -/- arborant des entérocolites après exposition aux virus entériques (Basic et 
al., 2014; Burich et al., 2001; Hsu et al., 2014; Kühn et al., 1993; Lencioni et al., 2008; Li and He, 2004). (B) Les 
interactions du bactériome et du virome intestinal pourraient également expliquer la pathogenèse des MICI, en 
effet, une infection à MNV asymptomatique pourrait remplacer les effets bénéfiques de bactéries commensales 
(Kernbauer et al., 2014). (C) Des données scientifiques récentes ont révélé que les norovirus pourraient s’accrocher 
aux « tuft cells », qui pourraient alors jouer un rôle important dans la voie de signalisation pro-inflammatoire 
médiée par IL25/IL17, au cours des MICI (Lencioni et al., 2008; Ting et von Moltke, 2019a; Wilen et al., 2018a). 
(D) L’absence de synthèse des HBGA chez les sujets non-sécréteurs du fait de polymorphismes mutationnels des 
gènes FUT2 et FUT3 pourrait être reliée à des altérations des interactions virus-bactérie-cellule qui pourraient être 
impliqués dans la pathogenèse des MICI (Hu et al., 2016a; McGovern et al., 2010a; Rausch et al., 2011). (E) Des 
interactions entre les virus entériques et des molécules « HBGA-like » à la surface de bactéries commensales ou 
pathogènes modulées au sein d’un microbiote « MICI-induit » pourraient expliquer les variations de susceptibilité 
aux virus entériques au cours des MICI (Almand et al., 2017; Lei et al., 2016, 2019). (F) L’accroche des virus 
entériques à des récepteurs critiques impliqués dans l’adhérence leucocytaire et dans la sécrétion cytokinique 
pourrait également être impliqués dans la pathogenèse des MICI, comme démontré par les interactions des 
rotavirus et des adénovirus avec des intégrines, ou encore l’activation du récepteur Coxsackie-Adénovirus (CAR) 
(Chen et al., 2018; Coulson et al., 1997; Hewish et al., 2000; Lin and Castro, 1998; Rajan et al., 2018). (G) Des 
interactions spécifiques entre les virus entériques (notamment le MNV) et des cellules de Paneth défensine-
déficientes chez des sujets porteurs de polymorphismes mutationnels du gène ATG16L pourraient mener à 
l’activation du gène NOD2 et activer les voies de signalisation pro-inflammatoires Th1 et Th17, comme démontré 
dans les MICI (Cadwell et al., 2010; Homer et al., 2010; Hugot et al., 2001; Kim et al., 2011; Ogura et al., 2001; 
Plantinga et al., 2011). (H) L’expression ectopique des HBGA au sein d’un épithélium intestinal subissant des 
altérations induites par l’inflammation pourrait alors moduler le potentiel d’accroche des virus entériques (Miyoshi 
et al., 2011; Ruvoën-Clouet et al., 2014). (I) L’internalisation des virus entériques dans les macrophages pourrait 
stimuler la sécrétion de TNF-α et d’IFNγ, qui sont impliqués dans les voies de signalisation pro-inflammatoires au 
cours des MICI (Kim et al., 2011; Maloney et al., 2012; Wobus et al., 2006). (D'après Tarris et al., 2021). 

3. Interactions norovirus-bactéries au cours des MICI 

Les interactions complexes entre virus entériques et bactéries constituant le microbiote 

intestinal demeurent partiellement expliquées (Pfeiffer et Virgin, 2016). Le contrôle « trans-

espèces » des infections aux virus entériques serait assuré par le microbiote intestinal via des 

phénomènes de tolérance immunitaire en lien avec les lipopolysaccharides bactériens, la 

modulation immunitaire virale et bactérienne, mais également les interactions directes entre les 

virus entériques pathogènes et les bactéries commensales du tractus digestif (Pfeiffer and 

Virgin, 2016; Robinson et al., 2014). Par exemple, des interactions des norovirus humains avec 

des bactéries commensales comme Enterobacter cloacae (souche SENG-6) ou Staphylococcus 

aureus pourraient jouer sur la capacité d’accroche et le pouvoir infectieux des norovirus 

humains dans l’intestin (Figure 10) (Almand et al., 2017; Lei et al., 2016, 2019). En se référant 

à la diminution des populations bactériennes du genre Enterobacter chez des patients atteints 

de MICI sévères, il est envisageable que les perturbations du potentiel infectieux des virus 

entériques pourraient survenir chez des patients dont le microbiote intestinal est altéré au cours 

des poussées inflammatoires de MICI (Ott et al., 2004). Des modèles murins ont permis de 

démontrer que la composition bactérienne du microbiote intestinal des souris infectées par le 

MNV pourrait agir comme élément déclencheur de colites murines selon la composition du 
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microbiote intestinal (Bolsega et al., 2019). Les altérations des bactéries du genre Bacteroides, 

liées à des infections à norovirus, pourraient potentiellement induire des colites inflammatoires 

de manière similaire à ce qui a été observé dans les modèles murins (Bloom et al., 2011; Nelson 

et al., 2012). Enfin, le MNV possèderait également la capacité de remplacer les fonctions 

physiologiques des bactéries commensales dans des modèles murins dépourvus de germes 

bactériens (« germ-free »), démontrant ainsi son rôle singulier dans le fonctionnement du 

microbiote intestinal (Kernbauer et al., 2014). Le rôle des virus entériques, notamment des 

norovirus, sur les poussées inflammatoires de MICI demeure alors intimement lié à l’étude 

conjointe du terrain génétique, des voies de signalisation inflammatoires et des interactions avec 

le microbiote intestinal des virus entériques chez les individus atteints de MICI, infectés par les 

norovirus humains. 

4. Virus entériques et voies de signalisation au décours des MICI 

Les mécanismes cellulaires sous-tendant l’inflammation des muqueuses du tractus digestif, 

observée au décours des MICI, sont complexes. Il se traduisent par le recrutement in situ de 

cytokines pro-inflammatoires et de cellules immunitaires, notamment de l’interleukine 1 (IL-

1) et de l’interleukine 17 (IL-17), et d’une polarisation Th1 et Th17 de la réponse lymphocytaire 

(Ito et al., 2006; Leppkes et al., 2009). La sécrétion in situ du facteur de nécrose tumorale TNF-

α est également impliquée dans l’exacerbation inflammatoire des MICI. Il a fait l’objet de 

thérapeutiques anti-TNF-α, encore appelées « biothérapies » (Murch et al., 1993; Peyrin-

Biroulet, 2010). A l’opposé, il existe des cytokines anti-inflammatoires, comme l’interleukine 

10 (IL-10) ou comme le facteur de croissance tumorale TGF-β qui stimule la régénération 

épithéliale et a un effet protecteur contre l’inflammation muqueuse (Li and He, 2004; Rani et 

al., 2011).  

Chez la souris, le MNV peut potentiellement aggraver les symptômes des colites 

inflammatoires, voire être à l’origine de colites inflammatoires murines. L’infection des 

macrophages par le MNV induirait une importante réponse antivirale par hypersécrétion 

d’interféron gamma (IFN-γ) (Maloney et al., 2012; Wobus et al., 2004). De façon similaire, une 

infection à norovirus chez l’homme provoquerait une hypersécrétion d’IFN-γ pouvant aggraver 

l’inflammation des muqueuses du tractus digestif. Le MNV serait à l’origine de colites 

inflammatoires du fait d’altérations des cellules épithéliales intestinales liées à l’infection à 

MNV, dans le cas de modèles murins homozygotes IL-10 déficients (IL10 -/-) (Basic et al., 

2014; Kühn et al., 1993). Le MNV pourrait également aggraver les symptômes des colites 

inflammatoires induites par Helicobacter bilis, par le biais d’une hypersécrétion d’IFN-γ par 

les lymphocytes T polyclonaux CD4- CD8- (Burich et al., 2001; Lencioni et al., 2008). D’autres 
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études ont montré l’implication de cellules ciliées sensibles à des médiateurs chimiques 

appelées « tuft cells », sécrétant l’IL-17 qui active des lymphocytes « T-helper 2 » (Th2) (Gerbe 

et al., 2012). Le MNV pourrait infecter ces « tuft cells » via leur accroche au récepteur CD300L 

et induire leur prolifération ainsi qu’une immunomodulation in situ de la barrière muqueuse 

intestinale, via une hypersécrétion d’interleukine 25 (IL-25) et d’IL-17, cela aggravant 

potentiellement l’inflammation des muqueuses du tractus digestif murin (Figure 10) (Ting et 

von Moltke, 2019; Wilen et al., 2018).  

Chez l’homme, les effets des virus entériques sur les voies de signalisation inflammatoires 

impliquées dans la genèse ou l’entretien des MICI restent à déterminer. Des études d’infection 

aux norovirus GI.1 réalisées sur des volontaires ont démontré une élévation des populations 

lymphocytaires Th1 et une hypersécrétion des cytokines TNFα, IL-8 et IL-10 chez les sujets 

infectés par comparaison aux témoins (Newman et al., 2015). Une hypersécrétion d’IFNα, IFNβ 

et IFNλ pourrait entraîner une cascade inflammatoire induisant une réponse antivirale dirigée 

contre les norovirus et rotavirus (Baldridge et al., 2017; Hernández et al., 2015; Metzger et al., 

2018). Les norovirus et rotavirus pourraient avoir un rôle protecteur grâce à leur capacité à 

modérer l’inflammation intestinale via la production d’IFNβ, médiée par les Toll-Like 

Receptors (TLR) 3 et 7 (Figure 10) (Yang et al., 2016).  

Chez l’homme, l’étude des voies de signalisation inflammatoires au cours des infections aux 

virus entériques associée aux poussées inflammatoires des MICI reste encore peu explorée, 

mais serait intimement liée aux voies de signalisation de l’autophagie (Franke et al., 2010). Le 

gène NOD2 coderait pour un récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires (« Pattern 

Recognition Receptor » - PRR) entraînant le recrutement de la protéine ATG16L impliquée 

dans des processus d’autophagie anti-microbiens (Homer et al., 2010). Des polymorphismes 

mutationnels du gène NOD2 seraient impliqués dans la genèse des MICI par le biais d’une 

hyperactivation de NF-κB par les monocytes de la lamina propria, stimulés par des populations 

bactériennes commensales (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). Des études réalisées sur la 

souris ont démontré que des anomalies de stockage des granules lysosomaux dans les cellules 

de Paneth, liées à des variants du gène ATG16L, pourraient induire une réponse pro-

inflammatoire via l’activation de NOD2 et l’hypersécrétion d’interleukine 1β (IL-1β) et 

d’interleukine 6 (IL-6) (Figure 10) (Plantinga et al., 2011). A la lumière de ces travaux, une 

étude récente a démontré que le MNV pourrait spécifiquement activer les voies de signalisation 

pro-inflammatoires médiées par NOD1 et NOD2, suivant l’internalisation du MNV dans les 

macrophages de la lamina propria et l’hypersécrétion de TNF-α liée à une infection bactérienne 

par Escherichia Coli (Kim et al., 2011).  
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5. Modèles expérimentaux de MICI et virus entériques 

Les modèles murins de colites mimant les MICI (induites par des agents chimiques ou utilisant 

les souris IL10-/- avec altérations des voies de signalisation contrôlant l’inflammation 

intestinale) soulignent le rôle de l’immunité et de l’environnement dans la genèse des MICI. 

Ces modèles expérimentaux peuvent être utiles dans les études immunologiques, microbiennes 

et pour l’essai de nouveaux traceurs diagnostiques ou molécules thérapeutiques (DeVoss and 

Diehl, 2014; Kiesler et al., 2015). Les nouveaux systèmes de culture cellulaire, comme les HIO, 

donnent de nouvelles opportunités de recherche sur les MICI, car ces structures cellulaires 

imitent de manière tridimensionnelle un sous-type cellulaire particulier (Zou et al., 2019). De 

manière singulière, les HIO réagissent au stress cellulaire notamment du réticulum 

endoplasmique et auraient des fonctions immunomodulatrices similaires aux fonctions 

observées in vivo (Rees et al., 2020). Les HIO ont également des jonctions intercellulaires de 

type « jonction serrée », une architecture cellulaire et des propriétés régénératives similaires à 

celles de l’épithélium intestinal. Toutefois l’absence de cellules dérivées de niches cryptiques, 

seules à pouvoir se multiplier, abolirait la formation des HIO, et la formation d’organoïdes 

dérivées de patients MICI serait semblable à celle observée pour des patients sains, 

indépendamment du niveau d’inflammation intestinale (Figure 11) (Buttó et al., 2020; Chen et 

al., 2017; Meir et al., 2020; Treveil et al., 2020).  

 

Figure 11. Images H.E. représentatives des entéroïdes générés de donneurs sains et de patients souffrant de 
maladie de Crohn. (D'après Meir et al., 2020). 

Concernant les virus entériques, l’utilisation des HIO, dérivés de cryptes intestinales humaines, 

issues de chirurgie bariatrique, a démontré son potentiel pour la culture des rotavirus et 

norovirus humains (Costantini et al., 2018a; Ettayebi et al., 2016; Sato et al., 2009). L’extension 

de ces techniques aux HIO dérivés de patients MICI reste à étudier pour ces virus entériques. 
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6. Virus entériques et thérapies utilisées au cours des MICI  

Plusieurs approches thérapeutiques innovantes pourraient contribuer à l’amélioration de la 

symptomatologie chez les patients atteints de MICI, impliquant de prendre en compte les 

infections éventuelles par les virus entériques. Comme le microbiote intestinal est impliqué 

dans les poussées inflammatoires de MICI et les mécanismes d’infection par les virus 

entériques, la réduction de la dysbiose apparaît comme étant une thérapie de choix pour réduire 

les poussées inflammatoires de MICI. L’utilisation de probiotiques, de transplantation du 

microbiote fécal ou l’utilisation de bactériophages sont souvent évoquées pour le rétablissement 

d’un microbiote sain (Sartor et Wu, 2017).  

D’un autre côté, le rôle potentiel des infections par les virus entériques dans l’altération 

potentielle des voies de signalisation pro-inflammatoires liées à l’interféron durant les poussées 

de MICI reste à démontrer. Les patients atteints de MICI bénéficient le plus souvent de 

traitements immunomodulateurs, comme les biothérapies anti-TNF qui peuvent perturber les 

réponses antivirales médiées par les voies des interférons (Agnholt et Kaltoft, 2001; Hu et al., 

2019). Les observations réalisées sur modèles murins concernant la genèse et l’entretien de 

colites par l’infection par le MNV de cellules de Paneth modifiées par des mutations du gène 

ATG16L tendent à démontrer que l’inhibition de la voie du TNF-α pourrait ralentir la 

progression de la maladie et empêcher la nécroptose intestinale (Matsuzawa-Ishimoto et al., 

2017). Des observations cliniques ont permis de démontrer l’efficacité des traitements 

couramment utilisés au cours des MICI contre les infections par les virus entériques. 

L’amélioration du tableau clinique d’un patient atteint de recto-colite hémorragique et infecté 

par le norovirus a par exemple été observée après l’administration d’infliximab (O’Connor et 

al., 2009). La 6-thioguanine pourrait également inhiber la réplication virale et améliorer la prise 

en charge des patients MICI infectés, par l’action thérapeutique sur le cycle guanine 

triphosphate – diphosphate (GTP-GDP) de la protéine Rac1 (Ward et al., 2017; Yin et al., 2018).  
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IV. OBJECTIFS 

Les norovirus sont l’agent étiologique majeur des gastroentérites virales quelle que soit la 

tranche d’âge considérée. Le lien entre l’infection à norovirus et la présence d’HBGA a été 

clairement établie chez les individus sains. Les connaissance sur le rôle des virus entériques, en 

particulier des norovirus et leur relation avec les HBGA, comme facteur aggravant dans le cadre 

des MICI demeurent également très parcellaires. L’objectif principal de nos travaux a donc été 

d’étudier l’expression des antigènes de groupe sanguin et la reconnaissance des norovirus 

humains sur des tissus inflammatoires et sains provenant de patients atteints de MICI. Les 

récepteurs des norovirus humains ont été caractérisés au niveau des muqueuses inflammatoires, 

en fonction du degré de sévérité de la maladie. Dans la deuxième partie de la thèse, nous avons 

étudié les interactions des norovirus humains chez des sujets non-sécréteurs sains ou souffrant 

de RCH dans un cas, pour évaluer la susceptibilité aux virus entériques de ces sujets. Après la 

description des techniques utilisées et la description du matériel biologique dans le matériel et 

méthodes, les résultats obtenus chez les individus souffrant de MICI et non-sécréteurs seront 

présentés avant l’analyse commentée de ces résultats. Une conclusion générale et les 

perspectives dégagées par ces travaux de thèse clôtureront le mémoire. Les publications 

acceptées et soumises sont en annexe du document (Annexe 1 et 2). 
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I. OUTILS EXPERIMENTAUX 

Les expérimentations exposées dans cette thèse font suite aux travaux de recherche menés au 

CNRvge par le Dr. BELLIOT et le Pr. de ROUGEMONT. Elles ont été rendues possibles grâce 

à l’utilisation des tissus conservés par le service de Pathologie du CHU de Dijon et l’utilisation 

de VLP dérivées de souches de norovirus humains GII.3, GII.4 et GII.17, et d’une α1,2-

fucosidase, disponibles au CNRvge. Ces productions ont été réalisées par Madame Marie-Anaïs 

ESTIENNEY, technicienne de recherche au sein du CNRvge. Les blocs de tissus humains fixés 

dans le formol et inclus en paraffine utilisés dans ces travaux sont directement issus des archives 

du service de Pathologie du CHU de Dijon, avec l’assistance technique de Madame Anne-

Cécile LARIOTTE. 

A. Production de particules virales de synthèse (VLP) 

Les souches de norovirus humains utilisées pour la production des VLP ont été caractérisées en 

biologie moléculaire lors de précédents travaux (de Rougemont et al., 2011). La VLP GII.4 

utilisée dans nos travaux est le variant Osaka des norovirus GII.4. La VLP mutante ΔD373 est 

dérivée d’un variant GII.4 Hunter, pour laquelle la délétion d’un acide aminé en position 373 

se situant dans le domaine P2 entraîne une suppression de l’accroche de la VLP sur les HBGA 

(de Rougemont et al., 2011). Les VLP dérivées de norovirus GII.3 correspondent à la souche 

SW4, décrite lors d’épidémies de gastroentérites virales provoquant des infections dans des 

populations pédiatriques de phénotype non-sécréteur (Ayouni et al., 2015b). Enfin, la VLP 

dérivée de norovirus GII.17 correspond à la souche épidémique Kawasaki-308, devenue 

pandémique de 2014 à 2016 (Chan et al., 2017). Les VLP utilisées au cours de ces travaux sont 

dérivées de souches de norovirus humains en partie précédemment typées au sein du CNRvge. 

Elles correspondent aux souches de norovirus GII.4 Cairo4 (Séquence GenBank : #EU876884), 

GII. Cairo8 (Séquence GenBank : 876888), GII.17 Kawasaki 308 (#KU587626) et GII.3 SW4 

(#KM056394). 

La production de VLP s’appuie sur le système de baculovirus permettant la production de 

protéines recombinantes de capside de norovirus humains (protéine VP1). Le système 

baculovirus est un système d’expression de protéines à partir de cellules d’insectes infectées 

par des baculovirus recombinants permettant l’expression en grande quantité de la protéine 

recombinante désirée (Belliot et al., 2001; Jiang et al., 1992). La transfection de cellules 

d’insecte Hi5 ou Sf9 par des baculovirus recombinants permet ainsi la production d’une grande 

quantité de protéines VP1, qui s’auto-assemblent dans le cytoplasme des cellules d’insecte sous 

forme de particules virales (Jiang et al., 1992). Une fois assemblées en VLP, les protéines VP1 
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sont excrétées dans le milieu de culture, facilitant les étapes suivantes de concentration et la 

purification des VLP comme décrites précédemment (de Rougemont et al., 2011). 

La production des VLP a nécessité d’infecter des cellules Hi5, provenant de cellules ovariennes 

de Trichoplusia Ni (Thermo Fischer, Etats-Unis), dans le milieu Express Five (Thermo Fischer, 

Etats-Unis) permettant la culture des cellules et la production des VLP sans ajout de sérum de 

veau fœtal. Les VLP ont été concentrées et purifiées depuis le milieu cellulaire à J6 post-

infection (Belliot et al., 2001). Les VLP concentrées ont été ensuite re-suspendues à 4°C, la 

nuit, dans un tampon TNC (Tris 10mM, NaCl 140mM, CaCl2, pH 7,4) contenant 20µg/ml de 

leupeptine comme inhibiteur de protéase (Sigma, France). Les VLP concentrées ont été ensuite 

purifiées sur gradient de chlorure de césium. Le dessalage des VLP et leur suspension ont été 

effectuées par ultracentrifugation comme décrit ci-dessus. Après quantification des 

préparations, les VLP purifiées ont été aliquotées, congelées dans de l’azote liquide puis 

stockées à -40°C. 

B. Production de la α1,2-fucosidase 

Les expérimentations présentées dans ces travaux ont nécessité la production d’une enzyme, la 

α1,2-fucosidase. Le plasmide pour sa production a été offert par le Pr. Takane KATAYAMA, 

de l’Université de Tokyo. La technique de synthèse de l’α1,2-fucosidase a été documentée 

précédemment par celui-ci (Katayama et al., 2004). Celle-ci a consisté en l’expression de 

l’α1,2-fucosidase dans des bactéries BL21 (λDE3) transformées par le vecteur plasmidique 

pSA130 exprimant le gène de l’α1,2-fucosidase (Merck Millipore – Burlington, Etats-Unis). Le 

lendemain, une colonie bactérienne a été mise en culture dans un milieu enrichi (Terrific Broth) 

contenant du glycérol, de la peptone et de l’extrait de levure. La synthèse de la protéine a été 

induite par l’ajout d’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside. Ces bactéries ont été ensuite 

incubées à 25°C pendant 2 jours puis centrifugées à 4000 g pendant 20 minutes à 5°C, puis 

suspendues dans 50 ml de tampon de lyse (50 mM de NaH2PO4, 300 mM de NaCl, 10 mM 

d’imidazole à pH 8,0) et congelées à -80°C. Pour l’extraction de la protéine, les culots 

cellulaires ont été progressivement décongelés. Les bactéries ont été ensuite fragmentées par 

sonication. L’efficacité de la sonication bactérienne a été vérifiée par examen direct avec 

coloration Gram. Le lysat bactérien alors obtenu après sonication a été centrifugé à 10 000 g à 

4°C pendant 30 minutes. Après centrifugation, le culot cellulaire a été mélangé à de la résine 

Ni-NTA Agarose (Qiagen, Allemagne), sous agitation pendant 2 heures à 4°C. Le mélange 

lysat bactérien-résine a été ensuite transféré sur une colonne de polypropylène (Qiagen, 

Allemagne), avec 3 lavages successifs par une solution contenant 20 mM d’imidazole, puis 

élution dans une solution contenant 500 mM d’imidazole. La protéine purifiée a été ensuite 
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dialysée contre du tampon phosphate de sodium 100 mM à pH 6,5. Une fois la quantité estimée 

par la technique de Bradford, la protéine a été aliquotée en fraction de 50 µl puis congelée dans 

de l’azote liquide avant stockage à -40°C jusqu’à utilisation.  

II. MISES AU POINT ET EXPERIMENTATIONS 

A. Prise en charge des échantillons de tissus humains 

Les échantillons utilisés au décours de ces travaux ont été prélevés, traités et stockés suivant 

des protocoles établis, en accord avec l’Association Française de Qualité en Anatomie 

Pathologique (AFAQAP) et les pratiques collégialement admises pour la prise en charge 

d’échantillons tissulaires humains. L’ensemble des échantillons tissulaires utilisés au cours de 

ces travaux, initialement utilisés dans le cadre de la routine diagnostique, ont alors intégré une 

collection d’échantillons biologiques à visée de recherche (recherche de catégorie 3) par suite 

de l’accord d‘un Comité de Protection des Personnes (CPP) (Numéro 2018-A03214-51) et 

l’obtention du consentement des patients concernés par ces échantillons (Annexe 4). 

1. Origine des échantillons 

Les tissus ont été sélectionnés dans la base de données des archives du service de Pathologie 

du CHU de Dijon. Il s’agissait de biopsies et pièces opératoires obtenues par endoscopie 

digestive haute ou basse et après résection chirurgicale en cas de MICI réfractaire au traitement 

médical, ou de complication de la maladie menaçant le pronostic vital. Les échantillons 

« témoins » indemnes de lésions histologiques, proviennent de pièces opératoires (chirurgies 

bariatriques ou carcinologiques), et de biopsies de pathologies gastro-intestinales par 

endoscopie. Des échantillons de tumeurs coliques et issus du tractus digestif fœtal ont servi de 

témoins positifs pour les expérimentations, du fait de leur abondance en HBGA. 

2. Prise en charge macroscopique des prélèvements 

Les biopsies et pièces opératoires ont fait l’objet d’une analyse macroscopique avant la prise en 

charge des échantillons. Les biopsies ont été mesurées et le nombre de fragments biopsiques a 

préalablement été recensé. Concernant les pièces opératoires analysés au sein du service de 

Pathologie du CHU de Dijon, une prise en charge macroscopique préliminaire a été nécessaire 

avant de réaliser l’analyse des échantillons biologiques tissulaires. Celle-ci a consisté en la 

mesure de la longueur de résection intestinale, de la caractérisation des portions anatomiques 

concernées par la résection en confrontation avec les données cliniques, l’observation des 

lésions macroscopiques visibles et la réalisation de l’échantillonnage tissulaire macroscopique 

après immersion pendant 48h dans du formol tamponné à 4%. Des prélèvements des tranches 
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de section chirurgicales, des zones lésées et de zones saines à distance ainsi que des ganglions 

présents dans les mésos ont été réalisés. Un échantillonnage systématique de l’ensemble de la 

longueur de la résection intestinale a systématiquement été réalisé afin de ne pas occulter 

d’éventuelles dysplasies acquises en muqueuse plane pouvant être observées au cours des 

MICI. 

3. Traitements et prise en charge des échantillons tissulaires 

L’ensemble des échantillons tissulaires utilisés au décours de ces travaux ont subi plusieurs 

sortes de traitements afin d’assurer leur conservation et d’éviter l’autolyse tissulaire ou la 

dégradation de structures protéiques, glycanniques et lipidiques, tels que les HBGA. Lors de la 

réception des échantillons à l’état frais, des prélèvements facultatifs ont été réalisés par 

immersion des échantillons dans de l’azote liquide à -178°C. L’ensemble des échantillons 

tissulaires a été initialement immergé dans du formol tamponné pendant au moins 48h. Des 

bains progressifs d’alcool absolu ont été ensuite réalisés dans l’automate de déshydratation 

Tissue-Tek VIP®, suivis de bains de toluène pour permettre une plus grande miscibilité des 

échantillons avec la paraffine (Sakura Finetek, Japon) (Annexe 3). L’inclusion des tissus a 

nécessité l’utilisation de paraffine chaude à 70°C, suivant un moulage contre une cassette 

plastique numérotée. Des coupes de 3µm d’épaisseur ont été réalisées à partir des blocs de 

paraffine sur un microtome Leica. Les lames alors obtenues ont été séchées, mis à l’étuve à 

56°C pendant 24 heures et conservées avant la réalisation d’une coloration standard pour le 

diagnostic histopathologique sur automate Tissue-Tek Prisma® (Sakura Finetek, Japon) par 

immersion des lames blanches dans des bains successifs de xylène, d’alcool, d’hématoxyline, 

d’éosine, d’eau et de safran avant montage sur lamelle avec colle histologique sur l’automate 

de montage Tissue-Tek Film® (Sakura Finetek, Japon) (Annexe 3). 

4. Evaluation des signes d’activité des MICI 

L’ensemble des lames colorées par HES ont été analysées dans le cadre du diagnostic 

pathologique des MICI. Pour les échantillons biopsiques, le degré d’inflammation muqueuse 

ainsi que la présence de signes d’activité histologique et d’éventuelles lésions dysplasiques ont 

été précisés selon des critères précédemment définis (Fenoglio-Preiser et al., 2008; Marchal-

Bressenot et al., 2017). Pour les pièces opératoires, le degré d’inflammation ainsi que la 

présence de signes d’activité histologique et d’éventuelles lésions dysplasiques ont été précisés 

sur les échantillons prélevés en zone lésée. La présence d’abcès, de fistules ou de signes de 

péritonite a également été mentionnée. Les tranches de section chirurgicales longitudinales 

ainsi que les ganglions et la muqueuse saine à distance ont été analysés à la recherche de lésions 

histologiques. La recherche de réplication immunohistochimique du cytomégalovirus a 
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systématiquement été réalisée, et s’est avérée négative pour l’ensemble des échantillons 

analysés. Un compte-rendu de pathologie a été rédigé pour chaque biopsie ou pièce opératoire 

afin de colliger les différentes lésions histologiques et macroscopiques observées durant la prise 

en charge du prélèvement. 

B. Sélection des patients et des échantillons 

1. Tissus « sains » contrôles 

La mise au point des techniques d’incubation des VLP sur coupes histologiques a nécessité 

l’utilisation de tissus « témoins » positifs et négatifs, afin de vérifier la spécificité d’accroche 

des particules virales sur coupes histologiques et de réduire le bruit de fond éventuel. Les 

VLP dérivées des norovirus humains GII.4, GII.3 et GII.17 ont été incubées sur coupes de 

tissu duodénal sain issues de duodénopancréatectomies céphaliques de patients opérés pour 

tumeurs pancréatiques. L’ensemble des patients dont dérivent les échantillons tissulaires 

présentaient un phénotype et un génotype sécréteur, ainsi qu’un groupe sanguin A et O, âgés 

de 55 et 75 ans (2 patients de groupe A et un patient de groupe O).  

2. Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin (MICI) 

Vingt-quatre patients dont 16 atteints de MC et 8 atteints de RCH ont été sélectionnés. Les 

patients étaient âgés de 18 à 65 ans au moment de l’opération, qui a été réalisée entre janvier 

2010 et décembre 2014. Le groupe sanguin des patients a été déterminé avant l’intervention et 

cela pour des raisons de sécurité transfusionnelle. Le typage sanguin a été obtenu auprès de 

l’Etablissement Français du Sang (EFS) de Bourgogne-Franche Comté. 

Les lames colorées par HES ont été relues par 2 pathologistes (LM, GT) afin de caractériser 

précisément les pourcentages de surface de muqueuse lésionnelle (ML) et de muqueuse 

quiescente (MQ) (définis comme la surface de muqueuse concernée rapportée à la surface totale 

de la muqueuse). 

o La ML comprend des ulcérations avec une perte de substance, une inflammation 

sévère pouvant s’associer de manière variable à des abcès cryptiques, des foyers 

de cryptite et des granulomes et des foyers de régénération épithéliale. 

o La MQ est définie comme une muqueuse siège d’une inflammation légère du 

chorion, sans dommages cryptiques ni altérations architecturales majeures, sans 

aspect de régénération épithéliale. 

o L’ensemble des échantillons ont été également contrôlés pour l’absence de foyer 

dysplasique et de stigmates de réplication du CMV (recherche d’effet 

cytopathogène et étude immunohistochimique). 
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3. Sujets non-sécréteurs 

L’ensemble des biopsies de duodénum prélevées entre 2013 et 2015 ont été relues, pour 

sélectionner 121 échantillons. Les biopsies incluses dans l’étude ont été celles de patients 

majeurs au moment du diagnostic, de taille suffisante et de qualité adéquate. Un bloc de tissu 

sain supplémentaire provenant du même patient a également été sélectionné pour l’extraction 

d’ADN. Les groupes sanguins des patients correspondants ont été obtenus auprès de l’EFS de 

Bourgogne-Franche Comté (Dr. Marie-Luce BOENNEC). Pour identifier les sujets non-

sécréteurs, nous avons déterminé à partir de prélèvements duodénaux l’expression des HBGA 

par les entérocytes et réalisé le génotypage du gène FUT2. Pour le patient atteint de MICI de 

phénotype non-sécréteur, des échantillons d’iléon, d’appendice, de côlon proximal et de côlon 

distal ont été utilisés afin de réaliser les expérimentations.  

C. Génotypage du gène FUT2 

Le typage du gène FUT2 a été réalisé afin de caractériser le statut « sécréteur » ou « non-

sécréteur » des patients sélectionnés.  

1. Extraction ADN 

L’ADN a été extrait à partir des échantillons de tissus sains fixés dans le formol et inclus en 

paraffine. Douze copeaux de 15 µm d’épaisseur ont été produits au microtome avec une lame 

propre, puis placés dans des tubes de 1,5 ml. Une lyse cellulaire des copeaux de paraffine a 

alors été réalisée par ajout de 50 µL de protéinase K à 200 µmol/L à 56°C pendant 18h puis 

agitation. Le lendemain, après une incubation de 10 minutes à 100°C, une centrifugation de 30 

secondes à 14000 tours/minute a été réalisée. La phase liquide a été récupérée par pipetages 

itératifs en prenant soin de ne pas prélever la paraffine. Le lysat cellulaire obtenu a été placé 

dans un extracteur Qiasymphony® (Qiagen, Etats-Unis) ou Easymag® (bioMérieux® - Marcy 

l’Etoile, France). L’extraction ADN a alors été réalisée selon des protocoles définis par les 

fabriquants des extracteurs. L’ADN élué a été ensuite dosé sur l’automate Qubit® 

(Qiasymphony, Etats-Unis). 

2. Séquençage du gène FUT2 

Le séquençage du gène FUT2 a été réalisé selon un protocole précédemment décrit (Imbert-

Marcille et al., 2014b). La synthèse d’un fragment long et de fragments courts a permis de 

détecter les polymorphismes G428A et A385T du gène FUT2. Les amorces utilisées pour les 

fragments courts sont des amorces conçues au laboratoire, dénommées ARUB445, ARUB446, 

ARUB447 et ARUB448 (A. de ROUGEMONT). Les amorces utilisées pour la synthèse des 
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fragments longs sont l’amorce FUT2-R et les amorces de fragments courts mentionnées 

précédemment (Imbert-Marcille et al., 2014b) (Tableau 4). 

FUT2-R 5’-CGG CCG GCT CCC GTT CA-3’ antisens 

ARUB445 5’-GAG GAG GAA TAC CGC CAC ATC C-3’ sens 

ARUB446 5’-CCC CTG CTC CTG GAC CTT CTA-3’ sens 

ARUB447 5’-TAC CAC CTG AAC GAC TGG AT-3’ sens 

ARUB448 5’-GTC GTG CAG GGT GAA CTC-3’ antisens 

Tableau 4. Amorces utilisées pour les PCR d’amplification afin de réaliser le génotypage FUT2. 

L’amplification des fragments ADN a été réalisée avec l’ADN polymérase de haute 

performance KOD Hot Start DNA polymerase® (Novagen, Etats-Unis) sur un thermocycleur 

Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Allemagne) pour une durée totale de 40 cycles (Tableau 

5). 

Activation de la polymérase 95°C pendant 2 min 

Dénaturation de l’ADN 95°C pendant 20 s 

Hybridation des amorces 55°C (Température de fusion minimale) pendant 10 s 

Elongation de l’ADN 70°C pendant 1 min 

Tableau 5. Cycle d’amplification de l’ADN de FUT2 à l’aide de la KOD Hot Start DNA polymérase. 

Après purification des produits d’amplification sur colonnes Amicon Ultra® (Merck Millipore, 

Etats-Unis), le séquençage a été réalisé à l’aide du kit de séquençage ABI Big Dye Sequencing 

Kit®, contenant des didéoxynucléotides fluorescents (Applied Biosystems, Etats-Unis). Le 

séquençage a été réalisé sur un séquenceur ABI Prism 3130XL® (Applied Biosystems, Etats-

Unis). L’analyse des allèles pour la mutation G428A a été effectuée à l’aide du programme 

CodonCode Aligner® (CodonCode corporation, Etats-Unis).  

D. Pré-traitement de coupes histologiques 

Les coupes réalisées pour étudier l’accroche des particules virales de synthèse et la détection 

des HBGA ont été déparaffinées dans des bains successifs de xylène et d’alcool à concentration 

décroissante avant une réhydratation des coupes (Tissue-Tek, Sakura) (Annexe 3). 

L’immersion des coupes dans un bain de peroxyde d’hydrogène dilué dans du méthanol à 3% 

pendant 20 minutes a permis d’inhiber l’activité peroxydase endogène des tissus. L’excédent 

d’eau oxygénée a été éliminé par un lavage dans du tampon salin phosphaté (PBS) pendant 5 

minutes. Enfin, l’immersion des coupes dans un bain d’albumine de sérum bovin diluée dans 

du PBS à 1% (BSA/PBS 1%) couplé à un sérum normal de cheval dilué à 3% dans du PBS 

(NHS/PBS 3%) a saturé les sites antigéniques non-spécifiques (« quenching »). 
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E. Incubation et détection des particules virales sur coupes 
histologiques 

Les conditions d’incubation des VLP sur les coupes histologiques ont été précédemment 

décrites (Marionneau et al., 2002). Les particules virales ont été initialement diluées à 5 µg/ml, 

dans du PBS/BSA 1%. Des dilutions additionnelles de 3 et 1 µg/ml ont également été utilisées 

afin d’obtenir un signal optimal sans bruit de fond. L’incubation des VLP a été effectuée après 

le blocage des sites antigéniques non-spécifiques « quenching ». La solution de VLP a été étalée 

sur les coupes histologiques après séchage des bords de la surface tissulaire à l’aide d’un 

mouchoir sec, puis l’incubation s’est déroulée en chambre humide à 4°C pendant 18 heures. 

La détection des VLP GII.4 a été ensuite réalisée par incubation d’un anticorps monoclonal 

anti-VP1 (clone 5B9) des souches GII.4 du laboratoire, dilué au 1/2000, révélé par un anticorps 

secondaire dirigé contre les IgG de souris, couplé à une péroxydase et dilué au 1/1000 (Vector, 

Etats-Unis). Pour certains marquages, l’anticorps monoclonal 5B9 a été utilisé directement 

couplé à la péroxydase. L’anticorps monoclonal 5B9 reconnaît exclusivement les norovirus 

GII.4 par le biais d’un épitope conformationnel. La purification et le couplage des anticorps ont 

été effectués par la société bioMérieux® (Marcy l’Etoile, France). La détection des VLP GII.3 

et GII.17 a été effectuée à l’aide de sérums polyclonaux produits chez le lapin, dilués 

respectivement au 1/1500 et 1/10000, dans une solution PBS/BSA 1%. Trois lavages de PBS 

pendant 5 minutes ont permis d’éliminer l’excédent de particules virales non ou faiblement 

attachées, ainsi que les anticorps libres. 

F. Détection tissulaire des antigènes de groupe sanguin et de l’antigène 

Ki67 

Les antigènes A et B ont été détectés par l’incubation d’anticorps murins anti-A (clone 9113D10 

- Diagast, France) et anti-B (clone 9621A8 – Diagast, France) dilués au 1/1000ème dans du 

PBS/BSA 1%. L’antigène H a été détecté avec la lectine Ulex Europaeus Agglutinin-I (UEA-

I), directement couplée à un fluorochrome (Alexa-488) à une concentration de 1µg/ml (Sigma-

Aldrich, Etats-Unis).  Les antigènes Lea et Leb ont été détectés respectivement par les clones 

7LE et 2-25LE à la concentration de 0,5 µg/ml. L’antigène sLex a été détecté par incubation de 

l’anticorps CSLEX1 à la concentration de 2µg/ml (Becton Dickinson, Etats-Unis). La détection 

des antigènes sLea avec le clone NS-1116-19.9 (Agilent Technologies, Etats-Unis) et Lex avec 

le clone MEM158 (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) ; à des dilutions respectives de 1/20 et 1/1000. 

La détection du signal a été réalisée soit sur un automate Dako Omnis (Agilent Technologies, 

Etats-Unis) selon les recommandations du constructeur, soit selon des techniques manuelles 

décrites ultérieurement. 
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La détection immunohistochimique de l’antigène Ki67 a été réalisée sur automate Dako Omnis 

(Agilent Technologies, Etats-Unis) avec l’anticorps MIB-1 dilué au 1/20ème dans un diluant 

d’anticorps Emerald (Merck Millipore, Etats-Unis) suivant les recommandations du fabriquant.  

G. Révélation des marquages 

La révélation de l’activité des péroxydases a nécessité la saturation des coupes histologiques en 

eau oxygénée puis l’incubation d’un cosubstrat chromogène, la 3’-3’-diaminobenzidine (DAB), 

du kit de révélation Vectastain® (Vector, Etats-Unis), pendant exactement 1 minute et 30 

secondes. La révélation des marquages sur l’automate Dako Omnis® a été réalisée selon les 

recommandations définies par le constructeur, utilisant un kit de révélation du constructeur 

contenant de la DAB à des concentrations définies. Les lames d’immunofluorescence ont été 

montées à l’aide d’une lamelle et d’un milieu de montage commercialisé par la société 

bioMérieux® (Marcy l’Etoile, France). 

 

H. Expériences de compétition et d’inhibition antigénique sur coupes 
histologiques 

1. Macrodissection des blocs tissulaires 

Afin de réaliser les expérimentations d’inhibition antigénique et des traitements enzymatiques, 

les questions de l’abondance des sites antigéniques et de la stœchiométrie des molécules 

disponibles à la surface des cellules du tractus digestif se sont alors posées. Pour ces expériences 

de compétition, des coupes histologiques ont été produites. Pour standardiser la technique, une 

macrodissection des blocs de tissu, à l’aide d’un bistouri stérile a permis de récupérer une zone 

tissulaire d’intérêt de taille définie (2 à 3 mm² environ) et de la réinclure dans un nouveau bloc. 

Les blocs macrodisséqués correspondent aux échantillons 13 (MC – Côlon Transverse – MQ et 

ML) et 22 (RCH – Sigmoïde – ML) (Tableau 6 et 7). Des coupes histologiques issus 

d’échantillons biopsiques de duodénums sains ont également été utilisées comme contrôles. 

2. Pré-traitements chimiques  

Pour l’élimination des sucres, en particulier des HBGA, les coupes histologiques ont été 

incubées avec 50 mM de périodate de sodium (NaIO4) dilué dans un tampon d’acétate de 

sodium à 50 mM et à pH 5,0. Les coupes ont été traitées chimiquement pendant 30 minutes à 

température ambiante avant rinçage dans un bain de glycine à 1% dans de l’eau distillée pendant 

10 minutes à température ambiante pour neutraliser les radicaux libres présents (Easton and 

Hay, 1986; Eylar et Jeanloz, 1962). Les coupes ont été ensuite traitées au peroxyde d’hydrogène 

comme décrit précédemment.  
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3. Pré-traitements enzymatiques 

L’utilisation de sialidase et d’α1,2 fucosidase sur les coupes histologiques a permis 

respectivement d’ôter les groupements sialiques caractérisant les ligands sLea et sLex et le 

groupement α1,2 fucose, caractéristique de l’antigène H. L’utilisation de ces enzymes a permis 

de contrôler la spécificité des anticorps reconnaissant les antigènes sLea, sLex et H. Ces 

traitements enzymatiques ont ainsi permis de déterminer le rôle des groupements sialique et 

α1,2 fucose dans l’attachement des VLP. Après préparation des coupes histologiques de surface 

réduite (après macrodissection), les enzymes ont été incubées pendant 18h à 37°C. Vingt 

microgrammes d’α1,2 fucosidase dilués dans 50 mM de PBS à pH 5,0 ont été utilisés pour 

chaque coupe histologique. Dix mU de sialidase provenant de Vibrio cholerae dilués dans 100 

mM d’acétate de sodium pH 5,4 ont été utilisés pour l’expérimentation. Un renouvellement de 

la sialidase ou de la fucosidase a été effectué après 6h de traitement. En guise de contrôle 

négatif, l’α1,2 fucosidase et la sialidase ont été inactivées par ébullition à 97°C pendant 10 

minutes sur un agitateur thermique Thermomixer®, avant d’être incubé sur les coupes 

histologiques (Eppendorf, Allemagne). 

4. Inhibition par utilisation de lectines spécifiques 

Des lectines ont été utilisées pour des expériences de compétition du fait de leur spécificité pour 

certains motifs saccharidiques. Ces expériences ont permis de préciser le rôle de certains 

déterminants antigéniques dans l’accroche des VLP, et donc de servir de témoins confirmant la 

spécificité d’accroche des VLP. La lectine dérivée de Lotus Tetragonolobus (Lotus 

Tetragonolobus Lectin – LTL), possède une affinité spécifique pour les motifs fucose en 

position α1,3 caractéristique de Lex (Yan et al., 1997). La lectine dérivée d’Aleuria Aurantia 

(Aleuria Aurantia Lectin – AAL), reconnait tous les motifs α-L-fucose, quelle que soit la 

position stérique, et avec de très fortes affinités hormis pour les motifs L-fucose en position α-

1,6 (Matsumura et al., 2009; Olausson et al., 2008). La lectine dérivée d’Helix Pomatia (Helix 

Pomatia Agglutinin – HPA) possède une forte affinité pour l’antigène de groupe sanguin A 

ainsi que l’antigène Forssman (Torres and Smith, 1988). Enfin, la lectine dérivée de l’Ajonc 

UEA-I possède une très forte affinité pour les motifs L-fucose en position α-1,2, permettant 

ainsi l’inhibition de l’antigène H et des motifs Leb et Lea (Baldus et al., 1996). Lors des 

expérimentations d’inhibition d’accroche des VLP, 20 µg de lectine ont été incubées sur chaque 

coupe histologique, à la concentration d’1 mg/ml dans du PBS, à 4°C pendant la nuit. L’excès 

de lectines a été éliminé par 3 lavages de PBS 1% à température ambiante avant l’incubation 

des VLP. 
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5. Inhibition par anticorps monoclonaux spécifiques 

Pour déterminer le rôle de chaque antigène de groupe sanguin dans l’attachement des norovirus, 

des coupes histologiques ont été pré-incubées avec des anticorps monoclonaux spécifiques de 

chaque antigène. Pour ces expérimentations, 50 µg d’anticorps monoclonal anti-Lea, anti-Lex, 

anti-sLea et anti-sLex ont été incubés pendant 18 heures à 4°C sur les coupes histologiques. 

L’incubation a été suivie de 3 rinçages au PBS avant l’ajout de 5 µg de VLP. Les VLP 

éventuellement accrochées sur les coupes histologiques ont été détectées à l’aide de l’anticorps 

5B9 complexé à la péroxydase, l’anticorps étant dilué au 1/2000ème dans une solution BSA/PBS 

1%. 

I. Tests salivaires 
1. Expérimentations d’accroche des VLP sur salives 

Le gène FUT2 conditionne l’expression des HBGA sur tissus intestinaux, mais également au 

niveau de la salive. L’attachement des VLP à des extraits salivaires a été précédemment décrit 

(Marionneau et al., 2002). Cette technique permet d’évaluer sur un panel de salives le profil 

d’accroche d’une souche de norovirus sur des échantillons représentatifs des groupes sanguins, 

incluant des salives d’individus non sécréteurs déficients pour le gène FUT2. Dans nos travaux, 

des expériences d’accroche des VLP GII.4, GII.3 et GII.17 ont été réalisées sur une collection 

de salives de sujets non-sécréteurs utilisée dans une précédente étude (Ayouni et al., 2015b). 

34 salives de patients non-sécréteurs ont été ainsi utilisées pour les essais d’accroche des VLP 

(Ayouni et al., 2015b). L’utilisation des salives a été approuvée par le comité d’éthique de 

l’hôpital Fattouma Bourguiba de Monastir (Tunisie) (Annexe 4). Les tests salivaires ont 

consisté en l’incubation des VLP sur salives et leur détection. Les salives préalablement 

chauffées ont été initialement diluées au 1/1000ème dans un tampon carbonate/bicarbonate à pH 

9,6. Deux-cent microlitres de chaque dilution ont été distribués dans des puits sur plaques 

ELISA puis incubés à 37°C pendant la nuit. Le lendemain, la saturation des sites antigéniques 

non-spécifiques a été réalisée par ajout de 200µL de lait écrémé à 4°C dilué dans du PBS à 4% 

(Blotto-PBS 4%), pendant 1h30 à 37°C. Après 3 lavages dans du PBS, l’incubation de 500 ng 

par puit de VLP a alors été réalisée, diluées dans le tampon de Blotto-PBS 4% (100 µl par puit) 

pendant 2h à 37°C. La détection des VLP a été réalisée avec l’anticorps 5B9-HRP au 1/2000ème 

(directement couplé à une péroxydase), ou les sérums immuns anti-GII.17 au 1/10000ème et 

GII.3 au 1/1000ème. Les anticorps anti-GII.17 et anti-GII.3 ont nécessité l’incubation d’un 

anticorps secondaire anti-IgG de lapin couplé à une péroxydase (clone A0545, Sigma), dilué au 

1/2000ème dans du PBS pendant 45 minutes à 37°C. La révélation de la réaction a enfin été 

réalisée par ajout de 100µl de tétraméthyl-benzidine (TMB) pendant exactement 10 minutes à 
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température ambiante à l’abri de la lumière. La réaction enzymatique a été interrompue par 

ajout de 50 µl d’acide chlorhydrique 1N. La mesure des densités optiques (DO) a été réalisée à 

450 nm pour la lecture (DO450) et 620 nm pour le filtre témoin, sur un spectrophotomètre 

(Biorad® - Etats-Unis).  

2. Expérimentations d’inhibition d’accroche des VLP sur 

salives 

Les tests d’inhibition d’accroche des VLP GII.4 de la souche Cairo4 ont été réalisés dans le 

cadre de nos travaux. Des essais préliminaires d’accroche des VLP GII.4 (Souche Cairo4) ont 

été réalisés pour déterminer les dilutions optimales pour obtenir une DO450 comprise entre 0,5 

et 1 en ELISA, servant alors d’étalon pour nos expérimentations. Du fait d’une importante 

saturation antigénique avec les anticorps monoclonaux utilisés pour les expérimentations de 

compétition, les salives ont été diluées respectivement au 1/1000ème, 1/8000ème ou 1/16000ème 

dans un tampon carbonate/bicarbonate à pH 9,6 et incubées sur plaque ELISA à 37°C pendant 

la nuit. Quatre lavages ont été réalisés au PBS, puis les puits ont été incubés avec des anticorps 

monoclonaux spécifiques dirigés contre les motifs Lea, Leb ou Lex, dilués en cascade dans du 

PBS à des concentrations allant de 500 ng/puit à 8 ng/puit. Les anticorps ont été incubés à 37°C 

pendant la nuit. La plaque ELISA a ensuite été saturée avec du Blotto-PBS 4% pendant 90 

minutes à 37°C, avant l’incubation de 250 ng/puit de VLP GII.4 pendant 120 minutes à 37°C. 

L’accroche des VLP a ensuite été détectée avec l’anticorps 5B9 couplé à la péroxydase. 

L’activité de la péroxydase a ensuite été révélée par l’incubation de TMB pendant 10 minutes 

à température ambiante avant l’ajout d’HCl 1N. La lecture des densités optiques (DO) a été 

ensuite effectuée comme précédemment. 

 

J. Numérisation et collecte des données 

L’ensemble des lames colorées (HES et immunomarquages) a été numérisé sur un scanner de 

lames Nanozoomer® 2.0 HT (Hammamatsu, Japon). Les images numérisées ont été archivées 

dans un espace de stockage sécurisé. Les images obtenues ont été visualisées avec le logiciel 

NDP View® 2.4 (Hammamatsu, Japon). Les photographies en immunofluorescence ont été 

réalisées à l’aide d’un appareil photo Nikon® F1 (Tokyo, Japon), monté sur un microscope à 

fluorescence Nikon® Eclipse 50I (Tokyo, Japon). 
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I. EXPRESSION DES HBGA ET ACCROCHE DES VIRUS ENTERIQUES 

DANS LES MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DE 

L’INTESTIN 

Les résultats des travaux présentés dans la première partie ont fait l’objet d’une publication 

(Annexe 1).  

A. Description de la cohorte 

La cohorte est composée de 24 patients, dont 16 atteints de MC et 9 de RCH. Les patients ont 

été suivis au CHU de Dijon, et ont bénéficié d’une intervention chirurgicale pour des MICI 

réfractaires au traitement médical. Les patients, âgés de 18 à 65 ans ont bénéficié d’un 

diagnostic anatomopathologique entre janvier 2010 et décembre 2014 dans le service de 

Pathologie du CHU de Dijon.  

1. Maladie de Crohn 

Echantillon  Âge (sexe) Portion anatomique Histologie ABH(O) Statut FUT2 

1 55 (M) Iléon MQ (80%) / ML (20%) O Se/Se 

2 25 (F) Iléon MQ (100%) A Se/Se 

3 34 (F) Iléon MQ (80%) / ML (20%) AB Se/Se 

4 22 (F) Iléon MQ (100%) A Se/Se  

5 25 (F) Iléon MQ (100%) A Se/Se  

6 29 (M) Iléon MQ (30%) / ML (70%) O Se/Se 

7 49 (F) Iléon MQ (90%) / ML (10%) A Se/Se 

8 46 (M) Côlon Proximal MQ (100%) O Se/se  

9 42 (F) Côlon Proximal MQ (100%) A Se/Se 

10 36 (F) Côlon Proximal MQ (100%) A Se/se 

11 32 (M) Côlon Transverse MQ (80%) / ML (20%) A Se/se  

12 24 (F) Côlon Transverse MQ (100%) B Se/Se 

13 26 (F) Côlon Transverse MQ (50%) / ML (50%) A Se/se 

14 30 (F) Côlon Transverse MQ (100%) A Se/se  

15 22 (M) Sigmoïde MQ (100%) O Se/se 

16 50 (F) Sigmoïde MQ (90%) / ML (10%) A Se/Se 

Tableau 6. Liste des échantillons issus des patients atteints de maladie de Crohn. Les pourcentages de surface 
de muqueuse quiescente (MQ) et muqueuse lésionnelle (ML) sont indiqués entre parenthèses.  

La moyenne d’âge des patients atteints de MC était de 34,18 ans. La sex-ratio était de 1/2. La 

cohorte comprenait 4 patients de groupe O, 9 patients de groupe A, 1 patient de groupe B et 1 

patient de groupe AB. Sept échantillons d’iléon, 3 échantillons de côlon proximal, 4 
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échantillons de côlon transverse et 2 échantillons de sigmoïde ont été analysés. Les échantillons 

d’iléon comprenaient une MQ mêlée à une ML (N=4) ou uniquement une MQ (N=3). Les 

échantillons de côlon proximal comprenaient uniquement une MQ (N=3). Les échantillons de 

côlon transverse comprenaient une MQ mêlée à une ML (N=2) ou uniquement une MQ (N=2). 

Les 2 échantillons de sigmoïde comprenaient une MQ unique ou une MQ mêlée à une ML 

(Tableau 6). Chaque échantillon provient d’un patient différent, sauf les échantillons 7 et 16 

qui correspondent à deux pièces opératoires différentes du même patient, opéré à deux reprises. 

2. Rectocolite hémorragique  

Echantillon  Âge (sexe) Portion anatomique Histologie ABH(O) Statut FUT2 

17 33 (M) Sigmoïde MQ (100%) A Se/Se 

18 42 (M) Sigmoïde MQ (90%) / ML (10%) O Se/se 

19 30 (F) Sigmoïde MQ (100%) O Se/Se  

20 26 (F) Sigmoïde ML (100%) B Se/se  

21 47 (M) Sigmoïde MQ (30%) / ML (70%) O Se/se 

22  40 (F) Sigmoïde ML (100%) A Se/se 

23 32 (F) Rectum MQ (100%) A Se/se 

24 42 (F) Rectum ML (100%) O Se/se 

25 58 (M) Rectum  MQ (60%) / ML (40%) AB Se/se 

Tableau 7. Liste des échantillons issus des patients atteints de rectocolite hémorragique. Les pourcentages de 
surface de muqueuse quiescente (MQ) et muqueuse lésionnelle (ML) sont indiqués entre parenthèses.  

La moyenne d’âge des patients atteints de RCH était de 36,5 ans. La sex-ratio était de 1/2. La 

cohorte comprenait 4 patients de groupe O, 3 patients de groupe A, un patient de groupe B et 

un patient de groupe AB. Six échantillons de sigmoïde et 3 échantillons de rectum ont été 

analysés. Les échantillons de sigmoïde comprenaient soit une MQ (N=2), une ML (N=2) ou 

une MQ mêlée à une ML (N=2). Quant aux 3 échantillons de rectum, ils étaient successivement 

composés d’une MQ, une ML ou une MQ mêlée à une ML (Tableau 7).  

B. Génotypage du gène FUT2 des patients  

Pour le génotypage, nous avons analysé une portion du gène FUT2 pour la mutation G428A. 

L’analyse du chromatogramme pour cette position a permis de définir le caractère homozygote 

ou hétérozygote pour cette mutation (Figure 12). La mutation définissant le phénotype non-

sécréteur étant récessive (G428A présent sur les 2 allèles), le phénotype sécréteur correspond à 

1 génotype homozygote (absence de mutation sur les 2 allèles) ou hétérozygote (1 allèle portant 

la mutation G428A). Après génotypage, 2 patients ont été génotypés comme sécréteurs 

homozygotes (Se/Se) et 7 patients sécréteurs hétérozygotes (Se/se) atteints de RCH. Pour les 
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patients atteints de MC, il a été retrouvé 9 sécréteurs homozygotes et 6 sécréteurs hétérozygotes 

(Tableau 6 et 7, Figure 12).  

 

Figure 12. Extraits de séquences Sanger sur le logiciel CodonCode Aligner®, centrées sur la position 428 du 
gène FUT2. De haut en bas, la première illustration montre un double pic G/G, signifiant alors que le nucléotide 
G est présent sur les deux allèles, correspondant à un sécréteur homozygote (Se/Se). La seconde illustration montre 
un pic G associé à un pic A, soit G/A, montrant alors qu’un des allèles possède un nucléotide G en position 428, 
alors que l’autre allèle possède un nucléotide A en position 428, correspondant à un sécréteur hétérozygote (Se/se). 
La dernière illustration montre un double pic A/A, montrant alors que les deux allèles portent le nucléotide A en 
position 428, correspondant à un non-sécréteur (se/se).  
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C. Attachement des VLP sur tissus sains 

L’objectif initial a été de démontrer l’efficacité et la spécificité de l’attachement des VLP sur 

les HBGA exprimés sur duodénum sain, où les norovirus humains présentent un tropisme 

important (Marionneau et al., 2002). Nous avons observé un attachement marqué sur 

l’ensemble de la surface des villosités duodénales, notamment au niveau des entérocytes 

duodénaux, ainsi qu’au niveau des glandes sous-muqueuses de Brunner, comme décrit 

précédemment (Marionneau et al., 2002) (Figure 13).  

 

Figure 13. Démonstration de la spécificité d’accroche des VLP dans des échantillons duodénaux sains d’un 
patient de groupe sanguin A ayant subi une duodénopancréatectomie céphalique. Les coupes histologiques 
ont été prétraitées avec 50 mM de périodate de sodium (NaIO4), de l’α1,2 fucosidase (bouillie ou non), avant 
incubation des VLP GII.4. les VLP mutées ΔD373 ont été incubées sans réaliser de prétraitement des coupes 
histologiques. La détection antigénique est démontrée par un marquage marron. Les lames « témoin » et avec 
prétraitements sont indiquées en haut de chaque colonne (D'après Tarris et al., 2021). 

L’absence d’accroche des VLP mutantes ΔD373, a permis de démontrer la spécificité 

d’accroche des VLP aux HBGA (Figure 13). Des prétraitements des coupes histologiques de 

duodénum sain ont également permis de s’assurer de la spécificité de l’accroche des VLP. 

L’immersion des lames dans 50 mM de NaIO4 a permis de supprimer l’attachement des VLP 

sur les coupes histologiques, démontrant ainsi la nécessité de sucres pour permettre l’interaction 

des VLP GII.4 sur les tissus (Figure 13). La préincubation de 3 mU d’α-1,2-fucosidase sur 

coupes histologiques a fortement diminué l’accroche des VLP GII.4, démontrant ainsi 

l’importance de l’antigène H dans l’accroche des VLP GII.4 (Figure 13). L’action de l’α1,2 

fucosidase a été cependant incomplète sur les coupes histologiques de duodénum, car elles 
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provenaient d’un patient de groupe sanguin A ; en effet la N-acétylgalactosamine caractérisant 

l’antigène A diminue l’efficacité de la coupure des motifs α1,2 fucose par l’enzyme (Ito et al., 

2006). La préincubation de la lectine HPA a inhibé l’attachement des VLP GII.4 sur le 

duodénum sain d’un patient de groupe sanguin A, confirmant ainsi la spécificité de l’accroche 

des VLP GII.4 sur l’antigène A (Figure 14).  

 

Figure 14. Démonstration de la spécificité de l’accroche des VLP sur une biopsie de duodénum sain d’un 
patient souffrant de RCH (patient 22). Les témoins et prétraitements sont indiqués au-dessus des images. La 
lectine HPA a été inactivée par chauffage et utilisée comme témoin négatif. La détection des VLP GII.4 est 
indiquée par des flèches (D'après Tarris et al., 2021). 

Les expérimentations réalisées sur duodénum sain ont donc permis de s’assurer de la spécificité 

d’accroche des VLP GII.4 par le biais des HBGA au niveau de la surface des entérocytes et des 

glandes de Brunner. Ces expérimentations ont alors été réalisées sur tissus inflammatoires de 

patients souffrant de MICI et de sujets non-sécréteurs. 

D. Expériences d’accroche VLP et détection des HBGA dans les MICI 

1. Maladie de Crohn 

a. Caractérisation des échantillons 

Dix-neuf échantillons issus de résection intestinales et de colectomies subtotales et transverses 

de MICI réfractaires ont été analysés. Une analyse histologique a permis de vérifier l’absence 

de lésions pré-cancéreuses (dysplasiques), et de caractériser les lésions histologiques 

inflammatoires. Neuf échantillons avec MQ (dont 3 d’iléon, 3 de côlon proximal, 1 de côlon 

transverse et 2 de sigmoïde), et sept échantillons avec MQ et ML (dont 4 iléaux, 2 coliques 

transverses et 1 sigmoïdien) ont été recensés. Une étude immunohistochimique avec l’anticorps 

anti-Ki67 a révélé un marquage nucléaire prédominant dans les niches cryptiques basales ainsi 

que dans les zones de ML (Figure 15).  
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Figure 15. Détection de l’antigène Ki67 dans les échantillons de MC. Le marquage par Ki67 apparaît de couleur 
noire et ponctué au niveau du noyau (flèches). Les sites anatomiques sont indiqués sur la gauche de chaque image. 
L’origine des échantillons, les zones de MQ et de ML sont indiquées en haut de chaque colonne (D'après Tarris et 
al., 2021). 

b. Iléon 

Dans nos travaux, les échantillons iléaux expriment fortement les antigènes ABH(O), qui co-

localisent avec les VLP GII.4 au niveau des zones de MQ et ML (Figure 16 et 17). Au sein des 

zones de ML, la distribution des antigènes Lewis (Lea, sLea, Lex, sLex) est ubiquitaire (Figure 

17). Dans les zones de MQ, l’expression des antigènes Lea, sLea, Lex est cependant focale, 

limitée aux cellules caliciformes, et variable (de 10 à 80 % des cellules caliciformes) (Figure 

16). Pour les zones de MQ, l’expression de sLex est limitée aux cryptes basales, sur une surface 

muqueuse totale marquée d’environ 5 à 10 % (Figure 16).  
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Figure 16. Immunodétection des échantillons de MC d’iléon (patient 5), de côlon proximal (patient 9), de 
côlon transverse (patient 12) et de côlon distal (patient 15) avec MQ. Des anticorps monoclonaux ont été 
utilisés pour la détection des antigènes de groupe sanguin A, Lea Lex, sLea, s Lex et des VLP GII.4. Le motif α1,2-
fucose a été détecté par l’utilisation de lectine UEA-I conjuguée au FITC. La détection des anticorps et des lectines 
est montrée en marron et par fluorescence verte, respectivement. Les antigènes détectés sont indiqués en haut de 
chaque colonne. Les échantillons tissulaires sont indiqués à gauche de chaque ligne (D'après Tarris et al., 2021). 

 

c. Côlon proximal 

Les échantillons de côlon proximal affichent une accroche pan-muqueuse des VLP GII.4 qui 

co-localisent avec les antigènes ABH(O), présents sur l’ensemble des cryptes coliques.  Les 

antigènes Lea et Lex sont fortement exprimés au niveau du cytoplasme des cellules caliciformes, 

toutefois avec une expression très faible et focale de l’antigène sLea au niveau des cellules 

caliciformes (Figure 16). Au niveau du côlon proximal, l’antigène sLex est exprimé faiblement 

au niveau des niches cryptiques basales prolifératives, de manière superposable à celle de 

l’antigène Ki67 (Figure 15 et 16).  

d. Côlon transverse  

L’expression des antigènes ABH(O) demeure très faible et focale dans les zones de ML, voire 

absente des zones de MQ (Figure 16 et 17). En l’absence d’expression des antigènes ABH(O), 

les MQ démontrent une très faible accroche des VLP GII.4, tandis que les ML présentent un 

attachement marqué des VLP GII.4 au niveau des lambeaux d’épithélium régénératif (Figure 

17). L’expression des antigènes Lewis (Lea, sLea, Lex, sLex) est prononcée et ubiquitaire dans 
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les ML, au contraire des MQ où l’expression des antigènes Lewis reste inconstante. L’antigène 

Lea affiche une expression faible et focale au niveau du cytoplasme des cellules caliciformes 

(30 à 80% de la surface muqueuse totale), hormis pour l’échantillon 14 où l’expression est 

ubiquitaire (Figure 16). Au niveau des MQ, les cellules caliciformes expriment également les 

antigènes Lex et sLea à des degrés variables (10-70% pour Lex, 5-30% pour sLea). L’expression 

de l’antigène sLex demeure quant à elle faible et focale au niveau des MQ, celle-ci étant 

restreinte aux niches prolifératives cryptiques basales (Figure 16).  

 

Figure 17. Immunodétection des échantillons de MC d’iléon (patient 6), côlon transverse (patient 13) et de 
côlon distal (patient 15) avec ML. Des anticorps monoclonaux ont été utilisés pour la détection des antigènes de 
groupe sanguin A, Lea Lex, sLea, s Lex et des VLP GII.4. Le motif α1,2-fucose a été détecté par l’utilisation de 
lectine UEA-I conjuguée au FITC. La détection des anticorps et des lectines est montrée en marron et par 
fluorescence verte, respectivement. Les antigènes détectés sont indiqués en haut de chaque colonne. Les 
échantillons tissulaires sont indiqués à gauche de chaque ligne (D'après Tarris et al., 2021). 

e. Sigmoïde  

Les échantillons sigmoïdiens expriment très faiblement les antigènes de groupe sanguin 

ABH(O) dans les ML (0,25% de la surface muqueuse totale en moyenne). Les VLP GII.4 ont 

été détectées de manière ubiquitaire sur les ML, tandis que les MQ ont démontré une accroche 

faible et focale, cantonnée aux niches prolifératives cryptiques basales (20% de la surface 

muqueuse totale) (Figure 16 et 17). L’expression des antigènes Lewis (Lea, sLea, Lex, sLex) est 

ubiquitaire au niveau des ML, au contraire des MQ sigmoïdiennes où l’expression de Lea et 

sLea Lea et Lex demeure faible et focale au niveau des cellules caliciformes (10-50% de la 

surface muqueuse totale marquée pour Lea, 5-10% de la surface muqueuse totale marquée pour 
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sLea, 20-30% pour Lex). L’expression de l’antigène sLex demeure quant à elle restreinte aux 

niches prolifératives cryptiques basales des MQ (5% de la surface muqueuse totale) (Figure 

16). 

2. Rectocolite hémorragique  

Huit échantillons tissulaires de sigmoïdectomie et de colectomie subtotale ont été analysés, 

comprenant 6 échantillons sigmoïdiens et 3 échantillons rectaux. L’analyse histologique a 

permis de vérifier l’absence de dysplasie, et de caractériser les lésions histologiques 

inflammatoires. Trois échantillons comprenaient uniquement des MQ (2 de sigmoïde et 1 de 

rectum), 3 échantillons comportaient des MQ et ML (2 de sigmoïde et 1 de rectum), et 2 

échantillons comportaient uniquement des ML (1 de sigmoïde et 1 de rectum). L’étude 

immunohistochimique avec l’anticorps anti-Ki67 a montré un marquage nucléaire prédominant 

dans les niches cryptiques basales ainsi que dans les zones de ML (Figure 18). 

 

Figure 18. Détection de l’antigène Ki67 dans les échantillons de RCH. Le marquage Ki67 apparaît de couleur 
noire et ponctué au niveau du noyau (flèches). Les sites anatomiques sont indiqués sur la gauche de chaque image. 
L’origine des échantillons, les zones de MQ et de ML sont indiquées en haut de chaque colonne (D'après Tarris et 
al., 2021). 
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a. Sigmoïde  

Les échantillons de sigmoïde n’expriment pas les antigènes ABH(O) dans les MQ, et très 

faiblement dans les ML. L’accroche des VLP GII.4 a été restreinte aux niches cryptiques 

basales (20-30% de la surface muqueuse totale) dans les MQ. L’expression des antigènes Lea 

et sLea est focale au niveau des cellules caliciformes des cryptes basales et superficielles (50-

80% de surface totale marquée pour Lea et 30-70% de surface totale marquée pour sLea) tandis 

que l’expression des antigènes Lex et sLex demeure focale, au niveau des niches cryptiques 

basales (Figure 19). Dans les ML, l’accroche des VLP GII.4 est ubiquitaire. Il en est de même 

pour l’ensemble des antigènes Lewis (Lea, sLea, Lex, sLex), à la surface des lambeaux 

d’épithélium régénératif (Figure 19).  

 

Figure 19. Immunodétection des échantillons de RCH de côlon (patient 19) et rectum (patient 23) de MQ, 
et de sigmoïde (patient 22) et rectum (patient 24) avec ML. Des anticorps monoclonaux ont été utilisés pour la 
détection des antigènes de groupe sanguin A, Lea Lex, sLea, s Lex et des VLP GII.4. Le motif α1,2-fucose a été 
détecté par l’utilisation de lectine UEA-I conjuguée au FITC. La détection des anticorps et des lectines est montrée 
en marron et par fluorescence verte, respectivement. Les antigènes détectés sont indiqués en haut de chaque 
colonne. Les échantillons tissulaires sont indiqués à gauche de chaque ligne (D'après Tarris et al., 2021). 
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b. Rectum 

Pour les 3 échantillons rectaux, les MQ n’expriment pas les antigènes ABH(O). L’expression 

des antigènes Lewis (Lea, sLea, Lex, sLex) demeure très focalement cantonnée à la surface des 

niches cryptiques prolifératives ainsi que l’accroche des VLP GII.4 (Figure 19). Concernant 

les ML rectales, l’accroche des VLP GII.4 s’est avérée ubiquitaire, ainsi que l’expression des 

antigènes Lewis (Lea, sLea, Lex, sLex) (Figure 19).  

En résumé, l’accroche des VLP GII.4 demeure constante au niveau des tissus exprimant 

fortement les antigènes ABH(O), incluant l’iléon ou le côlon proximal, démontrant le rôle clé 

des HBGA dans l’accroche des norovirus humains. Pour le côlon transverse, le côlon distal et 

le rectum, de fortes discordances des profils d’accroche des VLP GII.4 au niveau des MQ et 

ML ont été observées, en l’absence d’expression des antigènes ABH(O). L’accroche des VLP 

GII.4 et l’expression d’antigènes Lewis (Lea, sLea, Lex, sLex) au niveau des niches cryptiques 

possédant un fort pouvoir prolifératif pour les MQ, ou de lambeaux d’épithélium régénératif 

pour les ML, laisse supposer que les antigènes de type Lewis, sous la forme sialylée ou non, 

peuvent remplir le rôle de récepteur des norovirus humains en zones inflammatoires 

lésionnelles. De façon surprenante, nous avons fait le même constat pour les tissus de patients 

atteints de MC, où là encore on observe une surexpression des antigènes de type Lewis. L’étape 

suivante a donc été de caractériser plus précisément les HBGA responsables de l’accroche des 

norovirus pour les MC et RCH dans un contexte inflammatoire et régénératif.  

E. Caractérisation des récepteurs des norovirus GII.4 en conditions 

inflammatoires 

Nos observations ont mis en lumière l’attachement des norovirus GII.4 sur les zones de ML 

pour les MC et les RCH. Ces zones n’expriment pas les antigènes ABH(O) mais les antigènes 

Lewis. L’étape suivante a été de démontrer que l’attachement des norovirus implique 

effectivement les antigènes Lewis par des techniques de compétition/inhibition sur des coupes 

histologiques.  L’ensemble des expérimentations d’inhibition d’accroche des VLP GII.4 ont été 

réalisées sur les échantillons des patients 13 et 22 qui correspondent respectivement à un 

échantillon de côlon transverse issu d’un patient atteint d’une MC, et un échantillon de sigmoïde 

d’un patient atteint de RCH (Tableau 6 et 7). Les deux patients sont de groupe sanguin A. 
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1. Rôle des antigènes ABH(O) dans l’accroche VLP GII.4 sur 

muqueuse régénérative 

L’absence d’attachement des VLP mutantes ΔD373 suggère de manière indirecte que 

l’accroche des VLP GII.4 sur les zones de ML implique des HBGA (Figure 20) (de Rougemont 

et al., 2011). L’implication des HBGA dans l’accroche des VLP GII.4 a alors été étudiée lors 

d’expériences de compétition en utilisant sur des coupes histologiques, des lectines, des 

anticorps monoclonaux spécifiques associés selon le cas à des prétraitements enzymatiques des 

tissus. 

 

Figure 20. Attachement de la VLP ΔD373 sur coupe histologique de ML de sigmoïde (patient 22), montrant 
l’absence de détection. 

L’absence d’implication des antigènes ABH(O) dans l’accroche des norovirus humains sur les 

zones de ML a été démontrée par la préincubation des coupes histologiques avec les lectines 

UEA-I ou HPA, affines respectivement pour les antigènes H et A. L’incubation avec les lectines 

a été effectuée avant l’incubation des VLP. Même si UEAI fonctionne mal sur les antigènes A 

et O, l’accroche résiduelle des VLP sur les ML à la fois des patients souffrant de MC et de RCH 

a suggéré que celle-ci était indépendante de l’expression d’antigènes ABH(O) (Figure 21).  

 

Figure 21. Expériences d’inhibition d’accroche des VLP GII.4 sur coupes histologiques de ML de sigmoïde 
(patient 22). Les coupes histologiques ont été pré-incubées avec la lectine UEA-I seule, couplée à HPA, ou 
bouillie, montrant une accroche constante des VLP GII.4 sur les ML. La détection des marquages est indiquée en 
marron sur les images. Les prétraitements réalisés sont indiqués en haut de chaque image. L’incubation de la VLP 
GII.4 a été réalisée pour toutes les coupes histologiques (indiqué à gauche de la ligne). 
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2. Rôle des motifs sialiques dans l’accroche VLP GII.4 sur 

muqueuse régénérative 

Pour déterminer le rôle possible des acides sialiques, composants de sLea et sLex, dans 

l’attachement des VLP, des coupes histologiques ont été incubées avec de la sialidase pour 

éliminer l’acide sialique des tissus. Dans un premier temps, nous avons contrôlé l’efficacité du 

traitement enzymatique.  

Nous avons effectué le prétraitement des coupes histologiques avec 10 mU de neuraminidase 

de Vibrio cholerae. Après traitement enzymatique, nous avons démontré que ni CSLEX1, 

anticorps spécifique de sLex, ni NS-1116-19.9, spécifique de sLea, ne reconnaissaient ces 

structures (Figure 22). Cette absence de marquage a donc prouvé que le traitement à la 

neuraminidase est efficace pour l’élimination de l’acide sialique des antigènes sLea et sLex. 

Dans un deuxième temps, nous avons effectué des expériences d’attachement de VLP après 

traitement à la sialidase. L’observation d’un attachement distinct des VLP sur les zones de ML 

ont prouvé que les acides sialiques présents sur sLea et sLex ne contribuent en rien à la 

reconnaissance des particules de norovirus. 

 

Figure 22. Immunodétection sur coupes histologiques de ML de côlon transverse de MC (patient 13) et de 
sigmoïde de RCH (patient 22). Des anticorps monoclonaux ont été utilisés pour la détection de sLea, sLex et des 
VLP GII.4. La détection des marquages est indiquée par une coloration marron sur les coupes histologiques 
(flèches). Les témoins et prétraitements par sialidase sont indiqués à la gauche de chaque ligne. Les antigènes 
détectés sont indiqués en haut de chaque colonne (D'après Tarris et al., 2021).  
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3. Rôle des motifs Lewis dans l’accroche des VLP GII.4 sur 

muqueuse régénérative 

L’absence d’antigènes ABH(O) dans les zones de ML, suggèrent que ces antigènes ne sont pas 

responsables de l’attachement des VLP au niveau des ML, au contraire de ce qui est observé 

sur duodénum sain. La présence des antigènes Lewis étant avérée, il est donc resté à démontrer 

leur rôle dans l’attachement des norovirus. Nous avons utilisé deux stratégies. La première a 

été de saturer les sites antigéniques par l’ajout de lectines spécifiques des HBGA. Ces 

expériences ont été complétées par une seconde série d’expériences de compétition de 

l’attachement des VLP à l’aide d’anticorps monoclonaux spécifiques des antigènes Lea et Lex. 

L’incubation de la lectine AAL a ainsi permis de neutraliser efficacement l’attachement des 

VLP sur les zones des ML (Figure 23). La même lectine détruite par la chaleur n’a eu aucun 

effet inhibiteur sur l’attachement des VLP sur les muqueuses (Figure 23). Ces résultats ont été 

observés aussi bien pour les tissus provenant de CD que pour les tissus provenant de RCH. Ces 

résultats ont démontré que des groupements fucose positionnés en position α1,2, α1,3 

(caractéristique de Lea) ou α1,4 (caractéristique de Lex) pourraient être impliqués dans la 

reconnaissance des VLP sur les zones de ML.  

 

Figure 23. Expériences d’inhibition d’accroche des VLP GII.4 sur coupes histologiques de ML de côlon 
transverse de MC (patient 13) et de sigmoïde de RCH (patient 22). Les VLP GII.4 ont été incubés après 
l’incubation de AAL inactivée par la chaleur ou non. Les prétraitements et témoins sont indiqués en haut de chaque 
image. Les VLP GII.4 ont été utilisées, indiqués à gauche de la ligne. L’accroche spécifique des VLP est indiquée 
par des flèches (D'après Tarris et al., 2021). 

La lectine LTL a la propriété de reconnaître le L-fucose. Dans la littérature, des expériences de 

compétition par cette lectine ont permis de démontrer la reconnaissance de Lex alors que Lea 

n’était pas reconnu (Yan et al., 1997). Les auteurs ont observé que la présence d’un acide 

sialique empêche la reconnaissance de Lea par la lectine. Dans les expériences de compétition 

que nous avons menées, des coupes histologiques de l’échantillon du patient 22, souffrant de 

RCH, et du patient 13, souffrant de MC, ont été préincubées avec la lectine LTL avant l’ajout 

des VLP.  Certaines de ces coupes ont été auparavant traitées avec de la sialidase et/ou incubées 

avec des lectines (UEAI et HPA). Quel que soit le traitement, l’incubation de la lectine LTL 
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n’a eu que peu d’effet sur le marquage des zones de ML, certes faible, par les VLP (Figure 24). 

Ces résultats préliminaires ont suggéré que le rôle de l’antigène Lex dans l’attachement des 

VLP était probablement mineur. Le rôle secondaire de Lex a été ensuite confirmé lors 

d’expériences d’inhibition compétitives à l’aide d’anticorps anti-Lex (clone MEM158) (Figure 

25). Les coupes histologiques ont été incubées avec les anticorps anti-Lea ou anti-Lex, ou les 

deux à la fois. Dans les deux cas, la suppression du signal a été clairement constatée après 

incubation de l’anticorps anti-Lea alors qu’un marquage résiduel a été observé avec l’anticorps 

anti-Lex, confirmant les résultats obtenus avec les lectines AAL et LTL. La spécificité des 

anticorps monoclonaux a donc permis de démontrer que l’attachement aux tissus 

inflammatoires des MC et RCH implique principalement l’antigène Lea. 

 

Figure 24. Expériences d’inhibition d’accroche des VLP GII.4 sur coupes histologiques en ML de RCH 
(patient 22). Des coupes histologiques de ML sigmoïdiennes de RCH ont été incubées avec une combinaison de 
lectines (LTL, UEAI, HPA), de la sialidase, ou de la LTL inactivée par la chaleur, préalablement à l’incubation 
des VLP GII.4. Les prétraitements sont indiqués en haut de chaque colonne par des symboles + (traitement) et – 
(absence de traitement). L’accroche spécifique des VLP est indiquée par des flèches. (D'après Tarris et al., 2021). 
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Figure 25. Expériences d’inhibition d’accroche des VLP GII.4 dans les ML de côlon transverse de MC 
(patient 13) et de sigmoïde de RCH (patient 22). Les coupes histologiques ont été prétraitées avec des anticorps 
monoclonaux spécifiques dirigés contre Lea, Lex, seuls ou combinés, avant l’incubation des VLP. Les témoins et 
prétraitements par lectines et sialidase sont indiqués à la gauche de chaque image et en haut de chaque colonne par 
des symboles + (traitement) et – (absence de traitement). L’accroche spécifique des VLP est indiquée par des 
flèches (D'après Tarris et al., 2021). 

4. Expériences d’accroche des VLP GII.4 et GII.17 

Des expériences d’accroche des VLP de génotypes GII.3 (Souche SW4) et GII.17 (variant 

Kawasaki 308) ont été réalisées sur des coupes histologiques de ML de côlon et sigmoïdes des 

patients atteints de MICI, mais également de duodénum sain (Figure 26). L’accroche positive 

des VLP GII.3 et GII.17 a permis de démontrer la spécificité d’accroche des VLP sur duodénum 

sain. L’analyse histologique a confirmé l’absence d’accroche pour les VLP GII.3 en ML, tandis 

que les VLP GII.17 démontraient une accroche importante mais focale sur les ML. Nous avons 

donc conclu que l’accroche des VLP de norovirus était non seulement dépendante du site 

anatomique, du sous-type cellulaire mais également du génotype de norovirus. 

 

Figure 26. Accroche des VLP GII.3 et GII.17 sur duodénum sain (témoin) et ML de sigmoïde de RCH 
(patient 22). Le génotype des VLP est indiqué à la gauche de chaque image. Le marquage spécifique des VLP 
GII.17 sur les zones de ML est indiqué par une flèche (D'après Tarris et al., 2021).  
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F. Commentaire sur l’interaction des norovirus humains sur les 

muqueuses inflammatoires au cours des MICI  

Parce que les HBGA sont les ligands connus des norovirus humains, l’objectif de l’étude menée 

sur les patients MICI sécréteurs a été de déterminer les interactions entre les norovirus humains 

et les HBGA sur ces muqueuses lésées de l’intestin grêle, du côlon et du rectum de ces patients. 

Dans la littérature, il est admis que les norovirus humains se répliquent dans l’intestin grêle, 

grâce à l’expression importante des HBGA. De la même façon on considère que les norovirus 

humains ne se répliquent pas dans le côlon d’un adulte sain (Green et al., 2020; Howley and 

Knipe, 2020; Karandikar et al., 2016). Les connaissances sur les virus entériques dans le cadre 

de pathologies lourdes restent parcellaires. L’analyse d’échantillons tissulaires provenant de 

patients souffrant de MICI, ayant développé des gastroentérites à norovirus, particulièrement 

GII.4 ou GII.17, ou des gastroentérites liées à d’autres virus entériques comme les rotavirus de 

groupe A, qui reconnaissent également les HBGA, pourrait permettre d’étudier la réplication 

de ces virus au niveau des cellules intestinales en contexte inflammatoire (Hu et al., 2012; 

Huang et al., 2012). Dans nos expérimentations, nous avons observé que les VLP dérivées de 

norovirus humains reconnaissent spécifiquement les HBGA sur des cellules épithéliales 

duodénales, comme décrit précédemment (Marionneau et al., 2002). A l’inverse, les VLP ne 

s’accrochent pas au niveau des cellules épithéliales du côlon sain, où toutefois une faible 

expression pan-colique de l’antigène Lea est observée (Yuan et al., 1985a). Le côlon distal et le 

rectum expriment également les antigènes Lex et Ley au niveau des cryptes basales, possédant 

un fort pouvoir prolifératif (Brown et al., 1984; Cooper et al., 1991; Nakagoe et al., 1994b). A 

l’inverse, les zones de muqueuse régénérative n’expriment pas l’antigène Ki67, démontrant leur 

faible potentiel prolifératif. L’analyse des tissus pathologiques coliques et rectaux de patients 

atteints de MC et de RCH a permis de démontrer une accroche des VLP GII.4 et GII.17, mais 

pas des VLP GII.3 sur les zones de muqueuse régénérative. Ces observations démontrent que 

l’accroche des VLP est dépendante du génotype au niveau des zones de muqueuse régénérative. 

L’accroche des norovirus humains GII.4 à sLex a été démontrée précédemment in vitro, à l’aide 

de VLP GII.4, mais la signification biologique de cette accroche est alors restée jusqu’alors 

sans explication (Rydell et al., 2009). Il est question de « sialic pathway » pour évoquer le rôle 

éventuel de l’acide sialique dans la reconnaissance des norovirus en plus du rôle central joué 

par le motif α1,2 fucose que l’on retrouve dans les antigènes ABH(O) (Han et al., 2014; Rydell 

et al., 2009; Wegener et al., 2017). Nos expérimentations démontrent donc que les antigènes 

Lea et dans une moindre mesure Lex, seuls ou associés à des motifs sialiques, sont impliqués 

dans la reconnaissance spécifique des norovirus humains sur les zones inflammatoires 

régénératives dans le cadre des MC et RCH sévères. Dans les MC et les RCH, la surexpression 
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des antigènes Lea et Lex et leurs formes sialylées au niveau des zones de régénération épithéliale 

a été observée quel que soit le site anatomique. Ces antigènes et leurs formes sialylées ont fait 

l’objet de nombreuses études qui ont démontré chez la souris que l’antigène sLea est surexprimé 

dans un contexte de colite induite par le sodium dextran sulfate (DSS), par l’hyperactivation de 

l’α3/4 fucosyltransférase, dont l’action est médiée par le gène FUT3 (Brazil et al., 2013). Les 

motifs sLea s’accrocheraient au récepteur CD44v6, jouant un rôle dans la migration épithéliale 

des leucocytes par augmentation de la O-glycosylation protéique lors des processus 

inflammatoires (Brazil et al., 2013). Dans ce même modèle de souris, l’utilisation d’anticorps 

dirigés contre les molécules sLex et sLea améliore la régénération épithéliale (Kelm et al., 2020). 

Une étude réalisée chez l’homme, en utilisant des biopsies de patients souffrant de MICI, 

montre une surexpression de la molécule sLex au niveau de ces mêmes zones de régénération 

épithéliale, et démontre le rôle de cette molécule dans l’adhésion et la migration leucocytaire 

(Vainer et al., 1998). L’expression de sLea a également été documentée chez l’homme sur les 

muqueuses régénératives dans les RCH (Cooper and Steplewski, 1988). De manière 

surprenante, l’expression de sLea serait réversible dans les zones de muqueuse colique 

régénérative de RCH (Cooper and Steplewski, 1988). Des études complémentaires devraient 

alors se focaliser sur le devenir des norovirus humains après l’accroche sur les ligands Lea et 

Lex. Même si l’accroche des virus est souvent suivie d’une internalisation des particules virales 

dans les cellules avant réplication, il est concevable que l’accroche des norovirus humains 

entraîne l’internalisation et la réplication au niveau des zones régénératives. Les conséquences 

physiologiques de la réplication du norovirus humain, plus particulièrement dans les zones de 

muqueuses régénératives coliques et rectales, sont ainsi inconnues. L’utilisation de modèles 

murins exprimant les antigènes sLex et sLea au niveau des zones de muqueuse régénérative au 

cours de colites pourrait permettre d’étudier la réplication du norovirus murin et la perturbation 

qui en suit des voies de signalisation. La transposition à l’homme est également possible par 

l’étude de tissus de patients souffrant de MICI, potentiellement infectés par les norovirus 

humains. L’étude de la réplication virale couplée à celle des voies de signalisation cellulaire 

par imagerie moléculaire permettrait alors d’étudier les profils transcriptionnels et protéiques 

de ces cellules régénératives, que reconnaissent les norovirus humains GII.4 et GII.17 dans 

notre étude. Dans nos travaux, nous avons donc démontré l’attachement spécifique des 

norovirus aux zones inflammatoires de patients MICI alors que les études de surveillance de 

souche à grande échelle tendent à confirmer nos résultats (Axelrad et al., 2018; Khan et al., 

2009). La démonstration des effets de cette reconnaissance par les tissus inflammatoires est 

plus difficile à produire. Est-ce que le simple fait de cette reconnaissance provoque une réponse 

immunitaire ? Est-ce que cette réponse immunitaire entraîne une réponse inflammatoire 
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indépendamment du devenir des virus ? Enfin, il reste à démontrer la réplication des norovirus 

sur les tissus inflammatoires. La stratégie développée par l’équipe de K. Green mêlant 

immunomarquages et hybridation de sondes ARN sens et antisens pourrait permettre de vérifier 

si la réplication des norovirus est possible dans les cellules régénératives, caractérisant les 

poussées de MICI.  

La démonstration de l’accroche spécifique des VLP GII.4 sur les ML de côlon distal et de 

sigmoïde par le biais principalement de Lea et dans une moindre mesure de Lex, sous les formes 

sialylées ou non, que ce soit dans les MC ou dans les RCH, a été démontrée en l’absence 

d’expression des antigènes ABH(O). De même, l’absence d’expression des antigènes ABH(O) 

chez les sujets non-sécréteurs portant des mutations du gène FUT2 entraînant une déficience de 

synthèse des motifs α1,2 fucose laisse supposer que les individus non-sécréteurs sont 

« protégés » des infections à norovirus. La possibilité d’interactions des norovirus avec les 

muqueuses des patients non-sécréteurs souffrant de MICI reste à évaluer. Dans la deuxième 

partie de la thèse, nous avons étudié les interactions de plusieurs génotypes de norovirus en 

conditions physiologiques ou pathologiques pour identifier les ligands participant à la 

reconnaissance des norovirus chez les non-sécréteurs.   
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II. EXPRESSION DES HBGA ET ACCROCHE DES VIRUS ENTERIQUES 

CHEZ LES SUJETS NON-SECRETEURS 

 

A. Expériences sur salives de sujets non-sécréteurs  

1. Expériences d’accroche des VLP GII.4, GII.3 et GII.17 

Trente-quatre salives d’individus non-sécréteurs ont été utilisées pour les expérimentations 

d’accroche des VLP GII.3, GII.4 et GII.17 (Figure 27). Un génotypage préliminaire et un 

phénotypage HBGA réalisé sur les salives a démontré que les patients étaient non-sécréteurs 

Lea positifs et Leb négatifs (Lea+Leb-). Un traitement au périodate de sodium des salives a 

entièrement supprimé l’accroche des VLP GII.4, suggérant que l’accroche des VLP était médiée 

par des sucres. L’accroche des VLP GII.4 du variant Osaka (27ABOR) sur les salives de 

patients non-sécréteurs a été documentée précédemment, et a servi de témoin positif pour 

l’attachement des non-sécréteurs (de Rougemont et al., 2011). Le seuil de positivité de détection 

des VLP a été arbitrairement défini à 0,2 de DO450. Nos résultats ont démontré que l’amplitude 

d’accroche des VLP aux salives des non-sécréteurs était globalement inférieure aux amplitudes 

d’accroche des salives de sujets sécréteurs, comme décrit précédemment (de Rougemont et al., 

2011). Les VLP GII.4 ont accroché 15 des 34 salives avec des DO450 allant de 0,211 à 0,69. 

Les VLP GII.17 ont été détectées pour 2 des 34 salives avec des DO450 supérieures à 0,3. De 

plus, les deux salives positives pour les VLP GII.17 possédaient parmi les DO450 les plus 

élevées pour GII.4 (Figure 27). Enfin, les VLP GII.3 n’ont pas accroché les salives des 34 non-

sécréteurs, ce qui confirme les résultats déjà publiés (Figure 27) (Ayouni et al., 2015b).   

 
Figure 27. Histogramme et tableau détaillé des DO à 450 nm de détection ELISA des VLP GII.4 (variant 
Osaka 2007), GII.3 (souche SW4) et GII.17 (souche Kawasaki 308) sur les échantillons de salive des 34 
patients non-sécréteurs. Les DO sont indiqués en ordonnées. Les numéros des patients dont dérivent les 
échantillons sont indiqués en abscisses.
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2. Rôle des antigènes Lewis dans l’accroche des VLP sur salives 

de patients non-sécréteurs 

Quatre salives de la cohorte tunisienne ont été sélectionnées en raison d’une quantité suffisante 

de matériel disponible pour les expérimentations de compétition. Les expérimentations ont 

permis de déterminer le rôle des HBGA dans la reconnaissance des VLP GII.4 (Figure 28). Les 

expérimentations de compétition n’ont pas été réalisées pour les VLP GII.17 et GII.3 du fait 

d’une reconnaissance faible ou nulle pour ces deux génotypes. Pour chaque patient, les salives 

déposées sur les puits ont été incubées avec des quantités croissantes d’anticorps monoclonaux 

spécifiques de Lea, Leb ou Lex, allant de 8 à 500 ng d’anticorps/puit. Pour les anticorps anti-Leb 

et anti-Lex, l’absence d’inhibition de l’accroche des VLP GII.4 sur les salives a démontré que 

les antigènes Leb et Lex n’étaient pas impliqués dans la liaison des VLP GII.4 sur les salives de 

sujets non-sécréteurs. A l’inverse, l’inhibition forte de l’accroche des VLP GII.4 avec les 

anticorps anti-Lea a démontré le rôle pivot de la molécule Lea dans l’attachement des VLP GII.4 

sur les salives de sujets non-sécréteurs. Ces observations suggèrent que l’antigène Lea 

participerait à la reconnaissance de certains norovirus, en particulier les GII.4, chez les non-

sécréteurs si on considère que le statut HBGA des salives reflète l’expression des HBGA dans 

l’intestin. 

 

Figure 28. Compétition des VLP GII.4 sur les 4 salives de non-sécréteurs de la cohorte tunisienne. Les 
expérimentations ont été réalisées à l’aide de quantités progressives d’anticorps anti-Lea (bleu), anti-Leb (rouge) 
et anti-Lex (vert), dont les quantités ont été indiquées en abscisses de chaque graphique. Pour les 4 salives, 
l’absorbance (DO450) est indiquée en ordonnées. 



    
 

83 
 

B. Dépistage des sujets non-sécréteurs pour les analyses histologiques 

L’étape suivante de nos travaux a été d’analyser les interactions des norovirus avec des tissus 

duodénaux sains d’individus non-sécréteurs. Nous avons sélectionné des blocs correspondant à 

des biopsies duodénales de 121 patients sans lésion histologique. L’absence d’expression des 

antigènes A, B ou H au niveau de la muqueuse duodénale et la présence de la mutation 

homozygote G428A ont été les critères utilisés pour sélectionner les sujets non-sécréteurs. 

Treize patients non-sécréteurs âgés de 18 à 76 ans (moyenne d’âge : 53 ans), comprenant 11 

femmes et 2 hommes ont été choisis (Tableau 8). Aux échantillons duodénaux, nous avons 

ajouté un quatorzième patient. Il s’agit d’une patiente de 26 ans, de groupe sanguin B, souffrant 

d’une RCH résistante au traitement médical, opérée d’une colectomie subtotale emportant 

l’iléon, l’appendice, le côlon proximal et le côlon transverse. L’analyse histologique a révélé 

des zones de MQ dans l’iléon et l’appendice, mais également de ML dans le côlon proximal et 

transverse, sans foyer de dysplasie.  

Patient Localisation anatomique Histologie Âge Sexe ABH(O) 

1NS Duodénum Sain 33 F O 

2NS Duodénum Sain 56 F A 

3NS Duodénum Sain 60 F O 

4NS Duodénum Sain 58 F O 

5NS Duodénum Sain 71 F O 

6NS Duodénum Sain 64 F B 

7NS Duodénum Sain 44 F A 

8NS Duodénum Sain 46 M A 

9NS Duodénum Sain 70 F A 

10NS Duodénum Sain 64 M A 

11NS Duodénum Sain 29 F A 

12NS Duodénum Sain 18 F A 

13NS Duodénum Sain 76 F O 

14NS (RCH) Iléon MQ (100%) 26 F B 

Appendice MQ (100%) 

Côlon proximal MQ (50%) / ML (50%) 

Côlon transverse MQ (30%) / ML (70%) 

Tableau 8. Description des patients non-sécréteurs. L’âge est indiqué en années. M : Masculin. F : Féminin. 
ABH(O) : groupe sanguin du patient. MQ : pourcentage de surface de muqueuse quiescente sur l’échantillon 
étudié, indiqué entre parenthèses. ML : pourcentage de muqueuse lésionnelle sur l’échantillon étudié, indiqué entre 
parenthèses. 

 



    
 

84 
 

C. Expériences d’accroche et détection des HBGA sur duodénums sains 

de sujets non-sécréteurs 

Dans une étude précédente, il a été démontré l’absence d’accroche des VLP dérivées de la 

souche SW4 de génotype GII.3 sur la salive d’un sujet non-sécréteur, infecté par la souche SW4 

(Ayouni et al., 2015b). Dans ces travaux, les VLP dérivées de la souche SW4 ont été produites 

à partir du génome viral du virus isolé dans les selles de ce patient non-sécréteur. Les VLP SW4 

n’interagissaient pas avec la salive dudit patient. Il a été fait l’hypothèse que des ligands autres 

que les HBGA pourraient intervenir dans la reconnaissance du norovirus SW4 ou alors qu’il y 

avait des différences spatiales dans la présentation des HBGA sur la muqueuse intestinale par 

rapport aux HBGA salivaires. Pour répondre à ces questions, nous avons analysé les tissus de 

patients non-sécréteurs à l’aide des VLP dérivées des génotypes GII.3, GII.4 et GII.17. Ces 

expérimentations d’accroche de VLP GII.4, GII.3 et GII.17 ont alors permis d’étudier le rôle 

des HBGA dans l’accroche des norovirus chez les non-sécréteurs. 

1. Expériences d’accroche VLP et expression HBGA du 

duodénum sain de sujets non-sécréteurs 

Dans un premier temps, les VLP dérivées de souches de norovirus 27ABOR (GII.4), Kawasaki 

308 (GII.17) et SW4 (GII.3) ont été incubées sur des coupes histologiques dérivées des 

duodénums sains des 13 patients non-sécréteurs (Figure 29). L’accroche sur les villosités 

duodénales des échantillons des patients 1NS à 9NS s’est avérée importante pour l’ensemble 

des VLP. Elle a été associée à une très forte expression de Lea, et une expression plus faible de 

Leb, Lex et Ley (Figure 29 et 30). Les échantillons des patients 10NS et 13NS n’ont montré 

qu’un attachement faible et focal des VLP 27ABOR, associé à une expression de Lex et une très 

faible expression de Lea (Figure 29 et 30). Quant à l’échantillon du patient 12NS, l’accroche 

isolée des VLP dérivées des souches SW4 et Kawasaki 308, était correlée à une forte expression 

de Lea et Lex, et à une faible expression de Lex et Ley (Figure 29 et 30).  
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Figure 29. Interaction des VLP GII.4 (variant Osaka 2007), VLP GII.3 (souche SW4), VLP GII.17 (variant 
Kawasaki 308) sur coupes histologiques de duodénum sain des 13 sujets non-sécréteurs. Le numéro de 
l’échantillon est indiqué en haut de chaque colonne. Le génotype des VLP utilisées est indiqué à gauche de chaque 
ligne. La détection des VLP est indiquée par un marquage de couleur marron (flèches). L’ensemble des images 
ont été réalisées au grossissement X100.  

 

Figure 30. Détection immunohistochimique des antigènes Lea, Lex, Leb, Ley sur coupes histologiques de 
duodénum sain des 13 sujets non-sécréteurs. Le numéro de l’échantillon est indiqué en haut de chaque colonne. 
Les antigènes détectés sont indiqués à gauche de chaque ligne. Les marquages antigéniques positifs apparaissent 
de couleur marron sur les images. L’ensemble des clichés ont été réalisées au grossissement X100. 
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2. Caractérisation des récepteurs des VLP du duodénum sain 

de sujets non-sécréteurs 

A l’aune de nos résultats, des expérimentations d’inhibition d’accroche réalisées sur des coupes 

histologiques dérivées des échantillons des patients 3NS, 11NS et 12NS ont permis d’étudier 

le rôle des antigènes Lewis dans la reconnaissance des VLP sur le duodénum sain des sujets 

non-sécréteurs (Figure 31). L’exiguïté du matériel biopsique utilisé n’a pas permis de réaliser 

les expérimentations de compétition sur des coupes sériées, issues du même échantillon. Pour 

l’échantillon du patient 3NS, la préincubation des coupes histologiques avec 50 µg d’anticorps 

anti-Lea, seul ou couplé à l’anticorps anti-Lex a fortement inhibé la détection des VLP GII.4, 

tandis que la préincubation des anticorps anti-Lex n’a pas montré d’inhibition de l’accroche des 

VLP GII.4. Des résultats identiques ont été observés par préincubation des anticorps anti-Lea 

seuls ou couplés à l’anticorps anti-Leb sur les échantillons 11NS et 12NS, préalablement à la 

détection des VLP des souches Kawasaki 308 (GII.17) et SW4 (GII.3), respectivement. La 

préincubation de l’anticorps anti-Leb n’a pas permis d’inhiber la détection des VLP des souches 

Kawasaki 308 et SW4. Nos expérimentations ont mis en évidence le rôle pivot de l’antigène 

Lea dans la reconnaissance des VLP dérivées des norovirus GII.4, GII.3 et GII.17 chez les sujets 

non-sécréteurs, que ce soit au niveau de l’intestin grêle ou de la salive. Les discordances 

d’accroche observées sur salives et le duodénum sain suggèrent que ces variations sont 

dépendantes des niveaux d’expression des antigènes Lea, Leb et Lex, et des affinités d’accroche 

des différentes souches étudiées. Cela suggère également que l’attachement ou l’absence de 

reconnaissance des VLP sur des échantillons salivaires ne reflète pas nécessairement les 

conditions physiologiques rencontrées au niveau de l’intestin pour l’interaction des norovirus 

avec les HBGA. Nos résultats laissent donc supposer que les biopsies duodénales reflètent plus 

la réalité physiologique. L’étape suivante a consisté à éclairer le rôle de ces ligands sur les tissus 

inflammatoires du patient MICI non-sécréteur (patient 14NS). 
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Figure 31. Compétitions d’accroche des VLP sur coupes histologiques de duodénum sain des échantillons 
correspondant aux patients 3NS, 11NS et 12NS. Les coupes histologiques ont été préincubées avec des anticorps 
anti- Lea, anti-Lex ou anti-Leb, couplés ou non, suivie d’une incubation des VLP GII.4, GII.3 ou GII.17. Les 
témoins et anticorps préincubés pour les expérimentations réalisées sont indiqués en haut de chaque colonne. La 
VLP détectée est indiquée à gauche de chaque ligne. L’échantillon utilisé est indiqué entre parenthèses à gauche 
de chaque ligne. Les marquages antigéniques positifs apparaissent de couleur marron sur les images (flèches). 
L’ensemble des images ont été réalisées au grossissement X100. 
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D. Reconnaissance des VLP et détection des HBGA chez un sujet non-

sécréteur souffrant de RCH 

Après la caractérisation des HBGA de muqueuses duodénales saines d’individus non-sécréteurs 

et l’étude des interactions des VLP de trois génotypes de norovirus, nous avons ensuite 

caractérisé l’accroche des VLP et l’expression des HBGA sur les MQ et ML d’un patient non-

sécréteur souffrant de RCH (patient 14NS) (Tableau 8). Des expériences de compétition 

d’attachement des VLP ont permis de caractériser les récepteurs des norovirus humains en 

muqueuse quiescente et lésionnelle chez ce patient. 

1. Accroche VLP et détection HBGA en zones de MQ 

L’analyse de l’accroche des VLP et la détection des HBGA ont été d’abord réalisées sur l’iléon, 

le côlon proximal, le côlon distal et l’appendice en MQ (Figure 32 et 33). Nous avons observé 

que les VLP des trois génotypes interagissaient avec la muqueuse iléale alors que l’antigène B 

n’était pas exprimé au niveau de celle-ci (Figure 32). A l’inverse, l’iléon exprime fortement les 

antigènes Lea, Lex et Leb, ainsi que l’antigène sLea au niveau des cellules caliciformes des 

villosités (Figure 33). Les antigènes Ley et sLex ont été focalement détectés au niveau des 

cryptes iléales (Figure 33). Les VLP GII.4 et GII.17 ont également été détectées au niveau de 

l’appendice en l’absence d’expression de l’antigène B (Figure 32 et 33). Les cryptes de 

l’appendice expriment fortement les antigènes Lea, Lex et Leb, ainsi que l’antigène sLea au 

niveau des cryptes superficielles (Figure 33). Les expériences réalisées sur côlon proximal et 

distal ont montré une accroche isolée, uniquement des VLP GII.4, limitée aux cryptes basales 

dans le côlon distal (Figure 32). Le côlon proximal et le côlon distal expriment ainsi les 

antigènes Lea, Lex et Leb, ainsi que l’antigène sLea au niveau des cryptes superficielles pour le 

côlon proximal, alors que le côlon distal exprime sLea et sLex au niveau des cryptes basales 

(Figure 33). La détection de l’antigène Leb dans l’iléon de ce sujet non-sécréteur s’explique 

par une réaction croisée du clone 2-25LE avec le motif Lea, comme décrit dans la littérature 

(Good et al., 1992). La faible intensité des immunomarquages avec l’anticorps anti-Leb a été 

alors considérée comme négative. 
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Figure 32. Interactions des VLP GII.4 (variant Osaka 2007), VLP GII.3 (souche SW4), VLP GII.17 (variant 
Kawasaki 308) sur coupes histologiques en zones de MQ d’iléon, côlon proximal, côlon distal et appendice 
du patient 14NS. Le site anatomique d’origine de chaque échantillon de tissu est indiqué en haut de chaque 
colonne. La détection des VLP est indiquée par un marquage de couleur marron (flèches). L’ensemble des images 
ont été réalisées au grossissement X100.     
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Figure 33. Détection immunohistochimique des antigènes B, sLea, sLex, Lea, Lex, Leb, Ley sur coupes 
histologiques en zones de MQ d’iléon, côlon proximal, côlon distal et appendice du patient 14NS. Le site 
anatomique d’origine de chaque échantillon de tissu est indiqué à gauche de chaque ligne. Les antigènes détectés 
sont indiqués en haut de chaque colonne. Les marquages antigéniques positifs apparaissent de couleur marron. 
L’ensemble des images ont été réalisées au grossissement X100. 

2. Accroche VLP et détection HBGA en zones de ML 

Afin de caractériser les ligands interagissant avec les norovirus en zones inflammatoires chez 

le patient 14NS, nous avons étudié l’attachement des VLP et l’expression des HBGA en ML 

sur des échantillons de côlon proximal et transverse (Figure 34). L’accroche des VLP s’est 

avérée importante pour les VLP GII.4 et GII.17, alors que nous n’avons observé aucune 

interaction des VLP GII.3 avec les ML pour les échantillons de côlon proximal et transverse 

(Figure 34). Ces observations ont suggéré que l’accroche des VLP sur la ML dépend du 

génotype, de manière similaire à ce que nous avons observé chez les sujets sécréteurs souffrant 

de MICI. Les zones de ML expriment fortement les antigènes Lea, Lex, et plus modérément les 

antigènes sLea et sLex, et cela de manière similaire pour le côlon proximal et transverse (Figure 

35). Nos observations suggèrent que l’attachement des VLP sur la ML dépend donc du 

génotype de norovirus chez les sujets non-sécréteurs. Nos observations suggèrent également 
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que l’expression antigénique n’est donc pas dépendante du phénotype sécréteur ou non-

sécréteur mais des altérations histologiques liées à l’inflammation et à la régénération cellulaire. 

 

Figure 34. Interaction des VLP GII.4, VLP GII.3, VLP GII.17 sur coupes histologiques en zones de ML de 
côlon proximal et distal du patient 14NS. Le site anatomique d’origine de chaque échantillon de tissu est indiqué 
à gauche de chaque ligne. Les VLP détectées sont indiquées en haut de chaque colonne. La détection des VLP est 
indiquée par un marquage de couleur marron (flèches). L’ensemble des images ont été réalisées au grossissement 
X400. 
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Figure 35. Détection immunohistochimique des antigènes B, sLea, sLex, Lea, Lex, Leb, Ley sur coupes 
histologiques en zones de ML de côlon proximal et distal du patient 14NS. Le site anatomique d’origine de chaque 
échantillon de tissu est indiqué à gauche de chaque ligne. Les antigènes détectés sont indiqués en haut de chaque 
colonne. Les marquages antigéniques positifs apparaissent de couleur marron (flèches). L’ensemble des images ont 
été réalisées au grossissement X400. 

3. Expérimentations de compétition en zones de muqueuse 

lésionnelle 

Afin de caractériser plus en détail les récepteurs responsables de l’accroche des VLP en ML, des 

expérimentations de compétition ont été réalisées grâce à la préincubation d’anticorps 

monoclonaux anti-Lea et anti-Lex, sur coupes histologiques de côlon transverse. La préincubation 

d’anticorps anti-Lea sur les coupes histologiques de côlon distal a totalement inhibé l’attachement 

des VLP GII.4 et GII.17 en zones de ML, alors que la préincubation des anticorps anti-Lex n’a pas 

altéré l’attachement des VLP par la ML (Figure 36). Nos observations démontrent donc que 

l’antigène Lea est responsable de l’attachement des norovirus humains sur la ML non seulement 

chez cet individu non-sécréteur mais quel que soit le phénotype sécréteur ou non-sécréteur de 

patients souffrant de MICI.  



    
 

93 
 

 

Figure 36. Compétition sur coupes histologiques en zones de ML de côlon distal du patient 14NS. Les coupes 
histologiques ont été préincubées avec des anticorps anti- Lea, anti-Lex, couplés ou non, suivie d’une incubation des 
VLP GII.4, GII.3 ou GII.17. Les anticorps utilisés sont indiqués en haut de chaque colonne. Le génotype des VLP est 
indiqué à gauche de chaque ligne. L’échantillon utilisé est indiqué entre parenthèses à gauche de chaque ligne. Les 
marquages antigéniques positifs sont de couleur marron (flèches). L’ensemble des images ont été réalisées au 
grossissement X400.  

E. Commentaire sur les interactions des norovirus humains sur les tissus 

intestinaux de sujets non-sécréteurs 

Nous avons démontré que les VLP GII.4, GII.3 et GII.17 s’accrochent sur la muqueuse de l’intestin 

grêle de sujets non-sécréteurs. L’étude des interactions des norovirus humains avec les tissus 

intestinaux de sujets non-sécréteurs a été rarement abordée. En contexte épidémique, les 

prélèvements de salive faciles à réaliser sont restés un standard dans la compréhension du pouvoir 

infectieux des norovirus humains et des interactions avec les HBGA d’un point de vue moléculaire. 

L’obtention de prélèvements biopsiques intestinaux en contexte épidémique demeure difficile, 

voire impossible, eu égard aux contraintes règlementaires et à la rareté relative des non-sécréteurs 
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dans la population. Le développement récent des systèmes de culture des norovirus humains à 

l’aide des HIO constitue une avancée majeure dans l’étude des norovirus. Cette technologie 

permettrait de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents à l’accroche et à la réplication des 

norovirus humains chez des sujets non-sécréteurs. Il a été aussi démontré que la réplication des 

norovirus GII.4 est restreinte aux HIO dérivés de patients sécréteurs, sous le contrôle du gène FUT2 

(Costantini et al., 2018b; Haga et al., 2020). A l’inverse, il a été démontré que la réplication du 

GII.3 est compatible avec les HIO dérivés de sujets non-sécréteurs (Ettayebi et al., 2016; Zhang et 

al., 2017b). Dans nos travaux, l’objectif principal a été de déterminer dans un premier temps les 

interactions des norovirus humains avec l’intestin grêle sain de sujets non-sécréteurs, à l’aide de 

VLP dérivées des génotypes GII.3, GII.4 et GII.17. Dans une étude précédente, il a été observé 

l’absence d’accroche des VLP GII.3 sur des salives de patients non-sécréteurs pourtant infectés par 

ce génotype, en contradiction avec nos travaux réalisées sur les coupes de duodénum de sujets non-

sécréteurs. Nos observations démontrent que les VLP GII.3 dérivées de la souche SW4 mais aussi 

les GII.17 pourraient effectivement infecter les non-sécréteurs en contexte épidémique. Cela 

confirmerait les résultats obtenus avec les HIO. Nous avons alors initialement formulé l’hypothèse 

que des ligands différents des HBGA, absents dans la salive, seraient impliqués dans la 

reconnaissance des norovirus GII.3 par les entérocytes chez les sujets non-sécréteurs. Nos 

observations démontrent que les VLP GII.3 s’accrochent sur l’antigène Lea exprimé par le 

duodénum sain des sujets non-sécréteurs. Toutefois, certains patients ont également présenté des 

profils d’accroche négatifs au niveau du duodénum sain, n’exprimant pas l’antigène Lea. Il est 

concevable que des niveaux d’expression différents de l’antigène Lea expliquent les différences 

d’accroche des norovirus humains chez les non-sécréteurs au niveau de l’intestin grêle. Des 

variations des niveaux d’expression du gène FUT3 au sein des populations pourraient ainsi 

expliquer les différences d’expression de l’antigène Lea, dont le rôle pivot dans l’accroche des 

norovirus humains a été démontré en contexte sain chez les non-sécréteurs, mais également en 

contexte inflammatoire chez les patients souffrant de MICI, indépendamment du phénotype 

sécréteur ou non-sécréteur.  

Ces données reflètent les importantes discordances entre les profils d’accroche sur les salives de 

sujets de phénotype non-sécréteur et les interactions observées sur les cellules intestinales. Ces 

discordances ont déjà été rapportées dans la littérature, en inhibant l’attachement des VLP sur des 

cellules Caco-2 par l’utilisation d’anticorps monoclonaux spécifique des antigènes Lewis 
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(Carmona-Vicente et al., 2016). Les essais d’accroche des norovirus humains sur salive ne reflètent 

donc pas entièrement les interactions des norovirus humains au niveau du tube digestif. L’accès à 

l’antigène Lea et l’abondance de cet antigène pourraient expliquer les résultats très variables entre 

salive et coupes histologiques. Des différences de conformation et d’abondance des sucres sur les 

cellules intestinales par rapport aux salives pourraient donc expliquer les différences d’accroche 

des VLP.  

Nous avons également démontré que le variant Osaka/2007 pourrait interagir avec les salives de 

sujets non-sécréteurs. Ces résultats sont contradictoires avec les essais de mise en culture des 

norovirus GII.4 sur les HIO, qui démontrent l’absence d’accroche du variant Osaka/2007 au niveau 

des HIO, mais la présence d’une accroche et de la réplication des norovirus GII.3 et GII.17 sur les 

HIO dérivés de sujets sécréteurs et non-sécréteurs (Haga et al., 2020; Lindesmith et al., 2020; 

Zhang et al., 2017b). Nous avons également démontré que les VLP GII.4 et GII.17 accrochent les 

zones de muqueuse régénérative du patient 14, souffrant de RCH. La ramification des sucres, la 

quantité et la disponibilité des HBGA pourraient, là aussi, varier de manière significative et donc 

modifier les profils d’accroche des norovirus humains au niveau des muqueuses régénératives, où 

la composition des mucines apparaît simplifiée, s’associant souvent à une augmentation des 

niveaux d’expression du gène FUT3 (Brazil et al., 2013).  

De plus, l’expression faible pan-colique de l’antigène Lea dans le côlon par rapport à l’intestin grêle 

pourrait expliquer pourquoi la muqueuse duodénale saine interagit avec les VLP GII.17 et GII.3, 

alors que les VLP GII.3 n’interagissent pas avec la muqueuse du côlon proximal ou distal, où 

l’expression de Lea est plus faible, par une activité plus faible de l’α3/4-fucosyltransférase et de 

faibles niveaux d’expression du gène FUT3. Des études réalisées sur différentes populations 

Asiatiques, Américaines et Européennes ont montré qu’il existe de nombreux polymorphismes du 

gène FUT3, expliquant alors d’importantes variations d’expression des antigènes Lea et sLea au 

niveau des globules rouges (Cakir et al., 2002; Liu et al., 1999). Des études complémentaires de 

populations, comparant les profils d’accroche des VLP dérivées de norovirus humains sur salives 

et tissus intestinaux provenant des mêmes patients, pourraient permettre d’améliorer la 

compréhension des mécanismes sous-jacents à ces différences d’accroche des norovirus humains. 

De plus, l’interrogation d’une base de données de génétique des populations, couplée au recueil 

d’échantillons tissulaires intestinaux au sein des archives de différents laboratoires d’anatomie 

pathologique, permettrait alors de préciser les profils d’accroche des VLP dérivées de norovirus 
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humains, et donc de mieux comprendre les profils d’interaction des norovirus humains avec la 

muqueuse de l’intestin grêle en fonction de l’expression des gènes FUT2 et FUT3.  

Nous avons également démontré que les VLP GII.4, et GII.17 accrochent les zones de muqueuse 

régénérative des sujets non-sécréteurs, de manière identique aux sujets sécréteurs, mais également 

pour les MC et les RCH. De précédentes études ont souligné le lien épidémiologique entre le statut 

non-sécréteur et l’apparition des MICI (Hu et al., 2016b; McGovern et al., 2010b). Dans nos 

travaux, un seul sujet non-sécréteur a été dépisté sur l’ensemble des échantillons sélectionnés. Des 

études de populations combinant l’étude des variations génétiques des gènes FUT2 et FUT3 et des 

interactions des norovirus humains avec les tissus intestinaux chez les sujets atteints de MICI sur 

une population de plus grande ampleur permettraient de confirmer ou d’infirmer ce lien entre 

phénotype non-sécréteur et MICI.  
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CONCLUSIONS  

Dans nos travaux, nous avons démontré que les ligands impliqués dans l’accroche des norovirus 

humains chez les non-sécréteurs et chez les patients souffrant de MICI sont le fait de la 

surexpression de l’antigène Lea.  L’utilisation de VLP dérivées de norovirus humains de génotype 

GII.4, GII.3 et GII.17 sur les tissus intestinaux a permis de démontrer que l’accroche des norovirus 

est dépendante du génotype, du sous-type cellulaire, des altérations cellulaires et de la localisation 

anatomique dans le tube digestif. Des variations d’expression des gènes FUT2 et FUT3, et par 

conséquent des niveaux d’activité des α1,2 et α3,4 fucosyltransférases au niveau cellulaire sont à 

l’origine de variations d’expression des antigènes ABH(O) et Lewis. La diversité antigénique des 

HBGA expliquerait alors les variations d’accroche des norovirus humains, en contexte sain et 

inflammatoire, que ce soit chez les sujets sécréteurs ou non-sécréteurs. Nous avons démontré que 

la reconnaissance des norovirus humains était possible dans un contexte inflammatoire. De façon 

surprenante, elle concernait aussi bien l’intestin grêle, lieu habituel de réplication des norovirus, 

que le côlon. Les mêmes acteurs antigéniques participent à l’attachement des norovirus, 

principalement l’antigène Lea, que ce soit chez des sujets atteints de RCH ou de MC, qu’ils soient 

sécréteurs ou non-sécréteurs. Les faits expérimentaux relevant du travail à la paillasse restent 

évidemment à confirmer d’un point de vue clinique. Au stade d’avancement de nos travaux, le 

devenir des particules virales interagissant avec les tissus inflammatoires est inconnu. Nous ne 

savons pas, par exemple, si la reconnaissance des VLP par les tissus régénératifs est suivie d’une 

internalisation du virus et de sa réplication. Il se peut également que l’attache des norovirus aux 

tissus inflammatoires ne soit pas suivie de la réplication du virus. En revanche, cette interaction 

pourrait être un facteur perturbateur de la réponse immunitaire aggravant la réponse inflammatoire. 

Il est maintenant démontré que les MICI se caractérisent par une dysbiose de la flore intestinale 

qui serait à la fois la cause et la conséquence de conflits immunitaires. Dans la plupart de ces 

travaux, les auteurs se sont attachés à étudier le microbiote intestinal par des techniques de 

séquençage haut débit et en excluant le plus souvent le virome. Il apparaît cependant que la 

distribution des bactériophages lors de la dysbiose est aussi modifiée. Dans ce cas, la susceptibilité 

aux infections virales, en particulier aux norovirus, est envisageable. Les dernières études à grande 

échelle sur les MICI le confirment (Axelrad et al., 2018).  L’usage de plus en plus fréquent des 

techniques de séquençage haut débit a maintenant démontré l’existence des dysbioses de la flore 
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intestinale dans le cadre de ces pathologies. Il reste alors à caractériser les interactions de cette flore 

avec les muqueuses inflammatoires du tube digestif. A l’aune de nos travaux, l’interaction des 

norovirus avec les tissus inflammatoires est possible par le biais des antigènes Lewis. L’analyse du 

virome est alors à entreprendre dans des travaux futurs.  

En dépit de la démonstration au niveau moléculaire du rôle pivot de l’antigène Lea dans les 

interactions des norovirus humains avec les muqueuses digestives inflammatoires et celles de sujets 

non-sécréteurs, ces travaux demandent également confirmation. Tout d’abord, nous avons 

démontré la variabilité d’accroche des VLP dérivées de certaines souches ou variants de norovirus 

humains, de génotypes GII.3, GII.4 et GII.17. L’extrapolation à d’autres génotypes ou 

génogroupes, comme les norovirus GI, demeure alors difficile en l’absence de VLP. L’accroche 

des VLP sur coupes histologiques est un modèle « figé » où les processus dynamiques d’interaction 

des virus avec les cellules intestinales, comme par exemple l’action de médiateurs chimiques 

antiviraux tels que l’IFNγ ne sont pas pris en compte. L’étude d’éventuels corécepteurs pouvant 

participer à l’accroche virale n’a pas été réalisée dans ces travaux. Le faible recrutement de patients 

n’a pas permis d’établir de relation statistiquement significative entre l’occurrence d’une MICI ou 

d’un phénotype non-sécréteur et des perturbations d’accroche des VLP. L’échantillonnage sélectif 

réalisé pour chaque organe issu de régions anatomiques différentes pourrait également être un biais 

dans la réalisation de nos expérimentations. Enfin, nous n’avons recherché que la mutation G428A 

du gène FUT2, qui est la plus fréquente chez les non-sécréteurs issus de populations européennes 

et méditerranéennes. D’autres polymorphismes des gènes FUT2 et FUT3 sont aussi susceptibles 

d’influencer l’expression des HBGA.  

Plusieurs perspectives d’axes de recherche peuvent découler de nos travaux. Tout d’abord à travers 

la découverte des sites d’accroche des norovirus humains au niveau du côlon et du rectum 

inflammatoire, l’étude de la réplication des norovirus humains au niveau des tissus inflammatoires 

et régénératifs pourrait alors être réalisée chez des patients atteints de MICI sévères, sous 

traitements immunosuppresseurs, potentiellement porteurs d’infections asymptomatiques à 

norovirus. Cette étude nécessiterait l’utilisation de tissus de patients atteints de MICI, porteurs 

d’une infection à norovirus. L’étude de la répartition des populations inflammatoires au niveau 

tissulaire pourrait également être réalisée, afin de déterminer si l’accroche des norovirus humains 

sur les antigènes sLex et sLea, ligands intervenant dans l’adhésion leucocytaire au cours des MICI, 
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jouerait un rôle dans la réponse inflammatoire et la polarisation lymphocytaire (Mann and Li, 

2014). L’étude de la perturbation de la voie de signalisation Wnt-APC-β caténine, et du TGF-β, 

impliqués dans la régénération cellulaire au cours des MICI, pourrait être menée chez des sujets 

atteints de MICI, infectés par les norovirus humains (Koch, 2017; Miyoshi et al., 2012). Cette étude 

pourrait être réalisée à l’aide de tissus intestinaux provenant de ces patients, obtenus par biopsies 

ou résections chirurgicales. Une autre approche consisterait en l’inoculation de souches de 

norovirus humains sur des cultures tridimensionnelles d’organoïdes coliques dérivés de patients 

souffrant de MICI. Ces organoïdes coliques régénératifs dérivés de tissus de patients souffrant de 

MICI expriment des signaux cellulaires pro-inflammatoires et de mort cellulaire programmée 

(d’Aldebert et al., 2020; Qu et al., 2021). L’administration par voie endoscopique d’organoïdes 

coliques ou rectaux dérivés de muqueuses saines pourrait être une approche thérapeutique 

prometteuse dans la régénération de tissus lésés au cours des MICI (Okamoto et al., 2020). 

L’impact d’une potentielle infection chronique à norovirus chez un patient atteint de MICI sur la 

régénération épithéliale, et donc sur la rémission de la maladie, devrait alors être évalué dans le 

futur (Green, 2014).  Le développement d’un vaccin efficace contre les norovirus humains, utilisant 

des VLP ou un adénovirus recombinant, devra alors faire l’objet d’une évaluation plus précise chez 

les sujets atteints de MICI (Esposito and Principi, 2020).   

L’étude des HBGA et de l’accroche des VLP dérivées de norovirus humains dans le cadre de 

néoplasies ou de lésions dysplasiques pourra également constituer un nouvel axe de recherche. En 

effet, la démonstration de l’utilisation des VLP comme transporteurs moléculaires 

(« nanocarriers ») apparaît prometteuse (Nooraei et al., 2021; Rohovie et al., 2017). La 

surexpression des HBGA dans les processus néoplasiques comme le cancer du côlon pourrait être 

une cible de choix pour ces « nanocarriers » (Yuan et al., 1985b). De plus, l’expression des HBGA 

en contexte néoplasique, notamment des antigènes sLex et sLea, serait également un marqueur de 

mauvais pronostic et de dissémination métastatique dans les cancers du côlon (Dennis et al., 1999; 

Hakomori, 2002; Hittelet et al., 2003; Shiozaki et al., 2011). L’étude de l’expression des HBGA 

au cours de lésions pré-néoplasiques pourrait constituer une aide diagnostique rapide et peu 

coûteuse dans le diagnostic précis de ces affections (Hall et al., 1989).  

Des perspectives de recherche sont également envisageables pour l’étude du pouvoir infectieux des 

norovirus chez les sujets non-sécréteurs. Sous réserve de l’accord d’un comité d’éthique, des 
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prélèvements de salive au cours d’une gastroscopie avec biopsies duodénales, pourraient permettre 

de comparer des profils d’accroche des VLP de manière plus fiable chez des sujets de phénotype 

non-sécréteur. Des études à l’échelle atomique de l’interaction des VLP dérivées de différents 

génotypes de norovirus humains avec les sucres constituant les motifs Lewis au niveau de la salive 

et du glycocalyx intestinal permettraient de mieux comprendre la dynamique des interactions des 

norovirus humains avec les HBGA chez les sujets non-sécréteurs. Une étude pangénomique des 

populations permettrait de faire le lien de ces profils d’accroche à des profils mutationnels précis 

pour les gènes FUT2 et FUT3. Enfin, l’étude de l’activité des α1,2, α1,3 et α1,4 fucosyltransférases 

au niveau intestinal chez les sécréteurs et les non-sécréteurs pourrait permettre de mieux 

comprendre les profils d’expression des antigènes ABH(O) et Lewis. L’étude d’éventuelles 

modifications de la glycosylation des cellules intestinales par le microbiote intestinal, pouvant 

influencer la composition en HBGA des muqueuses de l’appareil digestif, paraît aussi intéressante.  

Les MICI restent donc des pathologies multifactorielles complexes où microbiologie, fond 

génétique et système immunitaire jouent un rôle. A l’instar des agents bactériens pathogènes, les 

virus pourraient également influer sur la progression de ces pathologies. Si les études 

épidémiologiques et virologiques sont à poursuivre, nos travaux ont souligné le rôle pivot que 

pouvaient jouer certains HBGA et en particulier l’antigène Lea. L’objectif de toutes ces études est 

évidemment l’amélioration de la prise en charge des patients avec le développement de nouveaux 

outils thérapeutiques. L’administration par exemple de futurs vaccins norovirus (plus d’une dizaine 

de solutions vaccinales sont en cours d’évaluation) ou du vaccin rotavirus pourrait être porteuse 

d’espoir pour la réduction des poussées inflammatoires, souvent invalidantes chez ces patients. 
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ANNEXE 1: “SPECIFIC NOROVIRUS INTERACTION WITH LEWIS X 

AND LEWIS A ON HUMAN INTESTINAL INFLAMMATORY MUCOSA 

DURING REFRACTORY INFLAMMATORY BOWEL DISEASE”



Specific Norovirus Interaction with Lewis x and Lewis a on
Human Intestinal Inflammatory Mucosa during Refractory
Inflammatory Bowel Disease

Georges Tarris,a Alexis de Rougemont,b,c Marie Estienney,b,c Maeva Charkaoui,d Thomas Mouillot,d Bernard Bonnotte,e,f

Christophe Michiels,d Laurent Martin,a,f Gaël Belliotb,c

aDepartment of Pathology, University Hospital of Dijon, Dijon, France

bNational Reference Centre for Gastroenteritis Viruses, Laboratory of Virology, University Hospital of Dijon, Dijon, France

cUMR PAM A 02.102 Procédés Alimentaires et Microbiologiques, Université de Bourgogne Franche-Comté/AgroSup Dijon, Dijon, France

dDepartment of Gastroenterology and Hepatology, University Hospital of Dijon, Dijon, France

eDepartment of Internal Medicine and Clinical Immunology, University Hospital of Dijon, Dijon, France

fUniv. Bourgogne Franche-Comté, INSERM, EFS BFC, UMR1098, Interactions Hôte-Greffon-Tumeur/Ingénierie Cellulaire et Génique, Dijon, France

ABSTRACT Inflammatory bowel disease (IBD), which includes Crohn’s disease (CD)

and ulcerative colitis (UC), is related to immunological and microbial factors, with

the possible implication of enteric viruses. We characterized the interaction between

human noroviruses (HuNoVs) and blood group antigens in refractory CD and UC

using HuNoV virus-like particles (VLPs) and histological tissues. Immunohistochemistry

was conducted on inflammatory tissue samples from the small intestine, colon, and

rectum in 15 CD and 9 UC patients. Analysis of the regenerative mucosa of the colon

and rectum revealed strong expression of sialylated Lewis a (sLea) and Lewis x (sLex)

antigens and HuNoV VLP binding in the absence of ABO antigen expression in both

UC and CD. Competition experiments using sialidase, lectins, and monoclonal antibod-

ies demonstrated that HuNoV attachment mostly involved Lea and, to a lesser extent,

Lex moieties on regenerative mucosa in both UC and CD. Further studies will be

required to understand the implications of specific HuNoV binding to regenerative

mucosa in refractory IBD.

IMPORTANCE Inflammatory bowel diseases (IBD), including Crohn’s disease (CD) and

ulcerative colitis (UC), are progressive diseases affecting millions of people each year.

Flare-ups during IBD result in severe mucosal alterations of the small intestine (in

CD) and in the colon and rectum (in CD and UC). Immunohistochemical analysis of

CD and UC samples showed strong expression of known tumoral markers sialyl

Lewis a (CA19.9) and sialyl Lewis x (CD15s) antigens on colonic and rectal regenera-

tive mucosa, concurrent with strong human norovirus (HuNov) VLP GII.4 affinity.

Sialidase treatment and competition experiments using histo-blood group antigen

(HBGA)-specific monoclonal antibodies and lectins clearly demonstrated the implica-

tion of the Lewis a moiety and, to a lesser extent, the Lewis x moiety in HuNov rec-

ognition in regenerative mucosa of CD and UC tissues. Further studies are required

to explore the possible implications of enteric viruses in the impairment of epithelial

repair and dysregulation of inflammatory pathways during severe IBD.

KEYWORDS Crohn’s disease, ulcerative colitis, norovirus, HBGA, inflammation, gut

inflammation

Inflammatory bowel disease (IBD), which includes Crohn’s disease (CD) and ulcerative

colitis (UC), is a progressive gastrointestinal condition that affects millions of people

worldwide. In Europe, IBD incurs health care costs totaling more than e5 billion every
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year (1). CD is characterized by mucosal ulcerations involving the entire intestinal tract,

while UC only affects the colon and rectum. The two diseases have similar symptoms,

including abdominal pain, fatigue, diarrhea, and significant weight loss in some cases

(2). Besides the fact that IBD is debilitating, patients have a greater likelihood of devel-

oping precancerous mucosal lesions (dysplasia) and cancer throughout the course of

the disease. The etiology of IBD is currently not well understood, but the literature

mainly suggests it is due to autoimmunity combined with environmental factors and

dysbiosis of the intestinal flora (3). IBD is also characterized by a reduction in glycosyla-

tion at the surface of the epithelium (4). It has been suggested that simplified glycan

structures on the lumen of the intestinal cells might increase the odds of adventitious

contact between enteric pathogens and the intestinal epithelium, therefore increasing

the risk of inflammation (5). Infectious diseases are a recurring problem for people with

IBD because treatment increases the risk of opportunistic infections (6). Among bacte-

rial and viral enteric pathogens, human noroviruses (HuNoVs) are one of the most com-

mon causes of gastroenteritis in all age groups, and they are responsible for 18% of

gastroenteritis cases worldwide. The genus Norovirus belongs to the Caliciviridae and is

divided into seven genogroups (GI to GVII). GI and GII include the HuNoVs and are sub-

divided into 8 (GI.1 to GI.8) and 22 genotypes (GII.1 to GII.22), respectively (7).

Epidemiological surveys show that GII.4 HuNoV has been largely predominant in the

world over the last two decades. There appears to be a strong correlation between the

secretor phenotype and an increased susceptibility to norovirus infections in healthy

individuals. So far, it is unclear whether HuNoV infections constitute a causal or an

aggravating factor for IBDs (8), and there are conflicting reports about the increased

detection rate of HuNoV in IBD patients. While the results of two epidemiological stud-

ies showed no correlation between HuNoV infection and CD (9), it has been hypothe-

sized that an asymptomatic HuNoV infection may encourage a disruption in the intesti-

nal flora, favoring the emergence of CD (10).

The natural ligands of the HuNoV are histo-blood group antigens (HBGAs). HBGAs

are complex carbohydrate structures within ramified glycans that are part of mucin

glycoproteins or glycolipids (11). An active FUT2 gene, encoding the type 2-fucosyl-

transferase, is responsible for the expression of the A, B, and H antigens in the small

intestine and in the proximal colon, defining the secretor phenotype (12, 13). This phe-

notype contributes to the expression of Lewis b (Leb) and y (Ley) antigens, provided

the FUT3 gene is active. For 20% of the European population, the FUT2 gene is inacti-

vated by a recessive nonsense mutation (14). The null allele defines the nonsecretor

phenotype, which is characterized by the absence of A, B, H, Leb, and Ley antigens in

mucosa and secretions. However, an active FUT3 gene is responsible for the synthesis

of Lewis a (Lea) and Lewis x (Lex) antigens in nonsecretor individuals.

HBGAs are displayed at the surface of enterocytes in the small intestine, mainly in

the duodenal mucosa. For all but the Lea antigen, which has a pan-colonic distribution

in both secretor and nonsecretor individuals, HBGAs are found at the surface of the

proximal colon but not the healthy distal colon or rectum (15–20).

The literature relative to the relationship between IBD and HBGA expression

remains scarce. It seems there is no obvious correlation between the distribution of

ABO antigens and CD (21). The analysis of inflammatory colonic tissues for the pres-

ence of sialyl Lewis a (sLea, also known as CA19.9) antigens during moderate and

severe UC has shown that sLea molecules are absent during inactive and mildly active

phases. However, the antigen is found in regenerative colonic epithelium in active UC,

expressing similar markers to those observed in dysplasia (22). However, unlike dyspla-

sia, sLea expression was found to be reversible in quiescent UC (19, 23). The increased

risk of CD-related ileitis in individuals with nonsecretor status was recently shown in a

genetic linkage study of CD cases in the European population; this association has also

been suggested for IBD (21, 24, 25). For UC, several polymorphisms of the FUT3 gene

could be involved in the genesis of the disease (26).

Microbial factors are also at play, and data show that IBDs could be related to
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changes in the bacterial composition of the microbiota, as exemplified by a decreased

number of Faecalibacterium prausnitzii during flare-ups (27). The combination of these

changes and the appearance of new pathogens could disrupt or exacerbate host immune

response during colitis (28). However, little is known about the role of viruses. To date,

we know that the bacteriophage composition changes during IBD—Caudovirales and

Microviridae become predominant, while there is a bacterial impoverishment (29). Still, we

are unsure whether the observed increase in bacteriophages is an aggravating factor or a

consequence.

Data from murine models show that IBD-triggering factors include a combination

of immunological and genetic elements, as well as the occurrence of infection. The

use of cultivatable murine norovirus (MNV) in mice has shown that mucosal inflamma-

tion of the intestine is induced by viral infection if the mice are unable to produce the

anti-inflammatory interleukin 10 (IL-10) cytokine (30). Additionally, as a proof of princi-

ple, Cadwell et al. have shown that the combination of genetic background and viral

infection could induce structural changes in certain intestinal cells (i.e., Paneth cells),

excessive inflammatory response, and Crohn’s disease-like ileal disorder (31). The data

from murine models suggest that similar triggering and/or aggravating factors may

emerge during viral infection in humans as well. That being said, the role of the widely

spread HuNoVs is still largely unknown in the context of IBD, much like the role of the

expression of the HBGA natural HuNoV ligands. In the present study, we determined

the putative interaction between HuNoVs and intestinal mucosa during IBD flare-ups.

We focused on characterizing HBGA expression and HuNoV interaction at the surface

of inflammatory tissue in samples from individuals diagnosed with UC or CD.

RESULTS

Histological observations and FUT2 genotype. We analyzed 19 samples of

resected tissue from CD patients, including samples from the ileum (n= 7), proximal

colon (n=3), transverse colon (n=4), and sigmoid (n=2). We also analyzed 9 samples

of resected tissue from UC patients, including samples from the sigmoid colon (n=6)

and rectum (n=3) (Table 1).

Preliminary histological observations ruled out discernible features of dysplasia. The

mucosa samples were classified as quiescent mucosa (QM) or regenerative mucosa

(RM) (Table 1). QM was characterized as mildly inflamed or healed mucosa without

major architectural alterations. RM was characterized as severely inflamed mucosa with

marked architectural alterations and regenerative epithelium. We determined the per-

centage of QM and RM for each tissue sample. In 9 CD and 3 UC samples, only QM was

observed (i.e., QM 100%). In 7 CD and 3 UC samples, both QM and RM were observed.

Finally, in 3 UC samples (patients 20, 22, and 24) the tissue was exclusively regenerative

(i.e., RM 100%). Additionally, the nuclear proliferative marker Ki-67 antigen was detected

in proliferative niches located in the basal crypts compartment, with low levels detected

in the tissue defined as regenerative mucosa (32, 33) (Fig. S1 in the supplemental mate-

rial). FUT2 genotyping was performed in order to identify secretor and nonsecretor indi-

viduals. The entire cohort belonged to the secretor genotype, including 2 homozygous

and 7 heterozygous UC patients, and 9 homozygous and 6 heterozygous CD patients. No

statistically significant genotype distribution was observed within the cohort (Table 1).

Norovirus binding specificity. Baculovirus-expressed synthetic virus-like particles

(VLPs) were used to mimic HuNoV capsid behavior. Binding assays on healthy duode-

nal sections displayed VLP attachment on the apical surface of enterocytes, as previ-

ously described in physiological conditions (34) (Fig. 1). VLP binding was abolished af-

ter sodium periodate treatment, demonstrating the involvement of carbohydrates. The

absence of binding using DD373 VLPs confirmed that the attachment of GII.4 VLPs was

HBGA-specific (Fig. 1). This observation was correlated with a strong reduction in VLP

binding capacity following a1,2 fucosidase treatment. The next objective was to deter-

mine whether there were alterations in HBGA expression in CD and UC tissues, and

thereby in norovirus VLP binding.
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Crohn’s disease. All the samples from CD patients contained QM, and 7 of these

samples also included RM (10% to 70% of the total mucosal surface) (Table S1). Ileal

samples strongly expressed ABO antigens, which colocalized with VLP binding for RM

and QM (Fig. 2 and 3). In RM, the distribution of Lewis antigens (i.e., Lea, sLea, Lex, and

sLex) was pan-mucosal. In QM, the presence of Lewis antigens was somewhat in con-

trast, i.e., Lea, sLea, and Lex were only found in goblet cells, and their distribution varied

considerably from one patient to another (10% to 80% of goblet cells). sLex expression

was limited to 5% to 10% of the basal crypts in QM.

Proximal colon samples showed pan-mucosal distribution of the ABO antigens,

which correlated with pan-mucosal attachment of HuNoV VLPs. Lea and Lex antigens

were strongly expressed in goblet cells, while only 1% to 5% of goblet cells expressed

sLea antigens. In ileal samples characterized as QM, the sLex antigen was expressed in

only 1% to 5% of basal crypts (Fig. 2).

In transverse colon samples, ABO antigens were weakly detected in RM (0 to 0.5%)

and absent in QM (Fig. 3). Surprisingly, we did observe VLP binding to basal crypts and

goblet cells in QM, while in RM there was a marked pan-mucosal distribution of VLP

binding despite the absence of ABO antigens. We also observed the strong expression

of Lewis and sialylated Lewis antigens in all RM mucosae. Lea expression was restricted

to goblet cells in QM (30% to 80%) except for patient 14, who showed pan-mucosal

expression of the antigen. Antigen expression in goblet cells was also observed for Lex

(10% to 70%) and sLea (5% to 30% of goblet cells). sLex expression was restricted to 5%

of the total mucosae, corresponding to the basal crypts.

For sigmoid samples, ABO antigens were absent in QM and poorly expressed in RM

(mean 0.25%). VLP binding was observed in all RM (100%), contrasting with QM, which

displayed poor VLP attachment (mean 20%) (Fig. 3). We observed strong pan-mucosal

expression of the Lewis and sialylated Lewis antigens in RM. In QM, Lea and sLea were

TABLE 1 Cohort used for the study

Samplea,b Age (gender)c Pathologyd Anatomical site HES staine Blood group FUT2 genotypef

1 55 (M) CD Ileum QM (80%)/RM (20%) O Sec/Sec

2 25 (F) CD Ileum QM (100%) A Sec/Sec

3 34 (F) CD Ileum QM (80%)/RM (20%) AB Sec/Sec

4 22 (F) CD Ileum QM (100%) A Sec/Sec

5 25 (F) CD Ileum QM (100%) A Sec/Sec

6 29 (M) CD Ileum QM (30%)/RM (70%) O Sec/Sec

7 49 (F) CD Ileum QM (90%)/RM (10%) A Sec/Sec

8 46 (M) CD Proximal colon QM (100%) O Sec/sec

9 42 (F) CD Proximal colon QM (100%) A Sec/Sec

10 36 (F) CD Proximal colon QM (100%) A Sec/sec

11 32 (M) CD Transverse colon QM (80%)/RM (20%) A Sec/sec

12 24 (F) CD Transverse colon QM (100%) B Sec/Sec

13 26 (F) CD Transverse colon QM (50%)/RM (50%) A Sec/sec

14 30 (F) CD Transverse colon QM (100%) A Sec/sec

15 22 (M) CD Sigmoid QM (100%) O Sec/sec

16 50 (F) CD Sigmoid QM (90%)/RM (10%) A Sec/Sec

17 33 (M) UC Sigmoid QM (100%) A Sec/Sec

18 42 (M) UC Sigmoid QM (90%)/RM (10%) O Sec/sec

19 30 (F) UC Sigmoid QM (100%) O Sec/Sec

20 26 (F) UC Sigmoid RM (100%) B Sec/sec

21 47 (M) UC Sigmoid QM (30%)/RM (70%) O Sec/sec

22 40 (F) UC Sigmoid RM (100%) A Sec/sec

23 32 (F) UC Rectum QM (100%) A Sec/sec

24 42 (F) UC Rectum RM (100%) O Sec/sec

25 58 (M) UC Rectum QM (60%)/RM (40%) AB Sec/sec

aSamples 13 and 22, which were used for the competition experiments, are indicated in bold.
bSamples 7 and 16 correspond to two different surgeries for the same patient at an 8-month interval.
cAge of the patient at the time of the surgical procedure is given in years. M, male; F, female.
dCD, Crohn’s disease; UC, ulcerative colitis.
ePercentage of mucosal surface area for each patient sample. QM, quiescent mucosa; RM, regenerative mucosa; HES, hematoxylin eosin saffron.
fSec/sec, heterozygous secretor; Sec/Sec, homozygous secretor.
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only expressed in goblet cells, accounting for 10% to 50% and 5% to 10% of the cells,

respectively. Lex and sLex expression accounted for 20% to 30% and 5% of the cells,

respectively, and were mainly restricted to basal crypts.

Ulcerative colitis. The samples from the 8 UC patients contained a combination of

QM and RM. Patient 17 had only QM and patient 22 had only RM. For sigmoid and rec-

tal samples, strong VLP attachment was observed in RM while mucosal ABO expression

remained absent or patchy (patients 18 and 25) (Fig. 4). VLP binding was concomitantly

associated with strong expression of Lea (50% to 100% of mucosae), sLea (50% to 100%

of mucosae), Lex (80% to 100% of mucosae), and sLex (80% to 100% of mucosae)

(Table S2). In sigmoid and rectal samples with QM, VLP binding remained localized to

20% to 30% of basal crypts and also up to 60% of goblet cells (patient 18). There was a

large distribution of Lea (50% to 80%) and sLea (30% to 70%) in goblet cells, while

expression of Lex and sLex was somewhat lower in the same samples. In patients 17,

18, and 19, Lex and sLex antigens were found in 10% to 30% and 5% to 20% of basal

crypts, respectively. In patient 21, Lex and sLex antigen expression was restricted to 30

and 10% of goblet cells, respectively. For QM in the sigmoid, VLP binding was scattered

in 5% to 10% of basal crypts (Fig. 4). Contrary to the tissues described above, there was

almost no expression of Lea and sLea. Inversely, 20% to 40% of the basal crypts expressed

Lex, while sLex expression was only 5% to 10%.

In summary, our analysis of refractory UC and CD samples shows discordant pat-

terns of VLP binding during epithelial regeneration in the transverse colon, sigmoid,

and rectum, with poor ABO antigen expression. In addition, marked VLP attachment in

RM correlated with a strong expression of Lewis antigens from the ileum to the rectum.

FIG 1 VLP binding specificity demonstrated in a healthy duodenal sample from a blood group A patient who underwent duodenopancreatectomy. Slides

were pretreated with either 50mM sodium periodate (NaIO4) or a1,2 fucosidase (boiled or cold) before incubation with HuNoV GII.4 VLP. Mutated DD373

GII.4 VLPs were used as negative controls. For this experiment and the following, VLP binding was detected with GII.4 VP1-specific MAb labeled with

peroxidase. Peroxidase activity was detected by colorimetry using H2O2 and 3,39-diaminobenzidine (DAB), giving a brown staining. Mock and

pretreatments are indicated above each image.
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The CD samples from the ileum and proximal colon strongly expressed ABO antigens

and showed marked VLP attachment in QM. QM from the transverse colon to the rec-

tum did not express ABO antigens, and VLP attachment was almost exclusively located

in goblet cells and basal crypts. Lewis and sialylated Lewis antigens were also present in

goblet cells and basal crypts in QM. Our data suggest that other ligands might be re-

sponsible for HuNoV binding, especially in RM, where ABO antigens were absent.

Previous in vitro studies showed that GII.4 HuNoV specifically recognizes the sLex anti-

gen, with no in vitro recognition of Lex or sLea (35). We thus hypothesized that sLex and/

or other Lewis antigens are responsible for HuNoV binding by inflammatory tissues (36).

Characterization of norovirus attachment on regenerative mucosa. (i) Ulcerative

colitis. One macrodissected sigmoid colon sample (patient 22; Table 1) was selected

for further characterization of HuNoV attachment (Fig. 5). In a preliminary experiment,

the removal of sialic acid moieties from the distal colon did not inhibit VLP attachment

to inflammatory tissues, suggesting that the sialic acid moiety from sLex and sLea were

not involved in HuNoV recognition (Fig. 5). Because ABO antigens are the main natural

ligands for norovirus binding, competition experiments using specific lectins verified

the role of the A and H antigens in VLP attachment. Lectins Helix pomatia agglutinin

(HPA) and UEA-1 are specific to the A and H antigens, respectively. Control assays per-

formed on a duodenal biopsy sample from patient 22 showed that the preincubation

of sections with both lectins together abolished HuNoV GII.4 VLP binding, indicating

that both lectins efficiently blocked VLP attachment to the A and H antigens (Fig. S2).

Similarly, both lectins were incubated with histological sections of the colon

FIG 2 HBGA detection and HuNoV binding in CD ileum (patient 5), proximal colon (patient 9), transverse colon (patient 12), and distal colon (patient 15)

showing quiescent mucosa. For this figure and the next two figures, blood group A, Lea, Lex, sLea, and sLex antigens were detected with specific Mabs in

a colorimetric assay using DAB. The a1,2 fucose moiety characterizing the H antigen was detected using fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated UEA-

I lectin. Detected antigens are indicated above each column. Patient numbers and tissue sample types are indicated at the left of each row.
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harboring inflammatory areas. Binding assays showed that VLPs did interact with re-

generative epithelium despite inhibition of the A and H antigen binding activity, prov-

ing that other ligands were also involved in HuNoV attachment. Furthermore, no VLP

binding to HBGAs was observed when using DD373 VLPs, suggesting that HBGA or

HBGA-like antigens were still involved (data not shown) (37).

In order to determine the role of each antigen in HuNoV recognition, tissue sections

were incubated with H. pomatia and Ulex europaeus agglutinin I (UEA-I) lectins to effi-

ciently suppress putative A and H antigen binding activity on regenerative mucosa.

Lotus tetragonolobus and Aleuria aurantia lectins were also used to inhibit VLP attach-

ment. L. tetragonolobus lectin can specifically recognize Lex antigens if the sialic acid

moiety is absent (38). Therefore, tissue sections were pretreated with sialidase, then

preincubated with H. pomatia and UEA-I lectins, and finally incubated with L. tetrago-

nolobus lectin (Fig. S3). The marked VLP attachment on inflammatory areas suggested

that the Lex antigen did not play an important role in HuNoV recognition. A. aurantia

specifically recognizes a1,2, a1,3, a1,4, and a1,6 fucose moieties and can therefore

recognize Lea and Lex antigens (39, 40). The A. aurantia lectin completely inhibited

VLP attachment, whereas the use of boiled lectin as a negative control was not able

to inhibit HuNoV recognition (Fig. S4). Our data suggest that a1,4 (Lea) and/or a1,3

(Lex) fucose were the main ligands involved in HuNoV binding in regenerative mu-

cosa in UC.

To pursue these results further, the sections were incubated either with Lex- specific

or Lea-specific antibodies, or both, after sialidase treatment and preincubation with H.

pomatia and UEA-I lectins (Fig. 6). Weaker VLP binding still occurred with Lex-specific

antibodies, while VLP binding was totally abolished when Lea-specific antibodies were

incubated alone or in addition to Lex-specific antibodies (Fig. 6). We found that the Lea

antigen and to a lesser extent the Lex antigen (alone or as part of sLea and sLex

FIG 3 HBGA detection and HuNoV binding in CD ileum (patient 6), transverse colon (patient 13), and sigmoid (patient 16) showing regenerative mucosa.

Detected antigens are indicated above each column. Patient numbers and tissue sample types are indicated at the left of each row.
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molecules) were responsible for the specific recognition of HuNov GII.4 VLP on regen-

erative mucosa in UC.

(ii) Crohn’s disease. Data obtained from the CD group showed that regenerative

mucosa strongly expressed sLea and sLex ligands, in addition to specific HuNoV GII.4

VLP binding without significant ABO antigen expression. Selective inhibition using spe-

cific antibodies and lectins helped to characterize HuNoV GII.4 VLP binding in refrac-

tory CD.

Competition experiments were performed using a macrodissected transverse colon

sample for further characterization of VLP binding (patient 13, Table 1). Sialidase treat-

ment failed to inhibit HuNov GII.4 VLP binding, again suggesting that the sialic acid

moiety was not involved in HuNov GII.4 VLP recognition (Fig. 5). After sialidase pre-

treatment and incubation with H. pomatia and UEA-I lectins, tissue sections were incu-

bated with Lea-specific and Lex-specific antibodies (individually and in combination),

which abolished HuNoV GII.4 VLP binding (Fig. 6).

Our results show that HuNoV GII.4 VLPs specifically recognize Lea and sLea and, to a

lesser extent, Lex antigens in regenerative mucosa during both refractory CD and UC.

On the contrary, we observed poor HuNoV GII.4 VLP binding in quiescent and healthy

colonic and rectal mucosa, without significant ABO expression.

DISCUSSION

The immunological aspects of inflammatory bowel syndrome (IBD) and the dysbio-

sis of the intestinal flora have largely been documented in the literature, yet little is

FIG 4 HBGA detection and HuNoV binding in UC colon (patient 19) and rectum (patient 23) with quiescent mucosa (QM), and sigmoid (patient 22) and

rectum (patient 24) with severe inflammation and regenerative mucosa (RM). The detected antigen is indicated above the column panel. QM, RM, patient

numbers, and tissue sample types are indicated at the left of each row.
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known about the interactions between viral enteric pathogens and the intestinal tract

when it is affected by IBD. In both Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC), we

observed that Lea and Lex antigens and their sialylated counterparts were specifically

expressed by inflammatory and regenerative tissues from all patients, especially in re-

generative mucosa (RM). The presence of these ligands was striking, especially in the

colon, where they are absent in physiological conditions. Our data can be explained by

the fact that regenerative and inflammatory tissues are characterized by a capacity to

express a large panel of molecules; this capacity is lost once cell differentiation is

achieved. Since histo-blood group antigens (HBGAs) are natural ligands for human nor-

oviruses (HuNoVs), the objective of our study was to determine the interaction

between HuNoVs and pathological mucosae from the intestine, colon, and rectum of

patients with IBD.

One recent study has clearly shown the small intestine is the main replication site

for HuNoVs as a result of highly expressed HBGAs (41), while it is assumed that HuNoVs

do not replicate in the colonic epithelium of healthy adults (42). In our preliminary

experiments, we did indeed observe that HuNoV virus-like particles (VLPs) specifically

recognized HBGA molecules on duodenal cells, as described previously (34). On the

contrary, VLP did not bind at the surface of epithelial cells in the healthy tissue of the

colon, where HBGAs are not normally expressed. Analysis of pathological tissues from

the colon and rectum of CD and UC patients showed structurally disorganized cells

from regenerative epithelium on the luminal side and, unlike in healthy tissue, we

observed a strong attachment of GII.4 VLPs. Additional experiments using GII.3 and

GII.17 VLPs also showed that GII.17 did specifically bind to regenerative and inflamed

areas, while GII.3 did not, suggesting that HuNoV binding in the context of IBD was ge-

notype-specific (Fig. S5). At the cellular level, VLP attachment occurred on the surface

of the regenerative mucosa expressing sLea and sLex in the absence of histological fea-

tures characterizing precancerous lesions. The binding of HuNoV to sLex has previously

been characterized in vitro using GII.4 HuNoV VLP, but the biological significance of

this process remains unclear (35). Rydell et al. suggested there is a “sialic pathway” for

norovirus attachment in addition to the established “a1-2 fucose” pathway characteriz-

ing HuNoV-HBGA interaction. Our data showed that Lea and Lex antigens, alone or

associated with a sialic acid moiety, were responsible for HuNoV capsid recognition on

FIG 5 Role of the sialic acid moiety into HuNoV attachment. Attached VLP to mucosa and presence of sLea and sLex were detected in CD (patient 13)

and UC (patient 22) macrodissected tissue samples following sialidase treatment. The efficacy of the sialidase treatment for the removal of the sialic acid

was controlled by the absence of immunostaining following incubation with sLea- and sLex-specific Mabs. Mock and sialidase treatments are indicated on

the left of each row. Detected antigens are indicated above each column panel. Specific staining is indicated with an arrowhead.
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inflammatory and healing tissues during UC and CD flare-ups. Future research should

thus focus on the fate of HuNoVs after they bind to Lea and Lex ligands.

In healthy intestines, HuNoV replication is generally thought to take place mainly in

the enterocytes where HBGAs are abundantly expressed (43). Although viral attach-

ment is followed by the internalization of the particles in the cells before their replica-

tion, we do not know whether HuNoV attachment triggers their internalization and

replication in regenerative cells. We are therefore left wondering about the physiologi-

cal consequences of HuNoV replication, specifically in inflammatory mucosa from the

colon in IBD. Since the etiology of IBD is complex and multifactorial, the role of enteric

viruses remains unclear. This is especially true for the dysbiosis seen in IBD microbiota

(29). We could hypothesize that this unusual attachment might be involved in the dis-

ruption of the intestinal flora. However, although we previously demonstrated that

HuNoV VLPs could attach to injured mucosa from the colon and rectum, cells from

healing and inflammatory tissues might obstruct HuNoV replication, even after suc-

cessful attachment. That being said, the newly formed virus-HBGA complex might acti-

vate the immune system and exacerbate the inflammatory process. In the future, it will

be important to determine whether the presence of viral enteric pathogens and their

interaction with enteric cells is correlated with the inflammatory response observed in

IBD. This would require the histological analysis of IBD patients suffering from infection

with HuNoV gastroenteritis or other enteric viruses, such as group A rotaviruses, which

also recognize HBGA ligands (44, 45).

One shortcoming of our study is the limited number of UC and CD samples, limiting

the robustness of our statistical analysis. In addition, the experiment showing that Lea

and Lex antigens were involved in the recognition of HuNoV was only conducted on

the samples from two patients. Only severe cases of IBD were included in the study, in

compliance with the recommendation of the French national ethical committee, which

explains why only 27 patients were included in our study. Additional studies are

FIG 6 Role of the Lewis antigens in HuNoV specific attachment to pathological CD (patient 13) and UC (patient 22) mucosae. Tissues were first

preincubated with a combination of sialidase and lectins (UEA-I and HPA). Presence or absence of treatment is indicated above the column panel by

positive and minus signs, respectively. The objective was then to specifically inhibit VLP with Lewis-specific Mabs. Slides were first pretreated with

specific MAbs against Lea (aLea), Lex (aLex), or both combined before HuNoV GII.4 VLP incubation. The Mabs used for the experiments are indicated in

bracket at the left side of each row. For the control, VLPs were directly incubated on tissue without any pretreatment with sialidase, lectins, or Mabs. VLP

attachment is indicated by arrowheads and magnified areas correspond to dashed boxes.
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therefore needed to pursue this vein of research, provided there is enough available bi-

ological material. That being said, it is worth mentioning that inflammatory areas were

characterized for all UC and CD patients of the study and showed the presence of Lea

and Lex antigens. This observation strongly suggests that both antigens might be

involved into NoV recognition on inflammatory areas. The other limitation of the study

is the use of VLPs that might not entirely reflect biological properties of native HuNoV

particles. Even though VLPs are not infectious like native particles, they have been essential

for demonstrating the role of HBGAs as HuNoV natural ligands (34). Therefore, the specific

binding of VLPs or native HuNoV on inflammatory mucosa is not necessarily followed by

viral replication. However, virus attachment may trigger activation of the immune system.

Further study of the microbiota in combination with epidemiological data will help to

unravel the precise role of common viral enteric pathogens during IBD. Recent findings

regarding HuNoV replication in human intestinal enteroids (HIEs) and organoids (HIOs) are

promising (46, 47). The use of organoids derived from IBD patients might be useful to

study specific virus-host interactions and genetic responses, as described previously (48).

From a clinical point of view, epidemiological studies have shown that opportunis-

tic HuNoV infections require special medical care in immunocompromised patients,

especially in grafted patients. Such opportunistic infections might occur in UC and CD

patients as well, meaning they too would require special medical attention. In this

case, the use of vaccines and antiviral therapies should potentially be considered in

patients diagnosed with IBD.

MATERIALS ANDMETHODS

Patient and tissue specimens. Tissue samples from individuals with refractory UC and CD who

underwent bowel resection between 2010 and 2014 were selected from the Pathology Department files

of the University Hospital of Dijon. Approval for the study (reference 18.11.29.52329) was granted by the

French national ethics committee (CPP19002), and consent for further histological analysis and FUT2

genotyping was obtained from each patient. Slides were reviewed by two pathologists in order to rule

out dysplasia and cancer according to previously defined criteria (49). Twenty-five surgical resection

specimens from 24 IBD patients suffering from either UC (n= 9) or CD (n= 15) were selected (Table 1).

The patients all presented a clearly defined histopathological and clinical diagnosis. The UC cohort was

composed of four males and five females aged 26 to 58 years (median age: 40 years). For the nine

patients suffering from UC, samples of distal colon (n= 6) and rectum (n=3) were used for histological

analysis. The CD cohort was composed of five males and ten females aged 22 to 50 years (median age:

32 years). For the 16 CD cases, the samples consisted of jejunoileum (n= 7; 2 jejunum and 5 ileum), prox-

imal colon (n= 3), and distal colon (n=6; 2 sigmoid colon and 4 transverse colon).

For each case, one block of formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue was selected. For one CD

patient, two different surgical resection specimens were retrieved (one block of jejunum and one block

of distal colon).

Histological preparation and antigen detection. Ultrathin (4mm) microtome sections were cut

from paraffin blocks. Sections were then deparaffinized and rehydrated in xylene and pure ethanol using

a Tissue-tek Prisma slide stainer (Sakura Finetek Europe). Endogenous peroxidase activity was inhibited

using 3% H2O2 in molecular-grade methanol (Sigma-Aldrich, Germany). Slides were washed with phos-

phate-buffered saline (PBS) for 5min before incubation with 1% bovine serum albumin (BSA) and 3%

normal horse serum diluted in PBS, for 2 h at room temperature.

HuNoV virus-like particles (VLPs) and antibodies were all diluted in PBS with 1% BSA. Primary mono-

clonal antibodies (MAbs) were all detected with horseradish peroxidase (HRP)-labeled mouse specific anti-

bodies (Vector Labs, USA) and incubated for 45min at room temperature. Peroxidase activity was revealed

with 3,39-diaminobenzidine for 1.5min at room temperature (Vector Labs, USA), and sections were rinsed

and counterstained with hematoxylin (Dako, Agilent Technologies, USA). From 1 to 5mg of in-house puri-

fied GII.4/2007-Osaka (Cairo 4 variant strain) (EU876884), hereafter referred to as “GII.4 VLPs,” and DD373

GII.4/2004-Hunter VLPs (E1057 mutant variant unable to bind to HBGAs, used as a negative control)

(EU876890), hereafter referred to as “DD373 VLPs,” were used for the histological binding assays (37).

Production and purification of recombinant VLPs as well as VLP binding assays on histological sections

have been described previously (34, 37) (Fig. S6). In-house GII.4-specific MAb directly labeled with per-

oxidase was used for the detection of GII.4 and DD373 VLPs. A and B antigens were detected with

1,000-fold diluted MAbs 9113D10 and 9621A8 (Diagast, Loos, France), respectively, while H antigen

was detected with 1mg/ml Ulex europaeus agglutinin I (UEA-I) lectin labeled with fluorescein isothiocya-

nate (Sigma-Aldrich, Germany). Lea and Lex were detected with 0.5mg/ml of MAbs MEM-158 and 7Le

(Sigma-Aldrich, Germany), respectively. Sialyl Lewis a and sialyl Lewis x (sLex also known as CD15s) were

detected with 2mg/ml of MAbs NS-1116-19.9 (Dako, Agilent Technologies, USA) and CSLEX1 (Becton,

Dickinson, USA), respectively. The cell proliferation marker Ki-67 was detected with MAb MIB-1 (Dako,

Agilent Technologies, USA). For Ki-67 and sLea antigens, the epitopes were unmasked by heating at 95°C

for 30min prior to detection on a Dako OMNIS automate (Agilent Technologies, USA). When indicated,
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sections were first treated with 3 mU/ml of Vibrio cholerae sialidase (Sigma-Aldrich, Germany) prior to incu-

bation with antibodies or VLPs, as described previously (34). a1,2 Fucosidase enzyme was a kind gift of

Takane Katayama (Kyoto University, Japan) and was used as described previously (34, 50).

For the immunohistological characterization of the tissue, the proportion of labeled area was deter-

mined for each sample. The values correspond to the ratio between labeled mucosa and total mucosa

of the tissue section, as shown in Tables S1 and S2.

Competition assays. For the characterization of the ligands recognized by the GII.4 HuNoV, histo-

logical blocks embedded in paraffin were selected from two patients with blood group A: (i) a

26-year-old woman (sample 13) suffering from CD with a total colectomy, and (ii) a 44-year-old

woman suffering from UC with subtotal colectomy (sample 22). A tissue area of one square milli-

meter, comprising regenerative mucosa, was dissected from the original samples for the competi-

tion experiments.

Sections were first treated with sialidase as described above. Then the sections were incubated with

10mg of Helix pomatia and UEA-I lectins (Sigma-Aldrich) in 400ml/section of PBS overnight at 4°C. After

3 washes with PBS, the sections were incubated with 10mg of Aleuria aurantia or Lotus tetragonolobus

lectins (all from CliniSciences, France) or both combined, diluted in 400ml/section of PBS.

For the competition assays using MAbs, sections were either preincubated with 40mg/ml of Lex- or

Lea-specific MAbs or a combination of both. The sections were then rinsed three times in PBS prior to

incubation with 3mg/ml of purified GII.4 VLP at 4°C for 18 h. VLPs were detected as described above.

Treatment of the sections with 50mM sodium periodate (Sigma-Aldrich) was used for the removal of

carbohydrates, as described previously (34).

FUT2 genotyping. For each patient, DNA was extracted from healthy FFPE tissue. Tissue sections

were incubated with proteinase K for 18 h at 56°C prior to extraction on the QiaSymphony (Qiagen,

USA) following the manufacturer recommendations. The DNA was diluted in water and used for the PCR

amplification of a portion of the FUT2 gene and sequencing (51). Genetic analysis of the G428A and

A385T mutations was performed using the codon aligner suite (CodonCode Corporation, USA).

Data availability. Digitized images (WSI format) from the histological analyses and HuNoV VLPs

used in the manuscript are available upon request.
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Abstract: Inflammatory bowel diseases (IBD), including ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease

(CD), is a multifactorial disease in which dietary, genetic, immunological, and microbial factors are

at play. The role of enteric viruses in IBD remains only partially explored. To date, epidemiological

studies have not fully described the role of enteric viruses in inflammatory flare-ups, especially that

of human noroviruses and rotaviruses, which are the main causative agents of viral gastroenteritis.

Genome-wide association studies have demonstrated the association between IBD, polymorphisms

of the FUT2 and FUT3 genes (which drive the synthesis of histo-blood group antigens), and ligands

for norovirus and rotavirus in the intestine. The role of autophagy in defensin-deficient Paneth cells

and the perturbations of cytokine secretion in T-helper 1 and T-helper 17 inflammatory pathways

following enteric virus infections have been demonstrated as well. Enteric virus interactions with

commensal bacteria could play a significant role in the modulation of enteric virus infections in IBD.

Based on the currently incomplete knowledge of the complex phenomena underlying IBD pathogen-

esis, future studies using multi-sampling and data integration combined with new techniques such

as human intestinal enteroids could help to decipher the role of enteric viruses in IBD.

Keywords: norovirus; rotavirus; astrovirus; sapovirus; adenovirus; aichi virus; Crohn’s disease;

ulcerative colitis; inflammatory bowel disease

1. Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD), which includes ulcerative colitis (UC) and Crohn’s
disease (CD), is an important public health issue with an estimated 6.8 million cases world-
wide and prevalence rates ranging from 79.5 to 84.3 per 100,000 individuals [1]. Both CD
and UC are characterized by chronic mucosal inflammation, with CD affecting proximal to
distal segments of the gastrointestinal tract (stomach, small intestine, large intestine) and
UC affecting only the distal segments (colon and rectum) [2]. The pathological features of
CD and UC are different. In CD, there is transmural inflammation involving the full thick-
ness of the bowel, with lymphoplasmacytic aggregates, epithelioid granulomas, mucosal
edema, scarring fibrosis, and neural thickening of tissues. In UC, histopathology usually
shows patchy mucosal ulcerations, mucosal edema, hemorrhagic foci of the lamina propria,
and cryptic damage [2]. Paneth cell metaplasia has been described in the distal colon in
both conditions [3]. Altogether, IBD involves microbial, environmental, dietary, immuno-
logical, and genetic factors, though the mechanisms underlying intestinal inflammation
remain debated [4,5]. While the effect of cytomegalovirus (CMV) infection on IBD has been
confirmed, the role of enteric viruses in inflammatory bursts of IBD, pathogenesis, and
exacerbation of disease symptoms is controversial [6,7]. Despite recent data suggesting
that there is an increased risk of serious viral infections in IBD patients, especially in
those undergoing prolonged IBD therapy, the risk factors and predictors of enteric virus
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infections have not been clearly identified in these individuals [8]. Enteric viruses include
the Picornaviridae (enteroviruses, polioviruses, coxsackie viruses, echoviruses, and hepatitis
A virus), Adenoviridae (adenovirus), Caliciviridae (norovirus and sapovirus), Astroviridae
(astrovirus), and Reoviridae (rotaviruses) families. Their role in IBD pathogenesis remains
largely unknown. Here, we review various aspects of enteric virus infections in IBD,
including epidemiology, virus–host interactions, gut microbiota, inflammatory pathways,
virome studies, and therapeutic approaches.

2. Epidemiology of Enteric Viruses in IBD

Few epidemiological studies have focused on the prevalence of enteric viruses in
IBD (Table 1), and the conclusions of these studies can be contradictory because of the
techniques used for virus detection (RT-PCR or rapid antigenic test) or the small size of
the cohorts. The first epidemiological study was conducted in 1982 by Gebhard et al. [9].
The study aimed to detect norovirus and rotavirus antigens in stool samples from IBD
patients in combination with serological analysis. For 14 months, 77 patients were followed,
during which 65 flare-ups were observed in 54 patients. A total of 266 stool samples were
tested, of which 55 were obtained during disease exacerbation. The study was not able
to make a clear association between IBD relapse and enteric virus infections. However,
the authors concluded that five out of eight patients with serological evidence of enteric
virus infection showed symptoms of exacerbation during a 3-month period (p < 0.01) [9].
Another epidemiological study by Khan et al. compared the medical records of a pediatric
emergency department and norovirus-positive stool specimens (n = 2666 cases) over a
10-month period [10]. Nine patients (1 CD and 8 UC) with bloody diarrhea linked to
IBD relapse had at least one positive stool for norovirus antigen using the rapid test.
Considering that the cohort included 23 CD and 14 UC patients, the study showed a
significant association between UC relapse and norovirus presence in stool (p < 0.01) [10].
Three of the norovirus-positive IBD patients were coinfected with either Clostridium difficile,
adenovirus, or rotavirus [10]. Conversely, a prospective screening of 50 stool specimens
for norovirus, rotavirus, astrovirus, and sapovirus in a Swedish pediatric IBD cohort
during routine endoscopy procedures showed no prevalence of enteric viruses during IBD
flare-ups; however, a very low prevalence of GII noroviruses or sapoviruses was found
in non-IBD patients in which IBD was ruled out by endoscopy [11]. Another prospective
study in a Dutch cohort aimed to detect enteric viruses in stool samples from 286 IBD
patients during their 1-year trimestral follow-up. The results suggested a low prevalence
of enteric viruses in both baseline and active IBD, and no epidemiological link could be
established between disease activity and enteric virus infections [12]. The largest and
most recent study showed a clear association between enteric viruses and IBD flare-ups
using data-crossing from 9403 patients in whom 13,231 stool tests were performed using a
gastrointestinal pathogen PCR panel over a 2-year period. Here, Axelrad et al. compared
577 IBD patients (277 CD and 300 UC) to 8826 controls and demonstrated the greater
prevalence of enteric infections (such as norovirus; p < 0.001) as well as Enteroinvasive
Escherichia coli (EIEC) in both CD and UC patients during IBD flare-ups [13,14].
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Table 1. Enteric viruses and inflammatory bowel disease (epidemiological studies).

Study
Location/
Duration

Study Design Cohort Age Range
Samples, Materials and

Methods
Conclusions Discussion

Gebhard et al., 1982 [9]
June 1978

October 1980
Minneapolis (USA)

Prospective
Case control
Follow-up

57 CD
20 UC
10 N

All patients:
11–64 (mean 31.5)
49 CD flare-ups
16 UC flare-ups

266 stool samples
(55 during flare-up):

Stool antigens
-NoV and RVA Serology

(3 mo follow-up)

No association 5 positive/65 flare-ups
Positive serologies (NoV and RVA)

correlated with severe symptoms (5/8)

Khan et al., 2009
[10]

November 2006
August 2007

Charleston (USA)

Retrospective
Case control

23 CD
14 UC
9 IC

2620 N

IBD flare-ups:
11–18 (mean 15.3)

2666 stool samples
Norovirus IDEIA assay kit

(Dako)

Association NoV-IBD flare-ups
1119 positive

9 IBD flare-ups:
CD (1/23): 1 NoV + 1 RVA

UC (7/14): 7 NoV + 1 hAdV
IC (0/9)

Disease seasonality (p < 0.001)

Kolho et al., 2012
[11]

Dates unkown
Helsinki (Finland)

Prospective Follow-up

18 CD
13 UC
2 IC
17 N

All IBD:
2.4–18 (mean 12.9)
All non-IBD (N):
2.7–16 (mean 11)

50 stool samples
RT-PCR: (NoV, RVA,

hAdV, SaV, hEV)

No association
IBD: 0/33

Non-IBD: 3/50 (2 NoV and 1 SaV)

Masclee et al., 2013
[12]

August 2009
November 2010

Maastricht (Netherlands)

Prospective
Follow-up

170 CD
116 UC

All IBD: mean 46.2
(SD = 15.2)

286 stool samples/
3-month follow-up

RT-PCR (AdV, hAstV, NoV,
RVA)

No association
86 IBD flare-ups

RVA (2.3%), hAdV (2.3%)
200 IBD remissions

RVA (0.5%), NoV (0.5%), hAdV (4.5%)

Axelrad et al., [13,14]
March 2015
May 2017

New York (USA)

Cross-sectional database
analysis

277 CD
300 UC
8826 N

CD: median 37.7
UC: median 47.1
N: median 42.9

13,231 stool samples
Panel PCR test (22

analytes, including hAdV,
hAstV, NoV, SaV, RVA)

Association NoV-IBD flare-ups
CD and UC: higher prevalence of NoV

(CD; p < 0.05) (UC; p < 0.019)

CD: Crohn’s disease; UC: ulcerative colitis; N: healthy; hAdV: adenovirus; hAstV: astrovirus; hEV: enterovirus; NoV: norovirus; RVA: rotavirus; SaV: sapovirus.
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3. Histo-Blood Group Antigens and Virus–Tissue Interactions in Patients with IBD

Enteric viruses, noroviruses, and rotaviruses use histo-blood group antigens (HBGAs)
as natural ligands with a significant duodenal tropism [15]. The expression of HBGAs is
mainly due to the expression of α1,2-fucosyltransferase (FUT2), catalyzing the addition
of a fucose with an alpha-1,2 linkage to disaccharide precursors at the surface of entero-
cytes [15,16]. While several FUT2 mutations have been reported, the G428A mutation is the
most commonly described in European and Mediterranean populations, and it results in a
“non-secretor phenotype” and the absence of expression of ABO antigens at the surface
of secretor-dependent tissues (i.e., tissues in which the expression of ABO blood group
antigens is non-constitutive and conditioned by the FUT2 gene). The synthesis of Lewis
antigens is consecutive to H1 chain expression and is driven by the FUT3 gene, which
encodes α1,3-fucosyltransferase (FUT3). The enzyme adds a fucose with an alpha-1,3
linkage to an H1 precursor to produce Lewis b (Leb, major form) and Lewis y (Ley, minor
form) antigens in the presence of an active FUT2 gene. In the absence of active FUT2, FUT3
adds a fucose to a disaccharide precursor to produce Lewis a (Lea, major form) and Lewis
x (Lex, minor form) antigens [17]. A genome-wide association study (GWAS) conducted
in Chinese patients diagnosed with UC demonstrated higher frequencies of mutant FUT3
gene in UC patients compared to controls [18]. Higher frequencies of FUT3 mutants were
also observed in patients with distal colitis, along with an increased expression of the Lewis
a antigen in the inflamed colon [18]. Other GWAS have demonstrated that multiple single
nucleotide polymorphisms (SNPs) of the FUT2 gene were associated with CD pathogenesis
due to alterations of HBGA expression in the gut [19,20]. Unlike ileal CD, a Japanese study
has documented the weak occurrence of relapses of colonic CD in non-secretor patients,
which was related to the ectopic expression of secretor-dependent blood group antigens in
inflammatory mucosa (Figure 1) [21]. Furthermore, Rausch et al. compared the bacterial
composition in patients with CD and either a secretor or non-secretor phenotype. Secretor
and non-secretor individuals had significant differences in their bacterial composition.
Variations in HBGA composition changed the capacity for bacterial attachment and nu-
trition, with greater concentrations of Lachnospiraceae and decreased concentrations of
Faecalibacterium or Lactobacillus spp. That being said, no correlation was established with
enteric viruses [22].
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Figure 1. Summary of potential mechanisms underlying enteric virus interactions during the course of inflammatory bowel
disease (IBD). Inflammatory pathways involved in IBD pathogenesis are shown in red and green stars. (A) Enteric viruses,
such as rotavirus and norovirus, may modulate the immune response during IBD and improve the symptoms of IBD through
the increased secretion of interferon β (IFN β) [23]. The protective role of interleukin (IL)-10 was confirmed in IL-10-/-

murine models showing enterocolitis after exposition to enteric viruses [24–29]. (B) Interactions of the gut bacteriome
and virome could also explain IBD pathogenesis, for instance, an asymptomatic murine norovirus (MNV) infection could
replace the effects of beneficial commensal bacteria [30]. (C) Recent scientific data revealed that norovirus may bind to
tuft cells, which would then play an important role in the IL-25/IL-17 inflammatory pathway, as seen during IBD [31–33].
(D) The absence of histo-blood group antigen (HBGA) synthesis in non-secretor subjects carrying polymorphisms of the
FUT2 and FUT3 genes could be linked to altered virus–bacteria–cell interactions and involved in the pathogenesis of
IBD [18,20,22]. (E) Interactions between enteric viruses and HBGA-like molecules at the surface of commensal or pathogenic
bacteria modulated by an “IBD-shaped” microbiota could explain the variations in susceptibility to enteric viruses during
IBD [34–36]. (F) Binding of enteric viruses to critical receptors involved in leukocyte adhesion and cytokine secretion could
also be part of IBD pathogenesis, as exemplified by rotavirus and adenovirus interactions with integrins, or activation of
the Coxsackie–Adenovirus Receptor (CAR) [37–41]. (G) Specific interactions between enteric viruses (MNV) and defensin-
deficient Paneth cells in patients carrying polymorphisms of the ATG16L gene could lead to the activation of the NOD2

gene and upregulate T-helper 1 (Th1) or T-helper 17 (Th17) inflammatory pathways, as seen in IBD [42–47]. (H) Ectopic
expression of HBGA in intestinal epithelium undergoing alterations induced by inflammation may modulate the binding
potency of enteric viruses [21,48]. (I) Enteric virus entry in macrophages stimulates tumor necrosis factor alpha (TNF-α)
and interferon gamma (IFNγ) secretion, which are involved in IBD pro-inflammatory pathways [47,49,50].
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There is a clear interaction between noroviruses and intestinal tissues in pathologic
conditions. For instance, greater expression of the sialylated Lewis x antigen (CD15s)
has been described in Portuguese patients suffering from chronic gastritis and carrying
the Cag-A positive Helicobacter pylori strain. However, there was no clear explanation for
the phenomena underlying pathologic alterations of the glycosylation processes during
inflammation, whether due to the display of the H. pylori strain or to pathologic alterations
induced by inflammatory processes (Figure 1) [48]. The exact role of enteric viruses and
their interactions with intestinal cells in the context of IBD is relatively unknown. However,
there is increasing evidence of their implications in the dysregulation of inflammatory
pathways and their complex interactions with bacterial and yeast organisms.

4. Enteric Virus Interactions with Bacteria in IBD

The interactions between enteric viruses and bacteria are complex and remain poorly
explored: viral enteric infections could be promoted by intestinal eukaryotic bacteria, and
bacterial infections could be promoted by enteric viruses [51]. For example, the selective
interaction of noroviruses with bacteria expressing HBGA-like molecules, such as the
Enterobacter cloacae SENG-6 strain, could inhibit norovirus binding on intestinal cells or, on
the contrary, enhance norovirus infection (Figure 1) [34–36]. The decrease in Enterobacter sp.
during severe IBD could also increase the probability of norovirus infection in the colonic
mucosa [52]. Recent scientific literature has confirmed that the occurrence of IBD or IBD-
like symptoms in mice, induced by murine noroviruses (MNV), might be highly dependent
upon the composition of the murine gut microbiota without altering its composition [53,54].
Of course, murine models might tend to differ from human models, especially in complex
multifactorial diseases like IBD. Microbiome studies have shown that human norovirus
infections could disrupt the gut microbiota, resulting in a reduced number of bacteroidetes
and increased proteobacteria, especially non-virulent E. coli strains [55,56]. Murine models
further demonstrated that MNV could even shape the microbiota and replace the function
of commensal bacteria in germ-free mice (Figure 1) [30]. Further studies will be required to
detail the mechanisms underlying virome and bacteriome interactions in IBD patients and
their role in the dysregulation of inflammatory pathways underlying IBD relapse.

5. Enteric Viruses and Inflammatory Pathways in IBD

The cellular mechanisms that underlie the activation of mucosal inflammation in
IBD have largely been explored in recent decades, including the recruitment of inflam-
matory cells in the mucosa and the secretion of proinflammatory cytokines. The role of
interleukin-17 (IL-17) and interferon gamma (IFNγ) in the T-helper 1 (Th1) and T-helper 17
(Th17) lymphocytic response is known to worsen the progression of CD and UC (Figure
1) [31,57]. Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) is also known to increase proinflammatory
interleukins at a mucosal level, and therefore increase mucosal inflammation [58]. By
contrast, protective molecules like interleukin-10 and tumor growth factor beta (TGF-β)
protect the mucosa from colitis and stimulate epithelial repair and ulcer healing [24,59].
Noroviruses are known to replicate in macrophages with the inhibition of replication
mediated by IFNγ [49,50]. Interestingly, recent studies have shown that rotaviruses bind to
α4β1 integrins in MA104 and Caco-2 cell lines, whose integrins are involved in leukocyte
adhesion and hematopoiesis [38–40]. Adenoviruses also use α4β1 and α4β7 integrins for
binding in HT29 cells (Figure 1) [37]. Further investigations are needed to better understand
the effects of enteric viruses in lymphocyte homing and their role in mucosal inflammation.

Current scientific data about the mechanisms underlying the putative role of enteric
viruses in mucosal inflammation come mainly from murine models for practical, ethi-
cal, and financial reasons. Interestingly, enteric virus infections, including poliovirus,
norovirus, and rotavirus, appear to be promoted by interactions with commensal bacteria
through the action of bacterial lipopolysaccharides in murine models and cultured human
B cells [60–64]. MNV could also disrupt the epithelial barrier and induce epithelial injury
in IL-10-deficient mice, who are known to develop chronic enterocolitis, though without a
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clear understanding of the repercussions on gut microbiota [25,26]. Further studies con-
ducted in homozygous IL-10-deficient mice showed that MNV had no effect on the course
of H. pylori-induced IBD, but it did have immunomodulatory effects on H. bilis-driven IBD,
showing high secretion of IFNγ by polyclonal T cells [27–29].

As for human norovirus, norovirus challenge studies have revealed elevated levels
of Th1 lymphocytic cytokines such as TNFα, IL-8, and IL-10 [65]. More precisely, IFNα

and IFNβ, but also IFNλ, could induce an antiviral gene expression cascade following
norovirus or rotavirus infections (Figure 1) [66–68]. The role of enteric virus infections in
the dysregulation of the interferon pathway during IBD remains unclear, especially because
many patients undergo anti-TNF therapy, which in turn may downregulate the interferon
antiviral response and alter the course of intestinal epithelial repair [69,70].

Conversely, the protective role of enteric viruses in the course of IBD is shown by other
mechanisms: enteric viruses could alleviate intestinal inflammation via the production of
IFNβ, mediated by toll-like receptors (TLR) 3 and 7 (Figure 1) [23].

Concerning the IL-17 pathway (Th2 lymphocyte activation), recent studies have in-
criminated tuft cells, which are an immune mediator that plays a role in MNV pathogenesis.
MNV could bind to tuft cells via the CD300L receptor and induce proliferation, which
in return could stimulate the synthesis of interleukin 25 (IL-25) and therefore stimulate
intestinal modeling and inflammation during IBD (Figure 1) [32,33].

6. Enteric Viruses and Autophagy in IBD

GWASs have helped to decipher the role of several autophagy genes involved in
the pathogenesis of IBD [19]. The NOD2 gene encodes for a pattern recognition receptor
(PRR) that recruits ATG16L at the bacterial infection site [44]. It is well known that NOD2
gene mutations induce CD and UC through exaggerated activation of NF-κB in monocytes
following bacterial stimulation [45,46]. In murine models, aberrant packaging of lysosomal
granules in Paneth cells of the intestine linked to ATG16L1HM mutations is triggered
by MNV infection, which then leads to altered immune function in the mucosal barrier,
reduced autophagy, and an increased risk of IBD (Figure 1) [42]. More specifically, in the
context of CD, ATG16L1HM polymorphisms may modulate proinflammatory responses
upon NOD2 activation, inducing IL-1β and IL-6 release by peripheral blood mononuclear
cells [43]. Moreover, MNV specifically activates NOD1 and NOD2 signaling pathways
following macrophage entry, stimulating TNF-α production secondary to infection with
pathogenic E. coli [47].

7. Enteric Virome Studies in IBD

It has recently been hypothesized that the mammalian intestinal virome could be
related to intestinal homeostasis in relationship to eukaryotes and prokaryotes. This vi-
rome may thus contribute to disease pathogenesis through microbial lysis, epithelial cell
infection, or immune activation following translocation through epithelial cells [71]. Next-
generation sequencing (NGS) has recently been used to study the enteric virome. However,
these studies show considerable discrepancies in viral identification and significant in-
terindividual variability [72,73]. In captive rhesus macaques suffering from idiopathic
chronic diarrhea (ICD), a disease similar to UC, virome studies revealed an increased
prevalence of Picornaviridae (including poliovirus and enterovirus) compared to healthy
controls [74]. A vast expansion of Caudovirales bacteriophages has been shown in the gut
virome of human IBD patients, without any further characterization of pathogenic enteric
viruses [75,76]. Additionally, high levels of Anelloviridae have been found in the stool of
patients undergoing long-term immunosuppressive therapy [77]. A study conducted on
70 pediatric IBD patients using a high throughput sequencing method for virome analysis
(VirCapSeq-Vert) found that there was a very low prevalence of enteric viruses (rotavirus,
calicivirus, and adenovirus) in the stools of those who were newly diagnosed with UC [78].
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8. Experimental Models of IBD in Enteric Viruses

Murine models mimicking IBD (chemically induced IBD or transgenic mice such as
IL-10 homozygous deficient mice with altered immune function) tend to simulate one
aspect of IBD. These murine models can be considered useful in phases 1 and 2 of drug
trials, for the testing of new biomarkers, and as experimental models for immunological
and microbial studies [79,80].

The use of new cell culture systems, such as human intestinal enteroids (HIEs), opens
new research opportunities for IBD because they closely mimic physiological conditions.
Indeed, HIEs represent the tri-dimensional reconstruction of cellular subtypes originating
from one specific tissue type [81]. Recent studies have shown that HIEs react to cellular
stress and increase the dendritic cell activation and endoplasmic reticulum synthesis of
proinflammatory cytokines [82]. HIEs could also be used to examine the impairment
of intestinal regeneration, the disruption of the epithelial barrier during IBD flares, or
gene regulation and in vivo cellular interactions [83–86]. In a secretor-dependent fash-
ion, norovirus binding and replication could be further examined in HIEs derived from
IBD tissues [87,88]. Further modeling of personalized HIEs in IBD patients will help to
understand the consequences of enteric virus binding and replication at a sub-cellular level.

9. Enteric Viruses and Therapies Used in IBD

The control of dysbiosis is a promising therapy for reducing IBD flare-ups, as exem-
plified by the use of probiotics and bacteriophages to target aggressive bacteria. Such
therapy could be helpful in regulating the bacterial flora, and consequently, in modulating
susceptibility to enteric viruses [89]. That being said, some of the biggest advances in IBD
therapy include the use of TNF-α antagonists, Janus Kinase (JAK) inhibitors, and IL-12/23
antagonists [90]. Inhibitors of lymphocyte homing have also recently been developed for
use against chemokine receptor 9 (CCR9) and the α4β1 and α4β7 integrins [90]. Previous
observations of the close interactions of ATG16L gene polymorphisms, MNV infection in
Paneth cell transformation, and induction of IBD in murine models suggest that TNFα
blockade may slow disease progression and help prevent intestinal necroptosis [91]. One
patient diagnosed with UC who also contracted a norovirus infection showed disease
improvement following administration of infliximab [92]. Furthermore, the Coxsackie–
Adenovirus Receptor (CAR), which is involved in the regulation of colon cells, could
decrease the TNFα-induced inflammatory response when upregulated (Figure 1) [41]. The
binding of adenoviruses to inflamed colon cells will need to be further examined in the
context of anti-TNF therapy. For rotavirus, it appears that the 6-thioguanine drug could
inhibit virus replication through inhibition of Rac1 GTP/GDP cycling [93]. The use of
6-thioguanine, which showed limited efficacy as a biotherapy in refractory IBD, could be
discussed in patients with a concomitant rotavirus infection [94].

10. Conclusions

Epidemiological studies, even on a large scale, are insufficient to characterize the
precise role of enteric viruses in IBD relapse. IBD is influenced by microbial factors, which
vary considerably between individuals, complex inflammatory pathways, and cell–virus
interactions. They are also affected by confounding variables such as diet, age, smoking, or
psychological stress, as demonstrated in monozygotic twins [95,96].

Real-time integrated studies are needed to decipher the mechanisms underlying IBD
pathogenesis. Such studies would then contribute to the development of personalized
therapeutic approaches to IBD [97–99]. With the advent of artificial intelligence and big
data, analysis of the “integratome” (from the so-called “integrated omics”) should also
open new avenues of research for enteric virus infections in IBD [100]. However, in addition
to potential ethical issues (genetic analyses or biologic sampling), these types of studies
remain under development and imply considerable financial costs. Nevertheless, research
in this domain holds great promise for the future. Finally, vaccination against major enteric
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viruses (i.e., rotavirus and norovirus) could be a means of improving the management of
patients suffering from IBD.
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ANNEXE 3 : TABLEAUX DES PROTOCOLES D’UTILISATION SUR 

AUTOMATE DAKO OMNIS®  
 

Alcool 100° 1 heure 30 

Alcool 100° 30 minutes 

Alcool 100° 1 heure 

Alcool 100° 1 heure 

Alcool 100° 1 heure 

Alcool 100° 1 heure 30 

Toluène 30 minutes 

Toluène 45 minutes 

Toluène 1 heure 15 

Paraffine 30 minutes 

Paraffine 1 heure 

Paraffine 1 heure 

Paraffine 1 heure 

Tableau 9. Protocole de déshydratation et d’inclusion en paraffine des tissus préalablement fixés dans le formol 
tamponné à 4%, dans l’automate Tissue-Tek VIP®. La colonne de gauche indique les bains et la colonne de droite 
indique la durée d’immersion des tissus, selon un ordre successif allant de haut en bas. 

Xylène 2 minutes 

Xylène 4 minutes 

Alcool 100° 1 minute 

Alcool 80° + Hydroxyde de potassium 2 minutes 

Eau courante 2 minutes 

Eau distillée 30 secondes 

Hématoxyline 4 minutes 

Eau courante 2 minutes 

Eau chlorhydrique 10 secondes 

Eau bicarbonatée 45 secondes 

Eau courante 1 minute 

Eau distillée 30 secondes 

Eosine 2 minutes 

Eau courante 1 minute 

Alcool 100° 30 secondes 

Alcool 100° 30 secondes 

Safran 20 secondes 

Alcool 100° 30 secondes 

Alcool 100° 30 secondes 

Xylène 30 secondes 

Xylène 15 secondes 

Tableau 10. Protocole de coloration standard par Hématoxyline Eosine Safran (HES) des lames blanches sur 
l’automate Tissue-Tek Prisma®. Les bains utilisés pour immersion des lames blanches paraffine sont indiqués sur 
la colonne de gauche ; les temps d’immersion sont indiqués sur la colonne de droite, de manière successive de haut en 
bas. 
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Xylène 2 minutes 

Xylène 2 minutes 

Alcool 100° 1 minute 

Alcool 80° + Hydroxyde de Potassium 2 minutes 

Eau courante 2 minutes 

Eau distillée Avant utilisation 

Tableau 11. Programme de déparaffinage « long » de l’automate Tissue-Tek Prisma®. La colonne de gauche 
indique les bains réalisés, et la colonne de droite indique les temps d’immersion des lames dans les différents bains 
successifs indiqués de haut en bas. 
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ANNEXE 4 : AUTORISATIONS LEGALES



 
 

 
 

      A Madame PHU 
         CHU Dijon Bourgogne 
  
 
 

Avis simplifié 
 

 

Le CPP IdF VII a évalué votre protocole identifié par les n° 18.11.29.52329 et CPP19002 et 

dont le titre est :  

« Expression des antigènes tissulaires de groupe sanguin et susceptibilité aux infections à 

Norovirus au cours des Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin (MICI) » 

à la séance plénière du 9 janvier 2019. 

À la suite des réponses aux questions posées, reçues le 28 mars 2019 et évaluées en bureau, 

le CPP donne un avis favorable 

 

Le 10 avril 2019 

 

Anne-Marie Taburet 

 

 

 

 

Cet avis est émis dans l’attente de l’avis définitif comportant toutes les mentions légales 
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