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|- INTRODUCTION




[-1-Caractéristiques épidémiologiques, cliniques et endoscopigues

de la rectocolite hémorragique

La rectocolite hémorragique (RCH) fait partie des maladies inflammatoires chroniques
intestinales (MICI), comme la maladie de Crohn avec laquelle elle présente des

caractéristiques et des thérapeutiques communes.

En France, d’aprés le registre EPIMAD qui enregistre depuis une vingtaine d’années
les nouveaux cas de MICI, l'incidence de la RCH serait de 4,4 cas /100 000 habitants/an
(1). Ce chiffre apparait un peu plus élevé pour la maladie de Crohn contrairement aux
autres pays européens ou la tendance est inversée. La prévalence estimée de la RCH,
calculée approximativement a partir des chiffres d’incidence, serait de 60 cas/100 000
habitants, ce qui correspondrait a un nombre d’environ 40 000 malades actuellement sur
le territoire. Au plan épidémiologique, la RCH se différencie également de la maladie de
Crohn par I'absence de gradient nord/sud, avec une répartition relativement homogene sur
tout le territoire. Concernant la distribution de la maladie selon le sexe, la RCH atteint
légérement plus les hommes (sex ratio F/H=0,8). Enfin, en ce qui concerne I'dge de
survenue, il existe un pic de fréquence chez les adultes jeunes (25/30 ans), mais on

constate également des formes de I'enfant et du sujet plus agé (2) .

Comme son nom lindique, la RCH consiste en une atteinte inflammatoire de la
mugueuse recto-coligue, respectant toujours les couches plus profondes de la paroi
intestinale. Cette atteinte est constante au niveau du rectum, et peut s’étendre plus ou
moins haut de fagon ascendante le long du colon, mais toujours de maniére continue et
épargnant le reste du tube digestif. Ces Iésions sont dues a une activation inappropriée du
systéme immunitaire contre la muqueuse recto-colique. La physiopathologie de la RCH,
comme celle de la maladie de Crohn comporte des zones d’ombre : une participation
génétique est certaine, avec plusieurs genes de susceptibilité identifiés ces derniéres
années, mais il s’agit vraisemblablement d’une maladie multifactorielle. Des facteurs
environnementaux participent au développement de la pathologie tels que l'alimentation,
I'hygiéne, le tabagisme (3). Un déséquilibre du microbiote intestinal a été mis en évidence
chez les patients porteurs de MICI, et fait I'objet d’'un certain nombre d’études (4).
L’évolution dans le temps est caractérisée par des périodes de poussées entrecoupées de
périodes de rémission plus ou moins longues. Au plan anatomique, une maladie distale
peut s’étendre au fil du temps vers le colon d’amont, puisque un patient sur deux

présentera une pancolite aprés 20 ans d’évolution de sa maladie, contre un sur quatre au
2
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moment du diagnostic. Une autre forme possible de la maladie est une évolution sur un
mode « chronique actif », dans 10% des cas, avec une symptomatologie permanente

accompagnée de possibles exacerbations.(2)

Au plan clinique, le tableau d'une maladie active est classiquement celui d'un
syndrome dysentérique avec des diarrhées glairo-sanglantes, parfois afécales, des
douleurs abdominales, et une altération de I'état général. Une atteinte rectale sévere peut
entrainer une symptomatologie avec épreintes et ténesmes, voire parfois une incontinence

fécale (syndrome rectal).

Au plan macroscopique, les Iésions visualisées sont les suivantes, constituant la base
des scores de sévérité endoscopique et notamment du score de Mayo (Annexe 1). Ainsi,
par ordre de sévérité croissant, on retrouve :

- une muqueuse érythémateuse, dépolie, granitée, fragile saignant au contact avec

atteinte de la trame vasculaire qui peut étre diminuée jusqu’a disparition totale. (Photo 1)

Photo 1: Lésions de RCH
correspondant a un score de
Mayo 1 : on visualise I'aspect
érythémateux de la muqueuse,
ainsi que l'atténuation de la
trame vasculaire

- des érosions (Photo 2), puis des ulcérations superficielles plus ou moins larges qui

peuvent par la suite devenir creusantes dans les formes les plus séveres (Photo 3 et 4).
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Photo 2 : Lésions de RCH
correspondant a un score de
Mayo 2: on peut noter la
disparition compléte de la
trame vasculaire,
accompagnée de nombreuses
érosions.

Photo 3 : Lésions de RCH
correspondant a un score de
Mayo 3: visualisation
d’'ulcérations en bas a droite
de la photo, avec une
muqueuse trés
érythémateuse comportant
des zones de saignements
spontanés.

Photo 4: Lésions de RCH
faisant suite a une poussée
sévere et correspondant a un
score de Mayo 3: on peut
remarquer la présence de
zones ou la musculeuse a été
mise & nu en raison
d’ulcérations creusantes.

- A ces éléments qui signent une maladie active, peuvent s’ajouter des aspects de maladie
ancienne avec cicatrices muqueuses, pseudo polypes (Photo 5), transformations

carcinomateuses...



Photo 5: Aspect typique de
pseudo polypes envahissant la
lumiére coligue chez un
patient présentant une RCH
ancienne.

En dehors de la géne occasionnée par les symptémes, retentissant de facon majeure
sur la qualité de vie, la RCH est parfois a I'origine de complications sévéres. La colite
aigue grave est la complication la plus redoutée et concerne environ 15% des patients :
elle engendre un risque hémorragique, de perforation, et de péritonite. Le risque de déceés
lié & une colite aiglie grave existe encore de nos jours, mais n’excéde pas les 2 % grace
notamment aux progres réalisés dans la codification de la prise en charge. Le traitement
premier d’'une colite aigle grave, en I'absence de signe d’alarme indiquant une prise en
charge chirurgicale d’emblée, est d’abord médical. Cependant, le recours a la chirurgie
reste nécessaire (colectomie subtotale avec réalisation d’'une iléo-sigmoidostomie) dans

presque 30% des cas, avec toute la morbidité qu’elle engendre. (5)

A long terme, la RCH représente également un facteur de risque avéré de cancer
colorectal. Ainsi, son incidence n’est pas plus importante que dans la population générale
avant 8 a 10 ans d’évolution, mais semble augmenter rapidement par la suite, imposant
alors une surveillance endoscopique réguliére des malades. Il faut savoir que le risque de
présenter une néoplasie sera d’autant plus élevé que la maladie est étendue, qu'une
cholangite sclérosante primitive est associée ou qu’il existe un antécédent familial. Les
chiffres divergent cependant selon les études (Fig 1): la méta analyse la plus récente de
Jess el al, avec un suivi moyen de 14 ans, retrouve une incidence de cancer colorectal
dans la RCH de 0,4% aprés 10 ans d’évolution et de 1,1 a 5,3% aprés 20 ans, soit un

risque 2,4 fois plus élevé que dans la population générale (6).
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Figure 1 : Risque cumulatif pour un patient atteint de RCH de développer un cancer colo rectal au
fil du temps, en fonction de différentes méta analyses (7)

I-2- Traitements de la rectocolite hémorragique

A la vue de ces éléments, on peut aisément comprendre I'importance de trouver
des thérapeutiques efficaces pour juguler la maladie et prévenir les complications. Comme
le sous-tend la physiopathologie de la RCH, les différents traitements utilisés auront tous

une action au niveau de la cascade inflammatoire ou du systéme immunitaire.

Lorsqu’on prend en charge une RCH, il faut distinguer le traitement des poussées
de la maladie, et le traitement de fond, dont I'objectif sera de maintenir les patients en

rémission au long cours.

Le traitement des poussées varie selon I'étendue des lésions et leur intensité. Au
sein de I'arsenal thérapeutique, on dispose donc des dérivés de I'acide 5-aminosalicylique
(5 ASA), par voie orale ou topique, des corticoides (topiques ou systémiques), de
I'infliximab, et de la ciclosporine. Le recours aux traitements intra veineux, c’est-a-dire aux
corticoides, puis a l'infliximab ou la ciclosporine, est réservé aux poussées séveres et aux
colites aiglies graves. Les corticoides, de par les effets secondaires qu’ils engendrent a
moyen et long terme, ne peuvent absolument pas étre envisagés comme des traitements

d’entretien : en cas de cortico-dépendance (définie comme une recrudescence des
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symptdmes a I'arrét ou a la décroissance d’une corticothérapie), il convient d’introduire un

traitement d’entretien efficace.

En dehors des anti TNF alpha, les traitements de fond classiquement utilisés sont :
les dérivés du 5 ASA, a posologie plus faible que pour le traitement des poussées (dose
minimale efficace) et dans un contexte de maladie localisée et/ou peu sévére. Les
thiopurines (azathioprine et 6 mercaptopurine), qui sont des agents immunosuppresseurs
anciens, sont également des traitements de fond efficaces de la RCH (comme le prouve
une méta analyse récente de la Cochrane database (8)): Ils trouvent leur place dans des
formes plus sévéres et/ou cortico-dépendantes. Quant au méthotrexate, son efficacité n'a
pas encore été formellement démontrée dans la RCH, en raison de résultats discordants
et du manque d’études randomisées(9). Une étude prospective multicentrique du GETAID
(Groupe d’Etude Thérapeutique des Affections Inflammatoires du tube Digestif),
comparant le méthotrexate au placebo dans la RCH corticodépendante devrait bientot

nous donner des éléments objectifs sur I'intérét de ce traitement dans la RCH.

Depuis quelques années, la prise en charge de la RCH a été modifiée par
'avenement d’'une nouvelle classe thérapeutique : les anti TNF alpha. Deux molécules ont
actuellement 'AMM pour le traitement de la RCH : l'infliximab (suite aux études ACT 1 et
2 (10)), et depuis peu, I'adalimumab (Etudes ULTRA 1 (11) et 2 (12)).

La molécule qui fait 'objet de notre étude est I'infliximab (IFX) : il s’agit d’'un anticorps
monoclonal IgG1lk chimérique, composé d’'une chaine constante humaine (75% de la
molécule) et de régions variables murines (25% de la molécule) (Fig 2). Il neutralise
I'activité biologique du TNF-a soluble et transmembranaire en le liant avec une haute
affinité et en 'empéchant de se lier a ses récepteurs (10). Il faut savoir que le TNF alpha
est une cytokine pro-inflammatoire jouant un réle clé dans la pathogénie des MICI, qui est

caractérisée par un phénotype Thl.
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Ainsi, dans les études princeps, I'infliximab a démontré une supériorité par rapport au
placebo pour la mise en rémission a la semaine 8 (S8) et le maintien de celle-ci.
L’infliximab était également plus efficace en termes de cicatrisation muqueuse
endoscopique, de sevrage des corticoides a S30, de qualité de vie et de réduction du
nombre d’hospitalisations. En conséquence, l'infliximab est indiqué dans : « la RCH active,
modérée a sévere chez les patients qui n'ont pas répondu de maniére adéquate a un
traitement conventionnel comprenant les corticoides et [I'azathioprine ou la 6-
mercaptopurine, ou chez lesquels ce traitement est mal toléré ou contre-indiqué. » (Intitulé
de 'AMM du médicament). Plus récemment, une étude francaise multicentrique du

GETAID a démontré que linfliximab avait une efficacité superposable a celle de la

ciclosporine dans la colite aigué grave, en faisant également un traitement d’urgence (13).

La mise en place d’un traitement par infliximab nécessite la réalisation d’'un bilan
pré-thérapeutique rigoureux, consistant notamment a exclure le risque d’infection active
ou latente, en particulier la tuberculose. L'Afssaps a d’ailleurs émis en 2005 des
recommandations a ce sujet, consultables sur internet (A). Par la suite, le mode

d’administration recommandé dans 'AMM est le suivant :

- une phase d’induction : infliximab a la dose de 5 mg/kg intra veineux (IV) a S0, puis a S2
et S6.

- une phase d’entretien : infliximab a la dose de 5 mg/kg IV toutes les 8 semaines.
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[-3- Quels sont les moyens de surveillance de l’activité de la

maladie et de I’efficacité des traitements ?

Le suivi d’'une RCH est fondamental : il consiste a estimer I'activité et 'extension de la
maladie au fil du temps, a dépister des complications et surtout a évaluer l'efficacité des
traitements mis en place. Ainsi, les patients traités par infliximab doivent étre d’autant plus
surveillés qu’ils présentent par définition, une maladie modérée a sévere. Cette
surveillance est rapprochée dans les premiéres semaines et les premiers mois de
traitement, puis espacée par la suite en cas d’évolution favorable. Jusqu’a présent,
aucune méthode de surveillance ne s’est avérée parfaite, c’est-a-dire a la fois
performante, peu invasive, peu co(teuse, et reproductible. De nos jours, les cliniciens
pratiquent donc une surveillance multimodale de leurs patients, s’aidant de la clinique, de

divers marqueurs biologiques et de I'endoscopie.

| -3-1- La surveillance clinique

La surveillance d’'une RCH passe toujours par un interrogatoire avec recherche de
symptdémes évoquant une maladie active. Or, la majorité des signes cliniques retrouvés
dans la maladie n’en sont absolument pas spécifiques. Ainsi, des douleurs abdominales
alléguées chez un malade présentant une authentigue RCH ne seront pas forcément une
manifestation d’activité de la pathologie : il peut s’agir de troubles fonctionnels intestinaux,
tres fréquents dans cette population, ou plus rarement de douleurs extra coliques voire
extra digestives. L'intensité des douleurs est un élément par ailleurs trés subjectif, difficile
a évaluer au fil du temps chez un méme malade, et encore plus difficile a comparer chez
plusieurs individus. De méme, la présence de sang dans les selles peut étre d'origine
hémorroidaire, un syndrome rectal peut étre rapporté & une microrectie (en cas de

maladie ancienne), et non a des lésions actives.

L’examen physique est quant a lui souvent assez pauvre, sauf en cas de complication
ou les signes deviennent plus bruyants (signes d’irritation péritonéale en cas de

péritonite).

Ainsi, la non spécificité des symptdémes et leur caractére subjectif, surtout en ce qui
concerne I'évaluation des douleurs, fait de la clinique un instrument trés imparfait de

I’évaluation de I'activité de la maladie.



Malgré cela, afin d’homogénéiser les évaluations cliniques dans le cadre des essais, et
par extension dans la pratique quotidienne, divers scores cliniques ou clinico-biologiques
ont été concus. Aucun de ces scores n’a toutefois été validé dans une large étude
prospective. Seules deux études récentes (14),(15) de méthodologie discutable et de
faible effectif (61 et 74 patients respectivement) ont évalué spécifiguement la performance
de différents scores cliniques a estimer I'activité de la maladie. Dans les études évaluant
plusieurs outils (biologiques et cliniques), les scores cliniques d’activité ne sont en général
pas les items présentant la meilleure corrélation avec les scores de sévérité
endoscopiques, qui constituent le gold standard pour une évaluation objective de la

sévérité de la maladie(16).

Les scores les plus utilisés dans la pratique clinique sont :

- Le score de Truelove et Witts (Annexe 2), décrit en 1955 pour évaluer I'efficacité de la
corticothérapie dans les poussées de RCH (17), prend en compte le nombre de selles par
jour, la température, la fréquence cardiaque, le taux d’hémoglobine et la VS. Il est surtout
encore utilisé a I’heure actuelle pour la définition d’'une colite aigie grave.

- Le score de Lichtiger (Annexe 3) (créé en 1994 pour les besoins d’'un essai montrant
I'efficacité de la ciclosporine dans les colites aigues graves (18)), permet de suivre des
modifications cliniques |égéres, et est réalisable trés rapidement dans la pratique
guotidienne.

- Le sous-score clinigue de Mayo (score de Mayo partiel) (Annexe 1), plus récent et

également simple a utiliser en pratique clinique quotidienne.

[-3-2-La surveillance biologique

Les parameétres biologiques les plus utilisés comme moyens de surveillance de
'activité des MICI sont les marqueurs sériques d’inflammation, avec en particulier la

protéine C réactive (CRP).

Nous rappelons que la CRP est une protéine synthétisée par le foie pendant la phase
aigue de linflammation, suite & la production de diverses chimiokines dont I'interleukine
(IL) 6, I'IL-1 B et le TNF alpha. Elle agit en activant la cascade du complément. Sa demi
vie courte (19h), ainsi que la capacité du foie & augmenter rapidement sa production en
cas de réaction inflammatoire, en font un instrument utile dans le suivi de nombreuses

pathologies ou une cascade d’inflammation est engagée (19).
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Ainsi, la CRP est un paramétre biologique fréquemment dosé pour le suivi des
maladies inflammatoires intestinales. Pourtant, dans les RCH actives, on retrouve des
taux de CRP souvent inférieurs a ceux observés dans la maladie de Crohn en poussée.
Ce phénoméne est mal expliqué, avec deux hypothéses principales émises, qui sont: le
caractére non transmural de I'inflammation dans la RCH, et I'élévation moindre d’IL6 dans
le sang en comparaison a ce que I'on constate dans la maladie de Crohn (20) . Dans la
RCH, plusieurs travaux (notamment une publication de 2005 de la Mayo Clinic, portant sur
43 patients (21)) retrouvent une association positive entre le taux de CRP et I'activité de
la maladie. Pourtant, nombreuses sont les études qui mettent en évidence des facultés
trés moyennes de la CRP a évaluer I'activité de la maladie : on y retrouve des coefficients
de corrélation médiocres avec les scores d’activité endoscopique (16,22-24). De méme,
la CRP est un mauvais marqueur pour prédire le risque de colectomie (24), ou de rechute
(25). En revanche, I'étude de la cinétique de cette protéine au cours d’'une thérapie peut

donner des informations sur I'efficacité du traitement(26).

D’autres paramétres biologiques fréquemment dosés ne sont absolument pas
spécifiques de linflammation, et constituent de mauvais marqueurs d’activité de la

maladie : la VS (20),(23)((27), le taux de leucocytes, 'hématocrite, ou I'albumine.

[-3-3-La surveillance endoscopique

L’endoscopie basse est un examen indispensable dans la prise en charge d’'une RCH :

elle prend place dans toutes les étapes de la maladie.

- Il s’agit avant tout d’'un examen diagnostic majeur. En effet, devant des signes cliniques
évocateurs de RCH, une coloscopie est réalisée. Elle permet a la fois de visualiser les
lésions muqueuses typiques, d’évaluer I’extension de la maladie et I'intensité des Iésions
(scores endoscopiques de sévérité). Les biopsies réalisées au cours de I'examen
conforteront le diagnostic, ou au contraire, orienteront le clinicien vers des diagnostics

différentiels (colite ischémique, infectieuse, maladie de Crohn...)

- Au-dela du diagnostic, la coloscopie est fondamentale pour la surveillance de la maladie.
Elle permet d’estimer assez objectivement la sévérité de celle-ci, puisque le clinicien se
place directement au niveau du siége de I'atteinte de la RCH. Les lésions décrites sont les
signes direct de la maladie, contrairement aux symptémes cliniqgues qui sont impactés par
le ressenti du patient et contrairement aux marqueurs sériques qui sont le reflet d’un état

inflammatoire systémique. Ainsi, le caractére imparfait de ces divers examens de
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surveillance fait de I'endoscopie le référentiel pour I'évaluation de la sévérité de la
maladie. Les travaux présentant une bonne méthodologie et testant de nouveaux

marqueurs utilisent quasi systématiquement 'endoscopie comme gold standard (16).

Des scores d’activité ont également été élaborés a des fins expérimentales, mais
commencent a se démocratiser dans la pratique quotidienne. Le plus connu est le score
de Mayo ou UCDAI (Ulcerative Colitis Disease Activity Index, Annexe 1), qui comporte
également des données cliniques. Un nouveau score, validé prospectivement par un
groupe d’experts internationaux, a fait son apparition récemment : il s’agit de I'UCEIS
(Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity, Annexe 4), qui devrait devenir dorénavant
la référence dans les études. Ce score, composé de trois facteurs endoscopiques
reproductibles (trame vasculaire, saignement, ulcération) est prédictif de la sévérité
endoscopique globale, avec une bonne concordance inter-observateurs et une

concordance intra-observateur acceptable (28).

- La place de I'endoscopie est également fondamentale dans le suivi de la réponse aux
traitements. En effet, les études ACT 1 et 2, qui ont validé I'indication de I'infliximab dans
la RCH se sont basées sur le score de Mayo pour définir la réponse clinique et
endoscopique (10). Bien qu’il n’existe aucune recommandation dans cette situation, de
nombreuses équipes réalisent une endoscopie (courte ou longue) avant la mise en place

d’'une nouvelle thérapeutique, et a distance pour en évaluer I'efficacité.

Enfin, la coloscopie constitue I'examen de dépistage de référence du cancer colorectal.
Dans la RCH, quels que soient les symptdmes allégués ou les traitements entrepris, il est
recommandé par la SFED (Société Francaise d’Endoscopie Digestive) de réaliser
systématiquement une coloscopie de dépistage a partir de 8 ans d’évolution de la maladie
en cas de pancolite ou a partir de 15 ans en cas de colite gauche. La surveillance doit étre
poursuivie ensuite: tous les 3 ans entre 10 et 20 ans, tous les 2 ans entre 20 et 30 ans,

puis annuelle aprés 30 ans d’évolution.

On se rend donc bien compte qu’un patient atteint de RCH bénéficiera au cours de sa
vie de nombreux examens endoscopiques. Or, la multiplication de ces examens présente
un co(t non négligeable et un caractére contraignant pour les malades, de par le temps
incompressible qu’ils doivent y consacrer (inclus le temps de la préparation), le caractére

invasif du geste, la pénibilité de la préparation, et le stress engendré.

Par ailleurs, bien qu’elles demeurent assez rares, des complications sont possibles au

cours d’une endoscopie basse : en dehors du risque anesthésique, qui dépend beaucoup
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de I'état de santé du malade, il faut considérer le risque de perforation, qui est variable
selon les études mais parait néanmoins faible entre 0,2 et 1% sur les travaux récents
(29). Une large étude rétrospective néerlandaise publiée en 2007, portant sur plus de
30 000 actes retrouvait méme un taux de perforation de 0,12% toutes causes confondues
(30). Le risque est bien sdr plus important en cas de coloscopie compléte, de colon

pathologique et en cas d’acte thérapeutique.
C’est pour I'ensemble de ces raisons que de nos jours, on s’efforce de trouver

d’autres marqueurs d’activité de la RCH, qui doivent étre performants, reproductibles, peu

colteux et peu invasifs, permettant ainsi de limiter les coloscopies itératives.

I-4- Vers la recherche de marqueurs d’activité non invasifs dans

les MICI: les marqueurs fécaux

Ces derniéres années, de nombreuses équipes se sont intéressées au dosage dans
les féces de patients porteurs de MICI, de plusieurs types de protéines connues pour étre
présentes sur des sites sieges d’inflammation et plus ou moins impliquées dans le
processus de réaction inflammatoire. Le but de ces études était de trouver des marqueurs
non invasifs, reflétant le degré d’inflammation locale du tube digestif, le rationnel étant que
plus la concentration de la protéine est élevée, plus le degré d’inflammation est important.
Ces marqueurs se distinguent des parameétres biologiques précédemment étudiés, qui
sont, comme nous l'avons vu, principalement sériques, et qui refletent plutét le degré
d’inflammation systémique. Nous savons par exemple que dans la RCH, et a un moindre
degré dans la maladie de Crohn, la CRP peut étre normale, y compris lors de poussées
séveres de la maladie. Nous rappelons que l'une des hypothéses expliquant ce
phénomeéne dans la RCH est le caractére non transmural de I'atteinte digestive, qui
impacterait moins les taux des marqueurs sériques. On comprend donc aisément l'intérét

d’étudier les marqueurs fécaux dans les MICI, et la RCH en particulier.

Afin de comprendre le rationnel qui a orienté les études vers ces diverses protéines, il

convient de rappeler leur origine et leurs fonctions biologiques.
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I-4-1- La calprotectine fécale

Il s’agit du marqueur fécal le plus étudié au cours des MICI. La calprotectine fait partie
de la famille des protéines S100, qui compte 22 membres. Leur nomenclature est liée a
leur propriété de solubilité dans des solutions de sulfate d’ammonium a 100%. Ce sont de
petites protéines de faible poids moléculaire (entre 9 et 14 kDa) caractérisées par la
présence de deux sites de fixation pour le calcium (dits « EF Hand »), séparés par une
région charniére. Les fonctions biologiques de ces protéines sont partiellement liées a leur
capacité a former des diméres (homo ou hétéro dimére). Ainsi les protéines S100A8 et

S100A9 forment un hétéro dimere, la protéine S100A8/9 ou calprotectine (31) , (B).

Les fonctions exercées par S100A8/9 semblent a la fois nombreuses, mais encore mal
connues. |l semble néanmoins que la calprotectine, ainsi que les autres protéines de la
famille S100, aient un rdle important dans la réaction inflammatoire: I'induction de
'expression de ces protéines se fait principalement par des stimuli pro-inflammatoires
(lipopolysaccharide (LPS), TNF-a, IL-1B) et peut étre diminuée par des cytokines anti-
inflammatoires (IL-4, IL-13) (B).

Dans le secteur intra cellulaire, la calprotectine est majoritairement retrouvée dans le
cytosol des polynucléaires neutrophiles et des monocytes. En revanche, elle n’est pas
présente dans les macrophages au sein des tissus (disparition de son expression lors de
la différenciation monocyte/macrophage), sauf en cas d’inflammation aigué ou chronique
ou des stimuli en maintiendraient I'expression et la « ré induiraient ». Ainsi, elle représente
45% des protéines cytosoliques des neutrophiles. La calprotectine serait donc impliquée,
au sein du milieu intracellulaire, dans plusieurs phénoménes:

- le transport de 'acide arachidonique (facteur pro inflammatoire) (B),

- I'activation de la NADPH oxydase, une enzyme responsable de I'activité microbicide des
neutrophiles et des macrophages (B),

- les modifications du cytosquelette, fondamentales dans les mécanismes de mobilité,

d’adhésion et de phagocytose.(31),(B).

La calprotectine peut également étre présente dans le secteur extra cellulaire. En effet,
a la suite de [l'activation des neutrophiles et des monocytes par un processus
inflammatoire, les protéines S100A8 et S100A9, sont transportées du cytosol a la
membrane cellulaire et excrétées a I'extérieur des cellules. Les fonctions supposées de
S100A8/9 au sein du milieu extra cellulaire sont issues de résultats d’études in vitro,

sachant que pour l'instant aucun récepteur de la calprotectine n’a été clairement identifié :
14


http://wizfolio.com/?citation=1&ver=3&ItemID=416&UserID=25782&AccessCode=BBF396EFD56B4B758881D1D04ABB72DB&CitationSuffix=
http://wizfolio.com/?citation=1&ver=3&ItemID=416&UserID=25782&AccessCode=BBF396EFD56B4B758881D1D04ABB72DB&CitationSuffix=

- réle dans la migration des monocytes de la circulation vers les tissus (la calprotectine
favoriserait 'adhésion des monocytes a I'’endothélium, puis leur passage dans les tissus
par une augmentation de la perméabilité de la barriere endothéliale) (31), (B),

- probable effet chimiotactique pour les neutrophiles et les monocytes (B),

- stimulation de la production de monoxyde d‘azote (NO) et de cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF-a par les monocytes et macrophages, (B).

Ainsi, la calprotectine peut étre retrouvée a de fortes concentrations dans les liquides
biologiques de patients atteints de diverses pathologies infectieuses ou inflammatoires :
- dans le sérum de patients souffrant de maladies de systéme: lupus érythémateux
disséminé, maladie de Kawasaki...(31)
- dans le liquide synovial de patients présentant une polyarthrite rhumatoide, un
rhumatisme psoriasique, une arthrite idiopathique juvénile, ou une crise de goutte (31).
- dans le liquide broncho-alvéolaires de patients atteints de syndrome de détresse
respiratoire aigtie (SDRA). (B)
- dans des abceés provoqués de facon expérimentale chez la souris. (B)
- et enfin dans le cadre de notre sujet, dans les selles de patients atteints de RCH et de
maladie de Crohn. (31),(B).

[-4-2- La Lactoferrine

La lactoferrine est une glycoprotéine de 80 KDa environ appartenant a la famille
des transferrines, puisqu’elle posséde deux sites de fixation pour le fer (sous forme d’ions
ferriques). Sa structure tridimensionnelle comprend deux lobes globulaires liés par une

courte hélice alpha. A l'intérieur de chaque lobe, se situe le site de fixation du fer. (32)

La lactoferrine est présente dans le milieu extra cellulaire, au sein de multiples
liquides biologiques, car synthétisée en continu par la majorité des épithélia glandulaires.
On la retrouve donc dans le lait (ou elle a été découverte et d’'ou elle tire son nom), les
larmes, la salive, la bile, les sécrétions d’organes reproducteurs, le tractus gastro

intestinal et les selles (32,33).

Dans le milieu intra cellulaire, c’est également un composant majeur des granules
secondaires des polynucléaires. Les autres cellules hématopoiétiques, comme les
monocytes ou les lymphocytes, n’en contiennent pas. Lors d’'une réaction inflammatoire,

on assiste au processus de dégranulation des neutrophiles avec une forte accumulation
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de la protéine sur le lieu de I'inflammation, et a moindre ampleur, dans le sérum (32). De
ces constatations, découle l'intérét de doser cette protéine dans les fluides corporels pour

en faire un nouveau marqueur d’inflammation.

Les fonctions de la lactoferrine sont nombreuses :

- une fonction principale antimicrobienne (contre les bactéries, virus, parasites,
champignons et prions). La lactoferrine présente une activité a la fois bactériostatique et
bactéricide. L'action bactériostatique passe par un mécanisme de séquestration du fer,
nécessaire a la survie bactérienne. L’activité bactéricide, quant a elle, passe par la
fragilisation de I'enveloppe bactérienne (via la fixation de la lactoferrine au LPS et a
d’autres protéines bactériennes) (32-34). La lactoferrine présenterait également une
action anti virale, en inhibant I'entrée au sein des cellules de virus & ADN ou ARN, et la

réplication de certains d’entre eux (virus des hépatites, VIH, herpés, CMV...) (32,34).

- La lactoferrine intervient également dans la modulation de la réaction inflammatoire. Elle
exerce en effet une activité pro inflammatoire par le biais de l'induction de la production
d’IL18, qui stimule la maturation et la différenciation des cellules T vers un profil TH1. Elle
augmente par ailleurs [l'activité phagocytaire des leucocytes (32). L’activité anti
inflammatoire de la lactoferrine s’exerce via des interactions complexes avec des
récepteurs a la surface des cellules immunitaires et épithéliales : elle module la production
de cytokines, donc indirectement le recrutement des cellules immunitaires au site
inflammatoire. Ainsi, des études ont mis en évidence une diminution de la production de
TNF alpha et d’IL1beta, avec une augmentation de I'lL 10, aboutissant a une diminution du

recrutement des leucocytes sur le site concerné (32).

- Bien que 'on s’écarte un peu de notre sujet, il est néanmoins intéressant de noter que de
nombreuses études portent sur l'activité anti tumorale de la lactoferrine. Celle-ci
s’exercerait via plusieurs mécanismes: activité immunomodulatrice, inhibition de

I'angiogenese, régulation de la croissance cellulaire, promotion de I'apoptose (32).

[-4-3- La M2PK

La pyruvate kinase (PK) est une enzyme clé de la voie de la glycolyse,
constitutionnelle de I'ensemble des cellules. Selon les types cellulaires, on la retrouve

sous la forme de 4 isoenzymes : L (liver), R (red blood cells), M1 (pour la plupart des
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cellules différenciées) et M2. La M2PK est présente de facon ubiquitaire au stade
embryonnaire et est progressivement remplacée par les isoformes spécifiques des tissus
durant le développement. Elle est également retrouvée a I'age adulte dans toutes les

cellules en division rapide.

La fonction principale de la M2PK est de participer a la production d’énergie : elle se
positionne au bout de la voie de la glycolyse et permet la transphosphorylation du
phosphoénolpyruvate vers I'adénosine diphosphate (ADP) pour produire a la fois du
pyruvate (qui deviendra lactate) et de I'adénosine triphosphate (ATP), source énergétique
majeure de la cellule (Fig 3).

2x 2 x
. -ADP +H -ATP -
0. =0 Me Mg o =0
':Ij1 \ _/ (i-:l
C,— OPO;™ »~ C,=0
Il I
rwite
CH, P‘:m- wse CoHg
2 x 2x
phosphoe nolprr uvate pyruvate

£ Juspord (F005)

Figure 3 : Fonction de la pyruvate kinase dans la glycolyse

Le site catalytique ne représente qu’une petite partie de I'enzyme, tandis que la partie
«conformationnelle» est grande, augmentant les possibilités d’interaction et de régulation
de la protéine. Ainsi, la M2PK active est usuellement un homotetramére, composée de 4
sous unités identiques, tandis que la forme inactive est un dimere(35). L’activité de la
M2PK est donc régulée par deux mécanismes différents: le niveau d’expression de la

protéine, et sa conformation allostérique (35).

Méme si la fonction originelle de la M2PK est de cataboliser le glucose, elle est
impliquée dans beaucoup d’autres fonctions non glycolytiques, qui la placent au carrefour
de voies de signalisation complexes. Ainsi, elle intervient dans la régulation du cycle
cellulaire (35) : il faut savoir qu’une cellule en division présente des besoins énergétiques
mais doit aussi bénéficier de métabolites intermédiaires de la glycolyse pour servir a la
fabrication d’acides nucléiques, d’acides aminés et de lipides. Ainsi, la forme tétramérique
de la M2PK permet la production d’énergie via I’ATP, tandis que la forme dimérique
inactive permet I'accumulation des métabolites intermédiaires a des fins de synthése
cellulaire. De ce fait, quand la cellule est en situation de besoin anabolique (faible taux de
précurseurs), la M2PK passe de sa forme tétramérique a sa forme dimérique inactive, et

inversement si les taux de précurseurs sont élevés (35). Ces phénoménes sont régulés
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par de nombreux signaux, la M2PK interagissant avec une diversité d’hormones et

facteurs de croissance (35).

La M2PK, qui est présente dans les cellules en division rapide, est retrouvée au sein
de sites inflammatoires, par le biais du recrutement et de la multiplication des cellules
immunitaires sur le lieu concerné (35). C’est pourquoi le taux de M2PK sérique et dans

les féces a été étudié dans le contexte des MICI et de la RCH en particulier.

Il est également intéressant de savoir que la M2PK joue un réle dans 'oncogenése par
le biais d’'une interaction prouvée avec la voie de raf kinase (voie importante de la
prolifération et la différenciation cellulaire). Ainsi, la mutation a-raf donne le pouvoir a cette
kinase de réactiver la tétramérisation de M2PK pour relancer la glycolyse et donc, la
production d’énergie (35). La présence de I'enzyme sous sa forme dimérique a été mise
en évidence dans le sérum et les selles de patients présentant un cancer colorectal, ainsi
gque dans le sérum de patients présentant un cancer du pancréas, de I'estomac, du rein ou
du poumon (35). M2PK joue également un role dans d’autres domaines tels que la

réponse immunitaire, l'infertilité masculine, le diabéte, le vieillissement cellulaire (35)...

I-4-4- La néopterine

La néopterine, ou 6-D-erythrotrihydroxypropyl-pterine, est une substance de bas poids
moléculaire, synthétisée & partir de la guanosine triphosphate (GTP) par 'enzyme clé de
la biosynthese des ptéridines (molécules pigmentaires): la GTP-cyclohydrolase |I. La GTP-
cyclohydrolase clive la guanosine triphosphate pour former du 7,8-dihydroneopterine-
triphosphate, un intermédiaire (Figure 4). Contrairement aux autres cellules, les
monocytes et macrophages humains possédent une faible activité constitutionnelle de
I'enzyme formant la biopterine, la pyruvoyl-tetrahydropterine synthase (PTPS), ce qui est a
I'origine du fait que les molécules synthétisées et relarguées dans le milieu extracellulaire

sont presque exclusivement de la néopterine et de la 7,8-dihydroneopterine (36),(C).
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Figure 4 : Voie de synthése de la néopterine

La production de néopterine est sous tendue par I'activation des lymphocytes T :
guand ils reconnaissent une cellule étrangére ou une cellule modifiée, ils commencent a
produire des lymphokines avec parmi elles, I'interféron (IFN) gamma. Celui-ci stimule les
monocytes et macrophages qui produisent alors et excretent la néopterine (36), (C). L'IFN
Gamma est pour l'instant la seule cytokine capable d’induire une production significative
de néopterine. Les autres chimiokines comme le TNF alpha, par exemple, ne peuvent

jouer qu’un réle de co-stimulateur, par le biais de la sécrétion d’'IFN. (C)

La néopterine, ainsi que ses dérivés, interviennent dans les processus de réaction
inflammatoire et de réponse immunitaire : ils participent a la fonction cytotoxique des
macrophages, en stimulant leur capacité a produire des radicaux libres et en potentialisant
I'effet de ceux-ci (C). Par ailleurs, une action des dérivés de la néopterine sur le cycle
cellulaire a été mise en évidence a partir d’études in vitro : ils pourraient, par des voies

complexes de signalisation, jouer un réle dans I'apoptose. (C)

En cas de processus inflammatoire, des taux importants de néopterine sont alors
détectables dans le sérum et les fluides corporels concernés comme les urines, les selles,
ou le liquide céphalo rachidien (LCR) (C). Des dosages ont donc été testés et étudiés
dans une multitude de circonstances différentes :

- dans des processus infectieux (bactériens, viraux, parasitaires): par exemple, dans le
Virus de 'immunodéficience humaine (VIH), un taux élevé de néopterine est un facteur de
mauvais pronostic de I'évolution de la maladie, mais peut aussi étre utile dans le suivi du

traitement.
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-dans des maladies inflammatoires systémiques (polyarthrite rhumatoide, Ilupus
érythémateux disséminé, maladie de Crohn et RCH), comme outil de mesure de la
sévérité de la maladie (C).

-dans des pathologies tumorales malignes (cancers gynécologiques, hématologiques,
cancer du poumon, de la prostate, du colon, carcinome hépato cellulaire), comme facteur
pronostic (C).

-dans le domaine des transplantations (cceur, rein, foie): le taux de néopterine serait un
indicateur précoce de rejet avant que les paramétres cliniques et biologiques classiques

ne se modifient (C).

[-4-5- La zonuline

La zonuline, ou pré Haptoglobine 2 (pré HP2), est la forme précurseur non clivée (donc
mono chaine) de I'haptoglobine 2. L’haptoglobine est une glycoprotéine hétérodimérique :
elle est composée d’'une chaine alpha et d’'une chaine beta qui sont reliées par une liaison
covalente, seule la chaine beta étant glycosylée. Alors que la chaine beta est constante,
la chaine alpha existe sous deux isoformes 1 et 2. De la présence d’'une ou des deux
isoformes, résulte les trois phénotypes d’Haptoglobine : HP1-1 homozygote, HP2-1
hétérozygote, et HP2-2 homozygote (forme clivée de la zonuline). La seule fonction pour
'instant connue a I'Haptoglobine est de former un complexe avec I’hémoglobine libre,

empéchant la formation de radicaux libres (activité anti oxydante) (37).

~

La pré Haptoglobine 2 a été découverte a partir de I'étude de Zot, une entérotoxine
synthétisée par vibrio cholerae (bactérie du choléra), qui posséde la faculté d’ouvrir de
fagon réversible les jonctions intercellulaires de I'épithélium intestinal. Ainsi, la zonuline a
été identifiée trés récemment comme la version endogéne de Zot dans I'espece humaine
(37,38).

Au plan fonctionnel, avant I'identification de la pré HP2 comme un agent favorisant
I'hyperperméabilité intestinale, aucune autre fonction ne lui avait été attribuée. Son action
sur I'épithélium intestinal est liée a I'analogie protéique d’'une séquence de la zonuline
avec le facteur de croissance EGF (Epidermal Growth Factor), qui par le biais de la
fixation a son récepteur (EGFR), entraine I'ouverture des jonctions intercellulaires de
I'épithélium intestinal (37,38). Parmi les stimuli qui entrainent le relargage de zonuline, le

gluten et les bactéries sont les plus puissants identifiés. C’est d’ailleurs pour cette raison
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gue des infections intestinales, par le biais de I'altération de la barriére digestive, ont été
inculpées dans la pathogénie de plusieurs maladies, incluant :

- des maladies auto immunes: maladie cceliaque, diabéte de type 1, spondylarthrite
ankylosante, lupus érythémateux disséminé, MICI (37).

-certains cancers : cerveau, poumon, sein, pancréas, ovaire (37).

-des maladies du systéeme nerveux central: maladies démyélinisantes, autisme,

schizophrénie (37).

En ce qui concerne notre sujet, les MICI peuvent étre reliées a un accés inapproprié
d’antigénes étrangers au niveau du tissu lymphoide digestif, entrainant une activation du
systeme immunitaire a ce niveau. Si une fragilité primitive de la barriere intestinale
potentiellement liée a la voie de la zonuline est impliguée dans ce phénomene, il est
certain que la production de cytokines incluant I'lFN gamma et le TNF alpha contribue a
perpétuer I'’hyperperméabilité intestinale en réorganisant les multiples protéines
constituant les jonctions inter cellulaires. Dans la maladie de Crohn quiescente, il a été
démontré qu’une augmentation de la perméabilité intestinale précédait la rechute clinique,
suggérant que ce phénoméne constituait une étape précoce de I'exacerbation de la
maladie. L’hypothése selon laquelle le défaut de barriére intestinale est sous tendu par la
génétique, est validé par le fait que des apparentés au premier degré de patients atteints
de maladie de Crohn présentent une perméabilité intestinale augmentée. Il a été
récemment mis en évidence qu’une augmentation de la zonuline sérique est détectable
dans la phase aigte d’'une MICI et que ce taux sérique baisse quand une thérapeutique
adaptée est mise en ceuvre, d'ou l'intérét d’envisager la zonuline comme un nouveau

biomarqueur de suivi de ces pathologies (37).

|-5- Etat actuel des connaissances sur les marqueurs fécaux dans

les MICI et en particulier dans la RCH

Comme nous l'avons expliqué précédemment, I'hypothése principale qui a fait étudier
ces différentes protéines fécales dans les MICI est qu’il existe une probable corrélation
entre leur taux et le degré d’inflammation digestive. Ainsi, les biomarqueurs fécaux ont été
étudiés a plusieurs stades des MICI : les plus étudiés jusqu’a présent sont la calprotectine

et la lactoferrine.
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I-5-1- Le rOle des biomarqueurs fécaux dans le diagnostic des MICI.

Les symptémes cliniques faisant découvrir une MICI étant parfois trés peu spécifiques,
il peut étre difficile de faire la différence entre une authentique maladie inflammatoire et un
trouble fonctionnel digestif. C’est alors I'endoscopie avec réalisation de biopsies a visée
anatomopathologique, qui fait le diagnostic. Plusieurs études se sont intéressées au role
potentiel des marqueurs fécaux dans cette situation et a leur capacité a différencier les

deux types de pathologies.

Par exemple, une étude italienne de Costa et al. publiée en 2003, a dosé les taux de
calprotectine fécale chez différents types de patients (239 au total): 131 patients atteints
de MICI (49 maladies de Crohn et 82 RCH), 26 présentant un cancer colo rectal, 48 avec
syndrome de l'intestin irritable et 34 sujets sains. Les résultats ont mis en évidence des
taux significativement plus élevés de calprotectine fécale chez les patients atteints de
MICI ou de néoplasie par rapport aux patients présentant un syndrome de lintestin
irritable et les patients sains. La sensibilité et la spécificité du marqueur pour différencier
une pathologie inflammatoire d’'une pathologie fonctionnelle étaient optimales pour une
valeur seuil de 60 pg/g de selles (39).

Dans le méme esprit, une étude de Langhorst et al. a évalué la capacité de la
calprotectine fécale et de la lactoferrine (ainsi que de plusieurs paramétres sanguins) a
faire un diagnostic de MICI et a distinguer une MICI active d’'une maladie quiescente.
Ainsi, 139 patients destinés a une endoscopie diagnostique se sont vus doser plusieurs
paramétres, dont la calprotectine fécale et la lactoferrine. Parmi eux, il y a eu 54
diagnostics de syndrome de l'intestin irritable (Sll), 43 maladies de Crohn, et 42 RCH. Il
avait été objectivé des taux significativement plus bas de calprotectine et de lactoferrine
en cas de RCH, de maladie de Crohn quiescentes et de Sll qu'en cas de MICI actives.
Avec un seuil de 48ug/g, la calprotectine avait la meilleure précision diagnostique pour
détecter I'inflammation dans la maladie de Crohn (81.4%), alors qu’avec un seuil de 7,05
pMg/mL, la lactoferrine était supérieure dans la RCH (83.3%). Les deux protéines étaient
systématiquement meilleures que la CRP, avec comme gold standard I'endoscopie (40).

Une méta analyse publiée en 2010, incluant 13 études (6 chez des adultes, et 7 chez
des enfants et adolescents), a confirmé ces données pour la calprotectine. Chez les
adultes, cette protéine a une sensibilité et une spécificité de 0,93 et 0,96 pour le
diagnostic de MICI, avec des chiffres moindres chez les enfants et adolescents: (0,92 et
0,76 respectivement). La calprotectine pourrait donc étre un outil pour sélectionner les
patients candidats a une endoscopie diagnostique, réduisant ainsi de 67% le nombre
d’endoscopies (41).

22


http://wizfolio.com/?citation=1&ver=3&ItemID=296&UserID=25782&AccessCode=54262ABB81EF4281AD19F38A0D662A99&CitationSuffix=
http://wizfolio.com/?citation=1&ver=3&ItemID=306&UserID=25782&AccessCode=629AF5679F2F4F0192592E2CECC915F1&CitationSuffix=
http://wizfolio.com/?citation=1&ver=3&ItemID=288&UserID=25782&AccessCode=94947815EFD8428E84AC81999D0E0900&CitationSuffix=

Dans cet esprit de réduction du nombre d’endoscopies diagnostiques, une étude
Suisse de 2011 a évalué le montant des économies réalisées par an si les candidats a
une endoscopie diagnostique pour suspicion de MICI, étaient présélectionnés par un
dosage de calprotectine fécale. Ainsi, les données de 3369 patients ayant bénéficié d’un
dosage de calprotectine fécale et d’'une endoscopie diagnostique ont été analysées : pour
des seuils respectifs de 50ug/g et de 100ug/g, les demandes d’endoscopies seraient
réduites de 50 et de 67%, ce qui aurait abouti a une économie de 1,57 et 2,13 millions
d’euros. En revanche, cette étude ne prenait pas en compte la proportion de faux négatifs

et les colts engendrés par ces diagnostics ratés (42).

En ce qui concerne la M2PK, elle semble également capable de différencier une
pathologie inflammatoire du tube digestif d’'une pathologie fonctionnelle, comme le
montrent deux études publiées en 2007 et 2009 (43),(44). Cependant, bien que les
valeurs de M2PK présentent une tres bonne corrélation avec les taux de calprotectine
fécale, il semble que la sensibilité et la spécificité soient Iégérement moins bonnes pour
différencier les deux types de pathologie :

Dans la premiére étude anglaise de Chung-Faye et al. (43), on retrouve respectivement :
avec un seuil a 3,7 U/mL pour la M2PK et a 25ug/g pour la calprotectine, des sensibilités
(Se) a 73 et 80%, des spécificités (Sp) identiques a 74%, des valeurs prédictives
positives (VVP) a 89 et 87%, des valeurs prédictives négatives (VPN) a 57 et 65%.

Dans la seconde étude anglaise de Jeffery et al. (44), on retrouve respectivement : avec
un seuil a 4U/mL pour la M2PK et 50ug/g pour la calprotectine, des Se a 67% et 93%, des
Sp a 88% et 92%, des rapports de vraisemblance positive de 5,6 et 11,6, et des rapports

de vraisemblance négative de 0,18 et 0,07.

En ce qui concerne la néopterine et la zonuline, aprés revue de la littérature, aucune
étude n’a analysé ces protéines comme marqueurs de diagnostic différentiel avec des

pathologies fonctionnelles.

I-5-2- Le role des biomarqueurs fécaux dans I’évaluation de I’activité

de la maladie.

Au-dela du réle que les marqueurs fécaux peuvent avoir dans le diagnostic de la
maladie, leur utilité a également été étudiée dans l'activité des MICI : en effet, puisque les

marqueurs fécaux semblent étre bien corrélés au degré d’inflammation intestinale et
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peuvent aider a distinguer une MICI d’'une pathologie fonctionnelle digestive, des études

ont été réalisées en vue d’étudier leur capacité a distinguer le degré de sévérité des MICI.

Un travail de Vieira et al. publié en 2009, étudiait la faculté de la calprotectine et de la
lactoferrine a refléter le degré d’inflammation intestinale et donc la sévérité de la maladie.
Ainsi, chez 78 patients atteints de maladie de Crohn ou de RCH, on recueillait a un instant
t les données suivantes: scores cliniques et endoscopiques d’activité, score histologique,
divers parametres biologiques sanguins et fécaux (calprotectine et lactoferrine). Chez 52
patients pour qui I'analyse histologique retrouvait des stigmates d’inflammation, 49 avaient
un taux de lactoferrine élevé, et 40 avaient un taux de calprotectine supérieur a 200 mg/kg
(meilleur seuil pour une sensibilité de 88,6% et une spécificité de 97,1%). Les deux
margueurs fécaux présentaient une bonne corrélation avec le score de Mayo pour la RCH,
le CDAI et le CDEIS pour la maladie de Crohn, et le taux de CRP (45).

Comme nous l'avons vu précédemment, les scores cliniques et les paramétres
sanguins ne sont pas toujours des outils tres performants pour évaluer précisément le
degré de sévérité de la maladie. Dans le cadre de la maladie de Crohn, une étude de
Schoepfer et al. publiée en 2010 a montré que la calprotectine avait un meilleur taux de
corrélation avec le SES-CD (Simple Endoscopic Score for Crohn Disease) (r=0,75), que la
CRP (r=0,53), le taux de leucocytes (r=0,42) et le CDAI (Crohn Disease Activity Index)
(r=0,38). La calprotectine était d’ailleurs le seul marqueur a pouvoir discriminer une
maladie endoscopiquement quiescente d’une maladie légérement active, une activité
légére d’une activité moyenne, une activité moyenne d’'une activité sévere. Avec un seuil
de 70ug/g, la calprotectine avait un pouvoir de 87 % pour discriminer une maladie active,
contre 66 % pour une CRP élevée, 54% pour une hyperleucocytose et 40% pour un CDAI
> 150 (46).

Dans la RCH, une autre étude suisse de Schoepfer et al publiée en 2009 confirme les
résultats précédents. Le score endoscopique utilisé était le score de Rachmilewitz. Parmi
les parametres testés (Clinical Activity index, CRP, taux de leucocytes et calprotectine
fécale), c’était la calprotectine qui avait de loin, la meilleure corrélation (r=0,834) avec le
score de Rachmilewitz : elle permettait, de fagon significative, de distinguer une maladie

inactive, d’'une maladie de sévérité Iégére, moyenne et importante (47).

Pour la M2PK, une étude polonaise publiée en 2007 (48), a étudié sa capacité a
détecter l'inflammation intestinale dans une population de 107 enfants atteints de MICI (32
Crohn et 75 RCH). Les scores clinico-biologiques d’activité de la maladie (Pediatric Crohn

Disease Activity Index (PCDAI) et Truelove et Witts) étaient relevés parallelement. Avec
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un seuil de 4U/g, la M2PK détectait 94,1% des patients présentant une maladie de Crohn
active et 94,3% des RCH actives. Les taux de M2PK étaient significativement plus bas
chez les patients atteints de RCH en rémission clinique par rapport a ceux qui étaient en
phase active de leur maladie. Bien que la méthodologie de cette étude soit discutable, il

semble que la M2PK puisse avoir une utilité dans I'évaluation de I'activité des MICI.

En ce qui concerne la néopterine, cette protéine avait été étudiée dés les années 80
dans les urines de patients atteints de MICI. Il apparaissait que des taux urinaires élevés
de néopterine chez des patients porteurs de RCH, étaient corrélés a une maladie
cliniguement active (49). Par la suite, la néopterine a été étudiée dans le sérum de
patients atteints de MICI, avec des conclusions similaires malgré une méthodologie
discutable. (50)

C’est beaucoup plus récemment que la néopterine a été étudiée dans les selles. Ainsi,
une étude de Nancey et al. publiée en 2013, portant sur 133 patients (78 Crohn et 55
RCH) démontre que cette protéine serait aussi performante que la calprotectine pour
distinguer les patients qui présentent une maladie endoscopiquement quiescente de ceux
qui présentent une maladie active, la corrélation étant d’autant plus importante que I'on se
trouve dans le cadre d’'une RCH : r = 0.75 et 0.72, respectivement pour la calprotectine et
la néopterine (p < 0.0001), versus r = 0.53 et 0.47 dans la maladie de Crohn (p < 0.0001).
Avec des seuils respectifs de 250ug/g pour la calprotectine et de 200 pmol/g pour la
néopterine, les deux marqueurs avaient un pouvoir diagnostic similaire pour prédire une
activité endoscopique, encore une fois plus important dans la RCH (88 et 90%
respectivement) que la maladie de Crohn (74% pour les deux protéines) (51).

Une étude de Husain et al. également publiée en 2013 confirme la faculté de la
néopterine fécale a refléter I'activité de la maladie. En revanche, dans cette étude, le
dosage de la protéine dans le sérum ou les urines n’apparaissait pas du tout pertinent
(52).

Bien qu’aucune donnée ne semble disponible dans ce contexte pour la zonuline, les
conclusions de ces différents travaux laissent penser que la calprotectine, la lactoferrine,
la M2PK et la néopterine pourraient se substituer a certains contrdles endoscopiques dans

la surveillance de I'activité de la RCH.
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I-5-3- Le rble des biomarqueurs fécaux dans la prédiction de la

rechute

Les biomarqueurs fécaux ont également été analysés dans le rble de facteurs
pronostiques pour I'évolution des MICI. En effet, chez des patients présentant une maladie
quiescente, des taux élevés de calprotectine fécale et de lactoferrine peuvent étre des
facteurs prédictifs de rechute. Il n’existe pas de données dans ce contexte pour la M2PK,

la néopterine, ni pour la zonuline.

Ainsi, une étude prospective publiée en 2009 a inclus 89 patients atteints de maladie
de Crohn et 74 de RCH en rémission depuis au moins 6 mois. Vingt-six rechutes sont
survenues au cours de 12 mois de suivi. Chez les patients ayant rechuté, les valeurs de
calprotectine fécale et de lactoferrine étaient significativement plus élevées a l'inclusion
que chez les patients indemnes de toute rechute au cours du suivi (53). Au moins deux
autres études confirment ces résultats pour la calprotectine: celle de Tibble et al., publiée
en 2000 (54) et celle de Valle Garcia-Sanchez et al., publiée en 2010 (55). Cela laisse
donc supposer que les marqueurs fécaux ont une capacité a détecter une inflammation
digestive infra clinique.

La calprotectine serait un meilleur facteur prédictif de rechute dans la RCH que dans la
maladie de Crohn comme le suggeére une étude de Costa et al. parue dans Gut en 2005.
Soixante-dix-neuf patients (38 maladies de Crohn et 41 RCH) en rémission clinique, ont
été suivis durant un an : le taux de calprotectine fécale était significativement plus élevé
dans le groupe de patients porteurs de RCH et rechuteurs que dans le groupe de non
rechuteurs (médiane de 220,6 ug/g vs 67 ug/g, p<0,0001). Aucune différence significative
n’avait été mise en évidence entre les rechuteurs et non rechuteurs au cours de la maladie
de Crohn (médiane de 220,1 et 220,5 ug/g, p=0,395). Ces constatations semblaient liées
au fait que la calprotectine fécale présente une performance moindre dans I'évaluation de
I'inflammation grélique en comparaison a l'inflammation colique (mauvais rendement dans
les maladies de Crohn de localisation iléale) (56).

Afin de valider ces données, Mao et al ont publié trés récemment une méta analyse de
6 études ayant toutes évalué la capacité de la calprotectine fécale a prédire la rechute
chez des patients présentant une MICI quiescente : ainsi, 672 patients ont été inclus (318
RCH et 354 maladies de Crohn). La sensibilité et la spécificité cumulées de la
calprotectine pour la prédiction de la rechute étaient respectivement de 78% (IC 95% [72—
83]) et de 73% (IC 95% [68—77]). L’aire sous la courbe ROC était de 0,83. En revanche, la

capacité de la calprotectine a prédire la rechute était similaire chez les patients porteurs
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de RCH et ceux porteurs d’'une maladie de Crohn (avec la réserve d’'un manque de

données pour les maladies de Crohn de localisation purement iléales) (57).

La calprotectine a par ailleurs été étudiée comme facteur prédictif de colectomie chez
des patients présentant une colite aigue grave. Une étude publiée en 2008 a inclus 90
patients présentant un tableau de colite aigue grave. Tous les patients se voyaient doser
la calprotectine le plus to6t possible aprés l'admission. Les patients ayant subi une
colectomie avaient des taux de calprotectine fécale significativement plus élevés que ceux
gui avaient répondu au traitement médical (corticoides IV +/- IFX): 1200ug/g vs 887ug/g,
p=0,04. Il y avait pour les patients en échec des corticoides ou de linfliximab, une
tendance non significative a des taux plus élevés de calprotectine par rapport aux patients
répondeurs au traitement meédical. Un seuil a 1922,5 pg/g permettait d’identifier 87% des

patients qui allaient subir une colectomie dans les 6 mois (58).

I-5-4- Le rble des biomarqueurs fécaux dans la prédiction de la

réponse au traitement a moyen et long terme.

L'utilisation des marqueurs fécaux dans le suivi de la réponse aux traitements
commence a se démocratiser dans les études actuelles. Cependant, jusqu'a présent,
rares sont les publications dont I'objectif principal était d’évaluer la faculté des marqueurs

a prédire la réponse aux traitements entrepris, a court ou plus long terme.

Une étude finlandaise publiée en 2011, a porté sur une population pédiatrique de 36
individus (23 maladies de Crohn et 13 RCH), chez qui un traitement par infliximab était
instauré. Les taux de calprotectine fécale étaient mesurés a S0, S2, et S6. Au moment de
I'introduction, les taux médians étaient de 1150 ug/g, et baissaient significativement a S2
avec une médiane de 261ug/g (p<0,001). A S6, 22% des patients voyaient leur taux de
calprotectine remonter parfois au-dela des taux mesurés a S0, suggérant un échappement
au traitement. Malheureusement, il n’était pas prévu dans ce travail de comparer les taux
de calprotectine aux scores d’activité clinique ou endoscopique, ni d’analyser I'impact de
la cinétique du marqueur sur I'attitude thérapeutique (augmentation des doses d’infliximab,

ou changement de traitement) (59).

Une autre étude finlandaise publiée en 2008, a évalué une population de 30 patients
atteints de maladie de Crohn chez qui un traitement par anti TNF alpha était mis en place.
L’évolution du CDAI, de la CRP, du CDEIS, d’un score histologique et des taux de
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calprotectine et lactoferrine étaient étudiés entre SO et S12. Il s’avérait que tous les
marqueurs diminuaient de facon significative & 3 mois. La corrélation entre le CDEIS et les
marqueurs fécaux était plus forte qu'avec le CDAI ou la CRP. En revanche, toute
corrélation avec le delta du score histologique entre SO et S12 n’apparaissait pas
significative, sous réserve que le score utilisé n’était pas validé. Cette étude montre que la
calprotectine et la lactoferrine sont des marqueurs trés performants dans I’évaluation de

I'efficacité de I'induction par un traitement anti TNF (60).

En ce qui concerne plus particulierement la RCH et la réponse au traitement a court
terme, nous disposons d’une étude belge publiée en 2012: le but était d’évaluer I'effet d’'un
traitement d’induction par infliximab sur les taux de calprotectine fécale, dosés de fagon
hebdomadaire chez les 53 patients inclus. Suite a la phase d’induction par infliximab, on
assistait alors a une diminution significative des taux de calprotectine entre SO (médiane
de 1260 mg/kg) et S10 (médiane de 72,5mg/kg). Ainsi, 58 % des patients présentaient a
S10 a la fois une rémission endoscopique et une diminution significative du taux de
protéine. Ces mémes patients avaient a S2 des taux significativement inférieurs par
rapport aux patients présentant des signes d’activité endoscopique a S10, suggérant
qu’'une baisse précoce des taux de calprotectine serait prédictive d’'une réponse au

traitement d’induction (61).

En 2012, Molander et al publient une étude dans laquelle est évalué le rdle de la
calprotectine fécale dans la prédiction de la rémission a plus long terme. En effet, dans
une population de 60 patients présentant une MICI (34 maladies de Crohn et 26 RCH),
chez qui un traitement par anti TNF alpha (infliximab ou adalimumab) était instauré, les
patients présentant un taux normalisé de calprotectine a I'issue de l'induction (31 patients
avec un taux < 100 pg/g) étaient plus susceptibles d’étre en rémission clinique a un an
que ceux qui présentaient un taux de calprotectine fécale encore élevé. Ainsi, on
retrouvait 26 patients sur 31 en rémission a un an dans le groupe calprotectine normalisée
apres induction, contre seulement 11 patients sur 29 dans le groupe non normalisée.
(p<0,001). Le seuil optimal pour prédire une maladie active & un an était de 139 ug/g (Se
de 72% et Sp de 80%) (62). En revanche, le travail de Laharie et al. n’a pas validé cette
notion dans le cadre de la maladie de Crohn, puisque les taux de calprotectine fécale a
'issue de l'induction n’étaient pas significativement différents entre le groupe de patients

rechuteurs et non rechuteurs (63).

En 2013, De Vos et al se sont interrogés sur l'utilité des dosages répétés de

calprotectine fécale lors du traitement de maintenance par Infliximab dans la RCH. Quatre-
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vingt-sept patients porteurs de RCH et sous traitement d’entretien par Infliximab ont été
prospectivement inclus, avec dosage de la calprotectine fécale toutes les 4 semaines
pendant un an. Chez les patients rechuteurs, des taux significativement élevés (>300
mg/kg) trois mois avant la survenue de la poussée ont ainsi pu étre observés. Ainsi, deux
dosages consécutifs a un mois d’intervalle, retrouvant des taux de plus de 300 mg/kg
prédisaient avec une sensibilité de 61,5% et une spécificité de 100% une rechute clinique

dans 'année (64).

|-6- Rationnel et objectifs de I’étude.

L'analyse de la littérature nous montre donc que les marqueurs fécaux sont des
instruments potentiellement utiles dans les MICI et en particulier dans la RCH a tous les
stades de la maladie : a la fois pour son diagnostic, I'’évaluation de son activité, mais aussi

comme facteurs prédictifs de rechute et de réponse aux traitements anti TNF alpha.

En revanche, si les études sur les protéines fécales sont nombreuses, elles portent
principalement sur la calprotectine et la lactoferrine. Nous disposons seulement de
quelques données assez anciennes sur la valeur de la M2PK et de la néopterine dans
I'évaluation de l'activité des MICI, avec des méthodologies imparfaites. En ce qui
concerne la zonuline, aucun article dédié n’apparait dans la littérature. De méme, peu de
travaux portent sur les capacités des marqueurs fécaux a prédire la réponse aux anti TNF
alpha a court terme, et seules deux études de petit effectif ont évalué la calprotectine

fécale dans I'évaluation de la réponse a long terme (a un an) (62),(64).

Nous avons donc étudié I'utilité de la calprotectine fécale mais aussi des autres
marqueurs fécaux (lactoferrine, M2PK, zonuline et néopterine) dans I'’évaluation de la
réponse au traitement par infliximab a la fois a court terme (S14) et plus long terme (1 an)
chez les patients atteints de RCH active. Le but de ce travail est de démontrer qu'une
baisse précoce des marqueurs fécaux est prédictive d’une réponse clinique et
endoscopique au traitement d’induction, et qu'une baisse significative des marqueurs
fécaux a lissue du traitement d’induction est prédictive d’'une réponse clinique a 1 an. Les
corrélations entre la calprotectine fécale et les autres marqueurs fécaux et les corrélations

entre la calprotectine et les scores de sévérité endoscopique ont également été évaluées.
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lI- MATERIELS ET METHODES
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[I-1- Population étudiée

Nous avons choisi de réaliser une étude prospective observationnelle, menée en
collaboration entre deux services de gastroentérologie de deux centres hospitaliers
universitaires : 'Archet Il a Nice (service d’hépato-gastroentérologie du Pr Hébuterne) et

le centre Lyon sud (service d’Hépato-gastroentérologie du Pr Flouri€).

Nous avons inclus dans I'étude entre mars 2011 et octobre 2012, tous les patients
présentant une RCH et chez qui une décision de mise en place d'un traitement par
infliximab était prise. Les raisons de linstauration du traitement par anti TNF alpha
suivaient les indications de 'AMM. A noter que nous n’avions pas prévu d’inclure les
patients qui auraient pu bénéficier pendant cette période d’un traitement par adalimumab,
étant donné que l'attribution de ’'AMM dans cette indication a été postérieure au début de

notre étude.

Les patients devaient consentir a I'inclusion, aprés information orale donnée quant aux
modalités de déroulement de celle-ci. Les critéres de non inclusion étaient les suivants :

- un age <16 ans,

- une grossesse en cours,

- une colite infectieuse objectivée par des coprocultures positives, ou une infection par
le CMV objectivée par une antigénémie pp65 positive,

- un antécédent de cancer colorectal,

- un antécédent de chirurgie colique étendue,

- une prise réguliére d'aspirine ou d’anti inflammatoires non stéroidiens,

- les contre-indications habituelles a la mise en place d’un traitement anti TNF alpha :
antécédent d’allergie sévére au principe actif du médicament ou a Il'un de ses
excipients, infection au moment de linclusion, notamment tuberculose latente ou
active (le patient devant étre traité selon les recommandations avant de débuter
infliximab), insuffisance cardiague modérée a sévere, maladie démyélinisante

évolutive, antécédent récent de néoplasie.

Les criteres d’exclusion étaient :
- des manquements récurrents a la réalisation des prélévements de selles chez un
méme patient au cours du suivi,

- I'expression par un patient de sa volonté de se retirer de I'étude.
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A l'inclusion, les éléments suivants étaient recueillis:

- caractéristiqgues générales de la population : age, sexe, poids, taille, indice de masse
corporelle (IMC),

- caractéristiqgues de la RCH : ancienneté, extension selon la classification de Montréal
(El=rectite, EZ2=colite gauche, E3=colite étendue), antécédent de maladie
anopérinéale, antécédent de chirurgie colique, manifestations extra digestives
(spondylarthropathie par exemple),

- antécédents familiaux de maladie inflammatoire du tube digestif (RCH ou maladie de
Crohn ou colite indéterminée),

- statut tabagique (actif, sevré, non-fumeur),

- thérapeutiques antérieures et au moment de l'instauration de I'infliximab.

[1-2- Suivi des patients

[1-2-1- Suivi clinico-biologique

Les patients étaient évalués sur le plan clinique et biologique a I'inclusion dans I'étude
(S0) et a chaque passage en hopital de jour pour la réalisation de leur traitement par
infliximab, jusqu'a S14 (S2, S6, S14). Pour les patients qui le souhaitaient, le suivi était

prolongé au-dela.

A chaque visite étaient relevés :

- au plan clinigue: le poids et le score de Mayo partiel,

- au plan biologique sanguin: les patients devaient avoir réalisé dans les 48 heures
précédant la perfusion d’infliximab, un bilan biologique avec dosage des leucocytes, de
I’hématocrite, des plaquettes, de I'albumine et de la CRP ultrasensible,

- au plan biologique fécal: recueil d’'un échantillon de selles réalisé dans les 24 heures

précédant le traitement.

En cas d’hospitalisation pendant la période de suivi, le motif de celle-ci était
mentionné. S’il s’agissait d’'une poussée de la maladie, les paramétres clinico-biologiques
précédemment cités étaient relevés. Si des changements ou des ajustements
thérapeutiques étaient effectués en cours d’étude, ils étaient également notés. De méme,
la survenue d’infections chez les patients inclus au cours de I'étude était mentionnée en

raison de leur possible influence sur les résultats des marqueurs sanguins et fécaux.
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A un an de l'inclusion, nous consultions les dossiers des patients afin de renseigner :

- leur statut répondeur ou non au traitement,

- les éventuelles modifications thérapeutiques : optimisation du traitement par infliximab
(augmentation de dose ou rapprochement des intervalles de perfusion), arrét du

traitement, nouveau traitement entrepris, colectomie.

[1-2-2- Suivi endoscopique

Dans notre étude, deux évaluations endoscopiques étaient programmeées :

- a linclusion (S0), si les patients ne disposaient pas d'une endoscopie récente
(coloscopie totale ou rectosigmoidoscopie), un nouveau bilan d’évaluation était réalisé
avant la perfusion d’infliximab.

- alissue du traitement d’induction (a S12), nous proposions aux malades la réalisation
d’'une rectosigmoidoscopie sous anesthésie locale pour évaluer la réponse

endoscopique.

Pour le centre nigois, chacune des deux évaluations était effectuée préférentiellement
par un des deux médecins du service, spécialisés dans la prise en charge des MICI, et
donc familiers avec I'utilisation des scores d’activité endoscopique. Lorsque I'organisation
du service le permettait, nous faisions en sorte que les deux évaluations endoscopiques
chez un méme patient soient réalisées par le méme opérateur. Les médecins effectuaient
I'évaluation endoscopique en aveugle des résultats biologiques sanguins et fécaux.

Les scores que nous avons choisi de calculer étaient donc le sous score endoscopique
de Mayo, qui est le plus communément utilisé dans les essais clinigues, et le score UCEIS
(Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity), récemment validé de fagon prospective.
A chaque examen, des biopsies systématiques étaient réalisées afin d’exclure une atteinte

infectieuse surajoutée ou un diagnostic différentiel (colite ischémique...).
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[1-3- Méthodes de recueil et dosage des margueurs fécaux.

[I-3-1- Modalités de prélevement

A l'inclusion et a chaque visite, dans les 24 heures qui précédaient la réalisation de la
perfusion d’infliximab, les patients devaient réaliser un prélévement de selles dans un pot
a coproculture classique. Si une évaluation endoscopique était envisagée a l'inclusion,
I’échantillon devait absolument étre recueilli avant l'initiation de la préparation colique ou
la réalisation du lavement (pour une rectosigmoidoscopie), afin de ne pas fausser les
concentrations des marqueurs fécaux. Par la suite, lors des visites en hbépital de jour, pour
des raisons de confort, nous proposions aux patients de réaliser le prélevement la veille
du traitement, a leur domicile, s’ils le souhaitaient. Les consignes étaient alors de
conserver le prélevement dans un sac plastique, a température ambiante, puisque les
protéines fécales sont résistantes a la dégradation bactérienne par la flore colique et
restent stables dans les selles pendant plusieurs jours (7 jours pour la calprotectine, la
lactoferrine et la néopterine, 3 jours pour la M2PK).

[1-3-2 -Méthodes d’extraction des selles

Pour les patients nigois, dés réception au laboratoire de biochimie, les selles étaient
congelées a -20°C, en attendant d’étre expédiées a Lyon pour extraction et dosage des
marqueurs.

Pour les patients lyonnais, aprés leur recueil, les selles étaient acheminées le plus vite
possible au laboratoire. Sur place, elles étaient conservées a +4°C jusqu’a ce que I'extraction,

qui devait étre programmeée rapidement, soit effectuée.

Aprés homogénéisation des échantillons de selles, la procédure d’extraction pouvait alors
débuter selon les modalités suivantes:
- Le prélevement de selle pesé est mis en suspension dans un volume de tampon défini et
spécifique en fonction du marqueur fécal d’intérét. (Tableau 1)
- On procéde ensuite a une agitation du mélange a l'aide d’'un agitateur de type Vortex, afin
d’éviter 'adhésion des selles a la paroi du tube.
- Une petite quantité d’homogénat (environ 1 a 2 mL) est transféré dans un tube Eppendorf et
centrifugé : la vitesse et la durée de centrifugation sont & nouveau spécifiqgues de chaque
marqueur fécal. (Tableau 1)
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- Le dosage des marqueurs sera réalisé sur le surnageant de centrifugation. Si le dosage n’est
pas réalisé immédiatement, on procede a la congélation du surnageant dans des cryotubes a la
température de — 80°C.

Tableau 1 : Présentation de différents parameétres utilisés pour I'extraction des marqueurs fécaux.
Marqueurs Quantité de selles | Volume de tampon Vitesse de Durée de
prélevée (poids d’extraction centrifugation centrifugation
théorique) spécifique du (tours/min) (minutes)
marqueur
Calprotectine 100 mg 4,9 ml 10000 5
Lactoferrine 100 mg 4,9 ml 10000 20
M2PK 75 mg 7,5 ml 3500-4000 10
Néopterine 300 mg 1mi 10000 5
Zonuline 60 mg 3ml 3500 10

I-3-3- Méthodes de dosage des marqueurs.

Les dosages de nos marqueurs ont tous étés effectués a l'aide de techniques ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Pour rappel, 'ELISA est une technique immuno-
enzymatique de détection qui permet de visualiser des complexes antigéne-anticorps grace a une
réaction colorée produite par I'addition d’'un substrat a une enzyme préalablement couplée a
I'anticorps ou a I'antigéne. L'un des produits de la réaction est en général coloré et quantifiable par
mesure de la densité optique.

On distingue les méthodes qualitatives (exemple : dépistage du VIH), ou l'on cherche
simplement a mettre en évidence la présence ou I'absence de l'antigéne/de l'anticorps, et les
méthodes quantitatives ou I'on veut obtenir une concentration chiffrée de celui-ci. Dans notre cas,
il s’agit bien sr de méthodes quantitatives, en phase hétérogéne, c’est-a-dire ou I'anticorps est
fixé a une phase solide, et I'antigéne, constitué par le marqueur fécal a doser, est présent en
phase liquide (D), (E)

Parmi ces méthodes quantitatives, on distingue deux grands types d'immunodosages :
avec ou sans compétition, selon que le réactif (anticorps) est limitant ou en excés par rapport a
'antigéne a doser.
> Ainsi, les méthodes de dosage avec excés de réactif sont dites
immunoenzymomeétriques ou directes : 'ELISA sandwich en fait partie et a permis, dans notre
étude, le dosage de la calprotectine, de la M2PK et de la néopterine.
Le principe de cette technique est le suivant : I'anticorps spécifique est fixé au support en exces,
permettant la liaison de la totalité de I'antigéne (marqueur fécal) & doser. Celui-ci est ensuite révélé
par un anticorps marqué : il est donc pris en « sandwich » entre les deux anticorps. Aprés lavage
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pour éliminer les anticorps libres, on mesure alors le signal émis par la fraction liée, qui augmente

avec la concentration en antigéne. (fig 5), (D), (E)

o lié
rarcueLr
+ ' — o>
I)—*

Ac fick Ag & doser
BN eNcks marqueLr

>
Ag marqlx& Hbre [Ag]
Figure 5 : Description de la technlque ELISA Sandwich (E)

- Les méthodes de dosage avec réactif limitant sont dites par compétition ou indirectes.
Dans notre travail, ces méthodes ont permis de déterminer les taux de lactoferrine et de zonuline.
Le principe de cette technique est le suivant : I'antigeéne a doser entre en compétition avec un
autre antigéne marqué (dont la quantité est prédéterminée), pour la liaison a l'anticorps. La totalité
des sites anticorps disponibles vont étre liés. Le signal émis est alors mesuré par la fraction liée de
l'antigéne marqué, qui diminue exponentiellement avec la concentration en marqueur fécal a
doser. (fig 6), (D), (E)

Ag marqué

.31 margquer libre
+ :’* — -+ =_*

I. =

Figure 6 : Description de la technique ELISA par compétition (E)

Le Tableau 2 récapitule pour chaque marqueur : la technique ELISA et le type de kit utilisé
(ainsi que le laboratoire fournisseur), l'unité d’expression, les coefficients de variation inter et intra
essai et enfin les limites de détection. A noter que pour les kits ne fournissant pas d’échantillon
controle, les coefficients de variation inter et intra essai ont été calculés sur des échantillons
présentant des taux bas ou élevés de marqueurs. On retiendra également que la lactoferrine et la
néopterine sont dosées a l'aide de kits fournis dans le commerce, mais selon des protocoles de
travail mis au point au laboratoire de biochimie de Lyon, pour étre adaptés aux dosages dans les

selles.
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Tableau 2: Caractéristiques des kits ELISA utilisés pour le dosage des différents marqueurs fécaux.

Marqueurs Technique Kit-Réactif et Unités d’ Coefficient de variation | Coefficient de variation Limite de
fécaux ELISA laboratoire expression intra essai inter essai détection
Calprotectine Sandwich EK-CAL png/g de selle | - Taux bas (15upg/g) : 5% | - Taux bas (15upg/g) : <10 po/g
Bihlmann - Taux élevé (65ug/9) : 8,2%
5% - Taux élevé (60ug/g) :
5,3%
-Taux trés éléve (161
Ho/g) : 4%
Lactoferrine Compétition Lactoferrine ng/g de selle | - Taux bas : 10% - Taux bas : 12% 1 ng/g
ELISA Kit - Taux élevé : 8% - Taux élevé : 8%
Calbiochem
M2PK Sandwich Kit U/mL d’extrait | - 5% -7,3% 1 Ul/mL
Schébo Tech de selle
Diasorin
Néoptérine Sandwich Néoptérine pmol/g -Taux bas : 5% -Taux bas : 8% Inmol/L
ELISA Kit -Taux élevé : 8% -Taux élevé : 10%
IBL
International
Zonuline Compétition | Zonulin ELISA ng/mL -Taux bas : 5% -Taux bas : 9,2% 0,6 ng/mL
Kit d’extrait de -Taux élevé : 6% - Taux élevé : 8,1%
Immundiagnosti selle
k

[1-4- Critéres de jugements

Notre objectif principal était de confirmer que la baisse précoce des marqueurs fécaux

(a S2) était prédictive de la réponse clinique au traitement d’induction (a S14).

Nos objectifs secondaires étaient :

- de rechercher une corrélation entre la valeur basale des marqueurs fécaux (a SO) et la

réponse clinique au traitement d’induction (a S14),

- de rechercher une corrélation entre le delta des marqueurs fécaux (S0-2 et S0-6) et la

réponse clinique au traitement d’induction (a S14),

- de confirmer que la baisse précoce des marqueurs fécaux (& S2) était prédictive de la

réponse endoscopique au traitement d’induction (a S12),

- de confirmer une corrélation entre les taux des marqueurs fécaux et la réponse clinique a

'induction (a S14),

- de confirmer que des taux bas de marqueurs fécaux a I'issue du traitement d’induction (a

S14) étaient prédictifs d’'une réponse clinique prolongée a un an (S 52),

- d’étudier la corrélation entre les taux de calprotectine fécale et les taux des autres

margueurs fécaux (lactoferrine, M2PK, néopterine, zonuline),

- de confirmer la corrélation entre la calprotectine fécale et les scores de sévérité

endoscopiques.
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Pour cela, et d’aprés les études ACT1 et 2 faisant référence dans le domaine de la
RCH, nous définissions les paramétres de réponse et de rémission a S14 comme il suit :
- la réponse clinique était caractérisée par une diminution d’au moins 3 points et d’au
moins 30 % du score Mayo par rapport au score initial avec une diminution du sous-score
de saignement rectal d’au moins un point ou un sous-score absolu de saignement rectal
compris entre 0 et 1.
- la rémission clinique était définie par un score Mayo inférieur ou égal a 2 points, sans
aucun sous-score individuel supérieur a 1.
- la réponse endoscopique consistait en la baisse d'au moins un point du score
endoscopique.
- la rémission endoscopique était caractérisée comme un score de mayo endoscopique de
0 oul.

Concernant la réponse a un an, I'échec était défini comme I'arrét ou le changement de
thérapeutique. De méme, les patients chez qui une intensification de I'infliximab avait été
nécessaire (passage a 10 mg/kg ou rapprochement des intervalles de temps entre les

perfusions) étaient considérés comme non répondeurs.

[1-5- Analyse statistigue

Les analyses statistiques ont été réalisées a 'aide du logiciel de statistiques GraphPad

software Inc. (San Diego, CA).

Les résultats des données numériques ont été présentés sous forme de moyennes,
écarts standards de la moyenne, médianes et intervalles interquartiles.

Le test non paramétrique de Mann-Whitney ou le test ANOVA ont été utilisés suivant
le cas; une valeur de p inférieure ou égale a 0,05 a été considérée comme statistiquement
significative.

Nous avons eu recours au coefficient de corrélation de Spearman pour calculer les
corrélations entre les variables.

L’utilisation de courbes ROC a différents moments du suivi, a permis la détermination
des meilleurs seuils de marqueurs fécaux pour la distinction des patients répondeurs et
non répondeurs a l'infliximab. Les aires sous la courbe (AUC) ont également été utilisées
pour la comparaison des performances respectives des biomarqueurs a prédire la réponse

clinique et endoscopique.
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La fiabilité de chacun des marqueurs fécaux a prédire la réponse au traitement a été
exprimée en termes de sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive, valeur prédictive
négative et précision globale. La précision globale est définie comme la somme du
nombre de tests vrais positifs et vrais négatifs divisée par le nombre total de tests (vrais
positifs + vrais négatifs + faux positifs + faux négatifs) et a autorisé I'évaluation
comparative des différents marqueurs fécaux.

39



lIl- RESULTATS
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[1I-1- Caractéristiques de I’échantillon.

[lI-1-1- Caractéristiques générales de la population étudiée

Nous avons inclus entre le 01/03/2011 et le 31/10/2012, 35 patients: 21 a Nice et 14 a
Lyon. Trois patients nigois et un patient lyonnais ont été exclus a posteriori, pour défauts
iteratifs de prélévements de selles au cours du suivi, rendant I'exploitation des données

impossible chez eux. L’analyse finale a donc pris en compte un total de 31 patients.

Parmi ces 31 patients analysés, on comptait 17 hommes pour 14 femmes. La moyenne
d’age était de 40, 6 ans (16-72). 90% des patients étaient non-fumeurs ou anciens fumeurs.
Huit patients au total présentaient des manifestations articulaires, 3 seulement avaient
présenté durant leur histoire des manifestations ano-périnéales. Presque 1/3 des patients

avaient des antécédents familiaux de MICI (RCH ou maladie de Crohn) Le reste des

caractéristiques générales des patients a I'inclusion est résumé dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Caractéristiques générales des patients a I'inclusion.

Total (31 patients)

Age moyen (extrémes)

40,6 (16-72)

Sexe (H/F)

17/14

IMC moyen (extrémes)

22,6 (13,5-36)

Statut tabagique (nb)

- Actif 3
- Sevré 9
- Non-fumeur 19
Manifestations articulaires (nb) 6
- Arthralgies NS 5
- Spondylarthropathie étiquetée
Antécédent de manifestations 2
ano-périnéales (nb)
Antécédent familial de MICI (nb)
- Crohn 3
- RCH 6

Infection virale récente a l'inclusion (nb)

2 (1 hépatite C chronique et une infection a CMV)

Antécédent de chirurgie colique non extensive (nb)

1 (suture colique aprés perforation lors d’'une
coloscopie)
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[lI-1-2- Caractéristiques propres a la rectocolite hémorragique des

patients inclus

La médiane d’ancienneté de la maladie était de 3 ans, avec des extrémes de 0 a 24 ans. |l
s’agissait principalement de colites gauches (E2 dans 48% des cas) ou étendues (E3 dans

48% des cas), une seule rectite (E1) étant a comptabiliser.

Nos patients présentaient des RCH plutot séveres a linclusion, puisque la moyenne des
scores de Mayo partiels était de 6,8/9, celle des sous-scores endoscopiques de 2,8/3, et celle
des scores UCEIS de 8,4/11. A noter que le taux moyen de CRP était de 18,9 mg/l, supérieur a

la normale, signe d’un état inflammatoire systémique.

Concernant les thérapeutiques recues par les patients, 61% avaient bénéficié d'une
corticothérapie systémique antérieurement et 42% en recevaient une au début du traitement
par infliximab. Presque 3/4 des patients avaient recu par le passé des dérivés du 5 ASA, et
prées de la moitié, de l'azathioprine. A linclusion, plus d’1/3 des patients recevaient un
traitement par azathioprine en association avec [linfliximab. Toutes ces données sont

regroupées dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Caractéristiques principales des RCH des patients inclus, et
thérapeutiques antérieures.

Total (31 patients)
Anggnnete de |ii maladie en mois 36 (0-288)
(médiane et extrémes)
Extension selon la classification de
Montréal (nb) :
-E1 1 (3%)
-E2* 15 (48%)
-E3 15 (48%)
Traitements antérieurs (nb) :
-Cort!coldes systémiques 19 (61%)
-Corticoides topiques 7 (23%)
-5ASA (topiques ou PO)

N 23 (74%)
-Antibiotiques 1 (3%
-Azathioprine (3%)

; . 15 (48%)
-Ciclosporine
. 1 (3%)
-Adalimumab
1 (3%)
-Methotrexate o
-Aucun 1 (3%)
3 (10%)
Traitements a I’inclusion (nb) :
-Corticothérapie systémique 13 (42%)
-5ASA 16 (52%)
-Azathioprine 11 (35%)
-Méthotrexate 4 (13%)
-Rien 2 (6%)
ScoreAde Mayo partiel a SO (moy/9 6.8 (0-9)
et extrémes)
Score de Maon endoscopique a SO 2.8 (2-3)
(moy/3 et extrémes)
Score UCEIS a SO
(moy/11 et extrémes) 8.4 (6-11)
CRP (moyenne et extrémes en mg/l) 18,9 (2-229)

(*) Les patients qui n‘ont pu bénéficier a l'inclusion que d’'une rectosigmoidoscopie, et dont la limite
proximale de I'atteinte n’a pu étre évaluée, ont été considérés par défaut comme présentant une colite
gauche (E2).

I1l-2- Réponse des patients au traitement par infliximab

La figure 7 illustre la répartition de nos patients en termes de réponse clinique et

endoscopique.

[11-2-1- Réponse clinique au traitement d’induction (évaluée a S14)

Sur les 31 patients analysés, 19 (61%) ont présenté une réponse clinique au traitement

d’induction par infliximab, et 12 (39%) étaient en échec.
Parmi les 19 répondeurs, on compte 8 rémissions cliniques (42%) (Fig 7).
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[11-2-2- Réponse endoscopique au traitement d’induction (évaluée a
S12)

Sur les 31 patients analysés, 25 endoscopies d’évaluation ont pu étre effectuées a
S12. Treize ont présenté une réponse/rémission endoscopigue : tous étaient également
répondeurs cliniques (Fig 7). Les raisons pour lesquelles 6 patients n’ont pas été évalués
a S12 étaient les suivantes : 2 colites aiglies graves avec échec précoce de l'infliximab, et

4 refus de réévaluation endoscopique.

Parmi les 19 patients répondeurs cliniques a I'induction, on comptait :
-13 (68%) réponses endoscopiques,
- 4 (21%) échecs endoscopiques,

- 2 qui n’avaient pas été évalués a S12. (Fig 7)

Parmi les 12 patients non répondeurs a I'induction :
-8 (67%) avaient pu bénéficier d’'une réévaluation endoscopique et aucun n’y présentait de
réponse.

-4 n’avaient pas pu étre évalués a S12. (Fig 7)

[11-2-3- Réponse clinique a 1 an (52 semaines)

Parmi les 19 patients en réponse clinique a la semaine 14, seulement 11 (58%) sont
en réponse clinique a la semaine 52 (Fig 7). Parmi les non répondeurs a 1 an, 7 patients
ont bénéficié d’'une optimisation de l'infliximab et 1 patient a bénéficié d’'un changement de

classe thérapeutique, au profit du méthotrexate (Tableau 5).
Parmi les 12 patients en échec du traitement d’induction, aucun n’a présenté de

réponse a la semaine 52. Parmi eux, 3 ont vu leur traitement par infliximab optimisé, tous

les autres ont bénéficié d’'un changement de classe thérapeutique. (Tableau 5)

Parmi les 13 patients en réponse endoscopique a S12, 9 patients (70 %) sont en

réponse clinique a la semaine 52 (Fig 7).
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Fig 7 : Flow chart de notre échantillon

d’induction (a S14)

Tableau 5: Devenir a 1 an des patients répondeurs cliniques ou non répondeurs au traitement

Répondeurs cliniques a S14
19/31 (61%)

Non répondeurs cliniques a S14
12/31(39%)

Poursuite IFX
schéma standard a
S52

11/19 (58%)

0/12 (0%)

Optimisation IFX a
S52

7/19 (36,8%)

3/12 (25%)

Changement de
traitement & S52

1/19 (5,3%)
Introduction de méthotrexate

9/12 (75%), dont :
2 passages au tacrolimus,
2 passages a 'adalimumab,
1 association imurel+ adalimumab,
1 passage a la ciclosporine suivi
d’'une monothérapie par imurel
2 colectomies apres échec de la
ciclosporine
1 patient traité uniquement par dérivés
du 5 ASA
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[11-3- Valeurs et cinétigue des concentrations de marqueurs fécaux

au cours du traitement d’induction.

[1I-3-1- Pour la calprotectine fécale

Sur la globalité de notre population, nous avons objectivé des valeurs de calprotectine
fécale trés élevées a SO. A S2, S6 et S14, une baisse significative des valeurs était observée.
Les résultats sont présentés dans le tableau 6 et les figures 8 et 9.

Tableau 6 : Cinétique d’évolution de la calprotectine fécale (en pg/g) au cours du traitement
d’induction, pour I'ensemble de la population

SO S2 S6 S14
Population Médiane 4774 1250 1249 192
générale (IQR) (1445-9466) (500-3552) (320-2043) (57-1093)
Moyenne 8329 2105 1513 1558
(SEM) (1951) (421) (379) (805)
Significativité | / 0,0004 0,0002 0,0027
(P)
fCal fCal
10000 6000
-
£ \ 's 4000 b\
g 5000 c \
z i
2 N— . ki
= S 2000
0 H
fcalSo fcals2 fcalse fCalS14 0

fCal SO

fCal S2

f Cal S6

fCal S14

Figure 8 : Evolution des taux moyens et médians de calprotectine au cours de I'induction
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Figure 9 : Concentrations en calprotectine fécale a SO et S14 pour la population globale (médiane,
extrémes et quartiles)
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Si 'on considére séparément la population de patients répondeurs et non répondeurs a

l'induction, on note que la décroissance des taux est significative dans les deux groupes de

patients pour S2 et S6 ; en revanche, la décroissance n’est significative a S14 que chez les

répondeurs (Tableau 7, Fig 10 et 11).

Tableau 7 : Cinétique d’évolution de la calprotectine fécale (en ug/g) au cours du traitement d’induction chez

les patients répondeurs et non répondeurs

SO S2 S6 S14
Patients non Médiane 9077 1360 1355 2780
répondeurs a (IQR) (2129-14138) (846-3369) (1101-2501) (706-7053)
S14 Moyenne 11679 2316 2485 4978
(SEM) (4348) (616) (927) (3212)
Significativité (p) | / 0,0069 0,0018 0,0001
Patients Médiane 4260 778 1019 128
répondeurs a (IQR) (1529-7068) (446-3473) (145-1441) (47-440)
S14 Moyenne (SEM) 6389 1964 966 580
(1741) (581) (214) (279)
Significativité (p) | / 0,013 0,039 0,287
fCal fCal
15000 10000
u Il [.1]
£ 10000 \ = === Moyenne ] 5000 - == = Mediane
5 i
g 5000 *‘\ Rep E \\ - Rep
= 0 ~¥--4  —B— Moyenne 0 e LV —f— Mediane
fcal fcal fcal fcal non Rep fcal fcal fcal fcal non Rep
S0 S2 S6 S14 S0 S2 S6 S14

Fig 10 : Evolution des taux moyens et médians de calprotectine fécale au cours de l'induction chez les

répondeurs et non répondeurs
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Fig 11 : Comparaison des des taux de calprotectine fécale au cours du traitement d’induction chez les
patients répondeurs et non répondeurs (médianes, quartiles et extrémes)
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[11-3-2- Pour les autres marqueurs

Le tableau 8 et la figure 12 illustrent la cinétique des différents marqueurs fécaux au cours

de linduction pour I'ensemble de la population. On note que seuls les taux de lactoferrine

baissent de facon significative entre SO et S14.

Tableau 8 : Evolution des taux moyens et médians des marqueurs fécaux au cours du traitement d’induction,
pour I'ensemble de la population

Marqueurs SO S2 S6 S14 p S0-S14
Lactoferrine Moyenne 444361,8 127042,4 133988,7 95546,4 0,047
nal (147967) (33074) (72284) (44242)
9’9 Médiane 129016 30640,5 25306 14247
(41288- (11823- (3948- (528-120568)
308374) 30824) 112118)
M2PK Moyenne 8195,3 1190,6 717,8 1732,5 0,12
Ul/mL (2401) (622) (604) (1416)
Médiane 814 155 18,5 18
(19-14251) (3-493) (4-151) (1-149)
Neopterine Moyenne 380,8 345,8 345,8 260,7 0,1034
(52) (113) (84) (61)
pmolig Médiane 308 182 100 122
(175-527) (72-470) (66-545) (62-403)
Zonuline Moyenne 63,4 105,1 73,7 121,8 0,61
(1) (22) (11) (34)
ng/mL Médiane 56 65,5 58 58
(37-69) (50-115) (47-85) (43-92)
fLact fM2PK
150000 1000
= 800
E 100000 \ £ 600 \
= \ T 400 AN
2 50000 F‘\‘ = 00 \\A R
0 - v
0 fM2PK SO fM2PK S2 fM2PK S6  fM2PK
flLact SO flacts2 flLactSe flLactS14 S14
fNeo fZonu
400 70
~ 300 - 65 /\
2 o
8 200 B 60
5 5 No—e
2 100 £ 55 ‘/
0 50
fNeo SO fNeoS2 fNeoS6 fNeo S14 fZonu SO fZonuS2 fZonu S6 fZonu S14

Fig 12 : Evolution des taux médians des différents marqueurs fécaux au cours du traitement

d’'induction pour 'ensemble de la population
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Le tableau 9 et la Figure 13 illustrent la cinétique des taux des différents marqueurs fécaux
dans les groupes de patients répondeurs et non répondeurs a linduction : lorsque I'on
compare les deux groupes de patients, on objective pour la lactoferrine et la M2PK, une
différence significative des taux entre SO et S14 dans le groupe de patients répondeurs, ce qui
n'est pas le cas pour les non répondeurs. Ces constatations ne sont pas mises en évidence

pour la néopterine et la zonuline. (Tableau 10)

Tableau 9 : Evolution des taux moyens et médians des marqueurs fécaux au cours du traitement
d’induction, pour les patients répondeurs et hon répondeurs
Marqueurs Patients SO S2 S6 S14
Lactoferrine Répondeurs Moyenne 513543 115201 36649 45824
(SEM) (226174) (45604) (15596) (23188)
(ng/g) Médiane 143789 19968 4024 4659
(IQR) (41527- (4632- (402- (412-
221872) 172359) 73161) 43965)
Non répondeurs | Moyenne 337445 143190 274590 232282
(SEM) (148658) (49482) (169760) (144316)
Médiane 85886 33994 39158 150937
(IQR) (48701- (28399- (26742- (14720-
312174) 292288) 225775) 368499)
M2PK Répondeurs Moyenne 7458,8 676,2 84,8 83,6
(SEM) (3229) (561) 47 (37)
UlimL Médiane 643 14 7 18
(IQR) (19-5034) (1-222) (2-66) (1-120)
Non répondeurs | Moyenne 9333,6 1892 1632 6267,1
(SEM) (3693) (1265) (1559) (5070)
Médiane 2270 467 117 1916,2
(IQR) (276- (262-1258) (16-160) (2-8181)
16223)
Néoptérine Répondeurs Moyenne 334,7 360,4 366,5 180,8
(SEM) (56) (121) (119) (55)
pmol/g Médiane 296 157 97 78
(IQR) (171-428) (64-436) (65-584) (52-221)
Non répondeurs | Moyenne 456,2 553,6 311,3 520,5
(SEM) (100) (216) (119) (116)
Médiane 337 190 205 458
(IQR) (233-660) (74-740) (71-411) (382-597)
Zonuline Répondeurs Moyenne 68 97 72 80
(SEM) (10) (19) (10) (19)
(ng/mL) Médiane 64 63 65 58
(IQR) (53-66) (51_98) (50-87) (43-82)
Non répondeurs | Moyenne 56 117 76 179
(SEM) (11) (47) (24) (120)
Médiane 49 68 48 76
(IQR) (28-79) (41-116) (35-78) (48-207)
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Fig 13 : Evolution des taux médians des marqueurs fécaux au cours du traitement d’'induction pour les

patients répondeurs et non répondeurs

Tableau 10 : Résultats des analyses ANOVA chez les patients répondeurs et non répondeurs a
l'induction, pour chaque marqueur fécal.

Marqueur Répondeurs Non Répondeurs
Lactoferrine *
(ng/g) * *
&.0x10% = 2.0:10% %
2 T &
§ 3.0x10% 1 T 1.5410°%4 T
2 5
T 20100 £ 10000001
- 3
E1muu- E 5000004 - ==
D-m I T 1 * _!'_ D‘H I I l I
] 1 L]
.fa‘a* _.ff"* ﬁ* ﬁw}\" ‘ep#“ faﬂ ﬁ‘? ﬁ-\“
*ANOVA p=0,007 * ANOVA p=0,63
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Tableau 10 (suite) : Résultats des analyses ANOVA chez les patients répondeurs et non répondeurs a
l'induction, pour chaque marqueur fécal.

Marqueur | Répondeurs Non Répondeurs
M2PK _x
Ul/mL * *
*
40000-
50000~
30000~
400001
5
E 30000+ g 20000- T
=
& 20000+ 10000-
100004
0 T 0 T ' -
T T T T Q ‘L 6 h
S v S > ot ot o* N
& & & & & &£ & &
* ANOVA p=0,0019 * ANOVA : p=0,15
Néoptérine * *
pmol/g 2000- ’500-

= 1500 20004 -|—

10004
10004 —I— T —

-
(4,
o
o
'l

fNeo(pmol/g
fNeo(pmol/g)

500 T
I_I 500+
———

LB
. - ——
‘_Q ‘."b ‘_6 N> 0 T - ———— ,
~X\°° 490 «Fﬁ fé{- S"‘Q Sl_fp 5“6 >

~ & & &

*ANOVA p=0,28
* ANOVA p=0,60

Zonuline * *
ng/mL
J 600-
400- _|_
300 400
2
3
S 2004 ~
N [
= 2004
100- é
é ———
0 T T T T 01— e T I
Q o N Q 92 o
& & & F £ ot o* >
< £ & & & $

* ANOVA : p=0,63
* ANOVA : p=0,63
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l1I-4- Corrélation entre la valeur basale des marqueurs fécaux et la

réponse au traitement d’induction.

llI-4-1- Pour la calprotectine fécale

Nous avons analysé la relation entre les taux des marqueurs fécaux a l'inclusion (SO0) et la
réponse clinique au traitement d’induction (S14), dans I'hypothése ou des marqueurs tres

élevés avant la mise en place de linfliximab seraient prédictifs d’'une mauvaise réponse a

I'induction.

La calprotectine fécale a SO, avec une AUC a 0,60, n'est pas un test discriminant pour

différencier les patients répondeurs des non répondeurs a S14 (Fig 14).

ROC of fCal S0:ROC curve
100

[=1] [ =]
(=] [ =]
[ 1

Sensitivity
8

AUC =0.60
204

100% - Specificity%
Figure 14 : Courbe ROC pour la capacité de la calprotectine fécale a SO a prédire la

réponse clinique & S14

Les taux moyens et médians de calprotectine fécale chez les patients répondeurs et non
répondeurs a linduction figurent dans le tableau 11 et la figure 15: on note l'absence de

différence significative entre les deux groupes.
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Tableau 11: Caractéristiques des taux de calprotectine fécale a I'inclusion chez les répondeurs

et les non répondeurs

Répondeurs a S14 Non répondeurs a p
S14
Nombre de patients 19 12
Médianes des taux de 4260 (1529- 7068) 9077 (2129- 14138) p=0,35
calprotectine a SO (IQR)
Moyennes des taux de 6389 (SEM 1741) 11679 (SEM 4348) p=0,35

calprotectine a SO (SEM)

20000- p=0,35
15000-

10000+

fCal (po/g)

Figure 15: Différence entre les taux moyens de calprotectine fécale a l'inclusion chez les

répondeurs et les non répondeurs

[lI-4-2- Pour les autres marqueurs

Les résultats des courbes ROC réalisées pour les autres marqueurs fécaux montrent qu’ils

sont également de mauvais outils pour discriminer les patients qui seront répondeurs ou pas a

l'issue du traitement d’induction. (Tableau 12)

Tableau 12: AUC pour la performance des marqueurs a SO, a différencier les patients

répondeurs ou non a S14

Marqueur fécal AUC
Neopterine 0,63
Zonuline 0,63
M2PK 0,56
Lactoferrine 0,54
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De la méme maniére qu’avec la calprotectine, on constate que les taux des autres
marqueurs fécaux ne différent pas significativement entre les groupes de patients répondeurs

et non répondeurs a l'induction. (Fig 16)

Fig 16: Moyennes des différents marqueurs a [linclusion chez les patients répondeurs et non
répondeurs
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[1I-5- Relation entre la décroissance des taux de calprotectine entre

S0 et S2 ou S6 et la réponse clinigue au traitement d’induction.

Nous avons ensuite étudié la relation entre le delta des taux de calprotectine fécale entre
SO et S2/S6 et la réponse au traitement d’induction : aucune différence significative n’a été
objectivée chez les patients répondeurs ou non répondeurs, que ce soit entre SO et S2 ou
entre SO et S6. (Tableau 13 et Fig 17)
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Tableau 13: Cinétiques des taux de calprotectine entre SO et S2/S6 pour les patients répondeurs et

non répondeurs.

Patients répondeurs Patients non répondeurs
Delta S0-S2 Moyenne (SEM) 5554 (1684) 9799 (4279)
Médiane (IQR) 3106 (655-6071) 5009 (155-14942)
Delta S0-S6 Moyenne (SEM) 4571 (1465) 11818 (6753)
Médiane (IQR) 2788 (82-6463) 6906 (0-20276)
- 60000
w
60000~ E -1
N ¢ 40000
5 — 0
] E
2 40000 & 20000 -1
8 S
g 20000, —_— s = . I
% g 20000
=] l ] = T T
0 T T é" é‘J
d o
ap‘ 600‘ O(& 0(99
0‘\ Oo 'Q"@ Q;PQ
& &
é°°' ¥
XTitle
p:015 p:0,28
Fig 17 : Delta des taux de calprotectine entre SO et Delta des taux de calprotectine entre SO et S6 chez
S2 chez les patients répondeurs et non répondeurs a | les patients répondeurs et non répondeurs a
l'induction l'induction

I1I-6- Corrélation entre les taux de marqueurs fécaux a S2 et la

réponse clinigue au traitement d’induction.

Nous avons par la suite étudié la relation entre les concentrations de marqueurs fécaux a la
semaine 2 et la réponse clinique a I'issue du traitement d’induction (S14), a l'aide de courbes
ROC (Tableau 14).
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Tableau 14 : AUC pour la performance des marqueurs a S2, a différencier les patients répondeurs
ou non a S14
Marqueur fécal AUC
M2PK 0,88
Lactoferrine 0,84
Calprotectine 0,82
Neopterine 0,62
Zonuline 0,38

Les marqueurs ayant les meilleurs pouvoirs discriminants a S2 pour différencier les patients
répondeurs des patients non répondeurs au traitement d’induction a S14, sont la M2PK, la

lactoferrine et la calprotectine avec des AUC respectives a 0,88 ; 0,84 et 0,82.

Nous avons donc recherché pour les marqueurs semblant performants, les seuils optimaux
permettant de discriminer au mieux les patients non répondeurs des patients répondeurs
(tableau 15). Ainsi, un taux de calprotectine fécale inférieur a 800ug/g a S2 permet de prédire
une réponse au traitement d’'induction avec une sensibilité de 82% et une spécificité de 69%.
De méme, un taux de lactoferrine inférieur a 20000ng/g et un taux de M2PK de moins de 50
Ul/mL ont des sensibilités respectives de 81 et 88% et des spécificités de 70 et 80% pour la

prédiction d’une réponse clinique a I'induction.

Tableau 15: Performance des différents marqueurs aux meilleurs seuils définis & S2 pour discriminer

les patients répondeurs des non répondeurs au traitement d’induction

Marqueurs Sensibilité (%) | Spécificité (%) VPP (%) VPN (%) Performance
diagnostique

(%)

Calprotectine 82 69 78 75 77

800 ug/g

Neopterine 56 54 64 46 56

150 pmol/g

M2PK 88 80 88 80 84

50 Ul/mL

Lactoferrine 81 70 81 70 77

20000 ng/g

Zonuline / / / / /

ng/mL

Nous avons également cherché a savoir si le fait de combiner les différents marqueurs (a
S2) entre eux permettait d’augmenter la possibilité de discriminer les patients répondeurs des
patients non répondeurs a I'induction. Nous avons donc choisi les deux marqueurs présentant

les meilleures performances diagnostiques : la lactoferrine et la M2PK. (Tableau 16)
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Les résultats obtenus sont bons avec des sensibilités et des spécificités élevées,

cependant le gain semble faible par rapport a I'utilisation des marqueurs de fagon isolée.

Tableau 16 : Performance de la lactoferrine et de la M2PK combinées a S2 pour discriminer les patients

répondeurs des non répondeurs au traitement d’induction

Marqueurs Sensibilité Spécificité (%) VPP (%) VPN (%) Performance globale
(%) (%)

Lactoferrine > 76 93 93 76 84

20000 ng/g

ET M2PK>50

Ul/mL

Lactoferrine > 82 71 78 77 77

20000 ng/g

ou

M2PK>50 Ul/mL

I1I-7- Corrélation entre les taux de calprotectine fécale a S2 et la

rémission endoscopigue a S12

Puisque la calprotectine, la lactoferrine et la M2PK peuvent aider a prédire la réponse
clinigue a S14, nous avons analysé leur performance a prédire la réponse endoscopique a
induction. Nous rappelons que la rémission endoscopique était définie par un sous score

endoscopique de Mayo de O ou 1 a S12.

Il en résulte que la calprotectine fécale, avec une AUC a 0,61 (p=0,32), semble moins
performante pour prédire la rémission endoscopique que la réponse clinique. En revanche, la
lactoferrine et la M2PK, avec des AUC respectives a 0,80 (p=0,01) et 0,78 (p=0,02), semblent
étre de bons outils & S2 pour prédire la rémission endoscopique : avec un seuil de 32891 ng/g
pour la lactoferrine et de 328 UI/mL pour la M2PK, on obtient des sensibilités identiques a 72

% et des spécificités respectives de 72 et 90% (Tableau 17).
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Tableau 17 : Performances de la calprotectine, la lactoferrine et la M2PK a S2 pour la prédiction de la rémission

endoscopique a S12

Marqueurs et AUC

Courbes ROC

Seuil proposé avec les sensibilités et
spécificités associées

Calprotectine : 100- > 817 ug/g :
AUC=0,61 80 E : Se=75%
p=0,32 )¢ Sp=58%

Sensitivity

60+

404

204

100% - Specificity%

Lactoferrine

> 24731 ng/g

AUC =0,80 Se=81%
p=0,01 > Sp=63%
Z > 32891 nglg
7]
s Se=72%
Sp=72%
100% - Specificity
M2PK > 328 UI/mL
100+
AUC =0,78 Se=72%
p=0,02 2 Sp= 90 %
S 601
:E
G 40-
w
204
0 T T 1
° P ® &

100% - Specificity
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[1I-8- Corrélation entre les taux de margueurs fécaux a S14 et la

réponse clinique au traitement d’induction.

Nous avons étudié la capacité des marqueurs fécaux a S14, a distinguer les patients

répondeurs des patients non répondeurs au traitement d’induction.

Il ressort des données obtenues que c’est la calprotectine fécale qui prédomine en termes
de pouvoir de discrimination des deux groupes de patients avec une AUC a 0,84, suivie de la
lactoferrine avec une AUC a 0,75. Les autres marqueurs, qui présentent des AUC trés proches

de la valeur de 0,5, sont de mauvais outils dans ce contexte. (Fig 18)
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- 80-
. 80 °
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2 60- L 2 60-
k= 2
@ 40 G 404
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100% - Specificity% 100% - Specificity%
100-
fZonuline
80
R
2 60-
=
2 a0 AUC=0,55
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Fig 18 : Courbes ROC des biomarqueurs fécaux a S6 ou 14 dans la distinction des patients avec une
réponse/rémission ou en échec aprés traitement d’induction
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[1I-9- Corrélation entre les taux de marqueurs fécaux a S14 et la

réponse au traitement a 1 an (S52)

[11-9-1-Pour la calprotectine fécale

Nous nous sommes par la suite intéressés a la réponse au traitement a long terme. Dans
notre cohorte, parmi les 19 patients en rémission clinique a la semaine 14, seulement 11 sont

en réponse clinique a la semaine 52.

Si I'on considére les concentrations de calprotectine fécale a S14 chez les 19 patients
répondeurs au traitement d’induction :
- 12 patients ont une calprotectine fécale < 250 ug/g a S14. Parmi ceux-ci, 8 patients ont une
réponse clinique prolongée sous IFX a la semaine 52.
- 8 patients (42 %) ont une calprotectine fécale < 100 ug/g a S 14. Parmi ceux-ci, 7 ont une

réponse prolongée sous IFX a la semaine 52.

Ces chiffres laissent donc penser que le fait de considérer les taux de calprotectine fécale a
S14 serait plus informatif pour prédire la réponse a long terme que de prendre en compte

simplement la réponse clinique au traitement d’induction.

Il en résulte que la calprotectine fécale a S14 est un trés bon outil pour distinguer les
patients répondeurs des patients non répondeurs a 1 an, avec une AUC a 0,82 ; IC [0,65-
0,99] ; p <0,003 (Fig 19).

Le seuil optimal a utiliser semble se situer autour de 100ug/g, puisque avec un seuil de 146
ug/g par exemple, on retrouve une sensibilité de 90% et une spécificité de 72%. (Tableau 18).
Si I'on constitue une courbe de survie avec le taux de rechute au fil du temps selon que le taux
de calprotectine fécale était supérieur ou inférieur a 146 pg/g a S14, on constate une nette

séparation des deux groupes de patients, qui apparait significative (p= 0,018). (Fig 20)
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Fig 19: Performance de la calprotectine fécale dosée a S14 pour identifier les
patients en rémission clinique a S52
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Tableau 18 : Sensibilité et spécificité de la calprotectine fécale a S14, en fonction des différents
seuils choisis, pour prédire la réponse clinique a S52.

Seuil Sensibilité Spécificité
91 95 % 63 %
100 95% 63%
123 90 % 63 %
146 90 % 72%
166 85 % 72%
192 80 % 72 %
264 75 % 72 %
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Fig 20 : Courbe de survie montrant le taux de rechute des patients au fil du temps en fonction de la
concentration de calprotectine fécale a S14.

111-9-2- Pour les autres marqueurs

Parmi les autres marqueurs fécaux, la lactoferrine, avec une AUC a 0,86, présente la
meilleure performance de prédiction de la réponse a S52. La M2PK se place en troisiéme
position aprés la calprotectine fécale, avec une AUC a 0,75. Quant a la néopterine et la
zonuline, elles présentent dans ce contexte, un pouvoir de discrimination médiocre (AUC
respectivement a 0,64 et 0,63). (Fig 21)
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Figure 21 : Performances des différents marqueurs fécaux a S14 pour prédire la réponse clinique a 1

an.
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Nous avons également recherché, pour chacun des marqueurs semblant performants, les

seuils optimaux (& S14) pour la discrimination des patients en réponse clinique et des patients

en échec a S52. Leurs sensibilités, spécificités, valeurs prédictives positives et négatives sont

regroupées dans le tableau 19. Ainsi, un taux de calprotectine inférieur a 146 ug/g, un taux de

lactoferrine inférieur a 3457 ng/g et un taux de M2PK de moins de 2,25 Ul/mL, prédisent la

réponse clinique a S52 avec des spécificités et sensibilités largement acceptables. (Tableau

19)

Tableau 19: Performance des différents marqueurs aux meilleurs seuils définis a S14 pour

discriminer les patients répondeurs des non répondeurs a un an (S52)

Marqueurs Sensibilité (%) | Spécificité (%) VPP (%) VPN (%) Performance
diagnostique (%)

Calprotectine 95 63 83 88 84

100 pg/g ou

146 pg/g 90 72 86 80 84

Neopterine 63 63 75 50 63

150 pmol/g

M2PK 83 70 83 70 78

2,5Ul/mL ou

2,25 Ul/mL 88 70 84 78 82

Lactoferrine 100 70 86 100 89

2000 ng/g

3457 nglg 100 80 90 100 93

Zonuline NR NR NR NR NR

Score de Mayo 68 82 87 60 73

partiel a 3/9

En combinant, comme nous 'avons fait précédemment, le meilleur marqueur fécal dans ce

contexte (la lactoferrine a S14) et le score de Mayo partiel a S14, on n’arrive pas réellement a

augmenter les performances diagnostiques pour discriminer les patients répondeurs des

patients non répondeurs a S52. (tableau 20)

Tableau 20: Performance de la lactoferrine et du score de Mayo partiel combinés a S14, pour
discriminer les patients répondeurs des non répondeurs a S52.

Marqueurs Sensibilité Spécificité VPP (%) VPN (%) Performance

(%) (%) diagnostique
(%)

Lactoferrine > | 65 82 87 56 71

2000 ng/g

ET

PMS>3

Lactoferrine >2000 | 90 73 86 80 84

ng/g

ou

PMS>3
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[1I-10- Corrélations entre les différents margueurs fécaux et les

scores endoscopiques.

[11-10-1- Pour la calprotectine fécale

Nous avons analysé la corrélation entre les taux de calprotectine fécale et le score de Mayo
ou 'UCEIS.

Pour ce qui est de la corrélation entre le score de Mayo endoscopique et la calprotectine
fécale, elle est bien meilleure qu'avec le score de Mayo partiel, avec un résultat significatif :
r=0,73 [IC95% (0,54-0,85)], p< 0,0001 versus r=0,28 [IC95% (-0,11 -0,59)], p=0,14 (Tableau
20)

Tableau 21 : Corrélations entre le score de Mayo partiel ou le sous score endoscopique de Mayo
et les taux de calprotectine fécale.
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fCal Fecal calprotectin concentration
r=0,28 ; 1C95% (-0,11-0,59) ; p=0,14 r=0,73 ; 1C95% (0,54-0,85) ; p<0,0001

La corrélation entre 'UCEIS et la calprotectine fécale est également bonne, et ce, de fagon

significative avec un indice de corrélation a 0,64 ( p<0,001) (Fig 22)

154

104 *» &

UCEIS

* * Weew
* - L
5 - - L N
| 4 'R » L
. L *
0 AL L) B R BB BN B AL L) B R AR L |
10 100 1000 10000 100000

fCal

Figure 22 : corrélation entre 'UCEIS et la calprotectine fécale a SO et S14 : r=0,64, p<0,001
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[11-10-2- Pour les autres marqueurs

Nous avons également étudié la corrélation entre les deux meilleurs marqueurs retrouvés
dans notre étude (la lactoferrine et la M2PK) et les deux scores endoscopiques. Les résultats
sont présentés dans la figure 23: on constate que le score de Mayo présente une meilleure
corrélation avec les deux marqueurs fécaux, que 'UCEIS : la meilleure corrélation et celle

entre la M2PK et le score de Mayo endoscopique (r=0,68, p<0,001)

Fig 23 : Corrélation entre les scores endoscopiques (Mayo et UCEIS) et les marqueurs fécaux
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[1I-11- Corrélations entre les différents marqueurs fécaux.

Dans la derniére étape de notre étude, nous avons cherché a savoir si, a la vue de

I'ensemble des données dont nous disposions a SO sur la totalité des patients, il existait une

bonne corrélation entre les marqueurs fécaux étudiés et la calprotectine fécale, qui a déja fait

la preuve de son utilité dans de nombreuses études, comme nous I'avons vu auparavant.

Les résultats obtenus sont reportés dans la figure 24

Fig 24 : Indices de corrélation de Spearman pour les différents marqueurs et la calprotectine fécale.

M2PK Lactoferine
r=0,85 r=0,70
100000+ 1074
LA 4 .
. ® .
100004 e 404 ee2®
[
10004 e ot 8 ...\. .
£ . 0%, o o %
& 1004 . o e, .
= - [ ]
104 . .s . -,30‘1 .
@ L]
11 Y10%4 .
e 100 1000 10000 100000 1 T y T '
cal 10 100 1000 10000 100000
a fCal
Neopterine Zonuline
r=0,68 r=0,24
10000 1000+
G c
= 1000 = .
: : .
= R 1004 *s, ¢
3 = . :
g 100 S L] ] “?
2 . s
"t
10 .
10 100 1000 10000 100000 10 T T T n
fCal 10 100 1000 10000 100000
fCal

Nous constatons donc que les meilleures corrélations sont retrouvées avec la M2PK et la

lactoferrine. L’indice de corrélation est moins bon pour la néopterine. Pour ce qui est de la

zonuline, les résultats sont trés mauvais avec un indice de corrélation négatif.
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V- DISCUSSION
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Notre cohorte de patients, malgré son petit effectif, parait tout a fait représentative de la
population générale de malades chez qui un traitement par anti TNF alpha est habituellement

instauré.

En effet, si on la compare aux patients inclus dans les deux études princeps ACT1 et 2
(10), on constate des caractéristiques trés similaires: il s’agissait donc de patients d’age
moyen, présentant préférentiellement des colites extensives puisque 96% des patients
présentaient une colite gauche (E2) ou une pancolite (E3). Ces données sont probablement
sous estimées car une partie des malades n’a pu bénéficier a I'inclusion que d’'une coloscopie
incompléte ou d’'une RSF, parfois d’ailleurs en raison de la sévérité de I'atteinte : nous avons
néanmoins classé ces patients par défaut dans le catégorie E2. Par ailleurs, les patients inclus
dans notre travail étaient porteurs de RCH globalement sévéres puisque la moyenne des
scores de Mayo partiels se situait aux alentours de 7/9, et celle des sous scores
endoscopiques a 2,8/3. Enfin, 40% des patients étaient traités a I'inclusion par des corticoides

systémiques a une dose supérieure a 20 mg/jour.

En ce qui concerne la réponse clinique au traitement d’induction, nous avons objectivé des
taux tres proches de ceux rapportés dans les deux études, bien que dans ces travaux, elle ait
été évaluée a S8 (versus S14 dans notre travail) : 61% dans notre cohorte, contre 69,4% dans
ACT1 et 64,5% dans ACT 2. De méme, la proportion de patients en réponse clinique soutenue
a un an dans notre étude est de 35,5%, tres voisine du chiffre rapporté dans ACT 1 : 38,8%, et
ce, malgré le fait que notre définition de la réponse a S52 était moins stricte que dans les
études princeps. Cela est lié au fait que, lorsque nous avons consulté les dossiers des patients
un an apres leur inclusion, nous ne disposions pas forcément des scores de Mayo. Nous
avons donc pris le parti de définir la réponse a S52 comme une poursuite du traitement anti
TNF, sans modification de dose ou d’intervalle de perfusion. Les patients chez qui un
changement ou un ajout de thérapeutique avait été réalisé, étaient bien sdr considérés en

échec.

Par rapport a la littérature, nos taux de calprotectine fécale semblent particulierement
élevés. En effet, la médiane des taux a l'inclusion était de 4774 pg/g dans notre étude (ELISA
EK Cal) contre 1150 ug/g dans I'étude de Hamailainen (59) (Méthode ELISA, PhiCal Test), et
1173 ugl/g dans I'étude de Tania Sipponen (60) (Méthode ELISA, PhiCal Test), sous réserve
que ces deux études portaient respectivement sur une population de MICI pédiatriques, et sur
des patients adultes porteurs de maladies de Crohn. En revanche, I'étude de De Vos (61), qui
portait exactement sur la méme population que la nbétre (patients adultes porteurs de RCH),

retrouvait aussi des taux inférieurs a l'inclusion : médiane de 1260 pg/g (Méthode ELISA,
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PhiCal Test). Cette différence est probablement expliquée par le fait que les techniques de
dosage étaient différentes, puisque les caractéristiques des RCH incluses, en termes de

seéverité, étaient trés similaires a celles de nos patients.

Notre travail confirme plusieurs notions déja évoquées dans le domaine de la cinétique des
marqueurs fécaux et de leur utilité pour le suivi des patients porteurs de RCH et traités par
infliximab. Tout d’abord, dans le cadre du traitement d’'induction, on constate que l'instauration
de l'infliximab entraine une décroissance des taux de calprotectine fécale : cette donnée avait
déja été mise en avant dans deux études. Le premier travail était celui d’Hamailainen et al
(59). Cette étude observationnelle portait sur une petite population d’enfants porteurs de
maladies de Crohn (23 patients) et de rectocolites hémorragiques (13 patients). Les taux
médians passaient de 1150 ug/g a SO a 345 ug/g a S6, avec une ré ascension des taux a S6.
Aucune corrélation n’ayant été réalisée avec la réponse clinique ou endoscopique, les auteurs
avaient supposé qu'il s’agissait d’'un échappement thérapeutique. De méme, I'étude belge de
de Vos (61) portant sur 53 patients porteurs de RCH, retrouvait une décroissance significative
des taux médians entre SO et S10 : 1260 pg/g a SO versus 72,5 a S10 (p<0,001). Dans notre
travail, les taux médians diminuaient significativement de 4774 pg/g a SO, a 192 ug/g a S14
(p=0,0027) dans la population globale ; en s’intéressant a la cinétique en fonction de la
réponse clinique, cette décroissance restait significative dans le groupe de patients répondeurs
a linduction (p=0,0001), contrairement aux non répondeurs (p=0,289) : en effet, dans cette
derniére catégorie de patients, on observait trés nettement une ré ascension des taux entre S6

et S14, illustrant I'échappement thérapeutique.

De maniére plus pertinente, comme dans le travail de de Vos (61), nous avons pu mettre
en évidence un seuil a S2, prédictif d’'une réponse au traitement d’induction. Ainsi, un taux de
calprotectine inférieur a 800ug/g a une sensibilité de 82% et une spécificité de 69% pour
prédire la réponse clinique a S14, et un taux inférieur a 817 pg/g a une sensibilité de 75% et
une spécificité de 58% pour prédire la rémission endoscopique a S12. Nos résultats, bien que
non significatifs (p=0,32) semblent meilleurs que ceux obtenus dans I'étude belge, puisqu’ils
retrouvaient, pour un seuil de 50ug/g a S2 et/ou une décroissance de 80% du taux de
calprotectine, une sensibilité de 54% et une spécificité de 67% pour prédire la rémission
endoscopique. De plus, l'originalité de notre travail a été I'étude de deux autres marqueurs
jamais évalués dans cette situation et semblant plus pertinents que la calprotectine: il s’agit de
la M2PK et de la lactoferrine. Avec un taux de M2PK inférieur & 50 Ul/ml et un taux de
lactoferrine inférieur a 20000 ng/g on obtenait des sensibilités respectives de 88% et 81 %, et
des spécificités de 80 et 70% pour prédire la réponse clinique a S14. Pour prédire la rémission
endoscopique a S12, des seuils & S2 de 328 Ul/ml pour la M2PK et de 32891 ng/g pour la

lactoferrine présentaient des sensibilités identiques a 72% et des spécificités respectives de 90
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et 72% (résultats significatifs). Ces données semblent tres intéressantes car elles pourraient
avoir une implication directe dans la pratique clinique : en proposant un dosage systématique
de 'un de ces trois marqueurs a S2, on pourrait identifier rapidement les patients susceptibles
d’échapper au traitement d’induction, et leur proposer par exemple une optimisation précoce

de linfliximab (intensification de dose de 5 a 10 mg/kg dés S6).

Nous avons également obtenu des résultats encourageants concernant la réponse
soutenue a l'infliximab (a 52 semaines), en confirmant les données de Molander et al. En effet,
nous avons mis en évidence une tres bonne corrélation entre les taux de calprotectine & S14 et
la réponse clinigue a 1 an (AUC a 0,82, 1C95% [0,65-0,99] , p<0,003). Pour un taux de
calprotectine inférieur au seuil de 146 pg/g a S14, nous pouvons prédire la réponse clinique a
1 an avec une sensibilité de 90% et une spécificité de 72%. Ces résultats sont trés voisins de
I'étude de Molander et al. qui comportait une population de 60 patients (34 maladies de Crohn
et 26 RCH), chez qui un traitement par anti TNF alpha (infliximab ou adalimumab) était
instauré: avec un seuil optimal de 139 pg/g a l'issue du traitement d’induction, ils obtenaient
une sensibilité de 72% et une spécificité de de 80% pour la prédiction de la rémission clinique
a un an. Un seuil autour de 140ug/g semble donc assez consensuel puisque Valle Garcia-
Sanchez et al. avaient constaté qu’'un patient porteur de RCH quiescente avait six fois plus de
risque de subir une rechute dans 'année s’il présentait un taux de calprotectine fécale de plus
de 120 pg/g (55), et Gisbert et al. décrivaient pour un seuil de 150 ug/g, une sensibilité et
une spécificité identiques de 69% pour prédire une rechute chez un patient présentant une
MICI en rémission (53). Comme pour la réponse au traitement d’induction, la lactoferrine et la
M2PK se sont distinguées dans la prédiction de la réponse clinique soutenue : avec un seuil de
34570 ng/g la lactoferrine prédit la réponse cliniqgue a un an avec une sensibilité de 100% et
une spécificité de 80%, et pour un seuil de 2,25 Ul /ml la M2PK obtient des chiffres respectifs
de 88 et 70%. Ces résultats pourraient impliquer, dans la pratique clinique, une surveillance
rapprochée voire une optimisation précoce du traitement anti TNF alpha chez les patients

présentant des taux élevés de marqueurs fécaux a la fin du traitement d’'induction.

Par ailleurs, nous avons confirmé la corrélation qui existe entre les taux de calprotectine
fécale et la sévérité endoscopique des lésions. La corrélation avec le sous-score endoscopique
de Mayo était bonne (r=0,73 ; p< 0,0001) et comme dans la littérature, bien meilleure qu’avec
le score de Mayo partiel (r=0,28, p=0,14). L'indice de corrélation était de 0,64 avec le score
UCEIS (p<0,001). Les taux de M2PK et de lactoferrine étaient également corrélés au score de
Mayo et, de facon moins intense, a 'UCEIS. Dans la littérature, nombreux sont les travaux qui
portent cette notion de bonne corrélation entre la calprotectine et I'activité endoscopique,

placant souvent la protéine fécale au-dessus des scores cliniques et des autres parametres
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biologiques (16,45-47,63). Les indices de corrélations y apparaissent en général plus élevés
que dans notre travail : par exemple, Schoepfer et al (16) retrouvent un coefficient de
Spearman a 0,821 avec l'index de Baron modifié. Nous nous attendions par ailleurs a de
meilleurs indices de corrélation pour TUCEIS que pour le score de Mayo, pour deux raisons : la
premiére étant que 'UCEIS est le seul score a avoir été validé prospectivement ; la deuxiéme
raison est le fait que le stade 3 du sous-score de Mayo, qui est défini par la présence
d’'ulcérations, recouvre une grande diversité de degrés de sévérité, allant de la présence de
quelques ulcérations a des décollements muqueux mettant & nu la musculeuse. Ces moins
bons résultats dans notre étude sont probablement liés a un manque de puissance da au petit
effectif de malades inclus. Cependant, a partir de 'ensemble des données de la littérature, on
peut avancer lidée que la calprotectine pourrait remplacer certaines endoscopies de
réévaluation ou au moins permettre de sélectionner les patients qui y seraient candidats, et
ainsi éviter un certain nombre d’examens couteux et invasifs. Cette idée est d’autant plus
pertinente que l'on dispose a présent de tests ELISA rapides, semi-quantitatifs (ELISA
Quantum Blue, laboratoire Biulhmann), pouvant donner un résultat en seulement 2h, pour un
co(t hospitalier de 43 euros, bien inférieur au colt d’'une coloscopie (153,60 euros), et similaire

au codt d’une rectosigmoidoscopie (53 euros) sans I'aspect invasif de cet examen.

Concernant les nouveaux marqueurs fécaux, nous avons vu que ce sont la lactoferrine et la
M2PK qui sont ressortis comme pertinents dans le cadre de la réponse au traitement a court et
long terme. La surprise vient surtout de la M2PK puisque la lactoferrine avait déja montré des
performances voisines de la calprotectine dans le diagnostic de MICI (65,66), I'évaluation de
l'activité de la maladie (40,67), et comme facteur prédictif de rechute (53). Il n’est donc pas
étonnant que ces deux marqueurs soient les mieux corrélés a la calprotectine (r=0,70 pour la
lactoferrine et 0,85 pour la M2PK).

Notre travail a cependant présenté certaines limites, probablement en partie a cause du
manque de puissance de I'étude (faible effectif, difficultés des recueils itératifs de selles). Alors
gu’a notre connaissance, ce point n’a jamais été étudié dans la littérature, nous nous sommes
posé la question de savoir si un taux trés élevé de marqueurs fécaux a SO était prédictif d’'une
réponse au traitement d’induction. Il s’est avéré que le pouvoir des protéines fécales a SO pour
discriminer les patients répondeurs des patients non répondeurs a S14 était médiocre (AUC a
0,62 pour la calprotectine). Nous n’avons donc pas cherché a déterminer de seuil dans ce
contexte. En revanche, pour tous les marqueurs (sauf pour la lactoferrine), les taux a SO
avaient tendance a étre plus élevés chez les patients non répondeurs a l'induction (9077ug/g
vs 4774 ug/g pour la calprotectine, différence non significative bien que les taux soient deux
fois supérieurs chez les non répondeurs). C’est probablement pour cette raison que les deltas

de décroissance des marqueurs entre SO et S2 ou S6 avaient une tendance, également non
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significative, & étre plus élevés chez les non répondeurs, puisqu’ils partaient avec des chiffres
plus hauts avant le début du traitement (delta médian de 3106 pg/g pour les répondeurs et de
5009 ug/g chez les non répondeurs). Nous nous attendions pourtant & trouver une tendance
inverse, c’est-a-dire des deltas de décroissance plus grands dans le groupe des répondeurs,
comme c’était le cas dans I'étude de de Vos et al. (61) : les auteurs relevaient en effet une
décroissance entre SO et S2 significativement plus importante chez les patients qui

présentaient une rémission endoscopique a I'issue de I'induction (p<0.001)

En ce qui concerne les performances de la zonuline et de la néopterine a prédire la
réponse au traitement d’induction et le maintien de celle-ci a un an, nous avons obtenu des
résultats médiocres. Si nous n’avions aucune référence dans la littérature pour la zonuline, il
existait pourtant une étude encourageante de S Nancey et al pour la néoptérine, ou celle-ci
montrait une performance similaire a celle de la calprotectine pour différencier les patients
présentant des signes d’activité endoscopique de ceux présentant une MICI

endoscopiquement quiescente. (51)
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La calprotectine fécale permet de prédire la réponse clinique au traitement par infliximab a
court et long terme. En effet, un taux inférieur & 800 pg/g & S2 permet de prédire avec une
sensibilité de 82% et une spécificité de 69% la réponse clinique au traitement d’induction et un
taux inférieur a 146 pg/g a lissue de l'induction prédit avec une sensibilité de 90 % et une
spécificité de 72% la réponse clinique prolongée a un an. Deux autres marqueurs, dont les
taux sont bien corrélés a ceux de la calprotectine, sont apparus performants dans ce contexte,
avec des sensibilités et spécificités largement acceptables : il s’agit de la lactoferrine et de la
M2PK pour lesquels on peut respectivement retenir des seuils suivants : 20000 ng/g et 50
Ul/mL & S2 pour la réponse clinigue & S14 ; et enfin 3457ng/g et 2,25 Ul/mL & S14 pour la
réponse clinique a S52. Ces deux protéines fécales se sont méme montrées plus performantes
que la calprotectine pour prédire, a S2, la rémission endoscopique a S12 : les seuils retenus
pour la lactoferrine et la M2PK étaient : 32891 ng/g et 328 Ul/mL, respectivement. Enfin, la
calprotectine fécale, la lactoferrine et la M2PK présentent une bonne corrélation avec le sous

score endoscopique de Mayo et a un moindre degré, avec 'UCEIS.

Notre étude permet de conclure que, dans la pratique quotidienne, le dosage de ces
marqueurs non invasifs a S2 et S14 pourraient permettre d’anticiper I'échec du traitement par
infliximab chez les patients dont les taux seraient élevés, et de réaliser des adaptations
thérapeutiques précoces (optimisation ou changement de molécule). Le dosage des
marqueurs fécaux pourrait également se substituer a certaines endoscopies de réévaluation,

afin d’éviter des examens codlteux et invasifs.
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Annexe 1 : Score de Mayo (ou UC-DAI)

Groupe d’Etude Thérapeutique des Affections Inflammatoires du Tube Digestif

GETAID

Date Y Initiales patient | \ /] [

Mayo-score
UC-DAI (Ulcerative colitis Disease Activity Index)

(A remplir par le médecin lors de la consultation et de 'endoscopie)

U 0 : Normale

Fréquence des selles U 1:13a2selles en plus du nombre hab@tuel
U 2 : 3 a4 selles en plus du nombre habituel

U 3 : >5 selles en plus du nombre habituel

0 : Absent
0 1:<50% des émissions I
2 . >50% des émissions

Présence de sang
dans les selles

U 0 : Quiescente

Appréciation globale U 1 : Activité légere
de la gravité U 2 : Activité modérée

U 3 : Maladie sévere

U 0 : Normal ou maladie inactive

Evaluation de la U 1 : Anomalies légéres (érythéme, diminution de
séverité des lésions la trame vasculaire, |égere fragilité)
endoscopiques (lors U 2 : Anomalies modérées (érythéme franc, I
d’'une disparition de la trame vasculaire, fragilité, érosions)

rectosigmoidoscopie) U 3 : Anomalies sévéres (saignement spontané,
ulcérations)

Total Score |

Score <2 : maladie inactive

Score compris entre 3 et 5:activité faible

Score entre 6 et 10 :activité modérée

Score >11 : activité sévere

Rutgeerts P, et al. N Engl J Med. 2005, 353: 2462-7.



Annexe 2 : Score de Truelove et Witts

Groupe d’Etude Thérapeutique des Affections Inflammatoires du Tube Digestif

GETAID

Date [__/__7__1] Initiales patient |
Recueil du score de Truelove et Witts
(A remplir par le médecin lors de la consultation)
Séveérité de la poussée Sévére Modérée Légére
Nombre d’'évacuations
sanglantes /jour =4 entre 4 et 5 =6
>37,5 T 4j/4 . L
. . fievre légere absence de
Temperature vesperale et inconstante fievre
>378TC 2j/4
. . 290 /mn entre 60 et 90 absence qe
Fréquence cardiaque mn tachycardie
Taux d’hémoglobine <75% de la >75% de la normale
normale normale
Vitesse de sédimentation (mm a > 30 mm entre 20 et 29 <20 mm

la premiére heure)

mm

Total Score

Critére de Oxford modifiés : 2 critéres + albuminémie > 34 g/L.

Truelove SC, Witts LJ : Cortisone in ulcerative colitis; Final report on a therapeutic trial.
Br Med J 1955,2:1041-1048. Chapman RW, et al. Controlled trial of intravenous
metronidazole as an adjunct to corticosteroids in severe ulcerative colitis. Gut 1986; 27:

1210-2.
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Annexe 3 : Score de Lichtiger

GETAID

SCORE DES POUSSEES SEVERES DE COLITE INFLAMMATOIRE

Score de Lichtiger (Truelove ef Witts modifié). NEJM 1994

Date :

Nombre de selles par jour
(en plus du nombre habituel)

2
34
5-6
7-9
10 et plus

Selles nocturnes

Non
Oui

Saignement rectal
(en % du nombre de selles)

Absent
<50%
> 50%

100%

Incontinence fécale

Non
Oui

Douleurs abdominales

Aucune
Legeres
Movyennes
Intenses

W = O Ol = Ol Ol v = O

Etat général

Parfait

Trés bon
Bon

Moven
Mauvais

Trés Mauvais

Douleur abdominale provoquée

Aucune

Légére et localisée
Movenne et diffuse
Importante

Nécessité d’un antidiarrhéique

Non
Oui

— O|wW i = Olh ds L = O

TOTAL

CRP

Hb

Albuminémie
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Annexe 4 : Score UCEIS

Groupe d’Etude Thérapeutique des Affections Inflammatoires du Tube Digestif

Date [__1/ / Initiales patient | | I/]

ULCERATIVE COLITIS ENDOSCOPIC INDEX OF SEVERITY (UCEIS®)
(A remplir par le médecin lors de la coloscopie)

Trame vasculaire normale
4 0 normal o o
avec arborisation capillaire
nettement visible
Tramg Q4 1 Disparition partielle Disparition partielle de la
vasculaire .
trame vasculaire
Q4 2 Disparition Disparition compléte de la
trame vasculaire
Absence de sang visible
U 0 : Aucun
Traces de sang coagulé a la
U 1: mugueux surface de la muqueuse,
lavable lors de I'endoscopie
Saignement Présence de sang frais en
U 2 : Luminal, discret faible quantité dans la
lumiére
Présence nette de sang frais
: . dans la lumiere OU
U 3 : Luminal moderé ou ) . )
L suintement hémorragique de
sévere .
la muqueuse persistant
aprés lavage
O 0 : Aucune Absence d'ulcération visible
, Ulcérations planes (<5mm) a
. O 1 : Erosions pla ( )
Erosions & fond blanc ou jaune
Ulcéres Ulcérations planes (>5mm),
(Iésions les | O 2 : Ulcérations superficielles| recouvertes d'un enduit
plus séveres) fibrineux
] .. Ulcérations creusantes, a
U 3 : ulcérations profondes A
bords surélevés

Travis S, et al. Gut. 2012 April; 61(4): 535-542
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RESUME

Introduction

La calprotectine (fCal) et la lactoferrine (fLact) fécales sont de bons marqueurs d'activité de
la rectocolite hémorragique (RCH) et sont capables de prédire une rechute. D’autres marqueurs
fécaux sont encore en cours d'évaluation [[M2PK, néoptérine (fNéo), zonuline (fZonu)]. Nous
avons souhaité comparer leur performance a prédire la réponse a un traitement d'induction et

d'entretien par infliximab (IFX) dans la RCH.

Matériels et méthodes

Trente et un patients (17 M / 14 F, &ge moyen 40 ans) avec une RCH en poussée
requérant l'introduction d’IFX ont été prospectivement inclus. La réponse clinique a l'induction était
évaluée par une baisse d'au moins 3 points et d’au moins 30% du score de Mayo a S14. La
réponse endoscopique a été évaluée chez 25 patients a SO et S12, par 'UCEIS et le sous score
de Mayo dont un chiffre de 0 ou 1 définissait la rémission endoscopique. La réponse clinique au
traitement d'entretien était évaluée a S52: une intensification de dose d'IFX ou un changement de
traitement définissait 'échec de I'lFX. Des prélévements de selles étaient réalisés a SO, S2, S6 et
S14 pour dosage de fCal, fLac, fM2PK, fNeo et fZon.

Résultats

A linclusion, les patients présentaient une RCH active (Score de Mayo patrtiel, score Mayo
endoscopique et UCEIS moyens de 6,8, 2,8 et 8,4 points, respectivement). A S14, 19 patients
(61%) étaient en réponse clinique, dont 8 (26%) en rémission. A S12, on comptait 13 réponses
endoscopiques). A S52, 11/19 patients (58%) restaient en réponse clinique. Les concentrations
médianes de fCal, fLact et fM2PK diminuaient significativement entre SO et S14 chez les patients
répondeurs, contrairement aux non répondeurs. Pour prédire la réponse clinique au traitement
d'induction, la fCal, la fLact et la fM2PK a S2 étaient des marqueurs performants (AUC respectives
a 0,82, 0,84 et 0,88) : des taux < 800 ug/g pour la fCal, < 20000 ng/g pour la fLact et < 50 U/mL
pour la fM2PK, prédisaient la réponse clinique a l'induction avec des sensibilités (Se) de 82%, 81%
et 88%, et des spécificités (Sp) de 69%, 70% et 80%, respectivement. La lactoferrine était le
meilleur marqueur a S2 pour prédire la rémission endoscopique a S12, avec une AUC a 0,80 : un
seuil de 32891 ng/g prédisait la rémission endoscopique avec des Se et Sp identiques a 72%. Les
trois marqueurs a S14 étaient performants pour la prédiction de la réponse clinique a S52 (AUC a

0,82, 0,86 et 0,75, respectivement) : des taux < 146ug/g pour la fCal, < 3457 ng/g pour la fLact, <
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2,25 U/mL pour la fM2PK, prédisaient la réponse clinique a S52 avec des Se respectives de 90%,
100% et 88%, et des Sp de 72%, 80% et 70%. Les trois marqueurs étaient également bien
corrélés aux scores de sévérité endoscopiques, et également bien corrélés entre eux. La fNéo et
la fZonu étaient en revanche mal corrélés a la calprotectine et constituaient des outils médiocres

pour prédire la réponse au traitement.

Conclusion

La fCal, la flact et la fM2PK peuvent prédire de fagon fiable et précoce (dés S2) la réponse
clinique et endoscopique a l'induction, et dés S14 la rémission clinique prolongée a un an sous
traitement d'entretien par IFX au cours de la RCH. Le dosage régulier de ces marqueurs pourrait
étre utile pour distinguer précocement les patients répondeurs des patients a risque d'échec a
I'"FX.
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Etude comparative de la performance de marqueurs fécaux
pour la prédiction de la réponse au traitement par infliximab
dans la recto colite hémorragique

Résumeé

La calprotectine (fCal) et la lactoferrine (fLact) fécales sont de bons marqueurs d'activité de la
rectocolite hémorragique (RCH) et sont capables de prédire une rechute. D’autres marqueurs fécaux sont
encore en cours d'évaluation [(M2PK, néoptérine (fNéo), zonuline (fZonu)]. Nous avons souhaité comparer
leur performance & prédire la réponse a un traitement d'induction et d'entretien par infliximab (IFX) dans la
RCH.

Trente et un patients (17 M / 14 F, &ge moyen 40 ans) avec une RCH en poussée requérant
l'introduction d’'IFX ont été prospectivement inclus. La réponse clinique a l'induction était évaluée par une
baisse d'au moins 3 points et d’au moins 30% du score de Mayo a S14. La réponse endoscopique a été
évaluée chez 25 patients a SO et S12, par 'UCEIS et le sous score de Mayo dont un chiffre de 0 ou 1
définissait la rémission endoscopique. La réponse clinique au traitement d'entretien était évaluée a S52: une
intensification de dose d'IFX ou un changement de traitement définissait I'échec de I'lFX. Des prélévements
de selles étaient réalisés a S0, S2, S6 et S14 pour dosage de fCal, fLac, fM2PK, fNeo et fZon.

A linclusion, les patients présentaient une RCH active (Score de Mayo partiel, score Mayo
endoscopique et UCEIS moyens de 6,8, 2,8 et 8,4 points, respectivement). A S14, 19 patients (61%) étaient
en réponse clinique, dont 8 (26%) en rémission. A S12, on comptait 13 réponses endoscopiques). A S52,
11/19 patients (58%) restaient en réponse clinique. Les concentrations médianes de fCal, fLact et fM2PK
diminuaient significativement entre SO et S14 chez les patients répondeurs, contrairement aux non
répondeurs. Pour prédire la réponse cliniqgue au traitement d'induction, la fCal, la fLact et la fM2PK a S2
étaient des marqueurs performants (AUC respectives a 0,82, 0,84 et 0,88) : des taux < 800 ug/g pour la fCal,
< 20000 ng/g pour la fLact et < 50 U/mL pour la fM2PK, prédisaient la réponse clinique a l'induction avec des
sensibilités (Se) de 82%, 81% et 88%, et des spécificités (Sp) de 69%, 70% et 80%, respectivement. La
lactoferrine était le meilleur marqueur a S2 pour prédire la rémission endoscopique a S12, avec une AUC a
0,80 : un seuil de 32891 ng/g prédisait la rémission endoscopique avec des Se et Sp identiques a 72%. Les
trois marqueurs a S14 étaient performants pour la prédiction de la réponse clinique a S52 (AUC a 0,82, 0,86
et 0,75, respectivement) : des taux < 146ug/g pour la fCal, < 3457 ng/g pour la fLact, < 2,25 U/mL pour la
fM2PK, prédisaient la réponse clinigue a S52 avec des Se respectives de 90%, 100% et 88%, et des Sp de
72%, 80% et 70%. Les trois marqueurs étaient bien corrélés aux scores de sévérité endoscopiques, et
également bien corrélés entre eux. La fNéo et la fZonu étaient en revanche mal corrélés a la calprotectine et

constituaient des outils médiocres pour prédire la réponse au traitement.

La fCal, la flact et la fM2PK peuvent prédire de fagon fiable et précoce (dés S2) la réponse clinique
et endoscopique a l'induction, et des S14 la rémission clinique prolongée a un an sous traitement d'entretien
par IFX au cours de la RCH. Le dosage régulier de ces marqueurs pourrait étre utile pour distinguer

précocement les patients répondeurs des patients a risque d'échec a I'lFX.
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