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AVANT-PROPOS

La stéatose hépatique non-alcoolique (NAFLD) correspond a la manifestation hépatique du
syndrome métabolique. Son accroissement drastique dans la population mondiale est corrélée a
I’épidémie d’obésité et a I'augmentation du diabete de type Il. La NAFLD est un enjeu mondial majeur
et représente un colt de santé publique important au vu des complications engendrées. La
communauté scientifique estime que la NAFLD deviendra dans les prochaines années la premiére
cause de transplantation hépatique. La NAFLD peut en effet se compliquer d’une NASH associant un
contexte inflammatoire a 'accumulation de lipides dans le foie. Le foie peut ensuite développer une

fibrose et évoluer vers une cirrhose voire vers un carcinome hépatocellulaire.

A ce jour, aucun traitement pharmacologique spécifique n’a été approuvé par les autorités de santé.
De nombreux efforts sont mis en place pour permettre un meilleur diagnostic et comprendre les
mécanismes de la pathogenése de la NAFLD. Si des facteurs extérieurs comme les régimes gras
influencent I'avenement de cette hépatopathie nutritionnelle, une susceptibilité individuelle est
également présente et explique pourquoi seule une partie des patients développera des
complications. Le microbiote intestinal a montré son implication dans le développement de la NAFLD
et de la NASH et apparait comme une piste thérapeutique d’intérét dans la prise en charge, soit
directement, soit par le biais de ses métabolites comme les acides gras a chaine courte. Des axes entres
le Ml apparaissent comme |’axe foie-intestin mais également intestin-tissus adipeux et témoignent des

liens forts existants entre le Ml et les organes périphériques.

Les régimes occidentaux sont enrichis en graisses, en sucres et appauvris en fibres. Ils sont a I'origine
d’une modification délétere du Ml que I'on appelle la dyshiose. Cette dysbiose peut étre modulée par
I'ajout de fibres au régime. L'une d’entre elles, la pectine, a montré son potentiel bénéfique dans un

certain nombre de pathologies métaboliques.

Le but de ce travail de thése était donc d’asseoir le potentiel thérapeutique de la pectine par son action
sur le Ml dans la NAFLD, que ce soit en préventif ou en curatif et de mieux comprendre I'impact du Ml

sur les organes impliqués dans la NAFLD et notamment le foie et le tissus adipeux.

La premiéere partie de cette these situe la NAFLD et ses différents aspects par rapport aux derniéres
avancées scientifiques sur ce sujet. Cette revue de littérature informe ainsi sur les données
épidémiologiques présentes et futures de la NAFLD puis développe les hypothéses mécanistiques
impliquées dans la pathogenése de la NAFLD et ses complications. La NAFLD étant une pathologie

extrémement complexe, nous avons choisi de nous centrer sur certains acteurs de la pathologie a



savoir le foie, les tissus adipeux, le microbiote intestinal et ses métabolites. Puis nous terminerons par

les options thérapeutiques envisagées pour le traitement de la NAFLD/NASH.

La deuxieme partie du manuscrit correspond au travail de thése ou nous explorerons le potentiel
préventif et curatif de la pectine a faible dose et son impact sur la composition du microbiote intestinal
et de ses métabolites. Ce travail de thése vise a caractériser les liens entre le potentiel bénéfique d’une
supplémentation en pectine dans un régime gras etles modifications morphologiques et
fonctionnelles induites au niveau d’organes clés comme le foie et les tissus adipeux blancs et bruns.
Nous nous intéresserons par la suite a I'impact d’'une haute dose de pectine sur la prévention de la
NAFLD. Enfin nous définirons les perspectives thérapeutiques mises en évidence par ces travaux et

notamment celles relatives a la modulation du Ml et de ses métabolites.
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Chapitre 1: LA STEATOPATHIE HEPATIQUE NON-ALCOOLIQUE

l. Histoire naturelle de la NAFLD

A. Le syndrome métabolique

L'obésité et le syndrome métabolique se répandent drastiquement dans I'ensemble des
pays, indépendamment de leur statut d’industrialisation et la prise en charge de ces
pathologies et de leurs complications constituent des enjeux prioritaires des acteurs de santé

dans le monde.

SiI'indice de masse corporelle (IMC), calculé en divisant le poids d’un individu par le carré
de sa taille, a longtemps servi d’indicateur pour évaluer le surpoids et I'obésité, la Fédération
Internationale du Diabete a actualisé en 2006 la définition du syndrome métabolique qui se
réfere non pas a une pathologie unique mais a une association de facteurs de risques
métaboliques et/ou cardiovasculaires. On fera référence au syndrome métabolique chez tout
patient présentant soit un tour de taille > 94cms chez les hommes et > 80 cms chez les femmes

et au moins deux des critéres suivants :

- Glycémie plasmatique a jeun > 5,6 mmol/L ou un diabéte de type 2 diagnostiqué ;
- Un taux de HDL cholestérol < 1,0 mmol/L (40mg/dL) chez les hommes et < 1,3 mmol/L
(50 mg/dL) chez les femmes ou la prise d’un traitement hypocholestérolémiant ;

- Un taux de triglycérides plasmatiques > 1,7 mmol/L (150 mg/dL) ou la prise d’un

traitement contre I'hypertriglycéridémie ;

- Une pression artérielle > 130/85 mmHg ou la prise d'un traitement contre

I’hypertension artérielle.

Une autre définition du syndrome métabolique existe et exclue le tour de taille dans les
critéres d’évaluation de la pathologie. En 2009, la Fédération Internationale du Diabéte et
I'Institut National de la Santé aux Etats-Unis ont essayé de lier les multiples définitions du
syndrome métabolique. Les deux entités savantes s’accordent sur le fait que I'obésité soit un
des 5 facteurs pré-requis pour le diagnostic et que la présence de 3 de ces critéres suffise a
définir un syndrome métabolique, excluant alors le tour de taille comme composante
obligatoire de ce syndrome. Ceci explique notamment I'absence du diagnostic d’obésité chez
certains patients présentant par ailleurs les autres criteres de la pathologie ; et la difficulté

d’établir des valeurs seuils homogenes pour |'obésité abdominale en fonction du genre des
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patients, de leur 4ge mais également de leur localisation géographiquel. Des valeurs limites
de circonférence abdominale ont été proposées en fonction du sexe des patients et de leur

origine mais sont régulierement réévaluées dans la littérature.

L'incidence du syndrome métabolique suit de pres celle de I'obésité et du diabéte de
type 2 et on estime qu’un quart de la population mondiale serait concerné par le syndrome

métabolique.?

B. Définition NAFLD/NASH
La maladie non-alcoolique du foie dite NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) est
considérée comme la manifestation hépatique du syndrome métabolique. Elle suit une
définition dite « négative » en reposant sur un diagnostic d’exclusion. On fait référence a une
NAFLD lorsqu’il y a accumulation supérieure ou égale a 5% de gouttelettes lipidiques dans le
foie en dehors de toute autre cause pouvant expliquer cette stéatose hépatique telles que la
consommation d’alcool, une infection virale ou la prise de médicaments stéatogéniques 3.
La stéatohépatite non-alcoolique ou NASH (Non-Alcoholic SteatoHepatitis) est une
complication de la NAFLD qui associe a la définition de base un caractéere inflammatoire et
dans ses formes les plus avancées une fibrose d’intensité variable voire une cirrhose ou un

carcinome hépatocellulaire *.

La NAFLD est un terme générique qui regroupe un large spectre de manifestations
hépatiques allant de la stéatose bénigne et réversible a des atteintes plus séveres comme la
cirrhose hépatique ou le carcinome hépatocellulaire (CHC). La pathologie progresse
généralement lentement avec une moyenne de 7,7 ans entre chaque étape de la maladie °.
On estime qu’environ 25% des patients NAFLD évolueront vers une NASH. A terme, 25% des

patients NASH développeront une cirrhose qui se compliquera pour 2% d’entre eux en CHC.

En fonction du stade de la NAFLD, les éléments histopathologiques different et signent la

gravité de 'atteinte hépatique.

Une nouvelle définition tend a s’installer sous le terme de MAFLD (Metabolic dysfunction-

associated fatty liver disease) avec la volonté de proposer un terme non plus avec des criteres
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d’exclusion mais au contraire dits « positifs » prenant en compte |I'"hétérogénéité clinique de

la pathologie®. La MAFLD est définie par la présence d’une stéatose hépatique associée a I'un

des 3 critéres suivants® :

- Surpoids/obésité ;
- Présence d’un diabéte de type 2 (DT2) ;

- Dysrégulation métabolique.

Stéatose hépatique chez I'adulte
(détectée soit par des techniques d'imagerie, des marqueurs sanguins, un score
spécifique ou par histologie du foie)

Si présence d’au moins 2 anomalies métaboliques :
Tour de taille 2102/88 cm chez les hommes et femmes caucasiens ( ou =
90/80 crn chez les hommes et femmes asiatiques)

Pression artérielle 2130/85 mmHg ou traitement médicamenteux spécifique
Triglycéridémie 2150mg/dl (21,70 mmol/L) ou traitement médicamenteux
spécifique

HDL-cholestérol plasmatique <40 mg/dl (<1,0 mmol/L) pour les hommes et
<50 mg/dl (1,3 mmol/L) pour les femmes ou traitement médicamenteux
spécifique

Prédiabéte (i.e., glucose plasmatique entre 100 et 125 mg/dl (5,6 4 6,9
mmol/L) ou taux de glucose deux heures aprés charge entre 140 et 199 mg/d|
(7.8 a 11,0 mmol/L) ou HbAlc entre 5,7% et 6,9% (39 4 47 mmol/maol)

Index HOMA 22,5

Taux de CRP plasmatique >2mg/L

MAFLD
(Metabolic dysfunction-associated fatty liver disease)

Figure 1 : Arbre décisionnel de la MAFLD selon des critéres diagnostiques « positifs»; d’aprés Eslam et al., 2020 ¢

C. Histopathologie de la NAFLD
Au stade primaire, la NAFLD se définit par une accumulation de plus de 5% de lipides dans le
foie. Les lipides, majoritairement des triglycérides (TG), sont stockés au sein des hépatocytes

sous forme de gouttelettes. La stéatose peut étre de deux types :

- macrovésiculaire et correspond alors a une large goutte de lipides structurellement

bien définie qui vient occuper le cytoplasme des hépatocytes en repoussant leur noyau

a la périphérie ;
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- microvésiculaire, dans ce cas le cytoplasme hépatocytaire est rempli d’'une myriade de
microgouttelettes lipidiques et conserve un noyau central. On parle de cellule
spongiocytaire.

Si la NAFLD est principalement une forme de stéatose macrovésiculaire, 10% des patients
présenteront une forme microvésiculaire 7.

Dans la NASH on observe une inflammation hépatique intralobulaire le plus souvent
légere, caractérisée par la présence d’infiltrats inflammatoires variés : cellules de Kupffer
(macrophages résidents du foie), éosinophiles, lymphocytes, polynucléaires neutrophiles...
Dans les formes les plus séveres, une ballonisation des hépatocytes peut étre observée, ces
derniers prenant une forme « gonflée » signe de leur dégénérescence. Un des éléments
caractéristiques de la progression de la NASH est le développement d’une fibrose hépatique,
majoritairement péricellulaire. Le foie s’épaissit et voit sa fonction s’altérer®. La fibrose peut
s’aggraver conduisant dans certains cas a I'avénement d’une cirrhose qui peut évoluer vers le

CHC nécessitant parfois une transplantation hépatique quand celle-ci est possible®.

Stéatose Inflammation
E—
e —
— —
25% des
patients
== & CEE

Figure 2 : Spectre des lésions dans la NAFLD; d’aprés Sherif et al., 2019 °

Un régime gras va induire le développement d’une stéatose simple réversible. Lorsqu’une inflammation accompagne la
stéatose on parle de NASH. A terme, I'inflammation hépatique évolue vers une fibrose entrainant une cirrhose du foie. Les cas
les plus graves évoluent vers un carcinome hépatocellulaire (CHC).

Carcinogenése

Carcinogenése

—
2% des
patients

Fibrose

—
25% des

patients
NASH

. Epidémiologie
A. Données géographiques

La NAFLD est en constante augmentation dans le monde, parallélement a I'épidémie
d’obésité. Les différentes études épidémiologiques internationales (HEPAHEALTH, NHANES)
s’accordent a dire qu’environ 25% de la population globale présente une NAFLD et que 3 a 5%
de la population mondiale présente une NASH. En France, I'étude CONSTANCES estime que la

NAFLD concerne 1 frangais sur 6 et que parmi ces patients 2,6% présentent une NASH 1°,
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Ces tendances épidémiologiques générales sont modulées selon des critéres

géographiques et diagnostics.

Sur le continent américain, il semblerait que les pays sud-américains soient plus impactés
par la NAFLD que les Etats-Unis. Ainsi un diagnostic de NAFLD est posé pour 24% de la
population aux USA contre 30,45% de la population sud-américaine. Des disparités inter-pays
au sein d’'une méme région sont également constatées : a titre d’exemple, la NAFLD concerne

23% des adultes au Chili contre 13% au Pérou.

En Asie, on constate une augmentation drastique des cas de NAFLD en lien avec
I'urbanisation des populations, ce changement de mode de vie s’accompagnant de
Iinstallation d’une sédentarité et d’une suralimentation. Ainsi 25% de la population asiatique
est suspectée d’étre atteinte de NAFLD. En Chine les données épidémiologiques révelent que
I'incidence de la stéatose hépatique métabolique a doublé en 20 ans et concerne 15% de la
population. Une évolution semblable est notée au Japon ou 29,7% de la population serait
atteinte de NAFLD. Les pays de |'Asie du Sud suivent la méme tendance avec une nette
disparité entre les populations rurales et les populations urbanisées. En Inde par exemple, la
NAFLD est d’environ 9% pour les populations rurales contre quasiment 33% pour les
populations urbanisées réaffirmant ainsi I'impact du mode de vie sur I'avéenement de cette

pathologie®.

En Europe, les tendances épidémiologiques sont similaires: approximativement
23,71% de la population européenne globale présenterait une NAFLD!!. Un gradient Nord-Sud
apparait avec une prévalence plus importante de la pathologie dans les pays du Sud de

I’'Europe.

En Australie, la NAFLD est la premiere maladie hépatique du pays et concerne 20 a 30%

de la population alors qu’elle n"affecte que 13% de la population de Nouvelle-Zélande.

Enfin les pays du Moyen-Orient et ceux d’Afrigue du Nord suivent les mémes
tendances avec une prévalence comprise entre 20 et 30%. Peu de données restent disponibles

quant a la prévalence de la NAFLD pour les pays d’Afrique centrale.

L’analyse des données géographiques sur la NAFLD corréle facilement avec I’explosion

de I'obésité et du diabete de type 2 au niveau mondial et refléte les changements d’habitudes
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alimentaires et de vie des populations. L'incidence réelle de la NAFLD a travers le monde reste

cependant difficile a évaluer précisément du fait de difficultés diagnostiques.

<1,600 1,800 2,000 2,200 2,400 2,600 2,800 3,000 3,200 3,400 3,600 >3,600 keal/day

5
S1R% e————
. Worldwide prevalence of
‘4,.’ e NAFLD among people
| with T20M is 55.5%
P of NASH in g | populationis b 1.5-6.5%
Prevalence of NASH among T20M is 37.3% (24.7-50.0%)

Figure 3: Prévalence de la NAFLD dans le monde; d'aprés Younossi et al., 2019 °
La NAFLD évolue en parallele de I'épidémie d'obésité (A) et du diabéte de type 2(B).

B. Données liées a I’'age

L’age revét une importance particuliére dans I’évolution de la stéatose hépatique non-
alcoolique. Une étude menée sur plus de 300 patients de tranches d’age différentes montre
ainsi une augmentation de l'incidence de la NAFLD chez les patients agés de plus de 60 ans
mais également une augmentation de la fibrose et de I'occurrence de la NASH 8. Ceci
s’explique notamment par I'augmentation de la prévalence des maladies métaboliques telles

que le diabéte de type 2 dans les populations plus agées.

Une des inquiétudes majeures des professionnels de santé concerne I'augmentation
de la NAFLD dans la population pédiatrique. Une étude évaluant I’évolution de la pathologie
entre 1975 et 2016 a mis en évidence une augmentation de 0,7% a 5,6% chez les filles et une

évolution de 0,9% a 7,8% chez les garcons?2. Cette évolution de I'incidence de la NAFLD chez
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les enfants est fidelement corrélée a I'augmentation drastique de I'obésité infantile et est
extrémement préoccupante compte tenu du fait que la détection d’'une obésité et d’une
atteinte hépatique a I'enfance est un facteur majeur de risque de développement de

complications a I’dge adulte dont I"apparition d’une cirrhose voire d’un CHC 13,

C. Données liées au genre

L'analyse des données épidémiologiques de la NAFLD et de la NASH révele des
disparités liées au sexe des patients. Les résultats des études restent cependant controversés.
Ainsi, si on se base sur les données obtenues sur des cohortes issues des Etats-Unis, de Chine
et d’Europe il apparait que la prévalence de la NAFLD est similaire jusque 20 ans pour les deux
sexes puis tend a étre plus importante pour les hommes que pour les femmes avec I'dge 8. Au
contraire, certaines études menées sur la population asiatique montrent des résultats

inverses avec une tendance a 'laugmentation des cas de NAFLD pour le sexe féminin 4.

D. Données liées a I’ethnie

De la méme maniere qu'’il a été démontré une disparité de prévalence de la NAFLD
suivant les pays au sein d’'un méme continent, des données mettent en évidence I'existence
de différences ethniques entre les populations. Ainsi il s’avére que les patients les plus touchés
par la NAFLD sont d’origine hispanique puis des patients caucasiens non-hispaniques. Les
populations les moins enclines a développer une NAFLD seraient les afro-américains (10% des
patients). Ces disparités ethniques découleraient de polymorphismes génétiques spécifiques

et de I'incidence de facteurs environnementaux é.

lil. Diagnostic
A. Diagnostic clinique

Le diagnostic de NAFLD est souvent révélé au cours d’'un dépistage systématique, la
maladie évoluant le plus souvent de maniére silencieuse ce qui suggere une sous-estimation

de son incidence réelle.
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Le diagnostic de NAFLD reste un diagnostic d’exclusion et toute autre pathologie
hépatique qui pourrait répondre aux anomalies détectées par imagerie ou aprés découverte
d’une fonction biologique hépatique altérée se doit d’étre écartée (hépatite virale, auto-
immune, alcoolique ou induite par des toxiques)®. Aux premiers stades de la maladie, la
plupart des patients ne montre aucune altération des parameétres hépatiques et les
transaminases, marqueurs de la cytolyse hépatique, peuvent étre normales'®. Certains
symptoémes aspécifiques peuvent étre présents. D’autres dépendent du stade de la maladie

(asthénie, prurit, hepato-splénomégalie, ascite, cedéme, alopécie...) /.

Le diagnostic primitif de la NAFLD s’établit souvent par des techniques d’imagerie
(échographie, IRM ou CT-scan) qui mettent en évidence une stéatose. Les techniques
d’imagerie actuelles ne permettent pas de se prononcer précisément sur la sévérité de la
fibrose et ne permettent pas de déterminer I’état d’avancement de la pathologie. De plus pour

I’échographie, la stéatose n’est détectable que lorsqu’elle est supérieure a 30%.

Le diagnostic de NASH peut nécessiter des méthodes invasives permettant d’apprécier
le degré de la fibrose hépatique. La biopsie hépatique apporte ainsi des indications sur I'état
inflammatoire du foie, sur la morphologie des hépatocytes, sur la stéatose, sur la nécrose et
sur I'organisation générale du foie permettant de grader la fibrose!> 1. Bien que constituant
le moyen le plus adéquat et le plus fin pour évaluer la pathologie, la biopsie hépatique est
uniguement indiquée chez les patients NAFLD étiquetés comme étant a haut risque de
développer une NASH ou suspectés de présenter des maladies hépatiques chroniques

concomitantes 1°.

Malgré I’évolution des techniques d’imagerie, la biopsie hépatique reste actuellement
la méthode de référence pour établir un diagnostic de NASH et déterminer le stade de la
pathologie. Du fait des risques liés a cet acte diagnostique et de I’évolution des cas de NAFLD,
un des enjeux majeurs réside dans la mise au point de biomarqueurs spécifiques et sensibles
permettant un diagnostic fiable et non invasif de la pathologie, utilisable a grande échelle de
maniere reproductible. Certains algorithmes tels que le Fibrotest® permettent d’avoir une
idée du stade de fibrose et ont constitué une avancée majeure dans le diagnostic des patients
NASH. Plusieurs pistes sont a I'étude qui pourraient permettre d’évaluer I'activité de la

pathologie a tous ses stades. Parmi eux on retrouve les marqueurs de mort cellulaire et
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d’apoptose tels que les fragments de cytokératine 18 (CK18) composants structurels de
I’hépatocyte et retrouvés chez les patients NASH. Par ailleurs, le dosage d’adipocytokines
impliquées dans le développement de la NASH (adiponectine, ghreline, interleukine-6...)
pourrait permettre d’affuter I'évaluation du stade de la NASH, leur taux circulant étant
étroitement corrélé avec la sévérité de la pathologie'®. Enfin des espoirs sont placés dans les
approches « OMICS » ou [l'utilisation de la génomique, de la transcriptomique, de
I’épigénomique et les analyses métabolomiques et protéomiques pourraient permettre de
définir une signature de la maladie. Différents modeles sont a I'étude et se basent sur le
dosage des acides gras polyinsaturés?®, sur les taux circulants de glutamate, de taurine et de

lactate ou sur les dosages de métabolites issus des lipides 2°.

B. Gradation de la NAFLD/NASH

Les différents stades de la NAFLD sont évalués et gradés en fonction des éléments
histologiques observés dans le foie. L’évaluation du stade de la pathologie prend en compte
la stéatose, la présence de fibrose et les signaux inflammatoires présents in situ.

Concernant I'inflammation hépatique, trois stades apparaissent en fonction du degré de
la stéatose hépatocellulaire, de la ballonisation des hépatocytes et de leur désorganisation,
ainsi que du type d’inflammation observée (lobulaire ou périportale). Le stade 1 correspond a
un état nécro-inflammatoire léger tandis que le stade 3 est considéré comme sévere.

L’état de fibrose du foie est un élément essentiel dans I’évaluation de la gravité de la
maladie hépatique. On distingue 4 stades (F1 a F4), le stade 4 correspondant a un état

cirrhotique.

Plusieurs scores prenant en compte des parameétres physiologiques, histologiques et

biologiques sont utilisés pour grader la pathologie 1° 167,

- Le NAFLD activity score (NAS) instauré en 2005 par Kleiner et Brunt, s’appuie sur la
guantité de stéatose, la présence d’une ballonisation des hépatocytes et le degré
d’inflammation hépatique 2. La somme des trois entités détermine un score de 0
a 8 ou 8 est le stade le plus avancé de la pathologie. La fibrose est évaluée a part

en 7 stades (0,1A,1B,1C,2,3,4).
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- Le SAF (Stéatose Activité Fibrose) mis en place en 2012 par Bedossa évalue

indépendamment les facteurs impliqués dans la maladie a savoir la stéatose (0 a

3), I'activité c’est-a-dire I'inflammation hépatique (0 a 2) + la ballonisation des
hépatocytes (0 a 2) et la fibrose (0 a 4) 2.

Nous verrons plus loin que la stéatose pourrait paradoxalement se révéler protectrice dans la

pathologie et lorsqu’elle est pure, empécher le développement de la fibrose, ce qui justifie la

classification proposée par Bedossa.

De nouveaux algorithmes qui se fondent soit sur des données cliniques tels que le
Fibrotest® ou I'Hepascore®, soit sur des données plasmatiques comme le ELF test® ou le
Fibrometre® sont également employés. Le Fibrotest® permet de diagnostiquer une fibrose
avancée chez les patients NAFLD mais sa performance diagnostique est réduite en présence
de certains éléments interférents comme une inflammation aigué, un sepsis ou une cholestase
extra-hépatique. L'Hepascore® est un algorithme largement utilisé dans la détection de la
fibrose lors de maladies hépatiques chroniques et combine des variables cliniques telles que
I'age, le genre et des données biologiques dont la bilirubine et le taux de GGT. L’ELF test®
(enhanced liver fibrosis) inclut lui des données relatives au taux de procollagéne de type I
(PIINP) et a I'inhibiteur de métalloprotéinase 1 (TIMP-1). Sa performance est affectée par le
genre et I'dge et son efficacité dans la NAFLD reste a prouver!®, Enfin le Fibromeétre® est un
test sanguin dont la précision diagnostique est reconnue chez les patients avec une fibrose
avancée. L'intérét de ces scores fondés sur la mesure de biomarqueurs sériques réside dans
le fait que ce sont des tests non-invasifs, quantitatifs et reproductibles ou I’on s’affranchit du
biais induit par I'opérateur. lls présentent cependant des lacunes dont un manque de
spécificité hépatique et des interférences ne permettant pas une précision optimale de
diagnostic. Ainsi, leur intérét semble plutot résider dans l'orientation des hypothéses

diagnostiques et dans le suivi, que dans le diagnostic lui-méme?2,

C. Classification étiologique de la NAFLD

Les lignes directrices émises par les organisations expertes EASL (European Association for
the Study of the Liver), EASD (European Association for the Study of Diabetes), EASO
(European Association for the Study of Obesity) et AASLD (American Association for the Study
of Liver Diseases) proposent une classification de la NAFLD/NASH en fonction de son origine

étiologique.
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Les NAFLD/NASH primaires désignent les stéatoses dont |'origine découle de troubles
métaboliques tels que I'obésité, le DT2, les dyslipidémies et dans ce cas, souvent associées a
une insulinorésistance. Parmi les NAFLD/NASH primaires certaines ne présentent pas
d’altération de la tolérance au glucose et sont soit la conséquence de polymorphismes

génétiques soit d’origine indéterminée et dites « cryptogéniques ».

Les NAFLD/NASH secondaires comprennent les stéatoses hépatiques associées a des
troubles endocriniens (syndrome des ovaires polykystique, hypothyroidie...), a la
consommation de médicaments stéatogéniques (glucocorticoides, amiodarone,
méthotrexate, tamoxiféne...) ou a des actes hospitaliers comme la nutrition parentérale. Elles

impliquent également les maladies stéatotiques du foie d’origine virale ou auto-immune® 16,

Si la NAFLD est une complication attendue de I'obésité et du syndrome métabolique, on
dénote également I'apparition de la maladie chez des patients présentant un IMC normal.
C’est ce que I'on nomme la « lean NAFLD ». Aux USA on estime que 7% des patients présentent
une « lean NAFLD », mais la prévalence reste surtout importante dans les régions rurales
d’Asie ou elle concernerait 25% a 30% de la population 232°, Bien que considérée au départ
comme moins impactante que la NAFLD classique, des rapports plus récents affirment que la
« lean NAFLD » qui atteint majoritairement des patients jeunes, entrainerait une plus forte
morbi-mortalité avec un temps de survie diminué notamment en cas de transplantation
hépatique, et ce malgré un profil métabolique plus sain que celui des patients NAFLD

classiques.

V. Impact économique

De par ses comorbidités associées, I’explosion des cas de NAFLD se révele un enjeu majeur
de santé publique au regard des contraintes économiques qui lui sont associées. L'impact
économique de la NAFLD et de la NASH est principalement lié au colt de santé induit par la
prise en charge des traitements associés a la maladie en elle-méme ou a ses complications.
Aux USA, il a été estimé que le co(t total annuel de soin d’un patient NAFLD sans assurance
privée était en moyenne de 8000 dollars en diagnostic primaire et d’environ 3500 dollars pour
une prise en charge a long-terme tandis que pour des patients présentant les mémes

comorbidités mais sans NAFLD le co(t de prise en charge était en moyenne de 2300 dollars.
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La prise en charge d’un patient NAFLD implique des actes d’'imagerie, des biopsies et des

périodes d’hospitalisation extrémement co(teuses?.

Aux USA, il est prédit une dépense annuelle de 62 milliards de dollars dans les années
futures en prenant en compte I'augmentation des cas de NAFLD soit environ 39 millions de
personnes. Cette dépense annuelle s’éleverait en Europe a 19 milliards de dollars pour la prise
en charge d’environ 30 millions de patients. De méme il a été évalué que les complications
associées a |’évolution de la pathologie (fibrose, cirrhose, CHC) s’accompagnaient d’'une
augmentation des co(its de prise en charge ; ces derniers étant estimés a 910 milliards de

dollars sur 10 ans.

Par ailleurs, des études portant sur la qualité de vie des patients NAFLD mettent en avant
que plus de 27% des patients présentent une dépression, soit 4 fois plus que les statistiques
relatives a la population globale aux USA (6,7%). En plus des comorbidités classiques associées
a la maladie hépatique s’ajoutent des comorbidités et des affections hors sphére hépatique

mais qui nécessitent aussi une prise en charge colteuse.

Enfin, outre les col(ts de santé, liés a la prise en charge de la NAFLD et de ses
complications, il est important de prendre en compte I'impact social des patients atteints de
pathologies hépatiques chroniques. Une analyse conduite de 2004 a 2013 sur des patients
souffrant de maladies hépatiques chroniques dont la NAFLD souligne que ces patients du fait

de leur invalidité sont moins employés engendrant alors un autre type d’'impact économique.

V. Prédictions d’évolution de la NAFLD/NASH

L'incidence de la NAFLD dans la population générale suit étroitement celle de I'obésité
et du diabéte de type 2. Les projections réalisées via des outils de modélisation par les
épidémiologistes laissent entendre que pour 2030, dans I'hypothése d’une stabilisation du
diabete et de I'obésité, 'augmentation des cas de NAFLD serait modeste (entre 0 et 30%).
Néanmoins, I’évolution mondiale de la NASH serait d’environ 16%. La mortalité et la chronicité
des maladies hépatiques sembleraient doubler en réponse au vieillissement concomitant de
la population.

L'urbanisation de certains pays et en particulier de la Chine prédit une augmentation
de la sédentarité des populations. Il est alors fort probable que ces pays soient sujets a une

augmentation plus importante des cas de NAFLD. Parallelement a la NAFLD, l'incidence de la
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NASH serait elle aussi augmentée en 2030 et notamment en Europe. Les complications
afférentes et notamment les stades avancés de fibrose (stades 3 et 4) seraient également en
nette augmentation et on estime a 21% le nombre de patients NASH présentant une fibrose

F3 ou F4 aux USA en 2030 8.

A. Mortalité liée a la NAFLD/NASH

La NAFLD est considérée comme I'une des composantes du syndrome métabolique et la
présence concomitante d’autres aspects de cette pathologie multiple impacte la mortalité des
patients. L'étude NHANES a suivi des patients NAFLD sur 19 ans et a montré que la présence
d’un seul composant du syndrome métabolique suffisait a doubler le risque de mortalité chez
ces patients. Plus le patient présentera de marqueurs du syndrome métabolique (obésité,
insulinorésistance...), plus I'espérance de vie sera impactée négativement. Les patients
atteints de NAFLD bénigne avec une stéatose primaire présentent moins de risque de
décompensation hépatique que ceux au stade NASH pour lesquels le risque de développer
une maladie hépatique chronique est drastiquement accentué 3.0n considére que la mortalité
globale pour 1000 personnes-année est de 15,44 pour les patients NAFLD contre 25,56 pour
les patients NASH 8. La présence d’une NASH, le stade de la fibrose et les composantes du

syndrome métabolique comme |'obésité et le DT2 affectent grandement la survie.

Les conséquences cardiovasculaires et le risque de développer une maladie hépatique
chronique alertent sur la mortalité liée a la NAFLD/NASH !!. Les patients NAFLD/NASH
présentent ainsi une diminution de leur survie avec un ratio de mortalité standardisé de 1.34
a 1.69 8, Les maladies cardiovasculaires sont la premiére cause de décés chez ces patients : 5
a 10% des patients NAFLD décederont des conséquences cardiovasculaires induites par leur

pathologie et la NAFLD double le risque de développer une complication cardiovasculaire 8.

La deuxieme cause de mortalité chez les patients NAFLD/NASH est le développement de
cancers non-hépatiques. Enfin, en 3™ position, on retrouve les complications mortelles liées

au développement d’une pathologie hépatique chronique 2.

Aux USA, la NAFLD est la 3°™ cause de cirrhose et tend a prendre la premiére place ?. La
présence d’'une NASH triple la mortalité liée a une affection hépatique comparé a la
population générale . On estime que la mortalité liée spécifiquement a des conséquences

hépatiques est de 0,77/1000 personnes-année pour les patients NAFLD contre 11,77/1000
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personnes-année pour ceux au stade NASH 28, Le stade de fibrose apparait comme facteur
principal de mortalité chez les patients NAFLD : les patients présentant une fibrose de stade

F3-F4 voient leur mortalité tripler comparé a la population générale.

La NAFLD et la NASH sont intimement liées au risque de développer un carcinome
hépatocellulaire, 3°™¢ cause de décés par cancer dans le monde. Ainsi en Australie et Nouvelle-
Zélande, le taux de patients NASH parmi les patients CHC est passé de 4 a 14% entre 2013 et
2017 soit une augmentation de 350% %°. Si la NASH démultiplie le risque de CHC (risque
multiplié par 7 pour les patients NASH avec un stade de fibrose F3 a F4), 50% des patients
NAFLD présentant un CHC n’étaient pas en stade cirrhose *° 8. Si une bascule épidémiologique
est attendue avec une meilleure prise en charge de I’hépatite B et I’hépatite C, ces derniers
restent actuellement les facteurs importants de développement du CHC dans le monde.
Cependant, avec I'amélioration de leur prise en charge et la quasi-disparition du virus de
I’"hépatite C (VHC), la NAFLD pourrait rapidement devenir le contributeur majeur du CHC dans

les pays occidentaux.

B. Transplantations hépatiques liées a la NAFLD

Les dernieres études alertent sur 'augmentation des transplantations hépatiques liées a
la NAFLD. Les principales causes de transplantations hépatiques mondiales sont liées au VHC,
au virus de I'hépatite B (VHB), a I'alcool et au CHC. Avec une meilleure prévention du VHC et
du VHB, on assiste a une régression des greffes en rapport avec ces maladies avec notamment
une baisse de 9,6% des transplantations liées au VHC entre 2013 et 2017 ?4. Les greffes en lien
avec les hépatites alcooliques sont quant a elles stables. A l'inverse, la NAFLD est actuellement
la 3¥me cause de transplantation hépatique en Océanie avec une augmentation de 12,4% entre
1994 et 2017. Ces données corrélent parfaitement avec les observations aux USA ou il a été
montré que l'indication de transplantation hépatique suite a une NASH avait connu une
progression fulgurante en 4 ans sur les listes de patients en attente d’un greffon 26, Comme le
taux de NAFLD suit I'accroissement de I'épidémie mondiale d’obésité, il semblerait que la
NAFLD deviennent la premiere indication de transplantation hépatique dans les prochaines

années.
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Chapitre 2 : PATHOGENESE DE LA NAFLD/NASH

I Hypothéses liées a la pathogenése de la NAFLD/NASH

La NAFLD est wune hépatopathie métabolique découlant de processus
physiopathologiques complexes partiellement élucidés. Une premiéere hypotheése proposée
par Day et James en 1998, considérait la NAFLD comme étant une pathologie en deux étapes
« the two-hit hypothesis», son avénement résultant de I’'enchainement successif d’altérations
du métabolisme. Le premier hit correspondait a I'accumulation de triglycérides dans le foie.
Le second hit, lui, se référait a une cascade de réactions inflammatoires et nécrotiques
impliqguant entre autres le stress oxydant, la peroxydation lipidique et une défaillance
mitochondriale marquant la transition de la NAFLD vers la NASH #3032,

Depuis 2010, cette théorie en deux temps est considérée comme obsoléte et la
communauté scientifique s’oriente vers une pathologie multi-hits olu différentes voies
pathogéniques interviendraient de maniere simultanée, s’entretenant les unes les autres et
influant sur la progression de la NAFLD en NASH. Ce processus multifactoriel complexe met
en jeu une altération des métabolismes lipidiques et glucidiques, une insulinorésistance, un
phénomeéne inflammatoire et une réaction immunitaire qui agissent en paralléle et
s’entrecroisent rendant difficile I’établissement d’une hiérarchie causale. La pathogenése de
la NAFLD est sophistiquée et l'intrication d’un certain nombre de facteurs déclencheurs

entraine la mise en place d’un cercle vicieux aboutissant a la fibrose hépatique .
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Figure 4: Pathogenése « multi-hits » de la NAFLD; d’aprés Xu et al., 2019 3!
La NAFLD est une pathologie complexe découlant de I'action d’une multitude de facteurs dont les actions croisées induisent
et perpétuent le développement et la progression de la maladie. On parle de « multi-hits ». Une consommation calorique
excessive impacte le métabolisme du glucose et des lipides induisant une hyperinsulinémie, une glucotoxicité et une
lipotoxicité. En paralléle, il y a mise en place d’un environnement inflammatoire chronique entrainant une réponse
immunitaire et dysfonction des organites comme la mitochondrie. L’altération du Ml prend part a la pathogenése et est un

co-facteur d’importance dans I’évolution de la NAFLD. Ces altérations favorisent le développement d’une fibrose et d’un état
cirrhotique qui a termes peut évoluer en carcinome hépatocellulaire.

Il. Mécanismes impliqués dans la NAFLD/NASH
A. Métabolisme des glucides et insulinorésistance

1. Métabolisme du glucose en conditions physiologiques

Le foie est la machinerie énergétique centrale de I'organisme et exerce de nombreuses
fonctions métaboliques. Il joue un role prépondérant dans I'homéostasie lipidique et
glucidique et régule finement I'apport ou le stockage énergétique en fonction des besoins.
L'activité métabolique du foie est sous I'influence de nombreux facteurs et substrats tels que
les hormones, les nutriments ou les signaux neuronaux. Un des acteurs fondamentaux de
I’équilibre homéostatique lipidique et glucidique est I'insuline.

L'insuline est un peptide de 6KDa sécrété par les cellules B des Tlots de Langherans du
pancréas. Elle présente des récepteurs ubiquitaires et son réle principal est de réguler le taux
de glucose sanguin dont la concentration influe directement le métabolisme des lipides et des

hydrates de carbone.
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L'insuline se fixe a ses récepteurs IRTK situés sur I'ensemble des organes présentant

une sensibilité a cette hormone (foie, tissu adipeux, muscle, coeur...) et va exercer une action

pléiotropique afin de réguler 'homéostasie lipidique et glucidique de I'organisme en

conditions physiologiques que ce soit a jeun ou aprés repas :

synthése protéique,
transport du glucose,
inhibition de la lipolyse,
synthése de glycogene,
transcription génique,

action anti-apoptotique.
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Dans le foie, le flux de nutriments (fleche bleue)
est optimisé par une action coordonnée de
signaux hormonaux et nutritifs. La signalisation
insulinique active la glycogene synthase (GS) via
Akt2 et diminue en paralléle la transcription des
enzymes gluconeogéniques en inactivant FOXO1.
Le signal insulinique promeut I'activation et
I"expression de SREBP1. Le glucose inhibe la
glycogénolyse et peut activer ChREBP. SREBP1 et
ChREBP favorise la DNL. L’absorption hépatique
des acides gras (AGs) provenant des
chylomicrons remnants ou issus de la lipolyse
périphériques contribuent également a la
synthése hépatique de lipides aprés
réestérification.

Dans le muscle squelettique, I'insuline induit le
déplacement des récepteurs au glucose GLUT4 a
la surface cellulaire favorisant ainsi I’absorption
de glucose et la synthese de glycogene. Le muscle
prend également en charge une partie des AGs
pour oxidation.

Dans le tissue adipeux, I'insuline inhibe la lipolyse
et favorise I'absorption de glucose. Le tissu
adipeux est le premier site de stockage pour les
lipides avec une absorption coordonnées des
chylomicrons remnants et des VLDL.

IR: récepteur a l'insuline; HL: lipase hépatique;
CM-R: chylomicron remnants; CAM-KII:
calmodulin kinase II; GS: glycogen synthase; GP:
glycogen phosphorylase; GSV: GLUT4-containing)
storage vesicles; Ac-Coa: Acetyl-CoA

39



REVUE DE LITTERATURE : Pathogenése de la NAFLD/NASH

2. Insulinorésistance dans la NAFLD

L'insulinorésistance est un élément clé de la pathogenése de la NAFLD.* 333% Elle
correspond a une altération de la capacité de réponse insulinique aux concentrations
plasmatiques élevées en glucose et conduit entre autres a un défaut de stockage du glucose
sous forme de glycogéne 3°. Plusieurs facteurs environnementaux et génétiques interviennent
dans I'avénement de I'insulinorésistance dans la NAFLD.
On distingue deux types d’insulino-résistance: une insulinorésistance périphérique impliquant
le muscle squelettique et le tissu adipeux blanc, et une insulinorésistance hépatique spécifique
et sélective.

a. Insulinorésistance périphérique
» Insulinorésistance musculosquelettique

Les organes périphériques ont tous une sensibilité différente a I'insuline. Il apparait que le
muscle squelettique est extrémement sensible au signal insulinique3®. Ainsi
I'insulinorésistance musculosquelettique apparait dés les stades précoces du syndrome
métabolique, bien avant qu’un impact soit ressenti sur la fonctionnalité du tissu adipeux ou
du foie. Dans la NAFLD, I'homéostasie lipidique est altérée et suite au défaut de prise en
charge et de stockage des acides gras, on observe une infiltration ectopique de lipides dans
les tissus et notamment dans les myocytes. L’accumulation d’acides gras dans le muscle
impacte le signal insulinique via différentes voies : stress du réticulum endoplasmique (RE),
détérioration de I'activité mitochondriale, altération de la phosphorylation du récepteur a
I'insuline. Le muscle n’est plus en capacité de stocker le glucose sous forme de glycogéne en
raison d’une altération de la translocation des récepteurs GLUT4 a la surface membranaire,
leur stimulation qui dépend de l'insuline étant affectée®. Il y a perte de I"absorption
musculaire du glucose 3. Le glucose est alors redirigé vers le foie ol il est absorbé pour réguler
I"augmentation de la glycémie. Cette redirection glucidique promeut la lipogeneése de novo et

I"hypertriglycéridémie.
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Figure 6: Insulinorésistance musculaire; d’aprés Samuel et al., 2016 37
Dans le muscle squelettique, I'activation de la PKCS altére la signalisation insulinique impactant I’absorption de glucose par
le muscle et entrainant une augmentation de I'apport en glucose au foie.

» Insulinorésistance du tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc est I'organe de stockage privilégié des réserves énergétiques. Il est
doté d’une grande plasticité et réagit notamment aux signaux environnementaux. On
distingue deux dépo6ts majeurs de TA : le tissu adipeux viscéral et le tissu adipeux sous-cutané.
Si leur role principal est similaire (stockage de I'énergie), ces tissus présentent une activité
endocrine différente, leur conférant des propriétés spécifiques3®

Les acides gras et le glucose issus de I'alimentation sont stockés dans les adipocytes sous
forme de triglycérides. En plus de sa fonction métabolique, le TA posseéde une fonction
endocrine importante et sécrete des adipokines, telles que la leptine ou I'adiponectine
impliquées dans I'homéostasie lipidique et glucidique 3. Le TA joue également un réle
prépondérant dans les phénomeénes inflammatoires par la sécrétion de médiateurs de
I'inflammation, cytokines et chimiokines, comme I'IL-6 ou le TNFa. Enfin, le TA est constitué
de macrophages qui, lorsqu’ils sont stimulés, contribuent aux phénomeénes inflammatoires

systémiques 3°
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Lors de la NAFLD, la balance énergétique est positive avec une augmentation de I'afflux
d’acides gras et de glucose. Le TA s’accroit alors pour faire face a cette augmentation
énergétique et on assiste a un remodelage des adipocytes avec combinaison d’une
hypertrophie et d’une hyperplasie?® 4%, ’augmentation du volume adipocytaire conduit a une
altération des fonctions cellulaires avec notamment un impact sur la fonction mitochondriale
et une modification de I'expression des protéines membranaires. Ces changements influent
sur la sécrétion hormonale des adipocytes et entrainent la mise en place d’'une inflammation
chronique de bas grade engendrant a terme l'augmentation de la mort cellulaire 4.
L’'ensemble de ces processus aboutit a des modifications métaboliques globales et favorise
I'insulinorésistance in situ mais aussi périphérique au sein du muscle squelettique et du foie.

Les adipocytes hypertrophiés ne sont plus en mesure de répondre correctement a la
signalisation insulinique. IIs perdent leur capacité de stockage et de conversion des acides gras
en triglycérides. En temps normal, I'insuline contréle la lipolyse du TA. Lorsque les adipocytes
deviennent insulinorésistants, on assiste a une perte de contréle de la lipolyse par Iinsuline
et donc a la libération de quantités importantes d’acides gras et de glycérol dans la circulation
sanguine 3 Le flot d’acides gras non-estérifiés et de glycérol est pris en charge par le foie. Dans
le foie, les acides gras sont stockés sous forme de triglycérides, tandis que le glycérol sert de
substrat pour la gluconéogenése 3.

Les modifications morphologiques des adipocytes induites lors de la NAFLD favorisent le
relargage de cytokines pro-inflammatoires et notamment d’IL-6, de TNFa et d’IL-1B 3°. Une
inflammation chronique de bas grade se développe et impacte la sensibilité hépatique a
I'insuline. En effet, la stimulation des macrophages hépatiques par les cytokines pro-
inflammatoires libérées par le TA induit une altération de la phosphorylation d’IRS1, impactant
la transmission du signal insulinique hépatocytaire. Parallelement les cytokines pro-
inflammatoires activent une voie pro-inflammatoire dans le foie qui a son tour inhibe la

signalisation insuline dépendante 3°.
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Figure 7: Insulino-résistance dans le tissu adipeux; d’aprés Samuel et al., 2016 37

Dans le tissu adipeux, les cytokines libérées stimulent la lipolyse adipocytaire et induisent une augmentation de la libération
d’AGs. Cela stimule la synthése hépatique de lipides et active la gluconeogenése dans le foie.

FA : Acides gras ; CM-TG : triglycérides couplés aux chylomicrons ; FA-CoA : fatty-acyl CoA ; PKA : protéine kinase A ; PDE :
phosphodiestérase

b. Insulinorésistance hépatique

L'insulinorésistance hépatique se caractérise d’une part par I'arrét du blocage de la
néoglucogenese dans le foie normalement contrélée par I'insuline, et d’autre part par un
maintien concomitant de la lipogenése 33. En conditions physiologiques, I'insuline régule la
production de glucose en inhibant la glycogénolyse hépatique et la gluconéogenese et favorise
la synthese de triglycérides ainsi que I'absorption du glucose. Lorsque les hépatocytes perdent
leur sensibilité au signal insulinique, il y a augmentation de la production endogéne de glucose
via la glycogénolyse et la néoglucogenése33. Parallelement, la perte de rétrocontrdle de
I'insuline sur la lipolyse du TA entraine une augmentation du flux d’acides gras non estérifiés
qui atteint le foie via la circulation portale. Ces acides gras sont internalisés par le foie via des
transporteurs FATP, via CD36 ou par diffusion passive et sont estérifiés dans I’'hépatocyte pour

étre stockés sous forme de triglycérides. Dans le méme temps, la lipogenese de novo (DNL)
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est conservée via activation de SREBP1c (Sterol regulatory element-binding proteins)
aboutissant également a la synthése de triglycérides a partir du glucose *’. C’est ce qui définit
le paradoxe de linsulinorésistance hépatique : la production de glucose normalement
bloquée par l'insuline ne I'est plus, et a contrario la lipogeneése insulino-dépendante continue,
elle, de fonctionner via activation de SREBP1c. Ce phénomene s’explique en particulier par la
stimulation de la glycogénolyse intracellulaire sous contrdle d’un autre gene, ChREBP
(Carbohydrate-responsive element-binding protein) dont I'activité mene a la libération de
précurseurs métaboliques pour la DNL. On assiste donc a une augmentation concomitante de

la glycémie et de la lipidémie ce qui concourt au développement de la NAFLD.
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Figure 8: Insulinorésistance hépatique; d’aprés Samuel et al., 2016 7

Dans le foie, I'activation de la PKCe par le DAG altére la signalisation insulinique ce qui limite la synthése hépatique de
glycogéne. En revanche la synthese hépatique de lipides via notamment la DNL n’est pas impactée. Par ailleurs, le foie fait
face a une augmentation des AGs, de glycérol et de glucose suite aux dysfonctionnement du tissu adipeux et du muscle
squelettique. Il y a donc augmentation de la gluconeogenése et de la lipogenése qui participent a la stéatose.

IR: insulin receptor; IRS: insulin receptor substrate; PEPCK: phosphoenolpyruvate carboxykinase; G6Pase, glucose 6-phoshase.,
FA: fatty acid, PC : pyruvate carboxylase; DAG: diacylglycerol ; GS : glycogéne synthase ; GP : Glycogéne phosphorylase ; LPA :
acide lysophosphatidique ; PA : acide phosphatidique ; HL : lipase hépatique
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Les mécanismes amorcant et nourrissant I'insulinorésistance hépatique sont similaires a

ceux observés dans le tissu adipeux et dans le muscle squelettique.

Un des mécanismes liés a la perte du signal insulinique réside dans Ialtération

fonctionnelle du récepteur a l'insuline et de sa protéine substrat IRS-1. En condition

d’insulinorésistance, IRS-1 est phosphorylée sur ses résidus sérine empéchant l'insuline

d’induire la phosphorylation de ses sites tyrosine altérant par voie de conséquence son

interaction avec PI3K ce qui impacte I'’ensemble des cascades de signalisation en découlant.

De nombreux signaux cellulaires et notamment des médiateurs de I'inflammation peuvent

induire ces phosphorylations dites « négatives » d’IRS-1 perpétuant les dommages liés a la

perte de sensibilité insulinique. Parmi les médiateurs incriminés on retrouve le TNFa et I'IL-13

sécrétés par le TA en réaction a un surplus énergétique.

A

Glucose
turnover

GLUT4
Glucose B« - -
uptake
Glycogen

T/‘ synthesis

Skeletal Muscle
Insulin resistance

Hepatic insulin resistance

Insulin

GLUT2

IR
Glucogen g IRS
4 i
| v
Glycogen {8« --------—-- AKT
synthesis '
1
GLUT2 > U
—fE] ——»Clucose FOXO1
Glyolysis | CHREB >/ \
Y PEPCK  G6Pase
Lo PC » Glucose
C Gluconeogenesis
AC-COA
SREBP1c Tﬁ‘odeahon
. ,m“u oA EX
TGA
W By Glycerol
IRS MAGT
FA-CoA —>—> DAG
Insulin ! B
D VLDL
PKCe
Lipolysis'

FFAS <

B

White Adipose Tissue

I

nsulin resistance

Hepatic glucose
production

Figure 9: Schéma général de I'insulinorésistance et des interactions entre le foie, le tissu adipeux et le muscle squelettique;

d’aprés Mu et al., 2019 3¢

(A) L’insulinorésistance du muscle squelettique altere I'absorption du glucose insulino-dépendante et induit une

augmentation de la livraison de glucose au foie

(B) L’insulinorésistance adipocytaire altére I'inhibition de la lipolyse dépendante de l'insuline ce qui entraine une

libération d’AGs et de glycérol dans la circulation systémique. Ces nutriments sont redirigés vers le foie ot ils

induisent la synthése hépatique de lipides et la néoglucogeneése hépatique.

(C) Dans le foie, I'augmentation de I'oxydation des AGs active la gluconeogenése hépatique via I'activation de la PC
(pyruvate carboxylase) par I'acétyl-CoA; le glycérol augmente lui la gluconeogenése via un push de substrats

(D) Le DAG active la PKCe ce qui impacte la signalisation insulinique et empéche la synthése de glycogene
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Il'y a donc altération du stockage du glucose par diminution de la synthése de glycogéne et en paralléle augmentation de la
synthese de glucose et de lipides: c’est I'insulinorésistance hépatique sélective.IR: insulin receptor; IRS: insulin receptor
substrate; PEPCK: phosphoenolpyruvate carboxykinase; G6Pase, glucose 6-phoshase., FA: fatty acid, PC : pyruvate
carboxylase; DAG: diacylglycerol

Les fleches noires pleines correspondent aux voies métaboliques physiologiques

Les fleches noires en pointillés et les fleches rouges correspondent elles aux modifications induites en situation pathologique.

Un autre mécanisme causal proviendrait de I'accumulation intra-organique de lipides
toxiques et notamment du diacylglycérol (DAG). L'infiltration de DAG induit I'activation
d’isoformes de la PKC (Protéine Kinase C) et notamment de la PKCe dans le foie et de la PKCO
dans le muscle squelettique. Dans le muscle squelettique, la PKCO impacte la phosphorylation
d’IRS-1 par IRTK altérant la signalisation insulinique et concourant a l'insulinorésistance
musculaire 7. Dans le foie, I'interaction DAG-PKCe induit une diminution d’activation d’IRTK
par I'insuline 3¢, la PKCe présentant un site de phosphorylation adjacent au domaine tyrosine
kinase d’IRTK1 au niveau du site Thr1160%2, Il est maintenant établi que le contenu en DAG et
I'activation de la PKCe sont nécessaires a I’établissement de l'insulinorésistance dans la
NAFLD induite par les lipides et que ces deux parametres sont des prédicteurs majeurs de

I'insulinorésistance hépatique .
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Figure 10: Mécanisme moléculaire par lequel un exces en diacylglycérol entraine le développement de I'insulino-résistance
hépatique et I'hyperglycémie; d'aprés Perry et al.,2014 >3

L’augmentation hépatique de DAG entraine I’activation et la translocation de la PKCe a la membrane cellulaire ce qui inhibe
la signalisation insulinique. Il'y a diminution de la phosphorylation de IRS1/2 et PI3K ce qui affecte I'activité d’ Akt2 apres une
cascade de signalisation. Cette perte d’activité diminue la phosphorylation de GSK3 d’une part induisant une diminution de la
synthése de glycogéne. D’autre part la diminution de phosphorylation de FOXO1 entraine sa translocation nucléaire ot il va
induire I'activité des enzymes impliquées dans la synthése de glucose hépatique.

PC: pyruvate carboxylase ; PEPCK: phosphoenolpyruvate carboxykinase ; G6Pase: glucose-6-phosphatase; PIP3:
phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate; FOXO1: Forkhead box protein O1 ; DAG: diacylglycerol; PDK1: 3-phosphoinositide-
dependent protein kinase 1; GSK3: glycogen synthase kinase-3 ; GS: glycogen synthase

B. Métabolisme hépatique des lipides et lipotoxicité

1. Sources d’acides gras et absorption hépatique des lipides

Le foie est un des organes privilégiés du métabolisme des lipides. Il recoit les acides
gras sous forme non-estérifiée via différentes sources alimentaires ou endogenes.
Les lipides d’origine alimentaires sont, dans un premier temps, émulsifiés dans l'intestin sous
I’action des acides biliaires puis hydrolysés par la lipase, enzyme pancréatique. Cela aboutit a
la formation de molécules de glycérol et d’acides gras libres. Les entérocytes prennent en
charge les acides gras et reforment des triglycérides. Les TG s’associent a des apolipoprotéines

et sont transportés sous forme de chylomicrons par la lymphe pour étre distribués au tissu
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adipeux blanc et au muscle. Les chylomicrons restants dits « remnants » sont eux dirigés vers
le foie ou ils sont internalisés 43 .

Une source importante d’acides gras provient de la lipolyse du TA pendant les périodes
de jeline. La diminution des concentrations plasmatiques en insuline favorise la destruction
du tissu adipeux pour répondre aux besoins énergétiques de I'organisme en mettant a
disposition les substrats énergétiques qui lui sont nécessaires. Les acides gras ainsi relargués
se lient a I'albumine et sont acheminés vers le foie ou ils seront absorbés 43 44,

Dans le foie, les acides gras non-estérifiés sont soit convertis en triglycérides, en
phospholipides ou en esters de cholestérol, soit hydrolysés par la B-oxydation mitochondriale
et servent de substrat énergétique pour la synthése d’ATP nécessaire a la respiration de la

chalne mitochondriale .
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Figure 11: Sources majeures de lipides dans le foie en fonction de I'état nutritionnel; d’aprés Alves-Bezerra et al., 2019 3
Aprés un repas, les lipides alimentaires sont hydrolysés dans la lumiere intestinale. Lors de I'absorption intestinale, les acides
gras sont estérifiés pour former des molécules de TG. Les TG sont empaquetées dans les chylomicrons et livrées dans un
premier temps au muscle et au tissu adipeux. Les TG restants au sein des chylomicrons remnants sont transportés au foie et
processés intracellulairement induisant une libération d’AGs dans les hépatocytes. Les carbohydrates et en particulier le
glucose sont utilisés pour la lipogenése de novo (DNL) pour la production d’AGs. Afin d’étre métabolisés, les AG sont activés
sous forme de molécules d’acyl-CoA qui peuvent alors étre oxydés ou participer a la synthése de lipides complexes. Les TG
synthétisées peuvent étre stockées dans des gouttelettes lipidiques (LD) ou empaquetées en VLDL et étre sécrétées dans le
plasma. A jeun, les stocks intracellulaires de TG sont mobilisés dans les adipocytes et les hépatocytes pour libérer des AGs.
Enfin la DNL hépatique peut participer a la formation d’un pool d’acyl-CoA disponible pour la production d’énergie via
oxydation mitochondriale ou pour la synthése de VLDL. FA: fatty acid; TG: triglycérides; LD: lipid droplet

L’épaisseur des fleches noires renseigne sur les activités métaboliques préférentielles en post-prandial et a jeun.

49



REVUE DE LITTERATURE : Pathogenése de la NAFLD/NASH

2. Lipogenese de novo

Une des sources de lipides dans le foie correspond a la lipogenése de novo qui permet
la conversion des substrats glucidiques apportés par la circulation portale en triglycérides.

Dans le cytoplasme, la glycogénolyse induit la libération du glucose a partir du
glycogéne. La molécule de glucose subit plusieurs transformations enzymatiques lors de la
glycolyse pour donner une molécule de pyruvate. Le pyruvate sert de substrat initiateur pour
le cycle de Krebs au sein de la mitochondrie. Dans la mitochondrie, le pyruvate est oxydé puis
décarboxylé en acétyl-CoA par la pyruvate deshydrogénase (PDH). L’acétyl-CoA, sous |’action
de la citrate synthase, est transformé en oxaloacétate. L'oxaloacétate ainsi formé est
transporté dans le cytosol via la membrane mitochondriale interne. L'oxaloacétate est
transformé en malonyl-CoA aprés action de I'acétyl-CoA carboxylase (ACC), cette premiere
étape réactionnelle étant limitante dans le processus de la DNL. La fatty acyl synthase (FAS)
prend en charge le produit obtenu et le transforme en palmitate. S’en suit une chaine
réactionnelle aboutissant a la formation de glycérol-3-phosphate (G3P) 33. Le G3P permet alors
I’'obtention de triglycérides apres estérification.
FAS et ACC sont induites en fonction du statut nutritionnel de I'organisme. Ainsi, un régime
riche en carbohydrates et par voie de conséquence une hyperinsulinémie ou une

hyperglycémie entraineront leur expression.
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Figure 12: Schéma de la lipogenése de novo
Le glucose entre dans le foie via le transporteur de glucose. Dans la cellule, le glucose peut servir de substrat a la lipogenése
de novo et permettre la formation finale de VLDL.
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Deux acteurs majeurs régulent la lipogenese de novo : SREBP1c et ChREBP.
» SREBPi1c

SREBP1c est un facteur de transcription dont I’expression dépend de I'état nutritionnel
de I'organisme. Il est stimulé et activé par I'insuline via la voie de signalisation PI3K/Akt et par
le liver receptor X (LXR). SREBP1c promeut la transcription de genes impliqués dans la DNL et
dans l'utilisation du glucose®®.

Chez les patients NAFLD, on observe une surexpression de SREBP1c. Au contraire, si on
supprime I'expression de SREBP1c on assiste a une augmentation compensatoire de son
isoforme SREBP2 qui lui joue un role dans la synthése et 'accumulation de cholestérol in vivo
47_

» ChREBP

L’activation de ChREBP est dépendante du glucose ol une augmentation de sa
concentration induit la formation de xylulose 5-phosphate (Xu5P), un intermédiaire de la voie
des pentoses-phosphate. Le Xu5P active ensuite la protéine phosphatase A2 qui
déphosphoryle ChREBP sur un site spécifique provoquant sa translocation nucléaire. Aprés
une nouvelle déphosphorylation, ChREBP interagit avec des séquences spécifiques ChoRE sur
ses génes cibles permettant leur transcription. D’autres métabolites du glucose peuvent
également participer a 'activation de ChREBP comme le glucose-6-phosphate (G6P) ou le
fructose-2,6-biphosphate (F2,6P2).® Parmi les génes cibles de ChREBP on retrouve la L-PK,

ACC et FAS, acteurs majeurs de la glycolyse et de la DNL 464
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Figure 13: Contréle transcriptionnel des voies de la glycolyse et de la lipogenése.

L’insuline et le glucose activent des facteurs de transcriptions qui vont participer a la synthese des lipides. L’insuline active
SREBP-1 (Sterol Regulatory Element Binding Protein-1) par la voie de la PI3K/AKT e le glucose active quant a lui ChREBP
(CarboHydrate Responsive Element Binding Proteins). ChREBP et SREBP1 vont agir sur les enzymes de la glycolyse
permettant la formation de pyruvate. Le pyruvate est transformé en citrate par le cycle de Krebs puis en acétyl-CoA, substrat
de la lipogenése de novo. SREBP1c et ChREBP peuvent favoriser directement I'expression d’ACC, FAS e SCD1 aboutissant a la
formation d’acides gras. Ces AGs sont ensuite pris en charge par la GPAT et transformés en TG.

3. Oxydation des acides gras

En période de jeline, le TA libére de grandes quantités d’acides gras et de glycérol par
le biais de la lipolyse. Deux voies sont alors possibles : une conversion en TG pour stockage ou
I’oxydation mitochondriale pour produire de I'énergie. L'oxydation des acides gras est la
source principale d’énergie pour le foie. Les acides gras captés par la circulation portale sont,
dans un premier temps, convertis dans la membrane externe mitochondriale en acyl-CoA par
I’acyl-CoA synthase. On parle d’activation des acides gras 3°. La B-oxydation a lieu a dans la
membrane interne mitochondriale. L’acyl-CoA synthétisé dans la membrane externe est
transporté par une enzyme la carnitine palmitoyltransférase | (CPT1) qui le convertit en acyl
carnitine®’. La carnitine translocase sert de navette et permet a ce nouveau composé d’étre
transporté dans la membrane interne mitochondriale 3. La B-oxydation des acides gras
consiste en une succession de 4 réactions oxydatives entrainant des coupures enzymatiques
de leur chaine carbonée pour former des molécules bicarbonées d’acétyl-CoA. La chaine

réactionnelle se poursuit jusqu’a dégradation compléte de I'acide gras en molécules d’acétyl-

52



REVUE DE LITTERATURE : Pathogenése de la NAFLD/NASH

CoA. C’est ce que 'on nomme « I'hélice de Lynen ». A chaque tour, une molécule de FADH2
et une molécule de NADH,H* sont libérées®°.
L'acétyl-CoA ainsi généré est orienté vers deux voies distinctes dépendantes de I'état
nutritionnel de I'organisme. En post-prandial, il sert de substrat au cycle de Krebs et est
transformé en H,0 et CO,. En période de jeline, I'acétyl-CoA est transformé par condensation
en corps cétoniques, qui une fois exportés hors du foie servent de source d’énergie pour les
organes périphériques ou ils seront de nouveau convertis en acétyl-CoA puis dirigés vers le
cycle de Krebs.

La régulation de la B-oxydation dépend en partie de la concentration en produits
réactionnels et notamment des ratios NADH/NAD+ et acétyl-CoA/CoA, I'augmentation de ces
rapports entrainant une diminution de la B-oxydation. La CPT1 permettant la translocation de

I'acyl-CoA dans la membrane interne mitochondriale est sous le contréle du malonyl-CoA.
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Enfin des mécanismes de régulations transcriptionnels entrent en jeu avec notamment
implication des récepteurs nucléaires PPARs (peroxysome proliferator-activated receptors) et

de PGC-1a (peroxysome proliferator-activated receptors gamma coactivator 1-alpha) °2.
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Figure 14: 8-oxydation mitochondriale des acides gras; d’aprés Houten et al., 2016 *°

La B-oxydation correspond a des coupures successives de la chaine des acides gras en molécule a deux carbones : I'acétyl-CoA. Cette
dégradation séquentielle nécessite quatre étapes enzymatiques qui se déroulent dans la matrice mitochondriale. La dégradation
compléte de I'acide gras se poursuit jusqu’a ce que la chaine carbonée soit entierement découpée en molécules d’acétyl-CoA : il
s’agit de I’hélice de Lynen. A chaque tour, I'acyl-CoA est raccourcit de deux atomes de carbone et libére une molécule d’acétyl-CoA,
une molécule de FADH?2 et une molécule de NADH. Cette dégradation intervient par oxydations sur les carbones 8 successifs, d’ou le
terme de « B-oxydation ».

4, Formation des VLDL et exportation des triglycérides

Une partie des acides gras synthétisés dans le foie sert a la synthése de TG permettant
leur mise en réserve énergétique. Plusieurs étapes successives permettent la synthése de
monomeres, dimeéres puis triméres de glycérol, fonction du nombre d’acyl-CoA ajoutés. La
premiere étape aboutissant a la synthése de polymeéres de glycérol correspond a la conversion
du G3P en acide lysophosphatidique (LPA) par la GPAT (G3P-acyltransférase)®. Le LPA est
estérifié en acide phosphatidique (PA) qui subit une déphosphorylation le transformant en
diacylglycérol (DAG). La diacylglycérol acyltransférase (DGAT) induit I'acylation du
diacylglycérol conduisant a la formation de TG. Les lipides issus de la lipogenéese de novo sont

majoritairement orientés vers la formation de VLDL-TG (very-low density protein) et pris en
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charge par la DGAT1, tandis que les AG exogenes sont pris en charge par la DGAT2 pour le
stockage sous forme de TG. Les gouttelettes lipidiques de TG peuvent ensuite étre réorientées

dans le RE et participer a la production des VLDL-TG via DGAT1%3
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Figure 15: Formation des triglycérides hépatiques; d’aprés Alves-Bezerra et al., 2016 +

Les molécules d’acyl-CoA sont estérifiées en G3P par les isoformes de la G3P-acyltransférase (GPAT). L’acide lysophospahtique
formé va subir des transformations successives aboutissant a la formation de diacylglycérol (DG). Le DG peut participer a la
synthése de phophatidylcholine (PL) ou étre pris en charge par les DGAT pour étre transformé en triglycérides (TG). Les TG
sont soit stockés dans le foie, soit incorporés au VLDL pour leur export.

Les TG formés sont dirigés vers le RE pour former des particules lipidiques permettant
leur transport dans la circulation sanguine vers leurs organes cibles.*® La premiére étape de la
formation des VLDL est sous le contrdle de la MTTP (microsomal triglyceride transfer protein)
qui permet d’incorporer une petite quantité de TG dans une molécule d’apoB100 2. La
molécule formée traverse différents compartiments cellulaires et se charge progressivement
en lipides #’. Le taux en triglycérides est extrémement variable au sein des particules de VLDL.
Les VLDL sont également chargées en cholestérol et en autres apolipoprotéines. Leur
sécrétion dans la circulation sanguine permet l'apport des lipides vers les organes

périphériques et notamment vers le tissu adipeux >3.
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Figure 16: Synthése des VLDL; d’aprés Jiang et al.,2013 *?

La synthése des VLDL se synchronise avec la maturation de I'apoB-100 le long du reticulum endoplasmique (RE) et du Golgi.
Les particules naissantes d’apoB100 forment une particule au sein du RE avec I'aide de la MTP. Cette particule primitive
s’accroit progressivement pendant la translation de I'apoB via I'ajout de lipides. Au sein du RE, des gouttes lipidiques se
forment en paralléle et portent I'apoC-Ill. Le précurseur des VLDL se combine avec ces gouttelettes lipidiques intraluminales
soit dans le RE soit dans le Golgi. Les VLDL matures ainsi formées sont sécrétées dans la circulation systémique par exocytose.
PM: plasma membrane; VLDL: very low density lipoprotein; ER: endoplasmic reticulum; MTP: microsomal triglyceride-transfer
protein.

Le foie est un organe clé du métabolisme des lipides et prend en charge les acides gras issus
de la circulation sanguine, soit en provenance du tissu adipeux, soit apportés par
I’alimentation. Il peut également synthétiser des AGs de novo a partir de substrats glucidiques.
Les AGs vont étre stockés sous forme de TG dans les hépatocytes puis sécrétés dans la

circulation en tant que VLDL.
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Figure 17: Métabolisme hépatique des lipides ; d’aprés Mota et al., 2019 >

La mobilisation des AGs a partir de leur forme de stockage dans le tissu adipeux est sous contréle de lipases. L’hydrolyse des
TG induit la libération des AGs dans le sang puis leur absorption par les hépatocytes. Une autre source d’AGs provient de
I'alimentation et de la lipogenése de novo induite par les carbohydrates. Les AGs sont métabolisés par la B-oxydation
mitochondriale ou peroxysomale; ou s’accumulent dans le foie ot ils deviennent lipotoxiques. Les AGs peuvent également étre
modifiés pour la synthése de lipides complexes comme la phosphatidylcholine (PL), les diglycérides ou les TG. Une partie des
TG nouvellement synthétisées peut former des VLDL en combinaison avec I'apoB ce qui permet leur export dans la circulation
sanguine. L’ensemble des réactions enzymatiques hépatiques sont régulées par la S-adenosylmethionine (SAMe)

APOB: Apolipoprotein-B; DG: Diglycerides; ER: Endoplasmic reticulum; FA: Fatty acids; MTTP: Microsomal triglycerides transfer
protein; PC-PUFA: Phosphatidylcholines containing polyunsaturated fatty acids; PL: Phospholipids;, SAMe: S-
adenosylmethionine; TG: Triglycerides; VLDL: Very lowdensity lipoproteins

5. Lipotoxicité et impact du métabolisme lipidique dans la NAFLD

Un des mécanismes de la pathogenése de la NAFLD réside dans le déséquilibre entre
la production de triglycérides a partir des acides gras (via I'absorption et I'estérification d’'une
part des lipides plasmatiques et I'activation de la lipogenése de novo convertissant les
substrats glucidiques en TG d’autre part) et leur catabolisme hépatique (soit via la B-oxydation
mitochondriale, soit via leur export sous forme de VLDL). Ce déséquilibre
production/utilisation favorise I'accumulation de lipides dans le foie et le développement,

ainsi que la progression de la maladie®.
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Figure 18: Mécanismes global de la lipotoxicité; d’aprés Alkhouri et al., 2009 *°
La rétention des lipides dans les hépatocytes peut résulter d’altérations :
1. De I'absorption des AGs
2. de lalipogenése de novo
3. del'oxydation mitochondriale
4. des voies permettant I'export des TGs sous forme de VLDL dans la circulation sanguine.
Plusieurs altérations peuvent intervenir simultanément en fonction du stade de la pathologie et son évolution vers la NASH et
la cirrhose.FFA, free fatty acids; TG, triglycerides; ApoB, apolipoprotein B; HSL, hormone sensitive lipase

a. Altération de I'absorption des lipides

Dans le foie, les lipides proviennent de 3 sources distinctes :

- AGissus de I'alimentation et apportés sous forme de chylomicrons remnants,

- AG issus de la lipolyse des tissus adipeux,

- Lipogenese de novo via transformation de substrats carbohydrates issus de

I’alimentation.

Lors de la NAFLD, le foie recoit un flot plus conséquent d’AG et de carbohydrates; d’une part
en raison d’un régime riche en lipides et en glucides, d’autre part en conséquence de la perte
de controle insulinique sur la lipolyse du tissu adipeux due a [linstallation d’une
insulinorésistance périphérique®*. On estime que 60% des TG formés dans le foie est la
résultante du flot d’acides gras libres provenant de la lipolyse des adipocytes ; 15% serait lié a

I’apport alimentaire et 25% découlerait de la DNL 44 44 46,
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Chez les patients NAFLD, il a été montré une augmentation du taux de LPL (lipoprotéine lipase)
permettant I’hydrolyse des TG en AG libres avant transport hépatique. De méme, il semblerait
que les protéines de transport hépatique des AG soient également amplifiées facilitant
I’entrée des AG dans le foie.3> Ainsi, une augmentation des taux hépatiques des protéines se
liant aux acides gras (FABP : Fatty acid binding protein) comme CD36 a été notée chez les

mammiféres présentant un foie gras *4.

b. Implication de la lipogenése de novo

Si chez l'individu sain, la DNL n’est utilisée que sporadiquement pour la synthése de
triglycérides, il a été mis en évidence que lors de la NAFLD, la DNL est accrue en post-prandial
et est un des mécanismes majeurs de I'accumulation de TG*. L'impact alimentaire est
prépondérant dans cette stimulation de la DNL en particulier les régimes riches en
carbohydrates et en fructose. En paralléle, I'insulinorésistance hépatique sélective stimule
SREBP1c et ChREBP et donc la DNL. Chez ’'homme, on observe une augmentation de ces deux
genes chez les patients NAFLD. De méme dans le modéle murin, I'augmentation de SREBP1c
et ChREBP est associée a une augmentation massive de la stéatose et a contrario, I'inhibition
de ces deux médiateurs empéche en partie la stéatose hépatique.
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Figure 19: Lipogenése de novo et NAFLD; d'aprés Alves-Bezzera et al., 2019 *3

En cas de surnutrition ou d’insulino-résistance, les taux hépatiques d’AGs s’accroissent d’une part en raison d’une
augmentation de la lipolyse dans les adipocytes ce qui induit une augmentation d’AGs dans la circulation sanguine; d’autre
part a cause d’une augmentation de la DNL. Les AGs présents en excés ne peuvent plus étre consommés par oxydation et sont
dirigés a la place vers la synthése de TG. Cela entraine une augmentation du stockage hépatique des TG et une surproduction
des VLDL. FA: fatty acid; TG: triglycerides; LD: lipid droplet
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c. Défaut de sécrétion des VLDL

Chez le patient sain, le rapport entre le taux de triglycérides intrahépatique (IHTG) et
le taux de sécrétion des VLDL-TG dans la circulation sanguine sont étroitement liés. On
observe ainsi une augmentation de I'export de TG sous forme de VLDL proportionnellement a
I’'augmentation de TG hépatiques. Chez les patients NAFLD, il n’y a plus de corrélation entre
le taux IHTG et la proportion de VLDL sécrétées, le taux de sécrétion des VLDL atteignant
rapidement un plateau malgré I'accumulation croissante de TG dans les hépatocytes *°.
Le défaut de sécrétion des VLDL dans la circulation sanguine peut s’expliquer en partie par
une altération des génes codants pour les différents acteurs impliqués dans la formation et Ia
libération des lipoprotéines et notamment I'apoB, I"apoClil et la MTTP >3,
Chez les patients NAFLD, un stress du RE d{ a une exposition prolongée aux acides gras
entraine la dégradation post-translationnelle de I'apoB100, diminuant donc sa sécrétion et
impactant la formation des VLDL . Par ailleurs, il semblerait que le stade de la maladie soit un
déterminant essentiel dans la capacité d’assemblage et d’export des VLDL-TG. Ainsi, il a été
montré que les patients au stade stéatose présentaient des taux plus élevés en apoB100 et
MTTP que les patients NASH, marquant une détérioration du processus avec I'avancée de la
fibrose.
La stagnation d’export de VLDL-TG dans la circulation sanguine chez les patients NAFLD
pourrait également étre expliquée par la composition de ces molécules. Il apparait en effet
que lors de la stéatose, les VLDL formées soient plus riches en contenu en TG. Or, les VLDL tres
larges ne peuvent traverser les pores sinusoidaux de par leur diametre causant ainsi leur
accumulation in situ /.

d. Accumulation d’espéces lipidiques cytotoxiques

La lipotoxicité se définie comme I'accumulation d’espéces toxiques lipidiques
conduisant a une dysfonction des organites, a une cytotoxicité et a la mort cellulaire®. Lors
de la NAFLD, I'accumulation de certaines espéces lipidiques ainsi que I'apport accru de
nutriments modifient notamment le fonctionnement du RE et de la mitochondrie favorisant
la mise en place d’une environnement inflammatoire délétére pour la cellule 8. Les lipides
participent a la signalisation cellulaire et leur accumulation inappropriée peut résulter en une

modulation de voies de signalisation métaboliques et inflammatoires. La lipotoxicité n’est pas
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réduite au foie mais concerne I’'ensemble des organes impliqués dans la NAFLD dont le tissu

adipeux blanc et le muscle squelettique.
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Figure 20: Accumulation d’espéces lipotoxiques et impact sur la progression de la NAFLD; d’aprés Marra et al., 2018 ¢

Les lipides toxiques modifient la biologie et les fonctions des organites intracellulaires (RE et mitochondrie). lls peuvent également induire des voies
de signalisations intracellulaires aboutissant a la production de cytokines pro-inflammatoires. Leur accumulation dans I’hépatocyte induit la
production de ROS, un stress du RE, une inflammation et entraine la mort des cellules. Un exces de lipides arrivant au foie et notamment sous
forme d’AG libres dérivent principalement de la lipolyse du tissu adipeux qui ne répond plus au signal insulinique. Dans le foie, Is formes libres
comme I'acide palmitique (PA), les AG saturés (SFA), les céramides et le cholestérol libre sont lipotoxiques et induisent des Iésions cellulaires. Le
stockage des AGs sous forme de TG représentent en revanche une forme neutre, non cytotoxique. La progression de la NAFLD en NASH est en
partie dépendante de la balance entre espéces lipidiques toxiques et espéces moins dangereuses.

» Triglycérides

Les TG sont le marqueur de la NAFLD et les composants lipidiques majoritaires des
gouttelettes lipidiques qui permettent leur stockage. Bien que le taux de TG accumulés dans
le foie soit un indice du stade de NAFLD, il a été montré que cette espece lipidique revétait un
caractere bénéfique dans la pathologie. Des lignées cellulaires hépatocytaires ont ainsi été
exposées soit a I'oléate (acide gras insaturé), soit au palmitate (acide gras saturé). Les cellules
traitées par I'oléate montraient une augmentation plus importante de TG. En revanche, les
cellules traitées au palmitate présentaient des taux d’apoptose élevés. Le palmitate est
associé a une activation de PPARa et une altération de la signalisation insulinique ce qui
déclenche I’activation de la voie JNK et des caspases induisant une mort cellulaire®’. Par
ailleurs, sion bloque la synthése de TG dans le foie en inhibant I’action de la DGAT2, enzyme

catalysant la derniere étape de formation des TG, on assiste bien a une diminution de la
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stéatose mais également au développement d’un stress oxydant, de I'inflammation, a une
augmentation de la production de ROS et au développement de la fibrose 8 % €0, Les TG,
lipides neutres, sont donc une forme inerte de stockage des lipides qui certes marquent la
stéatose et concourrent a |'altération des capacités métaboliques du foie mais en limitant la
production de lipides toxiques temporisent I'apparition de la NASH et le développement de la

fibrose °°.

» Espeéces lipotoxiques

Les AG libres internalisés dans les organes via CD36 sont classés en fonction de la longueur
de leur chaine carbonée et du nombre de doubles liaisons carbone-carbone. On distingue les
acides gras saturés comme le palmitate et le stéarate et les acides gras insaturés
(monoinsaturés ou polyinsaturés). Les AG saturés proviennent largement de I'alimentation et
de la DNL et sont augmentés dans la NAFLD tandis que les AG insaturés tendent a étre
diminués. Le pouvoir cytotoxique des AG saturés a été mis en évidence dans de nombreuses
études et notamment leur capacité a déclencher des signaux apoptotiques et des
phénoménes inflammatoires . A contrario, les acides gras mono- et poly-insaturés sont
considérés comme protecteurs et associés a une diminution de la stéatose. Pourtant, a l'instar
des TG, si les acides gras polyinsaturés protégent la cellule des signaux pro-apoptotiques, leur
action de régulateurs de la voie JNK entraine a terme une augmentation de médiateurs pro-
inflammatoires induisant une fibrose.

Un autre groupe de lipides joue un role prépondérant dans la pathogenése et la
progression de la NAFLD. Ce sont les céramides, impliqués dans I'altération de nombreuses
fonctions métaboliques, ils participent notamment au développement de 'insulinorésistance,
du stress oxydant, et de la mort cellulaire °®. Les céramides appartiennent a la famille des
sphingolipides et sont des composants majeurs de la structure de la bicouche lipidique de la
membrane cellulaire. Les céramides peuvent étre synthétisés selon trois procédés parmi
lesquels on retrouve I'hydrolyse de la sphingomyéline des membranes cellulaires via la N-
SMase (neutral sphingomyélinase) dont I’expression est augmentée lors de I'inflammation, et
la synthése de novo a partir de substrats de I'alimentation. La synthése de novo des céramides
peut étre la résultante du stress oxydant, d’'une charge métabolique en sérine ou de la

présence de LDL oxydées. L'enzyme limitante de cette synthése est la sérine palmitoyl-CoA
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transferase (SPT) ayant une tres grande affinité pour le palmitoyl-CoA, forme activée de I'acide
palmitique. Un régime riche en graisses saturées est donc vecteur de la synthése de novo des
céramides >’. De plus, I'activité de la SPT peut étre stimulée par des médiateurs pro-
inflammatoires comme le TNFa et I'lL1B ou le stress oxydant. Enfin les céramides peuvent
réguler positivement I'expression de génes pro-inflammatoires via I’action sur la voie NF-kB.
Ce rétrocontréle positif amplifie et perpétue un contexte inflammatoire. Enfin les céramides
peuvent également interagir avec le TLR4 (toll-like receptor 4) et participer a
I'insulinorésistance engendrée par la cascade inflammatoire initiée par I'activation de ce
récepteur de l'inflammation®®. ’accumulation des céramides promeut le stress oxydant
favorisant la libération d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) médiateurs pro-apoptotiques
et le recrutement de cellules pro-inflammatoires dans le foie ce qui aggrave I'inflammation in
situ. Au-dela d’une action hépatique, les céramides ont également une action sur les organes

périphériques et contribuent au développement de I'insulinorésistance périphérique.
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Figure 21:Réles des céramides, des acides gras saturés et du cholestérol libre dans "apoptose et la NAFLD; d’aprés Alkhouri et al.,2018 >°

Les AGs libres activent plusieurs voies de signalisation impliquées dans I’'apoptose et entrainent notamment I'augmentation du nombre de
récepteurs de mort comme Fas et TRAIL au niveau de la membrane plasmatique. On assiste en paralléle a une augmentation de la perméabilité
lysosomale, a I'induction d’un stress du RE, a un dysfonctionnement mitochondrial ce qui active d’autres voies apoptotiques. Les lipides toxiques
peuvent également activer le récepteur TLR4 dont la signalisation induit 'augmentation d’expression de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires. Enfin;, le cholestérol libre et les céramides peuvent entrainer aussi un dysfonctionnement de la mitochondrie et activer ainsi les
voies apoptotiques mitochondriales

FFA: free fatty acids; SFA: saturated fatty acids; FC: free cholesterol; CE: cholesteryl-ester; ER: endoplasmic reticulum
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Un autre acteur lipidique de la pathogenése de la NAFLD est le cholestérol libre. De
nombreuses études montrent qu’une altération du métabolisme du cholestérol joue un role
dans la progression de la pathologie via notamment une accumulation de cholestérol libre
suite a sa dé-estérification et a un défaut d’exportation de ce dernier. L'un des mécanismes
consiste en une accumulation du cholestérol dans la membrane mitochondriale altérant la
fluidité de cette derniére et conduisant a I'oxydation du glutathion. La déplétion en glutathion
stimule la voie Fas/FasL induisant la mort cellulaire 6. De plus I"laccumulation de cholestérol
dans la mitochondrie déclenche des processus pro-inflammatoires par activation des voies de
signalisation JNK dépendantes. La synthése du cholestérol est sous contrdle d’une enzyme clé
la HMGCoA reductase régulée par une isoforme de SREBP : SREBP2 °’. Dans la NASH on assiste
a une augmentation de I'expression de SREBP2 qui induit une augmentation de l'activité de
I"THMGCoA et donc favorise la synthése de cholestérol libre >’. L’expression de SREPB2 est
également augmentée par l'insulinorésistance et peut agir sur la mitochondrie en inhibant la
B-oxydation des AG®L. Le cholestérol libre interagit avec différents types cellulaires comme les
cellules de Kupffer et les cellules stellaires hépatiques favorisant le relargage de cytokines pro-
inflammatoires et le développement de la fibrose notamment via la stimulation de Ila

signalisation fibrogénique TGFp 3> 4662,

e. Impact de la lipotoxicité sur les organites
L'accumulation d’especes lipotoxiques conduit a un dysfonctionnement des
composants de la cellule ce qui génére une lipoapoptose. Parmi les organites impactés par cet
exces de lipides cellulaires, le RE et la mitochondrie sont des acteurs majeurs dans la

signalisation apoptotique.

» Stress du RE
Le RE est le support de nombreuses fonctions vitales pour la cellule dont la synthése,
la maturation, le couplage et le transport des protéines. Il joue également un réle dans le
maintien de I’'homéostasie calcique, phénomene primordial de la signalisation cellulaire. Enfin,
le RE participe a la synthése lipidique®’. L’ensemble des fonctions du RE est sous le contréle
d’une voie de signalisation intracellulaire adaptative appelée « unfolded protein response »
UPR. En présence d’éléments déclencheurs comme des précurseurs inflammatoires, le RE

passe en état de stress ce qui induit I'activation de 'UPR qui réétablit ’'homéostasie du RE. Si
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I"UPR est stimulée de maniere prolongée elle active différentes voies de signalisation : IRE1,
PERK et ATF6, aboutissant & une cascade pro-apoptotique et a la mort cellulaire # 7. |IRE1
peut notamment favoriser I'apoptose par activation de la voie de signalisation JNK, mais
également le développement de la stéatose par diminution de la B-oxydation des AG. PERK et
ATF6 sont quant a eux capables d’induire I'expression de CHOP (CCAAT-enhancer binding
protein homologous protein 1) qui supprime I'expression de genes clés dans ’homéostasie
lipidique et donc favorise le développement de la stéatose. CHOP est également impliqué dans
la régulation positive du récepteur de mort TRAIL et de la protéine BIM, deux acteurs de la
mort cellulaire >’

De plus, une augmentation chronique des apports alimentaires et un taux élevé d’AG
saturés conduisent a une altération de I’"homéostasie calcique dans la lumiére du RE*. La
dérégulation de la synthése lipidique induit une modification de la composition en
phospholipides dans la cellule qui entraine une déplétion des stocks de calcium dans le RE et
de fait une altération du couplage protéique. La perturbation des concentrations calciques
entraine a terme I'apoptose des cellules. Par ailleurs, I'insulinorésistance contribue également
a la genese du stress du RE. A terme, le stress du RE favorise la progression de la NAFLD vers

la NASH via la production d’espeéces pro-oxydantes et pro-apoptotiques.

» Altérations des fonctions mitochondriales

La stéatose hépatique s’"accompagne d’une insulinorésistance, d’'une augmentation de
la B-oxydation et d’un stress oxydant. Lors de la progression de la NAFLD en NASH, une
altération des fonctions mitochondriales apparait avec des modifications structurelles de la
mitochondrie. La dysfonction mitochondriale impacte différentes voies dont la B -oxydation
des AG et la respiration de la chaine mitochondriale “. Ces voies de signalisation jouent un
role prépondérant dans I'adaptation de I'organisme a une charge augmentée en AG lors du
développement de la NAFLD. L’altération de I’activité mitochondriale stimule la production de
ROS et d’intermédiaires lipidiques cytotoxiques .

Dans la progression de la NAFLD vers la NASH, un dialogue s’établit entre le RE et la
mitochondrie. L’altération respective de ces organites favorise et entretient
I'insulinorésistance, la lipotoxicité, le stress oxydant et aboutit a la production de ROS.
L’ensemble de ces signaux engendre le développement d’un contexte inflammatoire résultant

en I'apoptose des cellules et a terme au développement de la fibrose.
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Figure 22: Altération du réticulum endoplasmique (RE) et de la mitochondrie dans la NAFLD; d’aprés Svegliati-Baroni et
al., 2019 *¢

Un excés d’AG libres induit la synthese d’acétyl-CoA via un processus métabolique qui peut impacter le cycle de Krebs et
induire la production mitochondriale d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS). Une 8-oxydation incompléte des AG en excés
favorise I'accumulation d’espéces toxiques dont les AG saturés. L’accumulation mitochondriale de cholestérol joue
également un réle important dans la lipotoxicité et entraine une déplétion en GSH et donc un stress oxydant. Les AG saturés
favorisent le stress du RE en activant les voies de signalisation intra-cellulaires PERK, ATF6 et IRE1. La stimulation de PERK
entraine I'activation de molécules pro-apoptotiques telles que CHOP. CHOP est également un substrat d’ATF6. La voie de
signalisation impliquant IRE1 est dépendante de I’activation de JNK qui induit I'expression de protéines pro-apoptotiques
spécifiques : “BH3-only proteins”.

L'insulinorésistance périphérique et hépatique ainsi que la lipotoxicité induite par
I'accumulation d’especes lipidiques déléteres sont des facteurs déclencheurs d’une
inflammation chronique de bas grade non seulement dans le foie mais également dans le tissu
adipeux blanc. Cet état inflammatoire est déterminant dans la progression de la NAFLD vers

la NASH en favorisant le développement de la fibrose hépatique.
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Figure 23: Mécanismes croisés de la lipotoxicité et de la glucotoxicité dans la pathogenése de la NAFLD; d’apres Chao et al.

2019 %

L’expansion anormale du tissu adipeux entraine une insulinorésistance adipocytaire. L’inhibition de la lipolyse est levée ce qui
entraine une augmentation du flux d’AGs libre dans la circulation sanguine a destination du foie.

1.

2.

Dans I’hépatocyte, on assiste a une estérification des AGs sous forme de TGs. En paralléle on assiste a une altération
de la formation et de la sécrétion des VLDL.

Lorsque la pathologie progresse, des espéces lipidiques toxiques s’accumulent et induisent des cascades de
signalisation et un stress du RE favorisant la mise en place d’un contexte inflammatoire et la libération d’espéces
espéces réactives de I'oxygene (ROS) ce qui entraine un phénoméne apoptotique.

Les AGs toxiques altérent également le fonctionnement de la mitochondrie entrainant des cascades pro-
apoptotiques.

En paralléle, on assiste a une augmentation de I'apport en carbohydrates, conséquence de l'insulino-résistance
musculo-squelettique. L’hyperglycémie chronique favorise linsulinorésistance hépatique en paralléle de la
lipotoxicité. Cela stimule la glycogenolyse normalement inhibée par le signal insulinique. Le glucose va servir de
précurseur a la lipogeneése de novo via la stimulation de ChREBP ce qui stimule la stéatose hépatique.
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5. Linsulinorésistance périphérique est dite sélective: en effet si I'inhibition de la gluconeogenése est levée, SREBP sous
contréle de I'insuline reste induit lors de la NAFLD. Le maintien de I'activation de SREBP stimule également la DNL
et ’expression des genes hépatiques de la lipogenése (ACC, FAS et SCD1) renforgant la stéatose hépatique.

La glucotoxicité et la lipotoxicité agissent de concert dans la pathogenése de la NAFLD.

C. Foie, inflammation et immunité dans la NAFLD

Le foie est un organe majeur de I'organisme intervenant dans de nombreux processus
de synthése, de stockage et de détoxification et permet I'exploitation des nutriments issus de
I'alimentation ainsi que la transformation d’un certain nombre de substances en produits
inoffensifs avant de les éliminer par excrétion biliaire. Il joue également un réle prépondérant
dans la régulation de la réponse immunitaire. En effet, le foie recoit 1,5 L de sang par minute
provenant majoritairement de l'intestin via la circulation portale. Il est donc particulierement
exposé aux antigénes alimentaires, aux produits bactériens appelés PAMPS (pathogen
associated molecular patterns) tels que le lipopolysaccharide (LPS) ou la flagelline voire aux
bactéries elles-mémes qu’elles soient commensales ou pathogenes. Le foie est donc le siege
de processus immunitaires complexes : il doit d’'un c6té présenter une activité tolérogéne
pour empécher un emballement de I'immunité face aux signaux qu’il recoit de maniere
perpétuelle, et de I'autre étre capable de répondre efficacement en cas de signal inhabituel
témoignant d’une agression pathogénique 3. Pour remplir cette fonction, le foie est doté de
nombreuses cellules immunitaires. On estime ainsi que 45% des cellules non hépatocytaires
sont des cellules de I'immunité. Parmi ces cellules, 20% correspondent aux cellules de Kupffer,

macrophages résidents du foie et 25% aux lymphocytes (B, T et NKT) et aux cellules NKT 64,
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Figure 24: Composition des cellules immunitaires dans le foie; d’aprés Racanelli et al., 2006 5

Le sang arrive au foie par la veine porte et va traverser les sinusoides hépatiques puis quitte
le foie par la veine centro-lobulaire. Au sein des sinusoides, les hépatocytes interagissent avec

les cellules immune présentes.
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Figure 25: Localisation des cellules dans le parenchyme hépatique; d’aprés Doherty et al., 2016 3

Le sang atteint le foie par la veine porte et s’écoule a travers un réseau sinusoidal puis quitte le foie via la veine centrolobulaire.
Les hépatocytes s’organisent en travées et les sinusoides hépatiques sont bordés d’une couche de cellules endothéliales
hépatiques (LSEC).Les LSECs et les hépatocytes sont séparés par I'espace de Disse. Dans cette zone, les hépatocytes
interagissent avec le sang circulant qui contient des cellules immunitaires: cellules dendritiques (DC), cellules de Kupffer (KC),
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cellules natural killer (NK) et natural T killer (NKT). D’autres cellules sont présentes comme les MAIT (mucosal-associated
invariant T) et les cellules Tyé.

1. Cellules de Kupffer

Les cellules de Kupffer jouent un réle central dans le développement de la NASH. Elles
se situent au sein des sinusoides du parenchyme hépatique et constituent pres de 10% des
cellules totales du foie. Ces macrophages sont dotés de marqueurs membranaires tels que
F4/80 et CD68. Les macrophages F4/80*CD68* sont notamment impliqués dans la production
de ROS. Les cellules de Kupffer induisent le recrutement de cellules immunes inflammatoires
et sécretent des cytokines pro-inflammatoires.

En réponse a différents stimuli, les macrophages se polarisent et acquiérent soit une
activité pro-inflammatoire M1, soit une activité anti-inflammatoire M2 en fonctions des
agents qui viennent les exciter. Les macrophages M2 sont classés en fonction des signaux
inducteurs : lorsqu’ils sont stimulés par I'lL-4 ou I'lL-13, les macrophages s’orientent vers un
profil M2a ; a I'inverse une stimulation par les complexes immuns associés aux ligands des TLR
ou par I'lL-1B orientent les macrophages vers un profil M2b. Enfin une induction par I'lL-10
oriente vers un profil M2c.5> %, || est & noter que la classification M1, M2 et de leurs sous types
initialement issue de phénotypes induits in vitro, se trouve parfois plus complexe lorsque les
macrophages sont issus de tissus murins ou humains. On observe ainsi dans ces macrophages
tissulaires des gradients d’expression des marqueurs membranaires ne se résumant pas
simplement a une présence ou absence des différents profils ce qui complique la classification

initiale.
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Figure 26: Polarisation des macrophages; d'aprés Kazankov et al.,2019 3°
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Les macrophages vont se polariser selon deux grands phénotypes majeurs M1 ou M2 qui présentent chacun des sous-
phénotypes: M1a-c et M2a-d. Les M1 sont activés de maniére classique tandis que les M2 s’activent de maniére alternative.
Le phénotype M1 ainsi que certains macrophages M2 favorisent I'inflammation et le développement de la fibrose dans la
NASH. Au contraire, plusieurs types de macrophages M2 permettent la cicatrisation des tissus par une action pro-fibrotique
et immunosuppressive.

CCR2, CC-chemokine receptor 2; CSFR1, macrophage colony-stimulating factor receptor 1; IFNy, interferon-y; IL4RA,
interleukin-4 receptor subunit-a; IL13RA, interleukin-13 receptor subunit-a; LY6C, lymphocyte antigen 6C; STAT6, signal
transducer and activator of transcription 6

Le rapport M1/M2 régule l'inflammation in situ®. La libération de nombreux
médiateurs orientant vers une polarisation M1 favorise le développement de la NASH via le
recrutement de cellules de I'immunité pro-inflammatoires et I’activation de la fibrogenése. La
stéatose hépatique modifie la structure des hépatocytes induisant le relargage de cytokines
pro-inflammatoires qui stimulent I'activation des cellules de Kupffer®®. Les hépatocytes
lipotoxiques sont notamment capables de libérer des vésicules extracellulaires constituées de
chimiokines comme CXCL10 ou de ligands pro-apoptotiques comme TRAIL qui facilitent le
recrutement et l'activation des macrophages M1. La lipotoxicité intrahépatique entraine
également la libération de ROS qui stimulent TNFa et par voie de conséquence activent les
cellules de Kupffer. Les macrophages hépatiques sont donc activés de maniere autocrine et
paracrine et exercent une activité pléiotropique qui favorise le développement de la
pathologie.

Les cellules Kupffer polarisées sécretent a leur tour des cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires tels que le CCL2 et CCL5 qui promeuvent I'accumulation de lipides dans le foie,
impactant la régulation de ’homéostasie lipidique intracellulaire et permettant l'infiltration
par des cellules immunes3®. CCL2 se lie au récepteur CCR2 ce qui induit le recrutement de
monocytes dans le foie et le tissu adipeux, stimulant le développement de I'insulinorésistance
et de la stéatose. CCL5 se lie a CCR1, CCR3 et CCR5 et induit la migration de cellules immunes
(cellules T, monocytes, neutrophiles et cellules dendritiques). La voie de signalisation activée
par CCR5 est impliquée dans le développement de la fibrose hépatique. Ces deux voies (CCR2

et CCR5) sont augmentées dans les modéles de NAFLD et de NASH 39,
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Figure 27: Implication de la voie CCR2 et CCR5 dans le développement de I'inflammation, d’aprés Kitade et al., 2017 3°
Dans I'obésité, le tissu adipeux s’accroit drastiquement et les monocytes dérivés de la moelle osseuses sont recrutés a partir
de la circulation sanguine, majoritairement via une signalisation CCR2. La voie de signalisation CCR5 joue également un réle
important dans le recrutement des monocytes du TA. Les macrophages infiltrés au sein du tissu adipeux lors de I'obésité
passent d’un phénotype M2 a un phénotype M1. Ces derniers vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires induisant le
développement de I'insulinorésistance, d’une dysfonction des adipocytes et participent a I'inflammation systémique. Dans le
foie gras, le recrutement et I'activation des macrophages contribuent au développement de I'inflammation hépatique ce qui
participe a I’activation des cellules stellaires.

Deux autres cytokines pro-inflammatoires libérées par les macrophages sont le TNFa
et I'IL-1B: ces deux médiateurs agissent sur le développement de la stéatose, de
I'inflammation et de la fibrose. IL-1B induit notamment une diminution de I'expression des
geénes cibles de PPARa et de I'oxydation des AG. PPARa est reconnu comme ayant une action
protectrice dans la stéatose hépatique en favorisant I'oxydation des AG par la mitochondrie.
L'accumulation de lipides sous forme d’acides gras libres est favorisée dans les hépatocytes et
conduit au recrutement de neutrophiles, éléments déclencheurs de I’activation de NFkB. La
voie de signalisation sélectionnée mobilise les cellules stellaires hépatiques (HSCs) et aboutit
au déclenchement et a la propagation de la fibrose. Les HSCs peuvent également exercer leurs
propriétés fibrogéniques via une stimulation par I'IL-6 et le TGFB, cytokines dérivées, entre
autre des macrophages.

Au contraire, les macrophages M2 induisent I'apoptose des macrophages M1 via la
caspase 3, mécanisme protecteur dans la NAFLD. Dans la NAFLD, le ratio M1/M2 est augmenté
montrant que la polarisation des macrophages joue un rdle prépondérant dans I'aggravation
de la pathologie. Cependant, chez certains patients NASH, une augmentation des marqueurs
de macrophages M2 a été objectivée dénotant une action perverse de ces macrophages anti-

inflammatoires. A un certain stade, leur activation alternée en réponse a des vagues
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inflammatoires successives pourrait en effet étre vecteur de la fibrose en favorisant la
réparation tissulaire hépatique 3°. Les macrophages M2c jouent un réle primordial dans la
suppression de la réponse immunitaire, favorisent le remodelage tissulaire et ont été
impliqués dans de nombreux processus tumoraux®”- %8, La sécrétion de haut taux d’IL1B induit
le développement de la fibrose. En effet, IL-1B entraine une diminution de I'expression des
genes cibles de PPARa et par conséquent la B-oxydation, et favorise I'accumulation des lipides
hépatiques. Cela entraine un recrutement des neutrophiles avec activation de certains acteurs
de l'inflammation comme la voie NFkB dans les cellules stellaires du foie stimulant leur
potentiel fibrogénique 3°. Les macrophages sont également impliqués dans la
physiopathologie du CHC, complication sévere de la NAFLD/NASH. Dans le CHC on retrouve
en effet une augmentation de la densité de cellules appelées TAMs (tumor-associated
macrophages) dont les caractéristiques correspondent a celles des macrophages M2. Ces
TAMs présentent de nombreuses fonctions attribuées au M2 dont la promotion de
I'angiogenese, le remodelage de la matrice et la suppression de la réponse immunitaire
adaptative 1 8,

L'inflammation hépatique est de plus dépendante d’acteurs comme les TLR et
I'inflammasome NLRP3 qui favorisent le processus inflammatoire en impliquant le systeme
immunitaire non spécifique. TLR4, présent sur les cellules de Kupffer peut étre activé par les
AG libres entrainant une cascade de réactions pro-apoptotiques 4. TLR9 est également

impliqué dans la progression de la NALFD en NASH, son activation entrainant la sécrétion de
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haut taux d’IL1B par les cellules de Kupffer. D’'une part I'IL1B stimule les HSCs et promeut la
fibrose, d’autre part il induit I'inflammation hépatocytaire®°.
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Figure 28: Réle des Toll-like receptors (TLR) dans la NAFLD; d’aprés Roh et al., 2013 ¢°

Un régime riche en graisse induit une translocation bactérienne soit en raison d’une pullulation des bactéries dans I'intestin,
soit en raison d’une augmentation de la perméabilité de la barriere intestinale.

Les PAMPs dont le LPS activent les cascades de signalisation associées aux TLRs. L’activation de TLR2,-4 et -9 dans les
cellules de Kupffer induit la production de cytokines qui activent les cellules stellaires hépatiques et favorisent la stéatose et
I"apoptose.

Les TLRs ont donc un réle pivot dans la progression de la NAFLD et favorisent le développement de la fibrose, de la cirrhose
et a terme de I’hépatocarcinome cellulaire.

Dans la NAFLD, on assiste a l'activation hépatique de l'inflammasome, complexe
multiprotéique, en réponse a une stimulation par des produits particuliers : les DAMPs
(Damage Associated Molecular Pattern) et les PAMPs issus de débris bactériens. L’activation

de NLRP3 provoque la mort cellulaire et stimule la fibrogenése”®.
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Figure 29: Activation des macrophages hépatiques dans la NASH; d’aprés Kazankov et al., 2019 3°
Plusieurs voies permettent I'activation des cellules de Kupffer dans la NAFLD:

- Le LPS qui entre dans la circulation suite a une augmentation de la perméabilité de la barriere intestinale et active
les Toll-like receptors (TLRs),

- Certaines molécules caractéristiques comme les DAMPs;

- Les acides gras libres via les TLR et les adipokines comme la leptine issues du TA

- Le cholestérol et ses métabolites.

- Les cellules de Kupffer sécrétent des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa, I'IL-18 et I'IL-6 ce qui permet le
recrutement de neutrophiles et des monocytes circulants.

- Les monocytes se différencient en macrophages pro-inflammatoires et amplifient I'inflammation hépatique. Cela
contribue au développement de la fibrose apres stimulation des cellules stellaires (HSCs). Les HSCs se transforment
en myofibroblastes qui induisent le dép6t de matrice extracellulaire.

- CXL10, CXC-chemokine ligand 10; LY6C, lymphocyte antigen 6C; NASH, nonalcoholic steatohepatitis; NO, nitric
oxide; oxLDL, oxidized low-density lipoprotein; ROS, reactive oxygen species; TRAIL, TNF-related apoptosis-
inducing ligand; DAMPs: damage associated molecular pattern; HRG: histidine-rich glycoprotein

2. Immunité innée et NAFLD

L'immunité innée joue un role majeur dans la pathogenese de la NAFLD en favorisant
I'inflammation systémique et le développement de la fibrose et implique une multitude de
cellules : les cellules de Kupffer, les neutrophiles, les cellules Natural Killer (NK) et les
lymphocytes Natural Killer T (NKT). Le foie confirme ici son réle prépondérant en tant

qu’organe immunitaire « like ». 4
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Les cellules de Kupffer (CK) décrites précédemment sont des acteurs primordiaux de
I'inflammation hépatique en réagissant a de multiples stimuli inflammatoires et en agissant a
leur tour en tant que cellules sécrétrices de molécules pro-inflammatoires qui impactent les
hépatocytes et induisent leur nécrose.

D’autres cellules de I'immunité innée sont recrutées lors de la NAFLD et participent
également au développement de la pathologie méme si leur réle est moins clair 7.

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules immunes présentes en petite quantité dans
le parenchyme hépatique. Ce sont des cellules présentatrices d’antigenes dont le rdle reste
controversé dans la NAFLD. Les DC infiltrent le foie dans la NASH mais leur déplétion est
corrélée a une exacerbation de la réponse inflammatoire. Les DC pourraient dont servir de
régulateurs de la réponse inflammatoire par modulation de I’activation des CK ;

- Les lymphocytes natural killer T (NKT) sont des cellules immunes particuliéres
localisées dans les sinusoides. Leur réle dans la NASH n’est pas clair. Elles semblent
déplétées au stade de stéatose puis réaugmentent avec la progression de la NAFLD
vers la NASH et pourraient contribuer au développement de la fibrose,

- Les polynucléaires neutrophiles exacerbent quant a eux I'inflammation en participant
au recrutement des macrophages et entrainent la libération de ROS et de
myélopéroxydase qui induisent un dommage cellulaire. Leur accumulation est une des

caractéristiques de la NASH.

Une autre facette de la réponse immunitaire rentre également en jeu dans la pathogeneése
de la NAFLD : c’est la réponse immune adaptative. Cette réponse immune implique les
lymphocytes T et B et joue un role dans la progression de la fibrose. Les lymphocytes CD4*
pourraient interagir directement avec les fibroblastes et les macrophages tandis que les
lymphocytes CD8* activent quant a eux les HSCs % 72. Les lymphocytes B promeuvent la fibrose
en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires IL4, IL-6 et IL-13 et ce indépendamment de leur

activité sécrétrice d’anticorps.
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Figure 30: Cellules inflammatoires et immunitaires influant I’activation des cellules stellaires hépatiques; d’aprés Lee et al.,
201572
Les cellules hépatiques participent a I’activation des cellules stellaires quiescentes soit en les activant (vert), soit en les inhibant
(rouge).

Les lymphocytes T helper sont des acteurs essentiels de I'immunité adaptative dont le
profil est soit Thl pro-inflammatoire, soit Th2 pro-fibrogénique. L'analyse
immunohistochimique d’échantillons de foie de patients NAFLD montre une prédominance
des Thl. Cependant, les Th17 qui sécretent une cytokine IlI-17 et présentent des
fonctionnalités Th1 et Th2 semblent jouer un réle crucial dans le recrutement des neutrophiles

et favorisent la réponse inflammatoire dans la NAFLD.

3. Progression vers la fibrose et développement de la NASH

La fibrogenese hépatique correspond a l'accumulation de matrice extracellulaire
(MEC) dans le foie en réponse a I'altération des hépatocytes. Les dommages hépatocytaires
causés par la lipotoxicité, I'insulinorésistance, I'augmentation des corps apoptotiques, les ROS
et 'inflammation via I'activation des cellules de Kupffer activent les cellules stellaires du foie®.
Ces cellules, de maniere réactionnelle, se transforment en myofibroblastes capables de

produire des protéines matricielles contribuant & la formation d’un tissu cicatriciel 7°. La
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majeure partie des protéines de la MEC nouvellement formée est du collagéne-1. Sa
production est stimulée par le TGFB dont la signalisation est notamment induite par
I’'accumulation de lipides hépatiques. En temps normal, le foie est capable de se régénérer
partiellement aprés une atteinte aigué causant la mort des hépatocytes. Une atteinte
chronique du foie a I'origine de taux continus et élevés d’hépatocytes mourants conduit au
contraire a une réparation tissulaire qualifiée de « futile » 73. Le parenchyme hépatique est
progressivement remplacé par des cicatrices tissulaires et contient un nombre important de
progéniteurs hépatocytaires immatures pour remplacer les hépatocytes morts’. Le foie est
dans un état fibrotique qui évolue progressivement vers la cirrhose et favorise le

développement d’'un hépatocarcinome cellulaire.

D. Susceptibilité individuelle dans la NAFLD : réle du polymorphisme génétique
1. Polymorphisme génétique
Comme de nombreuses pathologies, la NAFLD présente une composante génétique
pouvant expliquer la susceptibilité individuelle relative au risque de développement de la
maladie. Une étude d’association pangénomique réalisée en 2015 par |I'’équipe de Macaluso a
démontré qu’au moins une douzaine de genes était potentiellement impliquée dans la
NAFLD”>. Les génes impliqués dans la pathologie peuvent étre classés en 7 catégories selon
leur implication mécanistique :
- Oxydation et transport des lipides hépatiques lors de la stéatose (PNPLA3, TM6SF2,
NR1I2, PPARa, PEMT, MTTP, APOC3, APOE),
- Métabolisme du glucose et insulinorésistance (ENPP1/IRS1, GCKR, SLC2A1, GOAT,
TCF7L2, PPARYy),
- Import ou synthése de lipides dans la stéatose (SLC27A5, FADS1, LPIN1),
- Stress oxydant dans la stéatohépatite (HFE, GCLC/GCLM, ABCC2, SOD2),
- Réponse aux endotoxines dans la stéatohépatite (TLR4, CD14),
- Cytokines (TNF, IL6),
- Fibrose (AGTR1, KLF6).
Le polymorphisme le plus étudié est celui de PNPLA3 (Patatatin-like phospholipase domain-
containing protein 3), qui pourrait jouer un role dans le remodelage des gouttelettes lipidiques
dans le foie et participer a I'export des VLDL Y. Le variant rs738409 de PNPLA3 est associé au
développement de la stéatose hépatique, a la progression de la fibrose et au développement
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de la stéatohépatite 3”73, La présence de cette mutation génique triple le risque d’augmenter
le score nécro-inflammatoire et de développer une fibrose 7.

L'autre acteur génique majeur étiqueté dans la NAFLD est le TM6SF2 (Transmembrane 6
superfamily 2). TM6SF2 encode une protéine régulant le contenu lipidique hépatique,
favorisant la sécrétion hépatocytaire des VLDL. Un variant génique de TM6SF2 (s58542926)
est associé avec le développement de la NAFLD et sa présence est corrélée avec des taux plus
élevés de transaminases plasmatiques et avec une diminution de la concentration sanguine
en TG et en LDL %2, Si plusieurs génes peuvent intervenir dans la NAFLD/NASH, PNPLA3 et
TM6SF2 ont été identifiés sur plusieurs populations distinctes géographiqguement et

présentent donc une pertinence clinique plus importante.

D’autres génes d’intérét émergent régulierement dans la littérature avec les avancées
scientifiques autour de la compréhension des mécanismes impliqués dans la pathogenése de
la NAFLD. La famille de génes FAM3 et trois de ses membres (FAM3a, -b, et -c) ont récemment
été étiquetés comme d’importants régulateurs du métabolisme du glucose et des lipides et
leur expression semble altérée chez les patients NAFLD et NASH 76.

Le FNDCS5 (fibronectin type lll domain-containing 5) permettant par clivage protéolytique de
générer de l'irisine est également considéré comme un facteur protecteur dans la NAFLD 7.
L'irisine est une myokine impliquée dans la thermogénése du tissu adipeux et dans la
régulation du métabolisme glucidique et lipidique. Chez les patients obéses, un
polymorphisme spécifique de FNDC5 a été mis en évidence. La présence de I'alléle minoritaire
de FNDC5 (rs3480) entrainerait une diminution de la stabilité du géne ne permettant plus
d’activer les voies de signalisation irisine-FNDC5 et favorisant alors le développement de la

stéatose hépatique .

2. Microbiote intestinal
Si les modifications alimentaires des dernieres années et la sédentarisation du mode de vie
ont favorisé le développement des pathologies métaboliques, une susceptibilité individuelle
découlant de modifications du microbiote intestinal est incriminée dans la pathogenese de la
NAFLD 7°. Le réle du microbiote intestinal dans la pathogenése de la NAFLD sera détaillé plus

loin dans le manuscrit .
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Chapitre 3 : Implications des tissus adipeux dans la NAFLD

Le tissu adipeux blanc (TA) est un acteur majeur de la pathogenése de la NAFLD/NASH. Le TA
est constitué de cellules spécialisées dans la prise en charge des AGs, formant de larges dép6ts
localisés dans divers endroits de I'organisme. Deux dépots revétent un intérét particulier : le
TA viscéral et le TA sous-cutané. Le TA viscéral, de par sa proximité anatomique avec le foie
entretient une relation métabolique spécial avec ce dernier. Ainsi, les facteurs de régulation
et les métabolites relargués par les adipocytes du TA interagissent avec les cellules hépatiques
et peuvent contribuer au développement de la NAFLD et de la NASH. Le TA est ainsi impliqué
dans I'IR et peut étre le siége d’une inflammation locale dont les répercussions vont affecter

le fonctionnement hépatique et contribuer a I’évolution de la pathologie 7°.

I Inflammation du tissu adipeux blanc

L'altération des processus de stockage de I’énergie dans la NAFLD, s’"accompagne de
I'installation d’une inflammation chronique de bas grade au sein du tissu adipeux 32. Cette
inflammation entraine la sécrétion d’IL-6 et de TNFa, cytokines pro-inflammatoires. Le TNFa
induit une insulinorésistance adipocytaire en impactant la phosphorylation d’IRS1. Dans le
tissu adipeux on assiste a une infiltration macrophagique et a I'activation des macrophages
résidents. Ces macrophages sont de plus polarisés soit M1 soit M2 et ont les mémes propriétés
réactives et sécrétrices que les cellules de Kupffer 38, Comme dans le foie, le ratio M1/M2 est
augmenté et les macrophages pro-inflammatoires exercent leur activité via libération de
médiateurs de I'inflammation. Le tissu adipeux posséde une grande capacité de sécrétion de
cytokines et le taux d’IL1B ou d’IL-6 dans ce tissu est 10 fois supérieur a celui du foie®. IL-6
stimule I'activation de la voie de signalisation JNK-1 qui contribue a I'atteinte hépatique
notamment en diminuant la sensibilité a l'insuline des hépatocytes et en favorisant la
stéatose® ¥. Le tissu adipeux est de plus doté de lymphocytes T dont la composition varie en
fonction de la progression de la pathologie. Ainsi, avec I'aggravation de la maladie, on assiste
a une augmentation des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et a une diminution de la
population de lymphocytes T régulateurs (Tregs). Ces changements précedent et influencent
I'infiltration macrophagique tissulaire 38 . Il existe donc un lien fort entre le tissu adipeux et le

foie dans la pathogenese et la progression de la NAFLD en NASH. Une augmentation
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plasmatique des concentrations en cytokines pro-inflammatoires issues du tissu adipeux
entretient et amplifie I'inflammation hépatique 3°.

Comme énoncé précédemment, le tissu adipeux est capable de sécréter des
médiateurs spécifiques, les adipokines. Parmi les adipokines les plus importantes on retrouve
la leptine et I'adiponectine. Ces adipokines interagissent avec les macrophages et les HSCs et
contribuent au développement de la pathologie.

La leptine interagit avec son récepteur LEPR au niveau hypothalamique pour supprimer la
sensation de faim et favoriser I'utilisation énergétique. L’activation du récepteur induit une
cascade de réactions impliquant de nombreuses voies de signalisation dont SHP-2 et STAT3
qui régulent I'activation de ERK et PI3K 3. Dans la NASH, les taux de leptine sont élevés et
corrélés a la sévérité de la pathologie. Si la leptine semble avoir des effets anti-stéatotiques et

réprimer la DNL, elle favorise également le développement de la fibrose et de I'inflammation
hépatique dans la NAFLD .
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Figure 31:Modelage du tissu adipeux; d’aprés Kahn et al., 2019 3%

De gauche a droite, cette figure illustre la conversion des pré-adipocytes en adipocytes matures puis I'expansion du WAT
avec prolifération adipocytaire et hyperplasie des adipocytes. En conditions pathologiques, on assiste a une hypertrophie
des adipocytes qui perdent leur sensibilité a I'insuline. Le WAT est infiltré par des macrophages qui instaurent une
inflammation de bas grade

L'adiponectine semble a l'inverse réduite chez les patients NAFLD et son expression est
corrélée négativement au taux de masse grasse corporelle. L'adiponectine joue un réle dans
la préservation de la sensibilité a I'insuline via activation de I’AMPK (AMP-activated protein

kinase) suite a la fixation sur ses récepteurs (adipoR1 et adipoR2). L’activation de 'AMPK
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stimule PPARa et favorise I'oxydation mitochondriale des acides gras ce qui diminue par
conséquence la stéatose hépatique®. Enfin I'adiponectine interagit avec les HSCs et supprime
leur prolifération et leur migration réduisant ainsi I'inflammation hépatique.

D’autres adipokines comme la résistine sont également libérées par les tissus adipeux et

exercent leur role dans ’homéostasie métabolique.

Dans le tissu adipeux, le syndrome métabolique induit par ailleurs un état fibrotique
avec un remodelage anormal de la matrice extracellulaire, accumulation de collagéne et
diminution des quantités d’élastine. Le tissu adipeux perd alors son élasticité et les adipocytes
ne sont plus en mesure d’exercer pleinement leur activité métabolique. Un des effets de cette
fibrose adipocytaire est I'impact sur le stockage des AG. Le tissu adipeux ne pouvant plus

s’expandre, cela favorise les dépéts ectopiques de lipides dans les organes périphériques #*.

Il Tissu adipeux brun et brunissement du TA
Inversement a l'inflammation, le brunissement du TA est un facteur améliorant le syndrome
métabolique. Ce brunissement du TA est lié au fait que la morphologie des adipocytes et

I’expression des geénes acquierent un profil semblable a celui des adipocytes bruns.

A. Tissu adipeux brun

Le tissu adipeux brun (BAT) est un tissu adipeux dont les dépdts sont extrémement
réduits chez ’lhomme adulte par rapport aux dépdts de tissu adipeux blanc 7°. Le BAT est
majoritairement localisé dans les régions cervicale, supra-claviculaire, paravertébrale et péri-
rénale chez I’homme tandis qu’on le retrouve essentiellement au niveau interscapulaire chez
le rongeur 8. Cette localisation stratégique est liée a sa fonction thermogénique, permettant
le réchauffement de vaisseaux sanguins irriguant des organes essentiels. Il est principalement

présent chez le nouveau-né, en particulier chez les grands mammiféres y compris I’homme.
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Figure 32: Hétérogénéité des tissus adipeux chez ’Homme; d’aprés Kahn et al., 2019 33

Le tissu adipeux blanc est majoritairement localisé au niveau viscéral et sous-cutané. Sa fonction principale est le stockage
d’énergie puis chacun des dépéts présente des fonctions spécifiques décrites dans la figure. Des dépéts de tissu adipeux brun
sont présents en petite quantité et assurent une thermogenése sans frisson avec dépense énergétique.

1. Morphologie du BAT
Comme le TA, le BAT est constitué d’adipocytes mais leurs morphologies propres sont

différentes.

L'adipocyte blanc est une cellule ronde large de 25 a 200 um qui contient une gouttelette
lipidique uniloculaire entourée d’une fine couche de cytoplasme avec quelques mitochondries

et un noyau plat localisé a la périphérie de la cellule.

L'adipocyte brun présente quant a lui un cytoplasme comprenant plusieurs gouttelettes
lipidiques multiloculaires et une quantité importante de mitochondries. Les mitochondries du
tissu adipeux brun expriment dans leur membrane interne une protéine spécifique : UCP1
(Mitochondrial Uncoupling Protein) responsable de la fonction thermogénique qui permet

d’ailleurs I'identification des dépots de BAT 8% 8 8 |’expression de certains génes est
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également plus importante dans le BAT par rapport au TA comme Cidea, qui pourrait favoriser
I'oxydation des AGs et influer ainsi sur le métabolisme des lipides. Le BAT est de plus

extrémement vascularisé et innervé.

AG +
Glycérol

—» AG+
Glycérol

Thermogeneése

Figure 33: Structure du tissu adipeux brun et du tissu adipeux blanc; d’aprés Nishimoto et al. 2017 &

Les adipocytes du WAT contiennent une large vacuole lipidique. Le WAT stocke les AG sous forme de TG et les libere si besoin
dans la circulation sanguine. Les AGs vont alors rejoindre le foie et le muscle squelettique. Le BAT est doté de nombreuses
gouttelettes lipidiques et est riche en mitochondries. Il exprime par ailleurs UCP1. L’activation du BAT entraine I’oxydation des
AGs par les mitochondries et permet la production de chaleur plutét que d’ATP.

2. Fonctions du BAT

La fonction principale du BAT est la thermogenése sans frisson. Lors d’une exposition
au froid, des acides gras libres issus de la lipolyse sont métabolisés. Les coenzymes obtenus
vont alimenter la chaine respiratoire qui produit normalement de I'ATP mais qui dans
I’'adipocyte brun induit la production de chaleur grace au découplage mitochondrial assuré par
UCP-1. Cette transformation des lipides en énergie thermique s’accompagne d’une
augmentation du métabolisme de I’h6te. L’activation du BAT par le froid est appelée CIT (cold-
induced thermogenesis)®. Le BAT activé induit une augmentation de la dépense énergétique
qui s’accompagne donc d’un contréle du poids corporel. Il est estimé que I'activation compléte
du BAT pourrait contribuer a 5% du métabolisme basal 8. De nombreuses études ont montré
gue I'activation du BAT améliorait la perte de poids via la thermogenése et 'augmentation de

la dépense énergétique. En effet, le taux de BAT et son activité semblent étre plus élevés chez
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les populations minces que chez les obéses ce qui renforce I'idée de I'implication de ce tissu

dans le controle du poids.

Au cours des dernieres années, I'activation du BAT s’est révélée une piste d’intérét dans le
maintien de ’homéostasie glucidique et lipidique et dans la régulation des facteurs de risques
cardiovasculaires. Une étude a notamment montré que I'un des substrats utilisés par le BAT
était les acides gras issus des triglycérides intracellulaires permettant ainsi une diminution du
stockage des TG au niveau organique &’. Des études menées chez la souris ont prouvé que la
délétion du géne codant pour 'UCP1 induisait une prise de poids chez ces souris dans des
conditions thermiques neutres en I'absence d’un stress extérieur 8% 8%, De méme, il a été
montré que la présence et I'activation d’"UCP1 dans le BAT protégeait du développement de
I’'obésité®. Enfin, le traitement de rongeurs par des agonistes des récepteurs B-adrénergiques,
permettait de diminuer |'obésité; ces composés activant pharmacologiquement la
thermogenése 2?2, Le taux de BAT activé présent dans les tissus animaux semble étre corrélé
positivement a une prévention de |'obésité et du syndrome métabolique. Inversement, un

BAT peu actif est associé a des phénotypes d’obésité et de diabéte de type Il 8% 939,

Le BAT activé influe sur le métabolisme du glucose en potentialisant son absorption
ce qui permet d’améliorer la sensibilité a I'insuline et de maitriser les concentrations sanguines
en glucose. L'exposition de patients obéses ou en surpoids au froid permettant I'activation du
BAT a montré une amélioration de 43% de linsulinorésistance s’accompagnant d’une
augmentation de I'oxydation des AGs #. De plus, I'équipe de Stanford a entrepris une
transplantation de tissu adipeux brun au niveau viscéral chez des souris induisant une
amélioration de la tolérance au glucose et de la sensibilité a I'insuline chez les receveuses.
Cette amélioration du métabolisme glucidique s’accompagnait d’'une perte de poids, d’'une
diminution de la masse grasse et d’'une réversion compléte de I'insulino-résistance induite par
un régime enrichi en graisses °6. De nombreuses études ont ainsi prouvé qu’une augmentation
de la masse du BAT et de son activité pouvait permettre de prévenir le développement de la
NAFLD. Chezl’lhomme les résultats restent contrastés et aucun changement sur le poids global
n’a été induit par I'activation du BAT. Certaines études démontrent tout de méme que chez
les individus présentant un BAT activé, la prévalence de la NAFLD est atténuée et les taux de
transaminases normalisés contrairement aux patients pour lesquels aucune activité du BAT

n’est détectée 7°.
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Il semble donc que le BAT ait un potentiel métabolique fort. L’activation du BAT est
principalement sous le contréle des agonistes R-adrénergiques et les effets secondaires sur le
cceur restent a ce jour un frein pour une activation de ce type. L’activation du BAT est
également liée a la composition du microbiote intestinal et nous y reviendrons ultérieurement

(Chapitre 6 ; Il1).

En revanche, un grand nombre d’études ont désormais démontré que le tissu adipeux
blanc peut abriter en son sein des adipocytes dont les caractéristiques morphologiques et

fonctionnelles se rapprochent de celles d’un adipocyte brun.

3. Brunissement du tissu adipeux blanc

Outre les adipocytes du TA et du BAT, des adipocytes intermédiaires existent et
possedent une signature propre, intermédiaire entre un adipocyte brun fonctionnel et un
adipocyte blanc. lls sont qualifiés d’adipocytes « beiges » ou brunissant. Ces adipocytes
présentent non plus une vacuole lipidique unigue mais un aspect multiloculaire typique d’un

adipocyte brun et voient leur contenu en mitochondries augmenté.

Depuis quelques années des études chez le rongeur ont mis en évidence |'apparition
d’adipocytes beiges UCP1+ au sein du tissu adipeux blanc. S’ils présentent de I'UCP1 ,cette
expression reste faible comparée a celle observée dans les adipocytes bruns. Le phénomeéne
de brunissement du TA a été proposé comme étant impliqué dans la protection contre
I'obésité induite par un régime riche en graisses . A linstar des adipocytes bruns, les
adipocytes beiges sont donc capables d’initier une transformation énergétique
thermogénique sous I'action de divers stimuli comme le froid, des composés chimiques ou des
facteurs endocrines. Ce processus est réversible et témoigne de la grande plasticité de ces
adipocytes face aux conditions extérieures °°°. Néanmoins, la quantité d’adipocytes beiges
au sein du TA et leur fonction intermédiaire ne permet pas de transformer un dép6t de TA en

dépot de BAT.

87



REVUE DE LITTERATURE : Implications des tissus adipeux dans la NAFLD/NASH

Figure 34: Différences morphologiques entre les tissus adipeux blanc, beige et brun; d’aprés Kwok et al., 2016 %°
(coupes de tissus adipeux en coloration hématoxyline/éosine a grossissement x40)

Les facteurs connus capables d’influer sur le brunissement du TA sont le froid et une
stimulation B-adrénergique. D’autres interlocuteurs apparaissent dont l'irisine, le FGF21
(fibroblast growth factor 21), I'acide B-aminobutyrique, les agonistes de PPARYy, la leptine et
les acides biliaires #% 1%, Dans la lutte contre I'obésité, une attention particuliére a été
apportée a l'irisine, myokine induite lors de I'exercice physique et susceptible d’induire le
brunissement du tissu adipeux. Le mécanisme aboutissant a ce brunissement des adipocytes

reste cependant en grande partie incompris.
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Figure 35: Brunissement du tissu adipeux, d'aprés Lee et al., 2019 1%°
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Chapitre 4 : LE MICROBIOTE INTESTINAL

. Généralités

Le microbiote intestinal (MlI) a d’abord été défini comme I’ensemble des micro-organismes
(virus, bactéries, champignons, archées) contenu dans le tractus intestinal 1°1. Néanmoins, ces
dernieres années le consensus général tend a utiliser ce terme uniquement pour parler des
espéces bactériennes digestives, les termes de mycobiote et virome étant respectivement
utilisés pour parler des champignons (levures) et des virus. Le Ml constitue un écosystéme
complexe et extrémement varié. On estime que l'intestin héberge 10'* bactéries appartenant
a prés de 1500 espéces différentes exprimant au total plus de 3 millions de génes.102-108,

La distribution bactérienne temporelle et spatiale varie en fonction des segments de
I'intestin et suit un gradient oro-anal, I'estomac contenant peu de bactéries (10* UFC/g de
contenu) tandis que le colon concentre une population importante de micro-organismes
(environ 10 UFC/g de contenu). De nombreux facteurs liés au micro-environnement
intestinal influencent le contenu bactérien dans le tube digestif, tels que le pH et la teneur en
oxygene. Ainsi, les segments hauts du tube digestif plus oxygénés et plus acides favoriseront
le développement et I'implantation de bactéries aérobies ou aéro-anaérobies facultatives. Le
cOlon quant a lui présente un environnement basique peu oxygéné ce qui en fait un milieu
propice au développement des bactéries anaérobies facultatives et strictes 1. Une grande
majorité des bactéries du Ml reste difficile a étudier par des méthodes de cultures classiques
du fait de leurs conditions de vie exigeantes. L’optimisation des biotechnologies au cours des
dernieres années a été moteur dans les avancées scientifiques liées au décryptage du

microbiote et a la compréhension des mécanismes qui lui sont liés.
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Figure 36: Répartition spatiale du MI chez 'Homme; d’aprés Kovatcheva-Datchary, 2015 3,
La répartition et la nature des espéces bactériennes varient le long de I'appareil digestif en fonction du pH du milieu et de la
disponibilité en oxygéne.

Les bactéries répondent a une classification taxonomique précise a plusieurs niveaux.
L'ensemble des bactéries constitue un régne au sein duquel on distingue des catégories
annexes regroupant des bactéries similaires au méme titre qu’un arbre phylogénétique. Le
plus grand des embranchements est celui des phyla. Chez ’lhomme les deux phyla majoritaires
sont les Firmicutes (60 a 80% des bactéries identifiées) et les Bacteroidetes (20% des bactéries

identifiées)'%, Viennent ensuite des phylas minoritaires : Actinobacteria, Proteobacteria,

Verrucomicrobia, Fusobacteria, TM7 et Cyanobacteria'*.
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Figure 37: Arbre phylogénétique représentant les groupes dominants du microbiote intestinal chez ’homme et dans le
modéle murin; d’aprés Spor et al., 2011 11°

Au sein d’un phylum le groupe de bactéries se scinde en classes, puis en ordres et en familles.
Les familles regroupent des genres bactériens et ces genres se divisent en espéces
bactériennes spécifiques. Au sein méme de I'espéce, on peut retrouver un grand nombre de
souches dont l'identification peut étre cruciale, certaines souches pouvant s’avérer

pathogénes, la plus médiatisée étant Escherichia coli.

== ) Proteobactera
|

TS | | | |

a-protecbacteria f-protecbacteria -protecbacteria d-protecbacteria e-protecbacteria

| | | | I | |
:] Chromatiales Thiotrichales Legionellales Pseudomonadales  Vibnionales  Enterobacteriales Pasteurellales

| Famile Enterobacteriacsae
|
| | I | | l | |
:] Enterobacter Escherichia  Klebsialla Proteus Salmoneila Serratia Shigella Yersinia
|
BT - ' '
5. boydii S. dysenteriae S. flexneri S. sonnei

Figure 38: Taxonomie bactérienne. Exemple des Proteobacteria
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. Fonctions du Ml

A. Fonctions métaboliques du Ml

Le microbiote intestinal est depuis quelques années percu comme un nouvel organe,
participant activement au fonctionnement de 'organisme. Le Ml évolue en symbiose avec
I’h6te et contribue au maintien des grandes fonctions du corps humain. Les bactéries trouvent
leurs sources de nutriments dans les débris cellulaires et les substrats issus de I'alimentation.
Les bactéries qui possédent des activités métaboliques sont donc capables de transformer les
nutriments de I'alimentation en métabolites variés qui, a la suite de réactions spécifiques,
serviront de substrats a la formation de diverses composés qui peuvent s’avérer toxiques pour
I'organisme. Parmi les dérivés générés on retrouve les acides gras a chaine courte (SCFAs),
mais également du tryptophane, des indoles dont certains sont des ligands du récepteur aux
hydrocarbures aromatiques (AhR). En plus de son implication dans le métabolisme des SCFAs
et des acides biliaires ainsi que son réle dans I'immunité, le Ml participe également a la
synthése vitaminique dont notamment la vitamine K, essentielle a I'organisme, la vitamine

B12 et la vitamine B8 111,

Syl-'\the-se de Protection contre
vitamines les pathogenes

Maturation du

systeme immunitaire Apport de
nutriments et

d’énergie

Meétabolisme
des
xénobiotiques

Tk Stockage des
lipides
Figure 39: Fonctions du microbiote intestinal

L’héte et le microbiote intestinal agissent en symbiose chacun participant au bien-étre de I'autre. Le Ml joue un réle dans
I'immunité, dans la synthése protéique et participe a ’lhoméostasie métabolique de I’héte.
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B. Fonction immunitaire

Le Ml se révéele un acteur majeur dans le bon fonctionnement immunitaire de I'organisme.
Indépendamment de son réle dans la maturation du systéme immunitaire et de sa régulation,
le Ml a pour premiére fonction de s’opposer a la colonisation intestinale d’espéces pathogenes
extérieures ou de bactéries endogénes potentiellement pathogenes (pathobiontes).
D’autre part le Ml permet la maturation du systéme immunitaire. Ainsi, chez les souris
axéniques dont le systeme immunitaire est défaillant, I'implantation d’un microbiote

intestinal permet de restaurer une fonction immunitaire adéquate 1% 113,

Les études les plus récentes prouvent également que la séquence d’acquisition des
différentes espéces bactériennes est cruciale pour la maturation de ce systéme immunitaire.
La stimulation permanente du systeme immunitaire par le MI permet son bon fonctionnement
et régule notamment les réponses inflammatoires 14 113, C’est ce maintien de ’lhoméostasie
immunitaire qui permet également de maintenir le Ml a distance. En effet, la production d’IgA
au niveau intestinal dirigées contre le Ml est un parametre essentiel pour permettre

I’élimination quotidienne des bactéries intestinales. 1*°

Le MI contribue au maintien de I'imperméabilité intestinale, parameétre majeur de |'effet
barriere de I'épithélium intestinal, protégeant le tractus digestif des agressions extérieures.
Les produits issus du métabolisme bactérien comme les SCFAs contribuent au maintien d’'une

barriére fonctionnelle en agissant sur les jonctions serrées épithéliales!® 117,

li. Modifications du Ml
Le microbiote intestinal est donc le siége d’une production complexe et extrémement
dynamique de métabolites qui participent au maintien des fonctions primaires de I'organisme

et qui dépendent directement de la composition du MI.

La composition du Ml varie entre les individus et tout au long de la vie. On estime que le
premier contact, qui se produit a la naissance, joue un role dans la détermination du Ml de
I’'hote, et que la méthode d’accouchement (voie basse versus césarienne) expose déja a un Ml
différent!'®11°  Le Ml évolue durant les 3 premiéres années de la vie puis se stabilise jusqu’a

I’age adulte 129,
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La composition qualitative et quantitative des especes bactériennes constituant le Ml d’un
individu est sous contrdle de différents facteurs environnementaux et intrinseques. Ainsi,
I’age, la localisation géographique, l'activité physique, les médicaments et le régime
alimentaire apparaissent comme les grands modulateurs du Ml 12, Ces facteurs influencant la
composition du Ml le rendent soit trés protecteur pour I’'organisme, soit au contraire induisent

un déséquilibre dans sa composition ayant un caractere délétere pour I’hote.

A. Impact de I'alimentation sur le Ml
La nature du régime alimentaire est un acteur déterminant de la composition du MI. Les
études réalisées au cours de la derniére décade ont mis a jour 3 propriétés du Ml en réaction

a un régime alimentaire :

- Le Ml est capable de répondre rapidement a une modification qualitative du régime
alimentaire. Ainsi plusieurs études montrent une transformation de la composition du
MI en quelques jours aprés une modification importante du régime?2124, De fait, il
existe méme des fluctuations des especes bactériennes dépendantes du rythme
circadien'?.

- En dépit d’une extréme rapidité d’adaptation aux changements alimentaires, le Ml
présente une résilience importante. Ainsi des habitudes alimentaires installées dans le
temps influent avec force sur la composition a long terme du Ml et ne peuvent étre
effacées par une modification courte de 'apport alimentaire dans le temps %5;

- Enfin, la réponse a une modification de I'alimentation reste dépendante de I'individu.
Ainsi, une augmentation de la prise de fibre alimentaire associée a un déficit calorique
a été efficace dans l'augmentation de la diversité bactérienne chez des individus

partant d’'un microbiote intestinal pauvre mais n’a que peu modifié le Ml des patients

présentant déja une diversité génique importante 124,

L'impact de I'alimentation dans la diversité de composition du Ml a été extrémement étudiée
chez les patients présentant un syndrome métabolique et une obésité et nous y reviendrons
dans le chapitre suivant. De méme, la consommation d’alcool impacte la diversité bactérienne

et appauvrit le MI, favorisant le développement de Iésions hépatiques 127129,
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B. Impact des médicaments

Les traitements médicamenteux sont des facteurs importants dans la modulation du MI.

1. Antibiotiques
Les antibiotiques sont des composés avec des propriétés bactéricides et bactériostatiques
capables, en fonction de leur spectre d’action, d’éliminer un certain nombre d’espéces
bactériennes. Un traitement antibiotique impacte donc logiquement le microbiote intestinal
soit de maniere transitoire, soit au contraire de facon permanente et d’autant plus que
I’antibiothérapie sera renouvelée 30, ['utilisation de ces médicaments dans I'enfance est
parfois corrélée a une composition altérée du Ml et a un retard d’acquisition d’'un Ml stable

ce qui peut avoir des répercussions pathologiques a I’age adulte 31132,

2. Autres médicaments
Parmi les xénobiotiques pouvant induire une modification du MI, nous citerons
principalement les inhibiteurs de la pompe a proton (IPP) utilisés chez les patients en surpoids
victime de reflux et la metformine utilisée en cas de diabete. Les IPP, en supprimant I'acidité
intestinale  sont  parfois inducteurs d’infections entériques  (Salmonellose;
Campylobacteriose), d’une prolifération des bactéries intestinales et prédisposent par
exemple a des infections a Clostridium difficile 2% 33135 La metformine a été associée a une
modification de la composition du MI. En effet les patients diabétiques et obéses traités par
metformine montrent une diminution globale de la diversité de leur Ml et I'augmentation de
certaines especes comme Akkermansia muciniphila. Cet impact sur le Ml est lié a I'activation

de voies métaboliques impliquées notamment dans le métabolisme des lipides et des glucides

136, 137

D’autres médicaments influant sur la motilité du tractus digestif peuvent également modifier
le Ml impactant sa diversité et la digestion des nutriments 138, Enfin, une méta-analyse récente
a étudié I'impact de polythérapies communément utilisées sur le microbiote intestinal. Ils ont
identifié que I'usage des IPP, des laxatifs et des antibiotiques avait le plus grand impact sur la
composition du Ml . Cette étude réaffirme l'interaction entre la prise médicamenteuse et le
MI et ouvre la réflexion sur la nécessité d’approfondir les investigations relatives a la

pharmacomicrobiomique et aux effets indésirables liés aux interactions avec le M| 139,
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C. Modifications par les fibres alimentaires
1. Fibres alimentaires
Les fibres alimentaires sont définies comme la partie comestible de la plantes, des extraits
de plante ou des carbohydrates analogues, résistant a la digestion et a I'absorption dans
I'intestin gréle et qui suivent une fermentation compléte ou partielle dans le gros intestin49
Les fibres alimentaires peuvent étre classées en 4 groupes en fonction de leurs propriétés

physico-chimiques 4%

Fibres non-visqueuses, insolubles et non-fermentables (cellulose, lignine, hémi-

cellulose) : trés peu fermentées et présentant un effet laxatif ;

- Fibres non-visqueuses, solubles et fermentables (inuline, dextrine, amidon):
fermentées rapidement via I'action du Ml ; peu d’effet laxatif ;

- Fibres visqueuses, solubles et fermentables (pectine, B-glucane, gomme guar):
formation d’un gel visqueux réduisant I'absorption des nutriments dans l'intestin et
fermentées par le Ml ;

- Fibres visqueuses, solubles, non-fermentables (Psyllium, methylcellulose) : réduisent

I'absorption des nutriments grace aux propriétés gélifiantes et exercent un effet

laxatif.

Une des nouvelles approches pour moduler le Ml est |'utilisation de prébiotiques. Les
prébiotiques sont définis comme « des aliments non-digestibles qui affectent bénéfiquement
I’héte en induisant une stimulation sélective de la croissance et/ou de I'activité d’'une ou d’un
nombre limité d’espéeces bactériennes du Ml qui confére un bénéfice santé pour I'hote » et

142

dont les effets sont prouvés scientifiguement Les prébiotiques ont donc 3

caractéristiques :

- Une absence d’hydrolyse ou d’absorption stomachale ou dans l'intestin gréle ;
- Une capacité de substrat sélectif pour les bactéries commensales bénéfiques dans le
colon ;

- Linduction d’un bénéfice local ou systémique pour I’h6te aprés fermentation.

Suivant cette définition, certaines fibres alimentaires comme la pectine répondent au
concept de prébiotiques bien que leurs effets n’aient pas été approuvés. A I’heure actuelle,

seuls I'inuline, le lactulose, les fructo-oligosaccharides (FOS) et les galacto-oligosaccharides
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(GOS) peuvent se targuer de cette appellation. La réponse a la fermentation des fibres dépend
de la composition du Ml de I’'h6te mais également des propriétés physico-chimiques de la fibre
utilisée et notamment le degré de méthylation et d’estérification du composé ainsi que des
propriétés environnementales intestinales comme le pH 43 44 De nombreuses études ont
permis de montrer le bénéfice des fibres sur la santé humaine notamment dans les
pathologies métaboliques comme I'obésité ou I'hypercholestérolémiel®> 46, Leurs effets
bénéfiques découlent en partie de leurs propriétés physico-chimiques mais aussi de leur
capacité d’interaction avec le MI. Plus la longueur de la chaine polysaccharidique est courte
plus le nombre de bactéries capables de la digérer est important. Inversement les fibres
hautement polymérisées ne sont digérées que par un nombre restreint de bactéries 4’ . Si
dans un premier temps les effets des prébiotiques semblaient limités a un enrichissement en
Lactobacillus et Bifidobacterium, des analyses plus récentes ont démontré une action des
fibres alimentaires sur d’autres espéeces considérées comme bénéfiques pour ’lhomme telles
que Faecalibacterium prausnitzii 1#8. Les fibres alimentaires exercent par ailleurs une action
bénéfique pour I’héte en influant sur la production des SCFAs et I'absorption ionique®*4 14°,
Enfin, les prébiotiques jouent un réle au niveau immunitaire et favorisent I'immunité de I'h6te
en augmentant la production des IgA (immunoglobulines A) et en modulant la production de

cytokines®®,

L’association synergique d’un probiotique (défini comme des micro-organismes vivants,
qui, administrés en quantité suffisante, fournissent un bénéfice en terme de santé a I’hote) et
d’un prébiotique est appelée symbiotique. L'utilisation des symbiotiques comme
thérapeutique a été étudiée dans de nombreuses pathologies métaboliques dont la NAFLD et
la NASH avec des résultats hétérogenes en fonction de I’association utilisée, des critéres

d’inclusion et des critéres de jugements sélectionnés.

La pectine est une fibre alimentaire dont l'utilisation dans la prise en charge de
pathologies métaboligues comme la NAFLD s’est révélée étre une piste thérapeutique

d’intérét.

2. La pectine

a. Propriétés physico-chimiques

99



REVUE DE LITTERATURE : Le microbiote intestinal

La pectine est une fibre végétale alimentaire appartenant a la famille des fibres
solubles comme la gomme guar. Au sein des végétaux, la pectine revét un réle structural

majeur en permettant I'adhésion et le maintien des cellules végétales entre elles 1*°.

b. Structure moléculaire
La pectine est un ensemble d’hétéropolysaccharides complexes et est un constituant
essentiel de la paroi des végétaux. Structurellement, la pectine présente un squelette linéaire
simple composé d’homogalacturonanes soit des monomeéres d’acide D-galacturonique liés
entre eux par des liaisons a-(1-4). Ces derniers représentent environ 65% de la molécule de

151

pectine™! . Les monomeres d’acide D-galacturonique peuvent étre methyl-estérifiés ou O-

acetyl-estérifiés au niveau de leurs groupes carboxyles ou hydroxyles °2,

Différents polysaccharides s’intercalent dans ce squelette primaire et constituent des régions
dites «chevelues ». Les oses s’intercalant appartiennent a deux familles: les

rhamnogalacturonanes de type | et de type ll.

3. Sources de pectine

Les pectines sont retrouvées principalement dans les fruits et les [égumes. Les sources
majeures de pectine pour I'industrie alimentaire sont la pomme, I'écorce d’agrumes (citron,
orange) et la pulpe de betterave sucriére!®®. Du fait de leur caractére polyélectrolyte les
pectines peuvent interagir entre elles et, en présence de calcium ou d’autres ions positifs

divalents, sont capables d’adopter une structure gélifiée.

Une des caractéristiques principales de la pectine est son degré de méthylation (DM) qui
correspond au pourcentage de groupements carboxyles des unités GalA (libres ou substitués)

estérifiés par le méthanol >3,
On distingue deux types de pectine :

- Les pectines hautement méthylées (HMP) correspondant aux pectines présentant
un degré de méthylestérification supérieur a 50% ;
- Les pectines faiblement méthylées (LMP) correspondant aux pectines présentant

un degré de méthylestérification inférieur a 50%.

Les HMP sont capables de former des gels en présence d’oses et a un pH acide tandis que les

LMP forment des gels en présence de cations bivalents tels que le calcium **°. Les propriétés
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gélifiantes des pectines sont fonction de leur degré de méthylation, de la température et du
pH. Ces caractéristiques particuliéres propres a chaque type de pectine impactent leur
utilisation en biopharmaceutique, dans le circuit de l'industrie alimentaire et au niveau

biotechnologique.

Comme les fibres alimentaires, la pectine est fortement étudiée d’'un point de vue

pharmaceutique tant pour ses propriétés structurelles que pour son action pharmacologique.

Les propriétés physico-chimiques de la pectine lui conférent une capacité a former des
gels hydrophobes tridimensionnels résistants aux conditions gastro-intestinales. La pectine
peut donc étre envisagée comme intéressante dans la délivrance in situ de probiotiques. Une
encapsulation de certaines bactéries par la pectine a montré une meilleure viabilité des
produits en les protégeant de I'environnement gastrique. C'est par exemple le cas pour

Lactobacillus rhamnosus 4.

De nombreuses études ont souligné le bénéfice de la pectine sur
I’hypercholestérolémie. Les fibres solubles peuvent agir sur les concentrations de cholestérol
de trois maniéres : en entravant la réabsorption des acides biliaires, en réduisant I'absorption
du glucose ce qui diminue la production d’insuline et par conséquent le taux d’"HMGCoA
responsable de la synthése du cholestérol dans le foie ; et en favorisant la production de SCFAs
qui bloquent la synthése hépatique de cholestérol *>>, En fonction de sa viscosité, de son degré
d’estérification et de son poids moléculaire, la pectine aura une action variable dans la
diminution du cholestérol plasmatique. De plus elle est capable de former un gel visqueux qui
se lie au cholestérol et aux acides biliaires et favorise alors leur excrétion et diminue leur
réabsorption entéro-hépatique 4. La pectine peut impacter la digestion des lipides en
formant un gel qui piege les lipides dans le tractus digestif. Ce processus altére leur diffusion

et les rend inaccessibles aux lipases.

Une consommation en pectine est associée a I'augmentation de plusieurs populations
bactériennes définies comme composantes d’un microbiote « sain» et notamment
Faecalibacterium prausnitzii, Blautia ou Bifidobacterium La stimulation de la croissance de

ces bactéries est différente suivant la structure de la pectine utilisée *°6,
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Chapitre 5: IMPACT DU MICROBIOTE INTESTINAL DANS LA NAFLD/NASH

. Axe foie-intestin

Le foie et I'intestin sont étroitement connectés anatomiquement et cette relation a
été décrite pour la premiére fois en 1978 par Volta et al. comme I'axe « foie-intestin ». Le foie
est irrigué via deux voies : I'artere hépatique et la veine porte. 70 a 75% de I"apport sanguin
s’effectue par la veine porte qui draine le sang provenant des veines mésentériques du tractus
digestif'®” . Le foie est ainsi le premier réceptacle des produits intestinaux et recoit les
nutriments et les acides aminés absorbés dans un premier temps par les entérocytes mais
également tous les métabolites bactériens voir des bactéries elles-mémes 1°8. C’est cette
connexion étroite et ce risque potentiel qui explique pourquoi I'immunité du foie décrite
précédemment est si particuliere. Un lien fort existe donc entre les deux organes et de
nombreuses études ont montré que les perturbations de I'intégrité de cet axe pourraient

jouer un réle pivot dans la pathogenése de la NAFLD 5% 160,
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Figure 40: Axe foie-intestin; d’aprés Tripathi et al., 2018 162

Le foie transporte les acides biliaires et les molécules antimicrobienne vers la lumiére intestinale via le tractus biliaire. A
I'inverse, les produits intestinaux tels que les métabolites bactériens sont transloqués vers le foie via la veine porte ou ils
influent sur les fonctions hépatiques. Enfin, la circulation systémique permet le transport de métabolites hépatiques vers
'intestin grdce via le systéme capillaire.

MAMPs: microbial associated molecular patterns; TMA: trimethylamine; TMIAO: trimethylamine N-oxide
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Il. Intégrité de la barriére intestinale

Si le foie est un pare-feu efficace contre les produits bactériens provenant de l'intestin, la
premiere barriere se situe au niveau du tube digestif. La barriére intestinale est un
environnement dynamique tridimensionnel constituée d’'une barriére physique, d’'une

barriére biochimique et d’une barriére immunitaire!>” 161,

&
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Figure 41: Les quatre composantes de la barriére intestinale, d’aprés Natividad et al., 2013 15°

La barriere microbiologique correspond aux bactéries commensales. La barriére chimique correspond a la production de
peptides anti-microbiens par I’épithélium intestinal. La barriere physique est constituée des cellules épithéliales reliées entre
elles par des complexes jonctionnelles comprenant les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les jonctions
communicantes ainsi qu’une couche de mucus. La barriére immune constituée du GAIT assure une immunité en permettant
toutefois une tolérance vis-a-vis des antigenes alimentaires ou issus des bactéries commensales.

A. Composition de la barriere intestinale
1. Barriére physique

La fonction primaire de la barriere intestinale est de constituer un rempart entre les
pathogenes et la circulation systémique en maintenant ces derniers dans la lumiere
intestinale. La barriere physique correspond a la couche muqueuse, au Ml et a une mono-
couche de cellules intestinales épithéliales liées entre elles par des jonctions serrées, des
jonctions adhérentes et des desmosomes. L'épithélium intestinal est un environnement
dynamique possédant une anatomie particuliere. Au niveau de la lumiere intestinale,

I’épithélium se compose de villosités, replis de la muqueuse dont I'organisation structurelle
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permet de maximiser la surface d’absorption des nutriments provenant de I'alimentation. On
parle de bordure en brosse, sites ol évoluent de nombreuses enzymes intestinales!®?. Des
invaginations de I'épithélium accompagnent les villosités : ce sont les cryptes intestinales.
Cette structure évolue le long du tractus digestif. En effet I'intestin gréle (du duodénum a
I'iléon) recevant le bol alimentaire non digéré présente de longues villosités afin de favoriser
I’extraction et I'absorption des nutriments. A contrario, le c6lon qui regoit uniquement les
éléments digérés issus du bol alimentaire présente une superficie d’absorption plus restreinte

composée uniqguement de cryptes.

Plusieurs cellules constituent I’épithélium intestinal et ont des fonctions propres. Les cellules
les plus nombreuses représentant plus de 80% de la population cellulaire, sont les cellules
épithéliales, appelées entérocytes dans l'intestin gréle et colonocytes dans le colon. Ces
cellules ont pour fonction I'absorption des nutriments et électrolytes provenant de
I'alimentation. On retrouve ensuite des cellules entéro-endocrines comme les cellules L qui
jouent un réle dans la production de peptides hormonaux tels que PYY ou GLP-1 et sont
localisées au niveau des villosités. La production de mucus, elle, est dépendante de cellules
caliciformes. Ces cellules sont en forme de vase et contiennent des grains de mucus qu’elles
sécretent de maniere apocrine. L'intestin gréle contient des cellules spécifiques, les cellules
de Paneth, localisées a la base des cryptes. Elles synthétisent des molécules de défenses
contre les pathogenes et notamment le lysozyme et les défensines. Les cellules Tuft
représentent 0,5% de la population cellulaires intestinales. Ces cellules, dont les
caractéristiques restent pour la plupart méconnues, possédent une réponse chimiosensorielle
et ont récemment démontré une action dans la réparation mucosale et un réle dans
I’orchestration de I'immunité intestinale de type 1l 183, Enfin les cellules M, (microfold cells)
sont situées au niveau des plaques de Peyer et participent a la capture des antigénes dans la
lumiére intestinale. Elles agissent en incorporant ces antigenes par endocytose et les
transferent aux cellules dendritiques qui elles les présentent aux lymphocytes B. L’interaction
des pathogenes avec les cellules M peut étre un point critique de I'infection bactérienne,

certaines espéces les utilisant comme porte d’entrée dans le milieu intestinal 164,

105



REVUE DE LITTERATURE : Impact du microbiote intestinal dans la NAFLD/NASH

(a) Small intestine

f o & ‘ JSFB

/

9 Tuft ceII ,«,/
o $ e a6 .& Microbiota
( & J22o Antigen

Enteroendocrine ° > © Reglily & 9 J
cell ) s ° o, P-defensins
) Antigen % 09 . cathelicidins \ f
i uptake P
# _ > Goblet cells : via GAP Enterocyte
g Mucus I B e
IEL
= = e ’s Antigen
Monacyte o = O @ L Secretory IgA ¢ -
Q g sPLAZ o @ o) Bacteria 3
Reglily - < Mcell
Tcell lysozyme . o m
a-defensins Myofibroblast > n
v et ) - DC
- Paneth cell > P )
~ ” = L
. S ® g 9 L)
Crypt T cell & Bcen Teel
Peyer’s patches
® Colon i
f T \ﬁ \ o ig, @
< < Microbiota
&
\ - /# Outer mucus
Enterocyte
_+ Inner mucus
Colonocytes .
g o 3
€ e 9 L : 5 2 Goblet cells
Ro. N e
.'!',- .
Macrophage DC » Paneth cell
@
Q Tuft cell
5 @
et Pree ¢ Tuftcel
o, U
@)
Plasma Entercendocrine « Enteroendocrine
cell ’ cell cell
o M cell
Myofibroblast

Figure 42 : Anatomie de la muqueuse intestinale dans l'intestin gréle et le célon, d'aprés Allaire et al., 2018 173

Les entérocytes représentent le principal type de cellules retrouvé dans la muqueuse de I'intestin gréle. lls participent a
I"absorption des nutriments et sécretent des molécules anti-microbiennes. Au fond des cryptes on retrouve les cellules de
Paneth productrices de molécules anti-microbiennes. Les cellules M sont situées a proximité des plaques de Peyer et agissent
en tant que cellules présentatrices d’antigénes aux cellules immunitaires. Les cellules caliciformes produisent du mucus et
interagissent également avec les cellules immunitaires. Dans le c6lon, les colonocytes et les cellules caliciformes sont les
composants principaux de la muqueuse intestinale.

L’épithélium intestinal est en constant renouvellement et on note une prolifération continue
des cellules souches localisées au fond des cryptes. Elles migrent ensuite le long de la crypte
et des villosités pour atteindre la surface épithéliale ou elles sont éliminées. Ces cellules
souches sont capables de se différencier soit en cellules épithéliales simples, soit en cellules

caliciformes, soit en cellules entéro-endocrine, soit en cellules de Paneth>,
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La jonction entre les entérocytes est sous la coupe de protéines spéciales : les protéines de
jonctions serrées (cadhérines, claudine, occludine) et les jonctions adhérentes (JAM)%6, Ces
protéines créent des ponts entre les cellules qui permettent de les souder entre-elles
induisant la formation d’une barriere imperméable et scellée empéchant I’entrée de bactéries

ou de certaines moléculesi®2.
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Figure 43: Jonctions serrées ; d’aprés Hammer et al., 2015 17*

L’'imperméabilité de la barriere intestinale est sous le contréle d’un complexe de jonctions serrées.

Les jonctions serrées se composent des claudines et occludines, protéines transmembranaires attachées a une molécule
adaptatrice ZO-1 qui lient les protéines de jonctions serrées a I'actine. Les molécules d’adhésion jonctionnelles (JAMs)
participent au complexe. D’autres composés interviennent dans la structure comme les molécules d’adhérence dont I'E-
cadhérine

2. Barriere biochimique
La barriere biochimique comprend une couche de mucus ainsi qu’un vaste panel de molécules

ayant des propriétés anti-microbiennes telles que les défensines.

Le mucus recouvre la surface apicale des cellules. Il est constitué de mucines qui sont des
composés sécrétés par les cellules caliciformes. On distingue deux couches de mucus. Une
couche de mucus interne et profonde, attachée aux cellules intestinales : cette couche est
stérile et imperméable aux bactéries. Elle sert de barriére protectrice contre les pathogenes.

La seconde couche de mucus externe est moins compacte. Elle se détache plus facilement et
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contient des bactéries qui peuvent utiliser les glycanes contenus dans la couche de mucus
comme substrat énergétique 7. Au niveau colique, ces deux couches sont principalement
constituées d’'une mucine glycosylée: MUC-2. MUC-2 est sécrétée par les cellules caliciformes
et s’organise en complexe polymérique amorphe®?. Les cellules caliciformes produisent
également d’autres mucines dont MUC5AC et MUC 6 qui participent a la formation du gel
muqueux®®, D’autres composés prennent part a la structure de la couche isolante de mucus
dont le lysozyme, les Immunoglobulines A (IgA) et les défensines 1%°. Les peptides anti-
microbiens sont produits en grande quantité par les cellules de I'épithélium intestinal et
participent activement au maintien de I'immunité innée. Dans l'intestin gréle, les cellules de
Paneth sont les principales cellules sécrétrices de peptides anti-microbiens et notamment des
défensines Reg3 (Reg3a chez ’homme et Reg3y chez la souris) et du lysozyme?®®. Au niveau
du c6lon, dépourvu en cellules de Paneth, ce role de sécrétion et de production des peptides
anti-microbiens est sous la houlette des colonocytes. Ces derniers produisent notamment les

défensines Reg3p et Reg3yg!’°.

3. Barriere immunitaire

Les cellules de I'immunité innée et adaptative sont présentes dans la lamina propria.
La barriere immunitaire est constituée d'immunoglobulines sécrétoires, les IgA, ainsi que de
follicules lymphoides (plaques de Peyer) remplis d’une variété de cellules immunitaires
(neutrophiles, lymphocytes B et T, cellules dendritiques, macrophages). Des lymphocytes
intra-épithéliaux viennent compléter cette barriere immunitaire. L’association des plaques de
Peyer et de la lamina propria est une structure répondant au nom de GALT (gut-associated
lymphoid tissues). Parmi les cellules, on retrouve également des cellules lymphoides innées
(ILCs) et en particulier les ILC3s, importantes pour réguler I'homéostasie entre I’'h6te et son

microbiote.

Le systéme immunitaire de I’'h6te entre en interaction avec le microbiote intestinal
pour maintenir I’'homéostasie : il doit en effet protéger I'h6te d’'une attaque d’agents
pathogénes tout en exergant une certaine tolérance vis-a-vis des bactéries commensales
bénéfiques pour I'organisme. Le microbiote intestinal est essentiel a la maturation du systeme
immunitaire et au maintien de son homéostasiel’? 72, ’équilibre est cependant plus

complexe que cette interaction unilatérale, puisque le systeme immunitaire via la production
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de cytokines et chimiokines va également orchestrer la régulation de la production du mucus

et des peptides anti-microbiens et par voie de conséquence la composition du M.

Les bactéries intestinales agissent sur la régulation du métabolisme et le fonctionnement
global de I’h6te en produisant une myriade de métabolites qui possédent des fonctions
propres et seront détaillés par la suite. Parmi ces métabolites on note en particulier la
production d’acides gras a chaine courte issus de la fermentation de fibres alimentaires et de
ligands du récepteurs aux hydrocarbures aromatiques polycycliques AhR extrémement

impliqués dans la stimulation de cellules lymphoides innées productrices d’IL-22173,
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Figure 44: Physiologie de la barriére intestinale d’aprés Peterson et al., 2014 17°

Les cellules intestinales épithéliales forment une barriére chimique et physique qui maintiennent la ségrégation entre la flore
intestinale commensale de la lumiére intestinale et le systéme mucosal. Une niche contenant les cellules progénitrices
épithéliales permet le renouvellement de la couche de cellules épithéliales avec migration des cellules différenciées le long
d’un axe crypte-villi (fleche en pointillés).

Les cellules de Paneth et les cellules caliciformes sécretent du mucus et des protéines anti-microbiennes favorisant I’exclusion
des bactéries de la surface épithéliale. Les IgA vont participer aux fonctions immunitaires de la barriére intestinale. Les cellules
M permettent elles le transport d’antigénes et de bactéries vivantes de la barriére épithéliales aux cellules dendritiques.

B. Réle de la barriére intestinale
La barriere intestinale joue un réle primordial comme rempart contre les toxiques
(toxines, micro-organismes pathogénes, métabolites bactériens) et participe au maintien de

I’lhoméostasie intestinale’4 173,
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En cas de dysbiose, la barriere intestinale est altérée et on assiste alors a une augmentation
de la perméabilité intestinale suivant un dommage du réseau de jonctions serrées. Cette
augmentation de la perméabilité intestinale facilite la translocation de dérivés bactériens
toxiques tels que le LPS ou les PAMPs dans la circulation sanguine. De plus, 'activité mucosale
est elle aussi impactée et promeut un état inflammatoire local. Les produits bactériens (LPS
ou ADN bactérien) voire des bactéries intactes circulent vers le foie via la circulation portale.
Leur liaison sur les toll-like récepteurs (TLR) hépatiques entraine une réaction inflammatoire
aboutissant a I'altération des hépatocytes. Ce phénomeéne peut expliquer en partie I'impact

de I'axe foie-intestin dans le développement et la progression des hépatopathies 174 176,

Si I'altération de la barriére intestinale associée a une augmentation de sa perméabilité est
bien documentée dans la maladie alcoolique du foie, son implication dans la NAFLD est plus
controversée. Si on pense que les patients NAFLD et NASH présentent une augmentation de
la translocation bactérienne via une altération des fonctions de la barriére intestinale, les

résultats des expériences menées chez ’homme et chez I'animal restent hétérogénes 174,

De nombreuses études mettent en évidence une altération de l'intégrité de la barriere
intestinale chez des souris soumises a un régime riche en graisses aprés mesure de la
translocation des produits bactériens dans la circulation sanguine. On recense notamment
une augmentation du LPS et une diminution de I'une des protéines de jonctions serrées a
savoir I'occludine, la zonula occludens 1 (ZO-1) et la molécule JAM-A (junctional adhesion
molecule A) Y7 13 Chez ’lhomme, une méta-analyse évaluant lintégrité de la barriére
intestinale apres mesure de I'excrétion urinaire d’'un composé, décrit une augmentation de la
perméabilité intestinale chez 39.1% des patients NAFLD. Par ailleurs, une étude menée sur 19
patients NASH montrait une augmentation de la perméabilité intestinale pour 42.1% de
I'effectif 177178, La prévalence réelle de 'augmentation de la perméabilité intestinale chez les
patients NAFLD/NASH reste discutable tant par les mesures d’évaluation utilisées que par le

nombre réduit de patients intégrés dans ces analyses.

Chez les modeles murins comme pour les patients NAFLD, une augmentation du LPS
plasmatique est décrit. Le passage du LPS dans le sang apres altération des jonctions serrées
se dirige vers les hépatocytes et participe activement a la réponse inflammatoire et donc au
développement de la fibrose 17°. Ce LPS produit majoritairement par les bactéries Gram-

négatives est connu pour son implication dans le développement de l'insulino-résistance
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aprés interaction avec le TLR-4 et activation de la voie NFkB'’’. Le LPS peut également se fixer
au TLR-9 et induire la production d’IL-1B par les cellules de Kupffer 18 . L’intégrité de la
barriére intestinale et la translocation bactérienne qui en découle pourraient participer mais
de maniére limitée et secondaire au développement de la NAFLD/NASH 6. Cependant, une
étude menée chez des patients NASH a montré que I'administration de JKB-121, un inhibiteur

de TLR-4, ne permettait pas de réduite la stéatose hépatique ni la fibrose chez ces patients.

Indépendamment de ces données, un régime alimentaire riche en graisses pourrait étre a
I'origine d’une altération de la couche de mucus. Il a ainsi été mis en évidence une dégradation
de MUC-2 et donc un impact sur les composants de la couche de mucus de l'intestin lié a la
dysbiose. Une des fonctions de la couche de mucus intestinale est de séparer la masse
bactérienne de I’h6te, empéchant notamment la translocation des bactéries et produits

bactériens dans la circulation sanguine 82,

Ces altérations de la barriere intestinale sont donc encore a étudier chez I’homme et il est
probable que la nature du régime alimentaire, comme la quantité de fibres alimentaires

consommeées, soient a considérer pour arriver a des conclusions pertinentes.
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Figure 45: Maintien de I'intégrité de la barriére intestinale d’aprés Tilg et al., 2019 1%

L’intégrité de la barriere intestinale est préservée grdce a une variété de facteurs exogénes et endogénes.

Les facteurs exogénes incluent le microbiote intestinal, les métabolites bactériens et des composants issus du régime alimentaire.

Lors d’un régime sain riche en fibres, le MI maintien I'intégrité intestinale via des mécanismes directs impliquant les cellules dendritiques en
induisant la production de mucus, de peptides antimicrobiens et d’IgA. Ces événements associés a un milieu immun tolérogéne favorisent le
maintien de I’homéostasie. D’autres acteurs comme les acides biliaires et les agonistes d’AhR participent au maintien de I'intégrité de la BI.
Les facteurs endogénes comprennent la production de peptides anti-microbiens au mucus a d’autres facteurs comme l'insulinémie.

Lors d’une dysbiose induite notamment par un régime alimentaire délétere, des dérangements métaboliques apparaissent avec augmentation
du LPS et induction des voies de signalisations via TLR. La couche de mucus se dégrade ce qui favorise I'endotoxémie. On assiste a des
modifications pro-inflammatoires qui associés a I’'augmentation de la perméabilité intestinale participent a I'inflammation métabolique. Une
hyperglycémie favorise également le dysfonctionnement de la barriére intestinale via GLUT2.

FXR, farnesoid X receptor; GLP, glucagon-like peptide; IFNy, interferon-y; ILC3, type 3 innate lymphoid cell; iNOS, inducible nitric oxide
synthase; LT, lymphotoxin; NF-kB, nuclear factor-kB; NLRP3, NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3; SAA, serum amyloid A; SFB,
segmented filamentous bacteria; TFH cell, T follicular helper cell; TH cell, T helper cell; TMA, trimethylamine; Treg cell, requlatory T cell.

M. Impact de la dysbiose intestinale dans la NAFLD

A. Impact du réle du Ml dans la prise de poids

Les premieres études mettant en évidence le role causal du Ml dans la prise de poids ont
été réalisées chez le rongeur grace a l'utilisation de souris axéniques ne possédant pas de
microbiote intestinal. Ces souris présentent une résistance aux effets déléteres induits par un
régime riche en graisses ou en carbohydrates. Ainsi des souris conventionnelles, dotées d’un
microbiote intestinal actif et élevées normalement, possédent une masse grasse 40% plus

importante que celle des souris axéniques malgré une consommation de régime moins

112



REVUE DE LITTERATURE : Impact du microbiote intestinal dans la NAFLD/NASH

importante que ces derniéres. La transplantation fécale de Ml issu des souris conventionnelles
aux souris axéniques induit une augmentation de 60% de la masse grasse en deux semaines
sans modification du régime ou de sa consommation 2, De la méme maniére, il a été
démontré que les souris axéniques présentent une altération de la capacité a absorber les
lipides de I’alimentation par rapport aux souris conventionnelles ce qui pourrait expliquer leur
résistance au régime gras. Un régime riche en graisses impacte la composition du Ml et le
transfert de ce Ml aux souris axéniques sous régime normal promeut I’'absorption des lipides
183 Ces observations affirment le réle des bactéries dans I'utilisation de I'énergie issue de
I'alimentation. L'utilisation énergétique varie selon les espéces bactériennes et il a été
démontré qu’une élévation minime du ratio Firmicutes/Bacteroidetes est associée a une
augmentation de I'absorption énergétique d’environ 150 kCal 84, Une normalisation du poids,
apres régime hypocalorique chez des patients obeses permet de restaurer le ratio
Firmicutes/Bacteroidetes similaire a celui observé chez des patients normo-pondérés 1.
D’autres variations bactériennes ont été associées a I'obésité et notamment des changements
dans les classes des y-Proteobacteria et Erysipelotrichia des patients ayant un régime déficient
en choline. La présence des y-Proteobacteria a été associée a un risque plus élevé de

développer un foie stéatosique en fonction de la quantité de choline dans le régime 12°.

B. Impact de I'implication du Ml dans la NAFLD

1. Impact du Ml dans le syndrome métabolique et dans la NAFLD

Une des premieres études menées sur I'impact du Ml dans le syndrome métabolique
et la NAFLD a été réalisée chez des souris déficientes en toll-like receptor 5 (TLR5) *#’. Le TLR-
5 est largement exprimé dans la muqueuse intestinale et reconnait la flagelline bactérienne.
Les souris déficientes (KO) en TLR5 présentent une augmentation de la masse grasse viscérale
et une altération de la tolérance au glucose et de la sensibilité a I'insuline en comparaison aux
souris sauvages (WT). Les souris KO pour TLR5 soumises a un régime enrichi en graisse
montraient un gain de poids supérieur a celui des souris WT, associé a une hyperglycémie, une
stéatose hépatique et des infiltrats inflammatoires au niveau des flots pancréatiques témoins
d’une perte de sensibilité a l'insuline. L'ajout d’un régime riche en graisses était donc
responsable d’une aggravation du syndrome métabolique chez ces souris. Une restriction
alimentaire chez ces souris permettait de corriger I'obésité mais pas de restaurer une

sensibilité adéquate a I'insuline. Enfin, la transplantation de féces issus de ces souris KO a des
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souris axéniques conférait de nombreux signes et marqueurs du syndrome métabolique aux

souris receveuses marquant l'influence du Ml dans le développement de la pathologie.

Une autre étude, réalisée sur des souris déficientes en inflammasome a montré que le
Ml issu de ces souris induisait une progression de la stéatose et une augmentation du taux de
TNFa. Ce phénotype était également transmissible par le MI, puisque des souris WT

partageant la cage des souris KO, présentaient un phénotype comparable aux souris KO 88,

Ces deux études, démontraient d’une part, que la génétique de I’'h6te était capable
d’impacter la composition du Ml ; d’autre part, que le phénotype en découlant était ensuite
transmissible via le MI. Dans le cadre de la NAFLD, ces premieres études soulignent
indéniablement que la composition du Ml est impliquée dans la susceptibilité a développer la

pathologie.

Une étude menée par Leroy et al., a permis de conclure quant au role causal du Ml
dans la NAFLD. Dans cette étude, deux populations de souris soumises a un régime riche en
graisses sont étiquetées : les souris dites « répondeuses » qui présentent une altération de la
tolérance au glucose et une inflammation systémique a bas bruit; et les souris « non-
répondeuses » qui présentent elles une glycémie adéquate et aucun marqueur de
I'inflammation. Le transfert de Ml issu des souris répondeuses a une population de souris
axéniques soumises a une régime enrichi en graisses induit le développement des mémes
altérations fonctionnelles caractéristiques de la NAFLD. Inversement, le transfert de Ml issu
des souris non-répondeuses induit un phénotype « normal » chez les axéniques receveuses
soumises au méme régime enrichi en graisses. Les analyses de microbiote effectuées entre
les deux populations de souris donneuses mettent en évidence des disparités de composition

et prouvent qu’un phénotype est transmissible par implantation du M| 8,

L'ensemble de ces études confirme I'implication du Ml comme facteur causal dans le
développement et la progression de la NAFLD et la susceptibilité individuelle liée a cette

hépatopathie.

2. Qualité de la dysbiose au cours de la NAFLD
La NAFLD et la NASH sont en partie liées a une dysbiose impactant la composition
qualitative et quantitative du MI. Des modifications de la composition bactérienne peuvent

étre présentes au niveau de tous les taxas bactériens et jusque lors il reste difficile d’incriminer
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une espece en particulier. Les études de MI sont majoritairement construites sur le
séquencage de I’ARN 16S des bactéries dans les selles. Ce séquencage est donc partiel et
permet majoritairement de renseigner les genres bactériens présents et parfois quelques
espéces. Les comparaisons entre les différentes études publiées vont donc dépendre de la
profondeur du séquencage réalisé et des banques de données utilisées pour interpréter ces
résultats. Cela peut expliquer au moins en partie les différences observées et la difficulté a

tirer de ces données un consensus précis de bactéries associées ou non a la pathologie.

De nombreuses études relatives aux différences de composition du MI entre les
patients et les individus sains ont été publiées. Parmi elles, I'étude de Leroy et al. identifie
que les souris répondeuses au régime gras montrent une augmentation du phylum Firmicutes,
des genres Barnesiella et Roseburia, et de certaines especes comme Lachnospiraceae
bacterium et de Barnesiella intestinihominis. Les souris non-répondeuses présentaient quant
a elles une augmentation du genre Allobaculum et de I'espéce Bacteroides vulgatus. Dans une
autre étude menée sur des souris axéniques recevant du Ml de patients NASH ou de patients
contréles, les différences de séquencage montraient une augmentation des Firmicutes et
notamment des Streptococcaceae ainsi qu’une élévation des Protéobactéries et en particulier
des Enterobacteriaceae dans le Ml des souris recevant le microbiote des patients NASH par

rapport au Ml des contréles 0,

Chez 'lhomme, de nombreuses études ont été menées pour tenter de déterminer les

spécificités propres au Ml dans la NAFLD et dans la NASH, qui sont résumées dans le tableau

1 191

Dans une étude comparant les patients NAFLD a des contréles sains, une augmentation de
20% des Bacteroidetes et une diminution de 24% des Firmicutes a été observée dont une
diminution de bactéries impliquées dans la production des SCFAs (Lachnospiraceae et
Lactobacillaceae) et les Ruminococcaceae intervenant dans la déhydroxylation de I'acide
cholique °2, Dans une étude menée sur 37 patients obéses avec une NAFLD, les patients
fibrotiques présentaient une augmentation des Fusobacteria (dont la famille des
Fusobacteriaceae) et des Bacteroidetes, et une diminution des Firmicutes (dont les familles
des Ruminococcaceae et des Lachnospiraceae et les genres de Streptococcus et de Dorea) et

d’Actinobacteria (dont la famille des Coriobacteriaceae) °3. Zhu et al. témoignent eux d’une
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augmentation des Proteobacteria, des Enterobacteria et d’Escherichia coli chez les patients

NAFLD 194,

Les études attestent également de variations de composition microbienne en fonction du
stade de NAFLD et du degré de la fibrose. Ainsi, une étude de Boursier et al., montrait une
augmentation de Bacteroides et une diminution de Prevotella chez les patients avec une
NASH ; I'abondance des Bacteroides étant associée de maniéere indépendante avec la présence
d’'une NASH. Une augmentation relative des Bacteroides et des Ruminococcus et une
diminution des Prevotella étaient associées a un stade de fibrose F2. De plus, I'analyse
multivariée soulignait une corrélation entre le taux de Ruminococcus et le développement

d’une fibrose avancée 1°°.

Dans une autre étude, I'analyse 16S montrait que les patients avec une NAFLD modérée
étaient porteurs de quantités plus importantes de Firmicutes et d’espéces telles que
Eubacterium rectale, Ruminococcus obeum, et Faecalibacterium prausnitzii. Les patients avec
une fibrose avancée présentaient quant a eux une augmentation de Proteobacteria au niveau
du phylum et un taux plus important de Bacteroides vulgatus et d’Escherichia coli. Une analyse
des voies métaboliques associées a I'activité de ces bactéries démontrait chez les patients
avec une fibrose importante que les bactéries présentes en quantité élevée sont en relation
avec les voies engagées dans le métabolisme glucidique et des SCFAs. Les voies métaboliques
impliquées chez les patients NAFLD a un stade moindre de la pathologie étaient différentes

au regard des SCFAs impactés °,

Enfin, le microbiote intestinal des enfants et des adolescents diagnostiqués d’'une NAFLD ou
d’une NASH présente aussi des caractéristiques propres. On notera ainsi une augmentation

de ’labondance des Gammaproteobacteria et de Prevotella *°°.

Une revue récente menée par I'équipe de Karine Clément a recensé I'ensemble des études
portant sur I'analyse du Ml dans la NAFLD (prenant en compte tous les stades de la stéatose
simple a la NASH) et la NAFLD avec fibrose et permet de dresser aprés comparaison une
signature du Ml au stade NAFLD/NASH prouvé histologiquement et au stade fibrose 7.
Ainsi, au stade NAFLD/NASH on note:

- Pourles phyla:

o une augmentation des Verrumicrobia, des Fusobacteria et des Protéobactéria
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o des résultats discordants pour les Firmicutes, les Bacteroidetes et les

Actinobacteria
- Pour les classes :

o Une augmentation des Gammaproteobacteria, des Bacteroidia et des
Epsilonproteobacteria

o Une diminution des Clostridia

- Pour les familles :

o Une augmentation des Streptococcaceae, des Enterobacteriaceae, des
Pasteurellaceae, des Veillonellaceae, des Erysipelotrichaceae, des
Kiloniellaceae et des Succinivibrionaceae

o Une diminution des Peptostreptococcaceae, des Ruminococcaceae, des
Bifidobacteriaceae et des Rikenellaceae

o Des résultats discordants pour les Lachnospiraceae, les Prevotellaceae, les
Lactobacillaceae et les Porphyromonadaceae

- Pourles genres :

o Une augmentation des Shigella, Bacteroides, Ruminococcus, Acidaminococcus,
Akkermansia, Eggerthella, Flavonifractor, Escherichia, Lachnospiraceae
incertae sedis, Robinsoniella, Dorea, Porphyromonas, Anaerococcus,
Bradyrhizobium, Peptoniphilus, Allisonella, Paracbacteroides

o Une diminution des Haemophilus, Eubacterium, Coprobacter, Holdemania,
Subdoligranulum, Coprococcus, Moryella, Pseudobutyrivibrio,
Anaerosporobacter, Alistipes, Faecalibacterium, Oscillospira et Lactobacillus

o Des résultats discordants pour les Prevotella, Oscillibacter, Bifidobacterium,
Blautia, et Roseburia

- Pour les especes :

o Une augmentation Clostridium coccoides, Propionibacterium acnes, Escherichia

Coli, Eubacterium rectale (augmentée dans la NAFLD modérée)

o Une diminution de Bacteroides fragilis.

Le stade NAFLD associé a une fibrose présente des caractéristiques propres :
- Au niveau des phyla:

o Augmentation des Fusobacteria
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o Des résultats discordants pour les Firmicutes, les Bacteroidetes, et les
Proteobacteria

o Pas de données pour les Verrumicrobia et les Actinobacteria

- Auniveau de la classe :
o Augmentation des Gammaprotéobacteria
- Auniveau des familles :

o Augmentation des Streptococcaceae, des Enterobacteriaceae, des
Pasteurellaceae, des Veillonellaceae, des Fusobacteriaceae, des
Enterococcaceae, des Staphylococcaceae,

o Diminution des Ruminococcaceae, des Lachnospiraceae et des Prevotellaceae,
des Bacteroidaceae et des Clostridiales XIV

- Auniveau des genres :

o Une augmentation des Shigella, Bacteroides, Ruminococcus, Bacillus,
Megasphaera, Atopobium, Dialister, Clostridium, Streptococcus,

o Une diminution des Haemophilus, Eubacterium, Neisseria, Alistipes et SR1
genera incertae sedis

- Auniveau des espéces :

o Une augmentation Bacteroides fragilis, de Ruminococcus obeum CAG:39 et

d’Escherichia Coli

o Une diminution d’Eubacterium rectale

L'insulino-résistance est également associée a des modifications de composition du
microbiote intestinal. Une diminution du phylum Firmicutes et des taux de Bifidobactéries ont
ainsi étaient rapportés chez les patients diabétiques par rapport aux patients sains'®® . De
méme, au niveau du genre, Bifidobacterium, Akkermansia muciniphila et Bacteroides vulgatus
sont retrouvés en proportion moindre chez les patients diabétiques. Enfin, Faecalibacterium
prausnitzii associée a une action anti-fibrotique est également diminuée en cas de résistance
a linsuline. Entre les patients NAFLD/NASH et les patients DT2, certaines signatures
microbiennes sont similaires. Par exemple on observe dans les deux pathologies une
diminution du genre Lactobacillus et une augmentation d’Escherichia Coli **’. Par ailleurs,

I'obésité et le DT2 partagent également des traits communs avec notamment une diminution
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de Roseburia intestinalis et F. prausnitzii et du genre Oscillospira témoin de 'inter-relation de

ces pathologies.

L'ensemble des données recueillies par séquencage 16S des feces des différentes
cohortes de patients montre I'existence d’une dysbiose entre les patients NAFLD/NASH et les
patients sains et témoigne de variations des bactéries impliquées en fonction du
développement de la maladie et du stade de fibrose considéré!® 105 189, 190, 193-196, 199206 pe
maniére globale, la NAFLD/ NASH et la NAFLD avec fibrose sont associées a une diminution
des bactéries Gram positif et 8 une augmentation des bactéries Gram négatif'®’. Des
discordances sont relevées dans la littérature et peuvent en partie s’expliquer par I'avancée
de la maladie. Le stade de fibrose influence par exemple la signature microbienne. De méme,
les stades NAFLD et NASH sont souvent associés a des pathologies sous-jacentes comme
I'obésité et le DT2 qui possédent leur propre signature bactérienne ce qui rend difficile la
classification des patients et s’avére fluctuant selon les études.

Des analyses complémentaires sont donc indispensables pour isoler les espéces bactériennes
incriminées dans la pathologie au regard des résultats hétérogenes qui ressortent de la

classification variable des patients selon les différentes études.
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NIVEAU PHYLA
IDENTITE TAXONOMIQUE | D'APPARTENANCE NAFLD NASH FIBROSE REF
Firmicutes tl 1l 1l 13; 93; 196,137,201, 206;203; 211,212
Bacteroidetes 1l t1 t1 208
Actinobacteria tl t1 1l 206
Verrumicrobia Phyla t 1 ? 206
Fusobacteria 1 1 1 208; 210
Proteobacteria 1 1 ? 19;197; 201;206;208; 210
Gammaproteobacteria . t 1 1 208
Epsilonproteobacteria FEateatscrets 1 1 ? 203
Bacteroidia Classe Bacteroidetes 1 1 ? 133
Clostridia Firmicutes ! 1 ? 133
Streptococcaceae 1 1 1 37, 208; 210
Veillonellaceae t 1 1 203; 210
Erysipelotrichaceae 1 1 ? 208
Peptostreptococcaceae l 1 ? 133
Ruminococcaceae o R l 1 1 133;201;208; 203,213
Lachnospiraceae tl t1 1 201, 206; 208-210; 213
Lactobacillaceae t1 t1 1 133; 203
Enterococcaceae ? ? t 213
Staphylococcaceae ? ? 1 213
Clostridiales XIV ? ? 1 213
Enterobacteriaceae Famille 1; 1 t 137, 201, 208; 213
Pasteurellaceae 1 1 1 203; 210
Kiloniellaceae Proteobacteria $ 1 ? 209
Bacteroidaceae ? ? 1 203
Succinivibrionaceae 1 1 ? 212
Rikenellaceae l 1 ? 208; 211
Prevotellaceae Bacteroidetes t1 t1 1 201, 202; 208
Porphyromonadaceae t1 t1 ? 133; 203
Coriobacteriaceae Kabsotsas ? ? 1 200
Bifidobacteriaceae 1 1 ? 201
Fusobacteriaceae Fusobacteria ? ? 1 210

Tableau 1: Qualité de la dysbiose dans la NAFLD, la NASH et la fibrose (1/3)
M = résultats discordants ; ?: non étudié ; d : retrouvé dans le DT2 ; o : retrouvé dans I'obésité
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HIVEAU PHYLUM :
IDENTITE TAXONOMIQUE | D'APPARTENANCE NAFLD NASH FIBROSE REF
Shigella 1 1 ? 208
Escherichia 1 1 ? 201, 2068
F iphiides Proteobacteria ! ! 1 206; 210
NMeisseria ? ? 1 210
Bradvrhiizobium 1 1 ? 21
Bacteroides t1° t1° 12 202
Loprobaciter 1 1 ? 206
Afstipes 1 1 ? 105; 201
Frevotails Bacteroidetes t1° t1° t1° 185-186; 193; 208
BRarnesiclla 1 7 2 136
FPorphy Js 1 1 ? 20
FParabacteroides 1 1 3 212
Fuminococeus t 1 t 202
Acidami 5 t 1 ? 206
Flavonifractor 1 1 ? 206
Anosgiraceas tae sedfs t 1 ? 208
Fobinsoniclia 1 1 ? 208
Lorea 1 1 1 203 211
Anaerococcus 1 3 ? 21
Peptaniphtfus 1 + ? 21
Asoneila 1 1 ? 212
Megasphaera Genre ? ? t 210
Dialister ? ? t 210
Llostridicm ? ? 1! 105
Streptococeus Fititii 7 ? t1 105
Fubacterium frmicutes 1 1 ? 20T, 206: 213
Holdemania i ! i 206
Subdoligrancdam 1 1 ? 206
Loprococcus 1 1 ? 133; 201; 206
Morvella 1 Il ? 139
Fseadobutvrivibrio 1 1 ? 139
Anaerosporobacier 1 1 ? 133; 212
Faecalibactenum prausnizi 1l | ? 201
Oscilospira 12 ]2 2 21
scilibacter 1l tl ? 206; 203
Lactobacilus 14 14 ? 133; 203
Hlaetia 1l 1l ? 201, 202; 208; 21
Fosebeuria 14 141 ? 135; 199; 201; 203
Eggerthalia 1 1 ? 206
Aropobitim Actinobacteria 9. ? t 210
Bifidobacterum 1°1 1°1 7 201 206
Akkermansia Verrumicrobia 1 1 2 206
SRlgenera iacentas sedis ? ? ? 1 210

Tableau 1: Qualité de la dysbiose dans la NAFLD, la NASH et la fibrose (2/3)
M = résultats discordants ; ?: non étudié ; d : retrouvé dans le DT2 ; o : retrouvé dans I'obésité
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NIVEAU ¢ ’
IDENTITE TAXONOMIQUE NAFLD NASH FIBROSE REF
Llostridiam coccoides ) 1 ? 201
Febacteriam rectale Fifinicuites 1 t 14 19
FPuminococcus obeam CAG:39 1t ? t 13
Lachnospiraceas bacterum t e 7 136
Bacteroides fragilis Espéces 1 1 1 19; 202
Barnesiclla intestinihiominis Bacteroidetes 1t ? ? 136
Racteroides vulgatus ? ? 1° 136
Fropionibacterum acaess Actinobacteria 1t 1 ? 202
Escharichia £off Proteobacteria 14 14 1! 13; 201

Tableau 1: Qualité de la dysbiose dans la NAFLD, la NASH et la fibrose (3/3)
M = résultats discordants ; ?: non étudié ; d : retrouvé dans le DT2 ; o : retrouvé dans I'obésité
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3. Rble des métabolites bactériens
Les métabolites issus du métabolisme bactérien interagissent pleinement avec I’h6te pour
maintenir 'homéostasie et toute dysbiose modifie le panel des métabolites produits et influe
donc sur le développement de la pathologie. Les métabolites bactériens revétent ainsi une

importance primaire dans la compréhension des mécanismes de la NAFLD et de la NASH.

a. SCFAs

Les SCFAs sont issus de la fermentation des fibres alimentaires et ont des rdles fonctionnels
clés dans la physiopathologie de I'obésité et des pathologies associées comme la NAFLD. Ils
représentent une source d’énergie pour I’hote et participent a la synthese de lipides et de
glucose de novo soit directement soit en activant des récepteurs spécifiques couplés aux
protéines G (GPR) dont les GPR41 et GPR432%, Le butyrate lie spécifiquement GRP41, I'acétate
GRP43 et le propionate se lie aux deux récepteurs?®®. GRP41 est localisé dans I'intestin et le
systéme nerveux sympathique tandis que GRP43 est présent dans l'intestin, le tissu adipeux
et dans les tissus immuns.

Parmi les trois SCFAs principaux, le butyrate est principalement utilisé comme substrat
énergétique par les colonocytes ; le propionate est absorbé par I'intestin et métabolisé par le
foie et I'acétate est libéré dans la circulation sanguine 2%,

Les SCFAs ont des fonctions diverses dans la régulation de ’homéostasie énergétique de

I’h6te. Une de leur action d’intérét réside dans le remodelage et le brunissement du TA.
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Figure 46: Mécanismes croisés des acides gras a chaine courte dans la régulation de ’homéostasie métabolique; d’apres
Canfora et al., 2015 %6

Les SCFAs sont issus de la fermentation des fibres alimentaires par le MI. L’acétate, le propionate et le butyrate sont
quantitativement les SCFAs les plus produits et agissent sur le foie, les tissus adipeux, le muscle et le cerveau et régulent le
métabolisme énergétique de I'organisme entre autres via leur liaison aux GPR41 et GPR43

» Acétate
L'acétate est I'acide gras a chaine courte le plus retrouvé dans la circulation plasmatique ce
qui lui conféere une plus grande capacité a exercer ses effets métaboliques dans les tissus
périphériques. S’il est considéré comme substrat de la lipogenése de novo et pourrait favoriser
I’'accumulation de TG dans le foie via cette voie, il est également associé a des bénéfices dans
les pathologies métaboliques. L'acétate est en effet un des SCFAs majoritairement impliqué
dans le brunissement du TA. Son mécanisme d’action par rapport au TA reste conflictuel. D’'un
cOté, des études ont montré que I'administration de propionate et d’acétate inhibait la
lipolyse 210 211 d’un autre cété, d’autres études ont montré que l'acétate diminuait
I’'accumulation de lipides soit par modification de leur oxydation, soit par modification de leur
synthése et de I'activité de I’AMPK.?12214 [’acétate agit sur le métabolisme au niveau central

et périphérique ce qui pourraient expliquer en partie les différences observées.

Sahuri-Arisoylu et al. ont utilisé des nanoparticules d’acétate sur des souris HFD pour

investiguer son réle périphérique dans le métabolisme énergétique en s’abrogeant de son
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action centrale?®®, L’administration de particules d’acétate entraine une amélioration
phénotypique sans réduction de I'apport calorique ni diminution du poids. D’autres études
témoignent d’une diminution de la prise de poids mais dans ce cas I'administration de
I'acétate se fait par voie orale ce qui entraine d’'une part une action centrale avec régulation
de la satiété, d’autre part une action périphérique. 213214 Administré directement au sein des
tissus cibles, I'acétate induit une diminution de la lipolyse du TA se traduisant par une
diminution de I’ATGL (adipose triglycéride lipase) catalysant les TG en AGs libres et glycérol.
Cette diminution de la lipolyse s’accompagne d’une diminution du taux d’AGs circulants et
donc une diminution de I’exposition du foie a ces acides gras qui restent la source majeure de
synthese de TG. En paralléle, I'administration d’acétate s’accompagne d’'une diminution de
I'insulinémie ce qui entraine d’une part une diminution de SREBP1c puis d’ACC et de FASN soit
une diminution de la lipogenése de novo, d’autre part une diminution de I'absorption du
glucose par GLUT2 qui empéche également la DNL. L’action périphérique de I'acétate permet
une diminution de la synthése de TG que ce soit par voie endogéne (diminution de la DNL) et
par voie exogene (diminution du taux d’AG circulants). Ces effets sont corrélés a un
brunissement du TA qui se traduit par une élévation d’'UCP1, PRDM16 et PGCla aboutissant

a la thermogenese.

» Propionate
Le propionate est produit dans le c6lon et va étre rapidement absorbé. 90% du propionate est
métabolisé par le foie et le reste est transporté dans l'organisme via la circulation
périphérique. Les concentrations systémiques en propionate ne sont pas négligeables et lui
permettent d’interagir directement avec I'hdte 2%°.
L’action du propionate est multiple :

- Directement via la circulation sanguine,

- Apres liaison a GRP41 et GRP43 ce qui stimule différentes voies de signalisation.

Le propionate agit sur le métabolisme des lipides. Les résultats d’études menées in vitro et in
vivo montrent que le propionate est capable de diminuer la production et la quantité d’AG
hépatiques et plasmatiques. En plus d’'une diminution de la DNL , le propionate agit sur le
TA ou il inhiberait la lipolyse et favoriserait 'adipogenése?!®. Cette action sur I'adipogenése

passerait probablement par une action sur le GRP41%%, En favorisant I'adipogenése et en
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inhibant la lipolyse, il est probable que le propionate améliore la sensibilité a I'insuline des
adipocytes. In vitro, I'administration de propionate est corrélée a une augmentation de
I’expression des récepteurs GLUT4 au sein du TA?!>, La diminution du taux d’AG plasmatiques
couplée a l'effet anti-inflammatoire du propionate participe a une amélioration de la
sensibilité a l'insuline. Il a également été montré qu’une infusion rectale de propionate
permettait de modifier le métabolisme lipidique et de diminuer la prise de poids et I'expansion
du TA?Y. Cela suggére que le propionate serait capable de renverser I'accumulation lipidique
due a un régime HFD. Le propionate était capable de diminuer I'expression de PPARy et des
génes de la lipogenése dont ACC. L'inhibition de PPARy entraine la phosphorylation de I’AMPK
qui a son tour phosphoryle ’ACC entrainant alors une diminution du taux de malonylCoA,
inhibiteur de la CPT1. Ll'inhibition de PPARy annule donc la répression de CPT1 induite par un
régime gras et favorise un shift du métabolisme lipidique qui passe de la synthese des lipides

a leur oxydation dans le foie et le TA.

Le propionate est également associé a la gluconeogenése intestinale ayant un effet bénéfique
sur le métabolisme du glucose et sur I’lhoméostasie énergétique 2. Le propionate agit en tant
qgue substrat direct de la gluconeogenese intestinale via fixation sur GPR41 ce qui induit
I'activation d’un axe « cerveau-intestin ». Le glucose produit au niveau de l'intestin est détecté
par un censeur du glucose dans la veine porte et induit la transmission d’un signal au cerveau
via le systeme nerveux périphérique et induit des effets bénéfiques sur la prise alimentaire et

le métabolisme du glucose en diminuant notamment la production hépatique de glucose?*,

Le propionate présente de plus une action anti-inflammatoire et inhibe NFkB en agissant via
PPARy permettant la diminution des taux de LPS circulants et donc de l'inflammation

systémique.

Enfin, le propionate induit la libération de PYY et de GLP1 par les cellules entéroendocrines
via sa liaison aux GPR. PYY et GLP1 induisent un signal de satiété et réduisent I'apport

alimentaire chez I’humain.

» Butyrate
Le butyrate est le substrat privilégié des colonocytes auxquels il fournit 60 a 70% de I'énergie
dont ils ont besoin 2'°. En plus de cette activité, le butyrate pourrait avoir un réle dans le

brunissement du TA et I'activation du BAT et serait capable de restaurer la thermogenése
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altérée aprés déplétion du Ml par traitement antibiotique. Une supplémentation en butyrate
serait ainsi capable d’engendrer une activation du systéme nerveux sympathique permettant
la stimulation du BAT et induisant alors la thermogeneése. En plus de cette action sur le TA, le
butyrate semble empécher le développement de la fibrose et donc le passage au stade NASH
en activant I’AMPK dans le foie. AMPK inhibe le stress oxydant et I'inflammation et joue un
réle dans ’lhoméostasie énergétique via le métabolisme du glucose et des lipides. Par ailleurs,
elle régule la biogenése mitochondriale et diminue I'expression de génes lipogéniques dont
SREBP1c 7. Le butyrate joue alors un role protecteur et restreint I'accumulation hépatique

de lipides et le développement de I'insulinorésistance.

Les SCFAs exercent donc une action croisée sur le tissu adipeux, le foie et le muscle
squelettique les impliquant dans la modulation de la sensibilité a I'insuline 2%°.

Ainsi, dans le TA, GPR43 est fortement exprimé. Il a été démontré que I'acétate et le
propionate agissent sur le TA en inhibant la lipolyse intracellulaire ce qui entraine une
diminution du flot d’AG libres dans la circulation sanguine. Les SCFAs agissent notamment en
diminuant I'expression de PPARy. Dans le TA cela a été corrélé a une diminution des dépots
de graisses ectopiques et a une amélioration de la sensibilité a I'insuline?®. Enfin les SCFAS
induiraient une diminution de la sécrétion des cytokines et chemokines pro-inflammatoires ce
qui semble limiter l'infiltration locale des macrophages et donc une diminution de

I'inflammation du TA.
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Figure 47: Impact des acides gras a courte chaine dans le tissu adipeux, d’aprés Canfora et al., 2015 226

Le propionate peut augmenter I’'absorption des acides gras libres potentiellement via inhibition de '’ANGPTL4 inhibiteur de la
LPL. Les SCFAs augmentent I'adipogenése régulée par PPARy via leur fixation au GPR43. Ces effets pourraient contribuer au
stockage des acides gras dans le foie et réduire leur libération dans la circulation sanguine. Les SCFAs pourraient également
diminuer la sécrétions de cytokines pro-inflammatoires et atténuer l'infiltration macrophagique.

Les traits pleins correspondent aux données retrouvées in vitro et in vivo. Les pointillés correspondent aux données
contradictoires et a des hypotheses mécanistiques

ANGPTL4, angiopoietin-like 4; FFA, free fatty acid; GPR43, G-protein coupled receptor 43; HSL, hormone sensitive lipase; LPL,
lipoprotein lipase; P, phosphate; PPARy, peroxisome proliferator-activated receptory; SCFA, short-chain fatty acid; TG,
triglyceride.

Dans le muscle squelettique, I'acétate et le propionate permettraient de réduire les
dépots ectopiques de lipides en diminuant le flux d’AG libres. L’acétate et le butyrate induisent
guant a eux 'oxydation des AGs en activant 'AMPK et en stimulant PPARS. Cela induit un
turnover des lipides et impacte positivement la sensibilité a I'insuline. Ces deux SCFAs vont de
plus influer sur le métabolisme du glucose: en se fixant sur GPR41/43, ils induisent

I’'augmentation de son absorption par GLUT4 et les capacités de stockage du glucose sous
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forme de glycogéne. Enfin les SCFAs peuvent avoir une action indirecte sur la sensibilité
insulinique du muscle et sur le métabolisme du glucose en induisant la sécrétion de PYY et

GLP-1 par les cellules intestinales 2%°.
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Figure 48: Action des acides gras & courte chaine sur le métabolisme du muscle, d’aprés Canfora et al., 2015 226

Dans le muscle squelettique, I'acétate et le propionate diminue les dépédts ectopiques de lipides en diminuant I'apport exogene
issu du tissu adipeux. L’acétate et le butyrate se lient au GPR41/43 et favorisent I'oxydation des AGs potentiellement via une
augmentation de I'activité de ’AMPK et selon un mécanisme lié a PPARG. lls peuvent également influencer le métabolisme du
glucose en favorisant I'absorption de ce dernier et son stockage sous forme de glycogéne. Enfin, les SCFAs peuvent également
favoriser la réponse du muscle a I'insuline apres sécrétion de GLP-1 et PYY.

Les traits pleins correspondent aux données retrouvées in vitro et in vivo. Les pointillés correspondent aux données
contradictoires et a des hypothéses mécanistiques.

AMPK, adenosine monophosphate-activated protein kinase; FA, fatty acid; GLP-1, glucagon-like peptide-1; GLUT4, glucose
transporter type 4, GPR, G-protein coupled receptor; pAMPK, phosphorylated AMPK; PPARS, peroxisome proliferator-
activated receptor 6; PYY, peptide YY; SCFA, short-chain fatty acid

L'impact des SCFAs dans la régulation de 'homéostasie énergétique reste ambigu.
D’une part les études chez I'animal suggérent que les SCFAs seraient impliqués dans une
augmentation de I’extraction énergétique et donc contribueraient au développement de

I'obésité. Dans le foie, I'acétate et le butyrate peuvent agir directement en tant que substrats
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de la lipogenese tandis que le propionate agit lui en tant que substrat de la gluconeogenése.
Ainsi, au niveau intestinal, I'activation des récepteurs GRP41 et GRP43 induit une
augmentation de la sécrétion de PYY, une diminution de la motilité intestinale et du temps de
transit et par conséquent une augmentation de I'absorption de nutriments et de I'extraction
d’énergie a partir du bol alimentaire. Cette interaction avec les récepteurs aux protéines G
semble contribuer au développement de la NAFLD 1°7:220.221 ‘A |inverse, les SCFAs induiraient
une augmentation de la dépense énergétique, stimuleraient la production d’hormones de la
satiété et via I'acétate favoriseraient la régulation de I'appétit au niveau central ce qui aurait
donc un impact bénéfique sur I'obésité. De plus les SCFAs et le Ml les produisant sont associés
a une amélioration de la sensibilité a l'insuline et a une amélioration des pathologies
métaboliques et de nombreuses études mentionnées précédemment montrent leurs réles de
régulateurs de 'homéostasie lipidique et glucidique via notamment le brunissement du tissu
adipeux blanc. L'acétate et le butyrate peuvent réguler le métabolisme hépatique via
I’AMPK?22, Ensemble, ces différents effets pourraient contribuer a I'lamélioration de la
sensibilité hépatique et périphérique a l'insuline et au maintien de I’homéostasie

énergétique.??
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Figure 49: Les acides gras a chaine courte régulent le métabolisme des lipides et du glucose via des réactions croisées inter-organes a travers I'activation de
I'AMPK dans le foie et dans le muscle; d'aprés Tungland et al., 2018 ¥
Les SCFAs agissent sur les différents organes pour réguler la glycémie et la lipidémie. La diminution de I'inflammation du tissu adipeux entraine une diminution
du flux d’AGs libres arrivant au foie et stimule I’activation de ’AMPK hépatique permettant une diminution de la stéatose hépatique, une diminution de la
synthése de cholestérol et une amélioration de la sensibilité a I'insuline. Dans le muscle squelettique, I’activation de ’AMPK favorise I’absorption du glucose par
les récepteurs GLUT-4. Les SCFAs favorisent également la thermogenése et la B-oxydation du BAT. L’ensemble de ces réactions entraine une diminution de la
glycémie et de la lipidémie.
NEFAs -non-esterifi ed free fatty cids; HMG-CoA -hydroxymethylglutaryl CoA; GLUT 4 -glucose transporter 4, AMPK -adenosine monophosphate-activated protein
kinase; HSL -hormone sensitive lipase; AC -adenylate cyclase; PYY-peptid YY; GLP-1
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L’étude de Den Besten sur I'administration des différents SCFAs a des souris sous

régime gras (HFD) témoigne d’'une amélioration de I'obésité, de I'IR et de la stéatose
hépatique indépendamment de la nature du SCFA administré 2%8, Cette amélioration passe par
une action sur les PPARy hépatiques et adipocytaires indépendantes: dans le foie, la

diminution d’expression de PPARy étant associée a une réduction de la stéatose tandis que

dans le TA I'action sur PPARy entraine une amélioration de I'obésité et de I'IR.
Par ailleurs, les SCFAs pourraient limiter le passage d’un état NAFLD a un état NASH en

agissant au niveau épigénétique via régulation des histone deacetylases (HDACs) ce qui

favorise I'expression de certains genes impliqués dans la réponse anti-inflammatoire.
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Figure 50: Réle des SCFAs dans le métabolisme hépatique d’aprés Canfora et al., 2015 226
Les SCFAs peuvent agir comme substrat de la gluconéogenese et de la DNL dans le foie. Le propionate est un précurseur

hépatique de la gluconeogeneése et atténue la lipogenese en inhibant I'expression de FAS. L’acétate et le butyrate sont eux
impliqués dans la lipogenése hépatique et pourraient augmenter la phosphorylation de I’AMPK favorisant alors I'oxydation
des AGs et une régulation positive de PPARa et de ses génes cibles.
Les traits pleins correspondent aux données retrouvées in vitro et in vivo. Les pointillés correspondent aux données
contradictoires et a des hypothéses mécanistiques.
AMPK, adenosine monophosphate-activated protein kinase; FA, fatty acid; FAS, fatty acid synthase; GPR, G-protein coupled
receptor; pAMPK, phosphorylated AMPK; PPARa, peroxisome proliferator-activated receptor a; SCFA, short-chain fatty acid
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L'implication des SCFAs dans la NAFLD et dans la NASH reste a explorer et leur role
apparait comme double, tantot lié a une protection dans I'évolution de la pathologie et tant6t
au contraire lié a une action délétere pour le foie. Des études chez ’homme ont montré un
enrichissement en acétate et en formate chez les patients NASH tandis que les patients avec
une NAFLD légére ou modérée présentaient plus une augmentation de butyrate et de
propionate **’. Au contraire, les études menées sur I'effet d’'une supplémentation en SCFAs
tendent a démontrer une action systémique majoritairement bénéfique de ces composés 223,
Ainsi 'administration de Tributyrine, prodrogue du butyrate, a des souris sous régimes gras
les protégent de I'obésité et prévient la stéatose hépatique et I'insulino-résistance. De méme,
I'administration de propionate et d’acétate, utilisés pour lutter contre la prise de poids
associée a un régime gras, empéche I'accumulation de lipides dans le foie ainsi que I'IR. Cela
passe par une réduction de I'absorption hépatique des AGs et la suppression de la lipogenese
dans le foie 17,

Les preuves du potentiel thérapeutique des SCFAs comme outil métabolique dans la
prévention et le traitement de la NAFLD ne cessent d’augmenter. Si les SCFAs sont
majoritairement considérés comme bénéfiques pour la santé de I’'h6te, des études poussées
restent nécessaires. En effet, la plupart des données dérivent d’études chez I'animal ou in
vitro et la relevance clinique chez I'homme ainsi que I'impact métabolique réel restent a
établir. De plus I'existence d’autres GPR que GPR41 et GPR43 nécessitent de clarifier les

potentiels effets secondaires liés a une action des SCFAs sur ces récepteurs.
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ACETATE | BUTYRATE | PROPIONATE
LisisonGPRAL | - | *_ . _ ]
Liaison GPR43 + - +
SubstratDNL | . N . S ez ]
|Substrat Gluconeogenése | - _ | _ - _._._ ]
SécrétionGlpl | - vt | F_ ]
SecrétionPyYy | . _- LA . S ]
Extraction énergétique + + +
Activite AMPK A A MNA
A ] 7 T
N NA_ __.Na
N N Yl
FOIE _____}.T ___________ §| ______ ______}T ______
N T TTTTRAT T[T T
T I A _ . Na ]
T I A _ . Na ]
Oxydation Ags A A A
Lipolyse ..y | _ N N ]
Adipogenése | A i _. A_ A ]
inflammation _ | N [ N N ]
Sécrétion leptine | A [ . A_ ]
™ |actvigpeary_ T TR TR W]
[Augmentation de l'absorptiondes AGs | NA ] NA_ ] H |
Diminution de la phosphorylationd’HsL | | Ho_ ] NA_ ] H |
Brunissement TA A A A
Activite AMPK _____.71 ___________ f ______ ______.7l ______
T A __._ L
S B N N ]
MUSCLE _____.71 ___________ f ______ _____I_\Ii!« ______
S B N . NAa_ ]
A A _ A ]
Augmentation de I'absorption du glucose A A 21
BAT Thermogenése A A A

Tableau 2: Fonctions des acides gras a chaine courte dans la NAFLD
NA : manque d’information; H : r6le probable considéré comme une hypothése
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Figure 51: Acides gras & chaine courte et NAFLD, d'aprés Chu et al., 2018 1%

Les SCFAS sont générés par le Ml apres fermentation des fibres alimentaires et entrent dans le foie via la veine porte. Dans le foie, I'acétate et le
propionate favorisent I'accumulation de TG et la synthése hépatique de glucose.

Les SCFAs activent également GPR41 et GPR43 dans les cellules intestinales ce qui entrainent la sécrétion de PYY et de GLP-1, et favorise
I'absorption de nutriments. L’ augmentation de I'absorption énergétique contribue a la DNL.

D’un autre c6té le butyrate peut activer '’AMPK et atténuer la stéatose hépatique.

b. Acides biliaires
Comme décrit précédemment, le M| est un acteur majeur indispensable du
métabolisme des acides biliaires. Son action affecte la taille et la composition du pool d’acides
biliaires. Ainsi, une dysbiose altére les concentrations systémiques en acides biliaires primaires
et secondaires et modifie leur synthése??°, Compte tenu du rdle des acides biliaires dans la
régulation du métabolisme, via TGR5 mais surtout FXR, la modulation de la composition du

pool d’acides biliaires en cas de dysbiose impacte 'homéostasie métabolique.

Une augmentation du pool d’acides biliaires induit I'activation de voies de signalisation
associées a la mort cellulaire et impliquant des cascades de réactions oxydatives et
inflammatoires hépatiques. Une diminution du taux d’acides biliaires secondaires par le Ml

lors de la dysbiose amoindrit quant a elle la stimulation de FXR et TGR5 dans l'iléon. Cela
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engendre une rétention des sels biliaires, une augmentation de la perméabilité intestinale et

une surcroissance bactérienne favorisant le développement de maladies hépatiques??*.

Les patients NASH présentent une modification de la composition de leur pool d’acides
biliaires avec une augmentation du ratio acides biliaires primaires/acides biliaires secondaires
fécaux 2%%. De plus, on retrouve une augmentation de I'acide chénodeoxycholique (CDCA,
acide biliaire primaire) et une diminution des taux d’acides deoxycholique (DCA) et

ursodeoxycholique (UDCA) (acides biliaires secondaires) dans le sérum de patients NASH 225,

L’'ensemble de ces données montre I'implication certaine de la dysbiose dans la composition
du pool d’acides biliaires et l'impact que ce changement peut entrainer dans le
développement et la progression de la NAFLD. En dépit des données contradictoire sur |’action
bénéfique ou délétere de FXR dans la NAFLD, les agonistes des récepteurs FXR et TGR5 sont
étudiés comme piste thérapeutique dans les hépatopathies'®® 220,224 226 Chez ’homme, les
études FLINT et REGENERATE analysent le potentiel de I'acide obéticholique (OCA), agoniste
de FXR dans le traitement de la NASH??’. Si "lamélioration de la stéatose hépatique et de la
fibrose a été démontrée pour cette molécule, les effets indésirables notamment le potentiel
athérogénique de I'OCA et I'apparition d’un prurit sont a noter. D’un autre c6té, le fait que les
activateurs de TGRS puisse induire une prolifération cholangiocytaire a largement mis un frein

a la recherche d’agoniste spécifique TGR5 2%,
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Figure 52: Implication des acides biliaires dans la NAFLD, d'aprés Chu et al., 2018 &

La dysbiose du MI modifie la composition des ABs. L’augmentation du ratio DCA/CDCA diminue I'activation de FXR et

I’expression de FGF15/19.

La diminution de FXR altére le métabolisme du glucose et ’lhoméostasie lipidique.

La diminution de FGF15/19 augmente I'expression de CYP7A1 et par conséquence la synthése d’ABs.
Cela participe au développement de la NAFLD.

c. Métabolisme de la choline

La choline est un élément indispensable pour la production des VLDL et participe au
transfert de lipides dans le foie. Elle a deux origines distinctes : 70% de I'apport en choline
provient de I'alimentation et le reste est synthétisé par I'organisme. Dans le foie, la choline
est principalement utilisée pour la biogenése de la phosphatidylcholine ou dans le maintien
du cycle de la S-adenosyl methionine (SAMe). Une délétion des genes impliqués dans le
métabolisme de la choline et le manque de disponibilité en choline pour le cycle de SAMe
promeut le développement de la NAFLD. Une déficience en choline est régulierement utilisée
dans les modeéles animaux pour recréer une NAFLD. Un déficit en choline induit en effet une
diminution des taux de VLDL par manque de phosphatidylcholine et inhibition de la B-
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oxydation ce qui entraine I'accumulation hépatique de lipides et de cholestérol, la genése d’un
stress oxydant et une altération des cytokines et adipokines favorisant un contexte

inflammatoire 177 12,

Le taux de choline disponible dans I'organisme dépend d’une part de la qualité de
I’alimentation, d’autre part du métabolisme du MI 18, En effet certaines bactéries
commensales comme E.Coli ou Desulfovibrio desulfuricans convertissent la choline en
méthylamines telles que la triméthylamine (TMA) ou la diméthylamine (DMA). Un des dérivés
du TMA est le TMAO qui provient de I'oxydation hépatique du TMA. Le TMAO peut participer
au développement de la NAFLD via divers mécanismes. Le TMAO module le métabolisme du
glucose, promeut le développement de I'insulinorésistance et favorise I'inflammation du tissu
adipeux. De plus, le TMAO impacte la conversion du cholestérol en acides biliaires affectant
alors I'absorption des lipides et ’homéostasie du cholestérol 7. Enfin le TMAO apparait
comme facteur aggravant de plusieurs pathologies métaboliques comme I'athérosclérose, le
diabéte de type Il et de certaines maladies cardiovasculaires. La dysbiose intestinale impliquée
dans la NAFLD peut conduire a une biotransformation de la choline en TMA ce qui induit une
augmentation de la synthése de TMAO et une diminution des quantités de choline
disponibles??®. Certaines espéces bactériennes peuvent également utiliser la choline pour la
synthése de phosphatidylcholine, composant de la membrane cellulaire des eucaryotes mais
aussi de 10 a 15% des especes bactériennes dont L. pneumophila et P. aeruginosa. Lors de la
NAFLD, une surcroissance bactérienne dans I'intestin peut étre a I'origine d’une augmentation
de l'utilisation de la choline par ces bactéries pour produire de la phosphatidylcholine et donc
participer a la déplétion des stocks disponibles en choline ce qui favorise a terme le

développement de la NAFLD et la progression en NASH >,
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Figure 53: Implication de la choline et de ses métabolites dans la NAFLD; d'aprés Chu et al., 2018 18*

La choline est convertie en TMA par le Ml ce qui diminue le pool disponible de choline. Une diminution de la choline impacte
la sécrétion des VLDL et favorise I'inflammation du foie. Des taux élevés de TMA induisent la production de TMAO et favorisent
le développement de la NAFLD par une augmentation de I'insulinorésistance et une diminution de la tolérance au glucose

d. Production endogene d’éthanol

Des études cliniques ont fait part de la détection de taux bas d’éthanol plasmatique
notamment chez les patients pédiatriques présentant une NASH!°* Certaines espéces
bactériennes portent des genes capables de produire de I'alcool aprés fermentation de sucres
issus de I'alimentation. La production d’alcool endogene participe au développement et a la
progression de la NAFLD. En effet, la stéato-hépatite alcoolique et la NASH partagent un
certain nombre de caractéristiques communes au niveau histologique. La consommation
d’éthanol favorise la perméabilité de la barriere intestinale en augmentant I'expression
intestinale de cytokines pro-inflammatoires. Un des métabolites de I’éthanol, I'acétaldéhyde,
affecte quant a lui les protéines de jonctions serrées. L’éthanol exacerbe le stress oxydant et
I'inflammation hépatique. Dans le foie, I’éthanol inhibe le cycle de I’acide tricarboxylique ce

qui entraine une augmentation des taux d’acétate et favorise I'accumulation de triglycérides
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hépatocytaires. L'alcool augmente également I'activité du cytochrome P450 2E1 (CYP2E1)
induisant une oxydation de I'alcool et la production de ROS impliqués dans I'inflammation du
foie?3. Une étude récente a notamment isolé une souche de Klebsiella pneumoniae capable
d’induire une production significative d’alcool endogéne. La détection de cette bactérie dans
une cohorte de patients chinois NAFLD et NASH était associée avec la sévérité de la pathologie
et portée par pres de 60% des patients de la cohorte. Le transfert par gavage de cette bactérie
chez des souris induisait le développement de la NALFD 23, La dysbiose intestinale dans la
NAFLD peut donc contribuer a la production d’alcool endogéne qui conduit a la progression
de la NAFLD en augmentant la perméabilité intestinale et, suite a la formation d’acétate et

d’acétaldéhyde, promeut la fibrose hépatique®®’- 19,
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Figure 54: Implication de I'éthanol dans la NAFLD, d'aprés Chu et al., 2018 18

La production endogéne d’éthanol entraine une augmentation de la perméabilité intestinale en activant la production de
cytokines pro-inflammatoires et d’acétaldéhyde. Il y a translocation des PAMPs dans le foie ce qui accentue la production de
cytokines pro-inflammatoires et active la lipogenése. L’acétaldéhyde produit est cytotoxique pour les hépatocytes. L’acétate
favorise quant a lui I'accumulation de TG dans le foie. Enfin I’éthanol endogene active CYP2E1 ce qui participe également au
contexte inflammatoire.
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Le Ml dysbiotique via la production de métabolites bactériens et en particulier des SCFAs, de
la choline, des acides biliaires et d’éthanol endogéne participe activement au développement

et a la progression de la NAFLD en NASH?32,
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Figure 55: Réles des métabolites bactériens dans le développement de la NAFLD et de la NASH, d’aprés Xie et al., 2019 237
Le M participe au développement de la NAFLD et de la NASH via différents mécanismes intriqués.

La dysbiose altere la perméabilité intestinale et favorise la translocation de composants comme le LPS et les PAMPs qui
favorisent le développement de I'inflammation

Les métabolites bactériens (éthanol, choline, acides aminés, SCFAs et acides biliaires) régulent ’'homéostasie lipidique et
glucidique ainsi que des processus inflammatoires.

C. Interaction entre le microbiote intestinal et le tissu adipeux ; importance de I’axe tissu
adipeux/intestin

Les premiers éléments témoignant d’une interaction entre le microbiote intestinal et
le tissu adipeux que ce soit le BAT ou le TA découlent d’études menées chez des souris
dépourvues de MI. En effet, chez des souris axéniques, il a été montré une diminution de
I’extraction énergétique des nutriments apportés par I'alimentation et une augmentation de
métabolites associés a I'activité du BAT ce qui oriente vers une suractivation du catabolisme
lipidique du BAT chez ces souris. De plus, chez les souris conventionnelles, une déplétion du
Ml induite par un traitement antibiotique favorisait I'avéenement d’un brunissement du TA au

niveau de dépots sous-cutanés et viscéraux avec une augmentation des marqueurs géniques
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du BAT a savoir UCP1, Cidea, PGCla et PPARa. 233234, Ces modifications s’accompagnaient
d’une amélioration de la tolérance au glucose et de la sensibilité a I'insuline, ainsi que d’une
réduction de la masse grasse corporelle de ces souris. La transplantation fécale opérée dans
le but de restaurer la flore intestinale initiale des souris s’accompagnaient d’une altération de
la tolérance au glucose, d’'une augmentation des taux de tissu adipeux blanc et de la taille des
adipocytes, ainsi que d’une atténuation de I'expression des génes relatifs au brunissement du

tissu adipeux. Ces résultats témoignent donc du lien entre le Ml et les tissus adipeux.

Les mécanismes par lesquels le Ml interagit avec le BAT et le tissu adipeux blanc commencent
a étre décryptés. Il semblerait qu’une déplétion du Ml induise une diminution de sécrétion de
LPS dans la circulation sanguine et une réduction de la stimulation de TLR4 par ce LPS. Par voie
de conséquence, I'arrét de ce processus diminuerait I'inflammation du TA et permettrait une
activation du BAT s’accompagnant d’une augmentation de la sensibilité a I'insuline 23°. Des
études menées sur I'impact d’une exposition au froid sur la composition du Ml montre qu’une
transition importante s’opeére lors de ce phénomeéne. De plus la transplantation du Ml des
souris exposées au froid induit une augmentation de la dépense énergétique et I'induction du
brunissement des adipocytes?3®. De la méme maniére, I'exposition de rongeurs au froid
entrainait une diminution de I'obésité associée a une activation du BAT et d’une modification
de la composition du MI avec augmentation de Adlercreutzia, Mogibacteriaceae,
Ruminococcaceae, Desulfovibrio; et diminution de [I'abondance de Bacilli et
Erysipelotrichaceae®®’. Dans cette étude, la transplantation fécale du MI des souris
maintenues a 12°C a des souris receveuses axéniques sous régime enrichi en graisses induit
une prise de poids moins importante et une activation du BAT avec augmentation de
I’expression génique et protéique d’"UCP1 par rapport aux souris recevant le Ml de donneuses
élevées a une température plus importante. De la méme maniére les souris exposées a un
jeune intermittent montrent elles aussi un brunissement du tissu adipeux et une modification
du microbiote intestinal dont I'implication dans les modifications physiologiques décrites est
confirmée par des études de transplantations fécales 238, Une seule étude chez 'homme a
analysé la relation entre le Ml et le brunissement du tissu adipeux. Les résultats montrent
qu’une abondance relative en Firmicutes est associée a une augmentation des marqueurs

PRDM16 et UCP1 associés au brunissement du TA.
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Certaines études observant I'impact d’une supplémentation en polyphénols tels que les
gypénosides ou la glucoraphanine montrent que l'induction d’un brunissement du TA et
I'activation du BAT sont également accompagnés d’une modification du MI. Ainsi une
alimentation enrichie en polyphénols augmente notamment I'abondance en Akkermansia
muciniphila et est associée a une amélioration du métabolisme gluco-lipidique en plus des

modifications induites sur les tissu adipeux 23°.

Par ailleurs, au-dela des modifications propres de composition du Ml, les produits bactériens
comme les SCFAs pourraient également intervenir dans le brunissement et I'activation du tissu
adipeux brun. Il a ainsi été prouvé qu’une supplémentation orale en butyrate et en acétate
chez des souris sous régime enrichi en graisse permettaient de stimuler I'expression génique
de PPARa et UCP1 dans le BAT et le TA. De méme, les souris soumises a un jeune intermittent
montraient une modification de la composition bactérienne corrélée a une augmentation de
I'acétate et du lactate, produits de fermentation capables d’augmenter I'expression de MCT1
dans les adipocytes et de promouvoir le développement d’un brunissement du TA 240, Une
étude chez le rongeur a montré que I'administration de resvératrol, molécule anti-oxydante
permettant de contrer les effets induits par un régime gras, entrainait une augmentation de
Bacteroidetes, Blautia, Ruminococcus, et Parabacteroides, connues pour étre des producteurs
de SCFAs. Cette modification de composition de Ml et les effets bénéfiques de la molécule

s’accompagnaient d’un brunissement du TA 241,

D’autres métabolites comme les anthocyanines métabolisés également par le Ml ont montré
leurs effets anti-obésité et I'induction d’une modification d’activité du BAT et de I'expansion

des adipocytes beiges au sein des tissus adipeux.?*?

Si les mécanismes précis restent peu connus quant a I'effet du BAT et du brunissement du TA
sur le syndrome métabolique et la NAFLD, beaucoup d’éléments sont en faveur d’un axe tissu-
adipeux/intestin jouant un rdéle majeur dans la régulation du métabolisme glucidique et
lipidique. L’activation du BAT peut donc étre un axe thérapeutique d’intérét dans la prise en
charge de la NAFLD %38, Chez le rongeur, les différents traitements sus-mentionnés sont
administrés en préventif et leurs effets curatifs tant chez I'animal que chez I’humain restent a

vérifier.
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ACTIVATION DU BAT BRUNISSEMENT DU WAT

Figure 56: Réle du brunissement du tissu adipeux blanc (WAT) et de I'activation du tissu adipeux brun (BAT) dans la NAFLD,
d’aprés Moreno-Navarrete et al. , 2019 35°

Cette figure montre I'impact de certaines situations physiologiques de stress sur la composition et I'activité du M. Les SCFAs
et les ABs secondaires favorisent I'activation du BAT et le brunissement du WAT tandis que le LPS et les peptidoglycanes
stimulent la réponse inflammatoire du WAT et inhibent son brunissement.

D. Autres mécanismes

1. Implication de FIAF (fasting-induced adipose factor)
Le microbiote intestinal est capable de diminuer I'expression intestinale de FIAF aussi connu
sous le nom d’angiopoietin-like protein 4. FIAF est un inhibiteur de la lipoprotéine lipase
circulante (LPL) produit par I'intestin, le tissu adipeux et le foie. L'inhibition de FIAF induit des
taux plus importants de LPL ce qui favorise I'absorption cellulaire des acides gras,

I’accumulation de triglycérides et donc une majoration du stockage des graisses 243 244,

2. Pullulation microbienne au niveau de l'intestin gréle (SIBO, small intestinal

bacterial overgrowth)
La NAFLD et la NASH sont associées a une endotoxémie qui peut s’expliquer en partie par une
pullulation microbienne dans l'intestin gréle (SIBO). Dans la NAFLD, une SIBO est retrouvée
dans 50 a 70% des études et concerne 56% des patients NAFLD. Ce phénomeéne a été reconnu
comme facteur indépendant de la sévérité de la stéatose hépatique en raison de son réle dans
le dysfonctionnement de la barriere intestinale. Aucune corrélation n’a été établie en
revanche entre la SIBO et la présence d’une NASH, d’une inflammation lobulaire ou du score

de fibrose.
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En cas de SIBO, on assiste a une modification quantitative du microbiote qui induit une

dysbiose. Cette dysbiose favorise l'augmentation de la perméabilité intestinale et la

translocation de produits bactériens dans la circulation systémique avec les conséquences

connues pour le développement et la progression de la NAFLD et de la NASH 178 245,
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Figure 57: Impact de I'axe foie-intestin dans la pathogenése de la NAFLD et potentiel thérapeutique des probiotiques
d’aprés Meroni et al.; 2019 3%
(A)L’obésité, un régime alimentaire délétere et la sédentarité favorisent la stéatose hépatique, alterent la barriere intestinale
et modifient la composition du microbiote intestinale créant une dysbiose. La perméabilité intestinale augmente ave perte de
I'activité des protéines de jonctions serrées (ZO-1, claudines), la couche de mucus s’affine (MUC2) et il y a diminution de
sécrétion des peptides antimicrobiens et des IgA. Cela entraine I'apparition d’un milieu pro-inflammatoire avec recrutement
des macrophages, des cellules dendritiques et des cellules T CD4+ et T CD8+. Il va y avoir translocation de bactéries pathogénes,
de PAMPs et de DAMPs comme le LPS. En atteignant le foie via la veine porte les PAMPs/DAMPs et des taux importants
d’acides gras libres circulants activent les cellules de Kupffer et induisent une réponse inflammatoire hépatocytaires qui active
les cellules stellaires du foie via une cascade de réactions régulée par les TLR. On assiste a une augmentation de la libération
de cytokines et chemiokines pro-inflammatoires dont (TNFa, IL1, IL6, IL8 et IFN-y) et une aggravation des lésions du foie.

(B) Les probiotiques peuvent induire la restauration de I'intégrité de la barriére intestinale et les paramétres perturbés par la
dysbiose. Ils induisent la sécrétions d’acteurs anti-inflammatoires comme TGF-68 et IL10 via les cellules de I'immunité. Dans le
foie, la diminution de I’endotoxémie endigue les dommages hépatiques et contribue a la restauration des fonctions
hépatiques. L’inflammation est maitrisée et on retrouve une sensibilité a I'insuline, une diminution de la stéatose et une
diminution de la fibrose.

L’ensemble des données actuelles indique que le Ml est un cofacteur important dans

le développement et la progression des lésions hépatiques de la NAFLD. Cependant, la grande

complexité de cet écosystéme ne permet pas encore aujourd’hui de dégager des voies
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métaboliques ou d’espéces bactériennes spécifiquement impliquées dans les effets

protecteurs ou inversement déléteres. En effet, de par les effets pléiotropiques inhérents au
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Figure 58: Récapitulatif de la pathogenése de la NASH, d’aprés Kook Hwan Kim et al., 2018 32
Des facteurs environnementaux, métaboliques et génétiques contribuent au développement et a la progression de la NAFLD en NASH. Ces
facteurs affectent simultanément plusieurs organes: le foie, I'intestin et le tissu adipeux. On assiste notamment a une augmentation du
flux d’acides gras libres et d’espéces lipotoxiques dans les hépatocytes qui entrainent le développement d’une stéatose et permettent la
mise en place d’un contexte inflammatoire. La libération par les hépatocytes de médiateurs de I'inflammation (cytokines, DAMPS...)
stimulent les cellules de Kupffer qui vont activer une réponse immunitaire et les cellules stellaires. Dans ce contexte, la fibrose se
développe induisant la progression de la NAFLD en NASH.

[Inﬂammation]

des études mécanistiques poussées restent nécessaires pour prévenir des effets

secondaires aprés modulation du MI qui pourraient s’avérer plus néfastes que le bénéfice

spécifique ciblant la pathologie d’intérét.
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CHAPITRE 6 : MODELES ANIMAUX DE LA NAFLD/NASH

De nombreux modeles animaux d’étude de la NAFLD et de la NASH sont disponibles
avec leurs qualités et leurs défauts. A ce jour aucun ne permet de retranscrire parfaitement le
panel complet du spectre de lésions et de mécanismes impliqués dans la NAFLD et dans la
NASH. Les modeéles génétiques ont certains avantages notamment liés a une diminution du
temps d’expérimentation mais sont extrémement colteux et parfois délicats a obtenir. De
plus la plupart des mutations génétiques utilisées ne sont pas retrouvées chez I’'Homme ce qui
les rend moins pertinents. Du fait des différences substantielles existant entre humains et
rongeurs d’un point de vue anatomique comme physiologique, la transposition a ’homme des
résultats obtenus chez I'animal s’est régulierement soldée d’un échec. Ainsi certaines
molécules comme l'inhibiteur de phosphodiestérase-4 ASP9831, le resveratrol ou I'ézétimibe
qui avaient tous montré des résultats concluants lors d’études in vivo n’ont pas tenu leurs

promesses lors d’essais thérapeutiques chez I’humain.

Il est donc primordial d’avoir une perception claire du phénomene étudié afin de
déterminer en amont le modeéle le plus approprié prenant en compte les comorbidités de la

pathologie, le degré de fibrose et la complication possible en cancer du foie.
Trois grands types de modeéles sont aujourd’hui utilisés pour étudier la NAFLD et la NASH :

- Des modeéles alimentaires ;
- Des modeles dits « chimiques » ;

- Des modeles génétiques.

L’'ensemble de ces modeles utilise préférentiellement les souris ou les rats en raison de leur
capacité intrinseque de développement des caractéristiques de I'obésité, du diabéte de type
Il et de la NAFLD. De nombreux parametres conditionnent le temps de développement de la
NAFLD et le stade : I'espece animale utilisée, le sexe, la souche, la composition du Ml et le type

de régime utilisé.

Globalement I'ensemble des études chez I'animal est réalisé sur des males pour la NAFLD. Ces
derniers présentent effectivement une prise de poids plus importante que les sujets féminins

et cela permet de s’affranchir des variations hormonales liées au cycle oestrien.
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I Modeéles utilisant un régime alimentaire particulier

A. Régime déficient en méthionine et en choline (MCD)

Le régime déficient en méthionine et en choline (MCD) est I'un des régimes couramment
utilisés dans I’étude de la NAFLD. Il contient généralement un taux de sucre important (40%)
et un taux modéré de lipides (10%). La méthionine et la choline sont deux nutriments
essentiels au bon fonctionnement de I'organisme et leur absence s’accompagne d’une
altération de la B-oxydation des acides gras et d’une altération de la production et de la
sécrétion des VLDL conduisant a I'accumulation de lipides dans le foie comme détaillé dans le
Chapitre 2. 2%¢ De plus, ce régime entraine une mort cellulaire des hépatocytes, I"apparition
d’un stress oxydant et des modifications de production de cytokines et d’adipokines liées a la
déficience en choline. L'absence de méthionine entraine une stéatose rapide, dés 3 jours de
régime et favorise le développement de I'inflammation et de la fibrose hépatique sous 2 a 8
semaines. Cependant, les animaux ne présentent pas le phénotype des patients NAFLD et en
particulier ne montrent aucune obésité (voire méme a I'inverse méme une perte de poids), ni
dyslipidémie, ou résistance a l'insuline. Ce modele est donc optimal pour I'étude des
évenements intra-hépatiques liés au stade de NASH mais ne s’inscrit pas dans I'étude globale

de la pathologie 2%’.

Un autre type de régime basé sur une déficience en choline est disponible : le régime CDAA
(choline deficient amino acid) ou le déficit en choline s"accompagne d’une déficience en L-
acides aminés 28, De la méme maniére que le régime MCD, le régime CDAA entraine le
développement d’une fibrose caractéristique de la NASH. Cependant, la prise de poids,
I'altération du profil lipidique plasmatique ou une intolérance au glucose, éléments majeurs
de la NAFLD ne sont pas non plus retrouvés pour ce type d’alimentation, méme lorsqu’il est

combiné a un régime HFD 2%°.

B. Régime athérogénique

Le régime athérogénique contient une dose de cholestérol élevée de 1 a 1,25% et 0,5%
d’acide cholique qui promeut I'absorption de lipides et de cholestérol, supprime la
transformation du cholestérol en acides biliaires, augmente les taux de cholestérol dont le
HDL-cholestérol et conduit au développement d’athérosclérose. Ce régime permet d’induire
au bout de 6 semaines d’utilisation une inflammation et une stéatose et d’une élévation des

ALAT, du cholestérol total et des TG. Apres une utilisation plus prolongée sur 24 semaines on
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assiste au développement d’une ballonisation des hépatocytes et d’une fibrose. L’ajout de
60% de lipides (beurre de cacao) permet d’obtenir un phénotype caractéristique de la NASH
en 12 semaines en accélérant notamment la ballonisation des hépatocytes®>°. Le régime
athérogénique réplique la NASH mais les changements métaboliques induits sont différents
entre le modeéle animal et ’humain avec une IR hépatique mais pas systémique et une perte

de prés de 9% du poids pour les rongeurs et des dép6ts adipeux plus petits 24°.

Un autre régime athérogénique existe et permet de mimer les étapes de la NAFLD et de la
NASH. Ce régime dépourvu d’acide cholique est enrichi en graisse, en sucrose et en cholestérol
1 Ganz et al., ont ainsi montré que lutilisation de ce type de régime avec une
supplémentation en cholestérol de 10% permettait d’obtenir un phénotype NAFLD en 8
semaines , le développement d’'une NASH en 27 semaines et des signes de fibrose aprés 49

semaines de traitement.

C. Supplémentation en fructose

Le fructose est un monosaccharide métabolisé par le foie et extrémement présent dans
certains régimes alimentaires notamment aux USA ou il joue un role délétere pour
I'organisme. Dans la NAFLD, le fructose a été impliqué dans le développement de la stéatose,
dans le déclenchement de processus inflammatoires et du stress oxydant et dans le
développement de I'insulinorésistance. Il interagit de plus avec le Ml et pourrait favoriser la
dysbiose et donc le développement et la progression de la pathologie 2°>2°3. Dans les modéles
animaux étudiant la NAFLD ou la NASH, le fructose est souvent ajouté dans I'eau de boisson.
Il promeut en 2 mois le développement d’une stéatose simple chez des rats Wistar dont I'eau
de boisson est supplémentée a 20%. Cette stéatose s’accompagne d’une prise de poids
significative et d’'une augmentation des taux plasmatiques de glucose et de TG 2°4, Les souris
supplémentées par 30% de fructose dans leur eau de boisson présentent taux de TG
hépatiques triplé voir quadruplé s’accompagnant d’'une augmentation de la stéatose et du
poids corporel 2°>, Une utilisation relativement courte ne permet pas de développement des
éléments caractéristiques de la NASH comme la fibrose. Par contre, une surcroissance
bactérienne intestinale avec endotoxémie et stimulation des cellules de Kupffer est

observable 2°6.

Le fructose est souvent utilisé en combinaison avec un régime enrichi en graisse (HFD) et

va étre soit ajouté directement au régime solide, soit incorporé a I'’eau de boisson.
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Des souris C57BL/6 nourries par un régime riche en graisses, en carbohydrates et dont
I’eau de boisson est supplémentée par 55% de fructose développent apres 16 semaines un
phénotype caractéristique de I'obésité s’accompagnant d’une IR et une NASH fibrosante avec
augmentation du stress oxydant hépatique, de linfiltration de macrophages et d’une
fibrose?>’. De méme, un régime riche en graisses (42%), en fructose (42g/L) et en cholestérol
(0.2%) induit les caractéristiques de I'insulino-résistance, de la stéatose, une ballonisation

hépatocytaire et une fibrose progressive 2%,

Une étude comparative a été menée par Sellman C, et al. sur trois régimes distincts : régime
High-fat High-fructose (HFHFD), régime High-fat et supplémentation en fructose dans I'’eau de
boisson et régime High-fat simple 2°°. Aprés 8 semaines d’utilisation, le premier régime
combinant le fructose et le gras dans I'alimentation montrait une stéatose plus importante
pour les souris et aprés 16 semaines on observait des éléments caractéristiques d’une
inflammation hépatique non retrouvés dans les autres groupes. L'ajout de fructose a un
régime riche en graisses favorise la fibrose hépatique, la ballonisation hépatocytaire et
I'inflammation du TA. Le phénotype de la NASH est donc recréé mais il est important de noter

gu’une utilisation seule du fructose ne permet pas d’obtenir la pathologie.

Un des régimes alimentaires les plus étudiés est le régime ALIOS (American Lifestyle Induced
Obesity Syndrome) contenant 45% de kcal issu des lipides, 30% d’acides gras trans et de I'eau
de boisson avec fructose. 16 semaines de régime ALIOS induisent une stéatose importante qui
s’accompagne d’une nécro-inflammation et d’une élévation des ALAT. Cependant ces
données ne sont pas significativement différentes comparées a celle obtenues via un régime

riche en AG trans-saturés sans ajout de fructose.

D. Régimes riches en graisses dits « HFD (high fat diet) »

Les régimes enrichis en graisses HFD sont extrémement variables et largement utilisés comme
modeles dans la NAFLD et la NASH. lls permettent, via une augmentation des taux d’acides
gras apportés, de stimuler I'accumulation de lipides dans le foie soit en relation avec le haut
taux d’acides gras libres mis a disposition, soit via stimulation de la lipolyse. Ce régime permet
de recréer certaines étapes pathogéniques de la NAFLD : obésité, hyperlipidémie et

insulinorésistance dés 10 semaines d’utilisation 2%, Une des lacunes des régimes HFD est le
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manque de développement de la fibrose n’en faisant pas un modeéle totalement adéquat pour
I’étude de la NASH. En effet, si on observe une stéatose dans la majorité des HFD,
I'inflammation et donc la NASH est souvent cryptique, les ALAT peu augmentées et
I'inflammation du foie doit étre validée par une augmentation du profil inflammatoire
hépatique. De plus, la fibrose n’est observée qu’a des phases tardives dépendantes de la
nature du HFD. Le développement des éléments relatifs a la NAFLD varie dans le temps en
fonction de I'espéce de rongeurs utilisée, de I'dge, de la durée du régime mais également du
type de graisses utilisé. De maniere générale la plupart des études utilisent un régime dont
60% des kcalories est issu du gras 261, La nature du gras est variable et peut étre soit du lard,
soit de I'huile de soja, soit de I'huile d’arachide, ce qui modifie les quantités respectives
d’acides gras saturés et insaturés. Il a été mis en évidence que les animaux recevant un régime
enrichi en acides gras saturés présentaient une stéatose plus importante que ceux recevant

un régime avec du lard standard 262,

Parmi les variations de régime enrichi en graisses et au vu des effets déléteres du fructose
sur le métabolisme glucidique et lipidique, une combinaison high-fat, high-sucrose est parfois
utilisée. Le taux de saccharose ajouté au régime varie selon les protocoles et I’association high-
fat high-sucrose s’accompagne d’'une augmentation de I'accumulation de lipides dans le foie

et de la stimulation de la lipogenése de novo 293,

Il. Modéles chimiques

Les modeles définis comme « chimiques » se réferent aux protocoles ou la pathologie est
induite par administration de molécules chimiques. Les deux plus communément utilisés pour
induire des pathologies hépatiques sont le tétrachlorure de carbone (CCL4) et le

Diethylnitrosamine (DEN).

A. Tétrachlorure de carbone (CCL,)

L'administration du CCLs est une méthode largement utilisée pour étudier la fibrose
hépatique?®*. Le CCL4 est hépatotoxique et est capable d’induire un stress oxydant dans le foie
favorisant I'accumulation de lipides toxiques et une réponse nécrotique majeure. Les
métabolites du CCLs activent les cellules de Kupffer qui liberent des cytokines pro-
inflammatoires aggravant les dommages hépatiques. De plus le CCLs induit une fibrose

proportionnelle a la dose administrée s’accompagnant d’une nécrose des hépatocytes, d’une
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ballonisation et d’une infiltration de cellules immunitaires couplées a une stéatose mixte
micro et macrovésiculaire. Utilisé seul, le CCLs n’est pas capable d’induire une obésité ou une
insulinorésistance d’ol sa combinaison fréquente a des régimes enrichis en graisses. C’est un
modéle animal facile a mettre en place et qui recréé rapidement la pathologie mais I'utilisation
de CCL4 a été associée a des déces animaliers par intoxication. Ce modele bien que mimant les
étapes de la NAFLD et sa progression vers I'état de fibrose caractéristique de la NASH n’est
pas parfait. L'évolution pathogénique et les modifications histomorphologiques sont
différentes de la stéatopathie hépatique humaine?*. Seul, il n’induit pas d’obésité ni d’IR. Les
rongeurs traités de maniere combinée avec CCL4 et un régime HFD présentaient une prise de
poids moindre et un taux de cholestérol et de glucose plus bas que les rongeurs sous régime

HFD simple 25,

B. Diethylnitrosamine (DEN)

L'utilisation du DEN couplé ou non a un régime alimentaire HFD permet I’étude de I'évolution
de la NAFLD vers I’hépatocarcinome cellulaire. Le DEN est un composé hautement
carcinogene capable de causer un stress oxydant, des mutations d’ADN et de favoriser la
lipotoxicité, le développement de la fibrose, d’'une cirrhose et a long terme de lésions
tumorales hépatiques 2. Si ce type de régime induit un état cancéreux, sa légitimité comme
modele d’étude du HCC comme aggravation de la NAFLD reste discutable, I'induction des

Iésions tumorales ne découlant pas du régime en lui-méme.

M. Modeéles génétiques
La NAFLD peut étre répliquée via des modeles génétiques associés ou non a un régime

hypercalorique.

A. Modeéles génétiques mimant un diabéte de type 2

Pour induire un diabete de type 2, il est possible d’utiliser un modeéle de rongeurs présentant
une mutation sur le géne codant la leptine rendant ces animaux déficient en leptine :
Lep®?/Lep®® (ou ob/ob). La leptine est une adipokine sécrétée par le tissu adipeux blanc et qui
entraine un effet anorexigéne en agissant sur I’hypothalamus. Les rongeurs déficients en
leptine sont des animaux hyperphagiques, inactifs, extrémement obeses. lls présentent tres
rapidement une hyperglycémie, une hyperinsulinémie et une résistance a l'insuline. A 12

semaines, ces rongeurs développent une stéatose hépatique mais les caractéristiques propres
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a la NASH tels que la nécro-inflammation hépatique ou le ballonisation des hépatocytes
restent absentes. Une stimulation externe soit par un agent chimique, soit un régime MCD est
nécessaire pour induire une fibrose?*’. Bien que ce modéle ne permette pas I'étude des stades
avancées de la NASH ni la progression de l'inflammation, il reste cependant le modele
génétique le plus utilisé dans I'étude de la stéatose lors de la NAFLD et des changements

métaboliques accompagnant la pathologie.

Un autre modéle similaire le Lepr?®/Lepr?® (ou db/db) existe ol les rongeurs possédent
une mutation naturelle du géne codant pour le récepteur de la leptine le rendant non-
fonctionnel. Les souris ont donc un phénotype similaire a celui des ob/ob mais présentent,
elles, des taux élevés de leptine. Chez les rats, les rats Zucker Leprf/Leprf ont une mutation
analogue a celle des db/db et présentent le méme phénotype que les ob/ob ou db/db. Comme
pour les souris ob/ob, les db/db et les fa/fa ne développent pas spontanément une NASH et

un facteur déclencheur externe est nécessaire.

Un autre modele de DT2 est disponible et implique une mutation du géne Alms1 qui
régule le controle hypothalamique de la satiété. Les souris foz/foz présentent une
hyperphagie, une prise de poids et les caractéristiques d’un diabéete de type 2. Si on couple
cette mutation a un régime HFD, une NASH apparait aprés une vingtaine de semaines?®® . Le

développement de la NASH varie cependant en fonction des souches de rongeurs utilisées 267,

Les souris déficientes pour le géne suppresseur de tumeur PTEN (phosphatase and
tensin homolog) développent spontanément aprés 40 semaines une stéatose micro et
macrovésiculaire, une stéatohépatite et une fibrose avec ballonisation des hépatocytes et
infiltration inflammatoire. Ce modeéle recréé les caractéristiques de la NASH humaine mais les
souris KO ont une hypersensibilité a l'insuline et une diminution des taux de glucose

plasmatique a jeun 2%,

B. Autres modeéles génétiques

Certains modeles génétiques impactent la fonctionnalité de SREBPlc. Les souris
transgéniques surexprimant SREBP1c présentent une stéatose marquée en 8 jours avec une
IR significative. Aprés 20 semaines elles développent spontanément une fibrose hépatique et
une stéatohépatite avec inflammation lobulaire, fibrose péricellulaire et ballonisation des

hépatocytes?*® 268, Sj |les caractéristiques de la NASH humaine sont pour la plupart mimées,
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ces souris ne présentent pas de prise de poids ce qui n’est pas en adéquation avec la
pathologie humaine?*®. Ce modeéle semble plus approprié pour I’étude des lipodystrophies

associées a une stéatohépatite.

Enfin on peut citer le modele de souris KKAy/a résultant du croisement entre les souris KK
et des souris obéses Ay. La mutation hétérozygote sur le géne agouti impacte la régulation
hypothalamique de I'appétit et induit une hyperphagie et une obésité associées a une
hyperinsulinémie, une hyperglycémie et une IR. Ces souris développent également une
stéatose hépatique mais I'aggravation des lésions vers la NASH n’est inductible uniquement

que grace a un stimulus extérieur supplémentaire comme le régime MCD 2°,

D’autres modeles animaux existent notamment des modéles génétiques d’athérosclérose
et des modeles impactant le métabolisme des lipides. D’autres ciblent des étapes précises de
la pathologie comme les processus inflammatoires afin de mieux en comprendre les
mécanismes. Ces modeles complémentaires sont listés dans le tableau 2 mais ne seront pas

décrits dans ce manuscrit?/0-278,
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DESCRIPTION

AVANTAGES

LIMITES

ALIMENTAIRE

Régime déficient en méthionine et en choline (MCO)

- développement en 2 3 8 semaines des caractéristiques
de la MASH dontinflammation et fibrose;
- altération de la b-oxydation de Ags;
- altération production + sécrétion VLOL;
- Mort cellulaire des hépatocytes, apoptose et
production de ROS

- non exploitable pour étudier I'ensemble des
étapes delaNAFLD: pas d'obésité, pas de
dyslipidémie, pas d'1R

252

Régime déficient en choline et en L-acides aminés (COCAA)

- développement de la NASH avec fibrose

- non exploitable pour étudier I'ensemble des
étapes delaNAFLD: pas d'obésité, pas de
dyslipidémie, pas d'1R

253

Régime athérogénique (cholestérol + cholate)
-131,25% de cholestéral;
- 0,5 d'acide cholique

- aubout de B semaines: augmentation des ALT;
stéatose; inflammation; augmentation du cholestérol
total et des TG
- aprés 24 semaines: ballonisation des hépatocytes +
fibros

- processus métaboliques induits différents
entre 'homme et 'animal en dépit d'une
réplication histologique de |a pathologie: IR
hépatique mais pas systémique, perte de poids
corporel, diminution des dépéts adipeus

251, 254; 253-263

Régime enrichi en fructose majoritairement dans I'eau de
boisson ou directement au sein du régime solide

- permet de recréer la NASH avec stéatose,
ballonisation hépatocytaire et fibrose progressive

- aggrave un régime enrichi en graisse mais ne
permet pas 3 lui seul de recréer laNAFLD cula
MNASH

254

Régime riche en graisse HFD

- recréé les étapes pathogéniques de la NAFLD :
obésité, hyperlipidémie etinsulinorésistance

-Extrémement variables dans leur composition
- résultats variables en fonction de l'espéces et
de la souche animale utilisée
- ne permettent pas de recréer la NASH

253, 266

Administration de lipides par gavages ([4mglkaljour et 125
matkgfjour)

- contrdle de la dose exacte de lipides administrée

-technique expérimentale difficile nécessitant
une parfaite maitrise du manipulateur

266

CHIMIQUE

streptozaotocine (administration intra-pér268néale ou sous-
cutanée)

si couplée avec régime HFD:
- stéatose simple dés 6 semaines d'utilisation;
- ballonisation hépatocytaire + inflammation dés 8§
semaines d'utilisation
- obtention des grandes étapes de la NAFLD humaine
- permet I'étude des phénoménes physiopathlogiques
impliquant le stress onydant

induction de 'R par une voie différente de la
physiopathologie humaine

275, 276

tétrachlorure de carbone CCL4 (administration intra-
pér268néale ouintra-gastrique)

-modeéle facile et rapide
- apoptose, inflammation hépatique, mise en place d'un
milieu nécro-inflammatoire dans le foie, fibrose
- potentialise I'effet d'un régime HFD et permet
développement d'une NASH

- peut causer la mort des animaux par
empoisonnement;
- pathogénése, évolution de la maladie et
changements histomorphoogiques différents de
la pathologie humaine

254; 264; 270

tétracyclines

- modélisation rapide
- faible coit
- toxicité minime par rapport & CCL,,
- utile pour 'étude des stéatohépatite induites par des
facteurs environnementaus

- ne permet pas d'étudier toutes les facettes de
laMAFLD

254; 263, 277

Diethylnitrosamine (DEM)

- couplé 3 un régime HFD permet I'étude de I'évolution
delaNAFLD en CHC

- processus carcinogéne différent par rapport 3
|la physiopathologie humaine

266

Tableau 3: Modéles animaux de la NAFLD et de la NASH (1/2)
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(KOCCR2: KOMCP1 KO TLR4 et TLRS:; KO NLRP3)

dans la progression de la NAFLD en NASH

|la pathologie

TYPE DESCRIPTION AVANTAGES LIMITES REF
- développement d'une stéatose hépatique en 12 SRialecton conte I:a .hbrose’ ;
. e - pas de développement de |ésions hépatiques
ab ob " " semaines avec |R; Ht h
Lep n’Lep' [o_u Otfk'bl [mutalllo!"- fdu gEne cod-ant pourla -modéle génétique le plus wtilisé dans I'étude de la ,  SoMeIes typlgues #e la NASE-I 3 252
leptine induisant une déficience en leptine) NAFLD et des changements métaboliques qui = nec?s‘sme d'une sllnilulatlon supplemeptalrg
Facoompagnent [LPS, régime HFD ou régome MCD) pour induire
une NASH
souris Lepl“n‘Lepr“ (oudbldb) ourat Lepr“fLepr“ [mutation - semblable aumodéle oblob - pas de fibrose ni d'inflammation sans stimulus 253
du géne codant pour le récepteur 3 la lepting) - développement stéatose + IR additionnel
< - couplé 3 unrégime HFD: apparition d'une NASH en 20 | - |ésions variables en fonction de l'espéce et de
souris fozlfoz ¢ e
semaines la souche de rongeur utilisée 271:272
souris KO PTEN - recréé la NASH humaine en 40 semaines hypersensiiiie Stinsuine ot dminution des 254:273
taux de glucose plasmatique 3 jelin
-recrée la majorité des caractéristiques de la NASH - pas de prise de poids
souris transgénique SREBP1c avec stéatose hépatique dés 8 jours etinflammation -modéle préférentiel dans I'étude des 254
lobulaire, fibrose et ballonisation hépatocytaire en 20 | lipodystrophies associées aux stéatohépatites
- pas de développement spontané de la NASH:
souris KKaAyla - stéatose hépatique, obésité , IR nécessité d'un stimulus supplémentaire de type 274
régime MCOD
- nécessité d'un régime enrichi en cholestérol
GENETIQUE - développement des caractéristiques de laNASH sous pour obtenir le phénotype de la NASH
Souils AOE 1= o LDL: =4 _ régime HFD e?,"‘;h' en cholestéral = re'solufuon del mflamma}non etdes domma\ges 280-282
- outil d'intérét dans I'étude de la NASH et de ses hépatiques dans la durée rendant le modéle
comorbidités cardivasculaires vulnérable pour I'étude des phénoménes
inflammatoires dans la NASH
- pas de développement de I'obésité, nide IR
souris KOCD36 - développement stéatose hépatique + IR hépatique systémique 283
- pas de fibrose
- pas de développement de stéatose sous
- si ajout régime HFD : développement stéatose régime normal
souris KOPPARa - si ajout régime MCO : développement stéatohépatite -pasdobésité nidIR 273
majeure - pas de progression vers la NASH si utilisation
d'un régime HFD simple
- disparition de |a stéatose hépatique 3 6 mois
. - stéatose hépatique dés 7 jours et majeure 38 - pasdefibrose
souris KO ADX ¢ P 251
semaines - pas d'obésité
-pasdiR
- obtention d'un phénotype NASH si stimulation annese
5 par régime HFD notamment avec développement de - développement des stades tardifs de la 5
s KOHCAR lobésité et IR NAFLDINASH s
- développement 3 terme d'un CHC
Modéles ciblants l'inflammation - appréhension des mécanismes spécifiques impliqués | - ne recrée pas les caractéristiques globales de 251

Tableau 3: Modéles animaux de la NAFLD et de la NASH (2/2)
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IV. Transplantation fécale de microbiote intestinal

La transplantation fécale de microbiote (FMT) a pour vocation le remplacement d’un
microbiote altéré par un microbiote considéré comme « sain » afin de restaurer une flore
bactérienne bénéfique pour I'h6te. La FMT est notamment utilisée chez 'homme dans le
cadre d’infections intestinales récidivantes a Clostridium difficile résistant aux antibiotiques
279 280 13 FMT est la technique la plus drastique en terme de modification du Ml car elle
implique un remplacement majeur du contenu bactérien. Chez I'animal ces questions se
posent également et les techniques de FMT sont extrémement variables selon les protocoles.
Les caractéristiques des souris receveuses (axéniques ou conventionnelles), I'utilisation
préalable d’un lavage intestinal visant a enlever le Ml original, la fréquence de FMT et les
caractéristiques propres a I’échantillon transféré (congélation a sec ou en solution, travail sur
fraction fraiche ou non...) sont des critéres qui peuvent modifier les résultats de la FMT en
terme d’implantation bactérienne. |l est également important de considérer les différences
d’espéces possibles entre le donneur et le receveur. En effet certaines especes bactériennes
présentes chez un hote peuvent étre spécifiques de cet hote et ne pas s’implanter chez le
receveur aprés transplantation. C'est par exemple le cas des SFB (Segmented filamentous
bacteria), bactéries commensales retrouvées chez le rongeur qui ne s'implantent pas chez
'Homme. Les modeéles de souris associées au microbiote humain sont particulierement

utilisés pour mieux appréhender I'impact du Ml dans une pathologie considérée.

Généralement, les animaux utilisés sont des souris axéniques qui recoivent le Ml d’un
donneur humain malade et sont comparées aux souris axéniques recevant le Ml d’un donneur
humain sain. Ce modele permet I'implantation d’un microbiote avec une diversité bactérienne
élevée trés proche de celui du donneur humain et une trés bonne implantation de ce M.
Cependant l'utilisation de ce type de modeéle animal comprend de nombreuses limitations. Le
MI sert a la maturation du systéme immunitaire et gastrointestinal de I’"h6te et ce dés la
naissance. L'implantation d’'un Ml a I'dge adulte ne permet donc pas d’induire parfaitement
ce qui se passe chez une souris colonisée des la naissance. Ainsi, 'homéostasie chez I’h6te

281

n’est pas parfaite “°*. Ceci permet néanmoins de comparer |'effet de FMT issues de patients

et d’individus sains et a permis d’étayer de nombreux mécanismes pathologiques liés au M.
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Outre le systéme immunitaire, I'épithélium digestif est lui-méme différent chez des souris
axéniques®®?. Des études récentes ont montré que I'acquisition d’une couche de mucus
comparable a celle de souris conventionnelles ne se fait que 8 semaines apres la colonisation
du tube digestif lors d’'une FMT. Or, bon nombre d’études chez les souris axéniques colonisées,
se font dans les 15 jours suivant I'implantation du MI et donc dans des conditions ou

I’épithélium digestif est encore « en transition ».

Par ailleurs, I'accés au animaux axéniques restent a ce jour compliqué en terme
d’infrastructure et de codt. De ce fait et afin de se rapprocher d’une situation plus comparable
a celle qui peut étre mise en ceuvre chez ’lhomme, la FMT chez les souris conventionnelles

s’est développée.
3 techniques sont possibles :

- Une FMT avec éradication préalable de I'écosysteme de I’hote via administration
d’antibiotiques,

- Une FMT avec lavage préalable avec une solution de polyéthyléne glycol (PEG),

- Une FMT sans éradication préalable du Ml de I'héte.
L'utilisation d’antibiotiques peut s’avérer problématique dans |'étude de certaines
pathologies et fait partie des limitations de ce type de modele. Une étude a montré que
I’'humanisation de souris conventionnelles par transfert de MI apres lavage intestinal
permettait d’implanter le nouveau microbiote de maniere effective avec une seule FMT
hebdomadaire pendant la durée du protocole 28, Dans cette étude, la FMT était réalisée a
partir d’'un échantillon de féces humain resuspendu dans une solution de Skim Milk et BHI
(Brain Heart Infusion, Becton Dickinson) enrichie en cystéine, environnement favorable pour
la préservation des bactéries intestinales et conservée sous forme d’aliquots a -80°C. Comme
dans la plupart des études menées sur le sujet, seule une fraction de I'échantillon bactérien
est transférable par FMT peu importe la technique utilisée. De méme les méthodes de
conservation ne permettent pas le maintien de toutes les especes bactériennes. Enfin, le
nombre de FMT est crucial, une administration unique ne permettant pas d’implanter un Ml
dans le temps et des FMT trop nombreuses entrainent quant a elles des perturbations
importantes du milieu intestinal pouvant avoir des effets déléteres. De plus, des études
montrent que les souris humanisées présentent une diminution des cellules intestinales de

I'immunité innée et acquise avec diminution des taux de peptides anti-microbiens par rapport
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aux souris ayant un MI murin. D’autres exemples démontrent qu’un microbiote non adapté
impacte I’hote différemment que lorsque le microbiote implanté provient de la méme espéce
que le receveur. Cela peut se révéler problématique lorsque les interactions du microbiome
sont en lien avec les pathologies que I'on souhaite étudier 284, L’utilisation de modéles de
souris humanisées est donc un outil intéressant pour comprendre I'impact du Ml dans les
pathologies telles que la NAFLD mais les résultats obtenus se doivent d’étre pris avec

précaution au vu des limitations techniques et biologiques de ce modéle.
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Chapitre 7: STRATEGIES THERAPEUTIQUES ACTUELLES DE LA NAFLD/NASH

La pathogenese de la NAFLD est un processus complexe, varié et multifactoriel. Les
stratégies thérapeutiques en place ciblent les différentes voies impliquées dans le
développement de la pathologie : obésité, altération du métabolisme des lipides incluant les
acides biliaires, insulinorésistance, inflammation, développement de la fibrose, réponse

immunitaire et dysbiose intestinale.

. Mesures hygiéno-diététiques

La NALFD est considérée comme la manifestation hépatique du syndrome métabolique
dont I'une des composantes majeures est I'obésité. A ce titre, une stratégie primordiale a
initier pour tout traitement est la mise en place de mesures hygiéno-diététiques visant un

rééquilibrage alimentaire et une perte de poids.

16 essais cliniques randomisés ont évalué I'impact d’une perte de poids via des modifications
du mode de vie dans la NAFLD. Dans ces études, I'apport calorique était déficitaire de 300 a
1000 kcal/jour ou basé sur une valeur calorique quotidienne comprise entre 1200 et 1800 kcal
ou 20-30 kcal/kg/jour?®. Ces mesures diététiques s’accompagnaient généralement de
I'introduction d’une activité physique modérée a raison de 30-60 min 3 ou 4 fois par semaine.
Ces interventions permettaient une perte de poids modérée d’environ 4 kg s’accompagnant
d’une amélioration des ALAT, des AST, des phosphatases alcalines et des GGT (gamma-
glutamyl transférase), parameétres biologiques révélateurs de I'état de la fonction hépatique.

De plus, on notait une réduction de la stéatose et de I’épaisseur du foie.

La composition du régime impacte également I’évolution des parameétres hépatiques.
Ainsi une restriction en carbohydrates entraine une diminution plus importante des
triglycérides hépatiques comparée a une restriction calorique simple. De méme, une étude
sur le régime méditerranéen riche en acides gras mono et polyinsaturés et quasiment
dépourvu de viandes rouges et de sucres raffinés montrait un meilleur impact sur les ALT,
I'insulinorésistance et la stéatose hépatique par rapport a d’autres régimes 28>, L’European
Association for the Study of the Liver (EASL) recommande une perte de poids de 7% pour
permettre une résolution de la stéatose simple. L'amélioration de la fibrose et des
phénomeénes nécro-inflammatoires retrouvés au stade NASH nécessitent d’autres mesures
qgu’une amélioration simple du mode de vie. Des études confortent les recommandations de

I’American Association for the Study of Liver Diseases (AASLD) qui préconisent une diminution
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de 10% du poids corporel afin d’atténuer voire de résoudre une fibrose légere a modérée et

d’améliorer I'inflammation nécrotique du foie /.

Il. Vitamines et supplémentation

Au vu des résultats encourageants obtenus par I'utilisation du régime méditerranéen riche
en acides gras polyinsaturés dans la NAFLD, une supplémentation en acides gras poly-
insaturés PUFAs et en vitamines avec des propriétés anti-oxydantes est considérée dans la

prise en charge de la NAFLD.

A. Acides gras poly-insaturés (PUFAs)

Une analyse comparative de 9 études regroupant 355 participants a évalué I'impact d’une
supplémentation en omégas 3 ou en huile de poisson (riche en PUFAs) dans la NAFLD. Bien
gu’extrémement hétérogenes, certains résultats tendaient a montrer une amélioration de la

stéatose hépatique et des taux d’ASAT chez les patients supplémentés 26 286,

B. Vitamine E

Une des voies impliquées dans la pathogenése de la NAFLD est la stéatose hépatique associée
a une peroxydation lipidique induisant une déplétion en enzymes anti-oxydantes. De plus, les
ROS jouent un réle majeur dans I'avancement de la NASH. Les vitamines E et C sont capables
de réduire le stress oxydant et ont donc été évaluées dans la pathologie. Lorsqu’associée a
d’autres thérapies, la vitamine E semble favoriser la diminution de la stéatose, I'inflammation
et le ballonisation des hépatocytes?® 287, Cependant de hautes doses de vitamine E se sont
révélées toxiques avec augmentation de la mortalité globale et de la mortalité

cardiovasculaire chez les patients traités 28,

C. Resvératrol

Le resvératrol est un polyphénol contenu dans les baies comme le raisin, les myrtilles ou les
m{res et qui pourrait présenter des propriétés intéressantes dans la prévention de la NAFLD.
Le stress du RE est grandement impliqué dans le développement de la NAFLD. Le resvératrol
semble protéger du stress du RE et de la stéatose hépatique induite par un régime enrichi en
graisses. Il régule notamment I'expression de genes impliqués dans la stéatose et modifie

I’expression des PPAR, du TNFa et de I'IL-1B chez le rat 26 28,
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M. Procédures chirurgicales

Les procédures chirurgicales sont indiquées pour traiter 'obésité.. Ces procédures
chirurgicales qu’elles soient de nature bariatrique ou endoscopique s’inscrivent depuis
guelques années dans la prise en charge de la NAFLD en tant qu’option de perte de poids chez
les patients pour lesquels les mesures hygiéno-diététiques se révelent inefficaces. Dans la
majorité des cas, la perte de poids induite entraine une amélioration de la fonction

hépatique?®.

Ainsi, une méta-analyse menée sur 32 études rapportant une chirurgie bariatrique sur
des patients NAFLD et analysant le suivi grace a une biopsie hépatique montre qu’une perte
de poids d’environ 25% résulte en une résolution de la stéatose pour 66% de I'effectif, en une
diminution de I'inflammation pour 50% des patients et en une amélioration de la fibrose pour

40% des patients 2°°,

IV. Thérapeutique médicamenteuse
L'EASL et I’AASLD ont émis des recommandations sur la prise en charge médicamenteuse des
patients NAFLD et NASH 2°1 2°2_ Ajnsi les thérapies médicamenteuses doivent étre réservées

aux patients présentant :

- Une NASH progressive (fibrose transitoire et cirrhose) ;
- Une NASH au stade primitif mais dont les patients sont a haut risque de progression
(age >50 ans, syndrome métabolique, diabete de type Il, élévation des ALT) ;
- Une NASH active avec une activité nécro-inflammatoire conséquente.
Les médicaments considérés comme présentant une relevance dans la NAFLD/ NASH sont

présentés dans le tableau 3 287,293 227,294-312,

Actuellement aucun médicament n’a été approuvé pour le traitement de la NAFLD/NASH que
ce soit par la FDA (US Food and Drug Administration) ou par 'EMA (European Medicines
Agency). Ainsi, les agences s’accordent sur le fait que tout médicament prescrit a visée
thérapeutique explicitement pour la NAFLD ou la NASH soit considéré comme un traitement
hors-AMM et que cette stratégie thérapeutique soit discutée avec le patient en prenant en
compte la balance bénéfice/risque 2°3. Seul I'acide obéticholique (OCA), prometteur dans le
traitement de la NASH est susceptible d’étre le premier traitement médicamenteux de la

NASH approuvé par la FDA apres les résultats encourageants obtenus suite a I'étude
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REGENERATE 2?7, En effet en Juin 2020, la FDA pourrait élargir le champ de prescription de ce
composé. Les résultats prometteurs obtenus avec I'OCA encouragent en paralléle le

développement d’agonistes FXR moins toxiques que I'OCA.
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ACTION MEDICAMENTS ACTION DANS LA NAFLD/NASH LIMITATIONS REF.
Dirinution de Ilinsulino-résistance hépatique et périphérique:
[3] néoglucogengése hépatique effets secondaires gastro-intestinaux dont acidose 2
e R R [5] lipogenése otz s lactique et hépatotoxicité 29229
| .. .o hvgmentation delaproxydation des AR, . i st s e e 3] S
Agonistes de PPARy :
THIA_‘ZE'ILINEDIDNE - [7Ttaux d'adiponectine: F]B-\oxydallon d_e(s’AGs + m Iipogenese o2 s et e 26: 292:
[rosiglitazone et la gluconeogenése + propriétés anti-fibrotique M oo ente rab e do lavets ea Eraroe 299: 302-
MEDICAMENTS ANTI- pioglitazone) - [7] adipogenése: [%] dépéts de lipides ectopiques et amélioration de I'IR et
DIABETIQUES - &mélioration de |a stéatose hépatique et de |a fibrose
1. analogues de GLP-1(Liraglutide) 1. analogues de GLP-1:
ANALOGUES DE - résolution de la stéatose sans aggravation de |la fibrose chez des patients NASH; Mangque de données et nécessité d'études
L'INCRETINE - amélioration de |a sensibilité & linsuline, perte de poids et diminution de la DNL complémentaires 26;292;
2. Inhibiteurs de la DPP-IY [Sitagliptine) 2. inhibiteur de la DPP-IY: 299; 303
-corrélation entre e taux de DPP-1V et le stade de NAFLDINASH peu d'effet sur la NAFLD et |la NASH malgré
- amélioration de la fonction hépatique amélioration de la fonction hépatique
[7] excrétion urinaire de glucose:
INI'?:E:J—TSEPL?HSTEII{II!I:E- GLIFOZINES - perte de poids Effets secondaires urinaires dont urosepsis , infections 26:299
SODIUMIGLUCOSE [SGLT2 [ipraglifozine) - amélioration de la fonction hépatique uro-génitales et pyélonéphrites 4
( ) - amélioration de la fibrose hépatique
[¥] syntheése hépatique de cholestérol par inhibition de la HMGCoa reductase: Résultats hétérogénes .
e STATINES Arnélioration de la fibrose et de |a stéatose hépatique Potentiel hépatotoxigque 26,304
M
HYPOLIPEMIANTS R e e R e e e e E e e e e _ = ' e _ e '» __________________ R B S e e SRR
47 R S eu d'effets sur la fibrose et I'inflammation hépatique cESE
EZETIMIBE -[Nla sleatoseﬂzfgj;b;:ecggl;2?::;?2[ taux d"ALAT Peudelf Tafib Finf i 173329
- Inhibiteurs de 1ére génération [PF-05175157) associés
; 5 P a hypertriglycéridémie
INHIBITEURS DE L'ACC & D‘Nh el‘;i: ‘gafitoeglgsez l;eiathue - Inhibteurs de seconde génération : [%] partielle de la 306
B:0xy g DAL sans hypertriglycéridémie réactionnelle (en cours
REGULATEURS DU d'étude)
METABOLISME LIPIDIQUE [r-=— = = = =—s=—-=—c—- B o mem e o o o o & s e
ARFANELE INHIBITEURS DE FAS TVB-2640: inhibition de la DNL, efficace dans NAFLD et NASH Enphase 1 307
[INHIBITEURS DE DGAT1 | i o Efficacité controversée sur la fibrose | 306; 308:
et DGAT2 (%] DNL et [Z]p-oxydation DGATT: toxicité gastro-intestinale 309
AGONISTES DE FXR | ACIDE OBETICHOLIQUE A’:;'r;'t’i’_ff'ig':’ort?;:’;e Potentiel athérogénigue et Prurit +++ 2351‘3 31911
SARTANS - Losartan : [3] fibrose hépatique + nécro-inflammation
Mﬁe:‘-[’:EAF::'I%?\IgEéGg;I- (telmisartan, valsartan, - Yalsartan: amélioration IR + fibrose Nécessité d'études complérmentaires HN3-317
losartan) - Telrnisartan: amélioration IR + fibrose + [%] taux d'AG circulants + stéatose

Tableau 4: Stratégies thérapeutiques médicamenteuses dans la NAFLD et dans la NASH
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V. Modulation du MI comme piste thérapeutique

A. Utilisation des antibiotiques

Une des stratégies utilisées pour modifier I'effet des composants bactériens et de leurs
métabolites est I'administration d’antibiotiques. Deux catégories d’antibiotiques existent :
ceux absorbables et ceux non-absorbables. Les antibiotiques absorbables traversent la
barriere intestinale et présentent des concentrations sériques thérapeutiques. Les
antibiotiques non-absorbables restent quant a eux dans le milieu intestinal ou ils exerceront
une action locale. Des associations combinées comme neomycine + polymyxine B ont ainsi
montré leur efficacité dans la diminution de la translocation bactérienne induite par un régime
riche en fructose. De méme, certains antibiotiques comme la rifaximine ou le métronidazole
permettent de traiter les patients cirrhotiques et sont utilisés depuis les années 50. La
rifaximine a une activité anti-bactérienne contre certaines bactéries entériques de type
Streptococcus, Bacteroides ou Citrobacter et son administration pendant une période courte
chez des patients NAFLD ou NASH était associée a une amélioration clinique de ces patients
avec diminution des transaminases et de I’endotoxémie 313, Certains antibiotiques spécifiques
peuvent quant a eux revétir un caractére quasi « eubiotique » en favorisant le développement

d’espéces bactériennes bénéfiques telles que Bifidobacteria ou Lactobacilli.

Bien que des améliorations cliniques soient notées, I'utilisation d’antibiotiques a long terme
reste compliquée a mettre en place de par les effets indésirables bien connus que cela
impligue et notamment le développement d’une résistance aux antibiotiques ou le

développement de complications chez les patients immunodéprimés 174,

B. Probiotiques, prébiotiques et symbiotiques

L'utilisation de probiotiques comme stratégie thérapeutique dans la NAFLD est une option
intéressante qui s’inscrit dans I'ére de la thérapie ciblée et personnifiée. Plusieurs souches
présentant un bénéfice thérapeutique pour le maintien de I'équilibre intestinal sont déja
commercialisées et incluent des bactéries telles que les Lactobacilles, des Streptocoques et
les Bifidobactéries. Dans la NAFLD, un complexe de 8 souches bactériennes, le VSL#3 a suggéré
son efficacité dans I'amélioration de I'I[MC et de la stéatose chez les patients obéses
présentant une stéatohépatite métabolique. D’autres associations de probiotiques ont été
étudiées et notamment des complexes de plusieurs souches de Lactobacillus, de

Streptococcus et de Bifidobacterium. Les résultats obtenus ont montré une amélioration de la
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fibrose, de I'inflammation hépatique et des ASAT 34, Une autre étude associant Lactobacillus
bulgaricus et Streptococcus thermophilus induisait quant a elle en une amélioration de la

fonction biologique hépatique 3%°.

D’autres essais cliniques sont actuellement en cours pour évaluer I'impact des probiotiques
dans la NAFLD. L’'essai clinique NCT02764047 évalue les changements hépatiques induits
apres administration de Lactobacillus acidophilus ATCC SD5221 et Bifidobacterium lactis
HNO19 pendant 6 mois chez des patients NASH 316, ’essai clinique NCT04074889 évalue
quant a lui I'effet de I'administration pendant 6 mois d’'un complexe de Lactobacillus &
Bifidobacterium [Lactobacillus acidophilus (107mg), Lactobacillus casei subsp (107mg),
Lactobacillus lactis (107mg), Bifidobacterium bifidum (107mg), Bifidobacterium infantis
(107mg) and Bifidobacterium longum (107mg]) chez des patients NAFLD. Les parametres
analysés ici concernent l'inflammation hépatique, la fibrose et la perméabilité intestinale.
L'essai NCT01922830 a testé le potentiel bénéfique du SupHerb25 un complexe de 11
bactéries brevetées chez des patients obéses avec une NAFLD et ayant été traités par chirurgie

bariatrique 31,

La NAFLD étant une pathologie complexe impliquant des voies pathologiques variées,
I'utilisation de plusieurs souches bactériennes ayant des actions et des cibles diverses semble
plus efficace que l'utilisation d’une seule souche, en I'état actuel des connaissances. Bien que
prometteurs, des études complémentaires sont indispensables pour clarifier les mécanismes
d’action des probiotiques dans la NAFLD et dans la NASH. La littérature s’avere prolifique
lorsqu’il s’agit de démontrer I'effet bénéfique ou au contraire délétére d’une bactérie dans le
processus physiopathologique de nombreuses maladies. Les résultats issus des études dont le
but est de servir de preuves de concept de I'effet d’une bactérie spécifique dans la pathologie
d’intérét sont souvent contrastés. Si on prend le cas du syndrome métabolique, deux études
s’appuyant sur des données humaines et sur des expérimentations animales ont abouti a des
résultats parfaitement controversés sur Prevotella copri. Dans la premiere étude, P.copri était
associée a une amélioration du métabolisme du glucose et de la sensibilité a I'insuline via
augmentation de la production de succinate. Une colonisation par P.copri de souris sous
régime high fat/high sucrose permettait I'induction de ce phénotype bénéfique et I'utilisation
de souris déficientes pour la G6P, enzyme limitante de la gluconeogenése montrait que le

succinate produit par P.copri constituait un mécanisme essentiel pour I'amélioration de la
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sensibilité a I'insuline et du métabolisme du glucose 3. A I'inverse, I’équipe de Pedersen a
mis en évidence que le métabolome des individus insulino-résistants était caractérisé par la
présence de haut taux d’acides aminés branchés (BCAA) et deux bactéries dont Prevotella
copri étaient reliées aux voies métaboliques impliquées dans I'augmentation de synthese des
BCAA 3!8, Le gavage de souris sous régime HFD par P.copri aggravait I'intolérance au glucose,
diminuait la sensibilité a I'insuline et augmentait les concentrations sériques en acides aminés

branchés (BCAAs).

D’un autre coté de nombreuses études ont démontré une diminution d’Akkermansia
muciniphila chez les patients NAFLD, obeses et diabétiques comme dans le Ml des souris
obéses et diabétiques. Une supplémentation en fibres non digestibles entrainait
I’'augmentation des taux d’A. muciniphila et était associée a une amélioration des parametres
glucidiques et lipidiques ainsi qu’a un renforcement de la barriére intestinale 31°. De méme
Iutilisation de metformine et les chirurgies bariatriques étaient associées a une augmentation
importante d’A. muciniphila allant jusqu’a 20% du Ml total 320321, L3 encore quelques études
nuancent ces résultats en témoignant d’'une augmentation d’A.muciniphila chez des souris
recevant un régime riche en graisses et en saccharose 3?2 323, Un des détracteurs
d’A.muciniphila concerne sa relative abondance dans des populations de patients atteints de
maladies neurodégénératives comme la sclérose en plaques (SEP) et questionne sur le
potentiel bénéfique d’une bactérie dans une maladie spécifique et sur la complexité des
fonctions du M1 324325 Sj cela peut s’expliquer par les caractéristiques propres au régime des
patients SEP, les deux exemples présentés ici montrent I'importance d’une analyse minutieuse
et d’'une démonstration solide de l'imputabilité des probiotiques quant a leurs effets
bénéfiques ou délétéres. Il reste ainsi extrémement délicat d’arguer qu’une bactérie est
impliquée dans un phénotype en se basant uniquement sur des variations relatives a son
abondance au sein du MI. La compréhension du mécanisme d’action des bactéries impliquées
dans la protection ou au contraire I'aggravation de la pathologie et notamment I'implication

des métabolites bactériens pourraient étre une alternative thérapeutique d’intérét.

Actuellement I'efficacité réelle des probiotiques dans la prise en charge de la NAFLD reste
floue et se limite a des hypotheses. Si différentes études tendent a montrer une amélioration
des parametres hépatiques grace a I’action de certaines souches, des études complémentaires

sur des cohortes plus larges et de durée plus longue sont primordiales pour mieux
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appréhender les mécanismes liés a ces probiotiques et identifier les souches d’intérét, le
dosage adéquat et s’assurer de l'innocuité a long terme de ces produits. De plus, de
nombreuses pistes restent a explorer quant a la synergie existante entre les différents

probiotiques d’intérét.

Une autre piste thérapeutique réside dans l'utilisation de prébiotiques, substrats
utilisés de maniére sélective par le microbiote et induisant un bénéfice pour I'hbte. Plusieurs
composés avec des qualités de prébiotiques ont été testés dans la NAFLD. Les études menées
chez le patient étaient construites de maniére hétérogene tant sur les criteres d’évaluation
utilisés que sur le type de prébiotique administré. Malgré tout, une analyse comparative de
I’ensemble de ces études montrait une amélioration de la fonction biologique hépatique avec
diminution des transaminases 326, Une étude chez I'animal avec enrichissement du régime par
de l'oligofructose non digestible et fermentable, permettait de diminuer le poids corporel, de
réduire I'expansion de 'adiposité et de contréler I'inflammation induite par un régime riche
en graisses 3?7, Chez la souris, I'utilisation d’oligofructose permet de restaurer un taux adéquat
de Bifidobacterium spp. dont I'expression est diminuée dans les pathologies métaboliques
comme |'obésité. Cela s’accompagne d’une amélioration de la tolérance au glucose, de
I'insulinorésistance et de I’environnement inflammatoire lorsqu’elle est associée au régime
HFD 327, En plus de cet effet bifidogénique, les prébiotiques permettent I'augmentation
d’autres bactéries d’intérét et notamment Faecalibacterium prausnitzii dotée de propriétés
anti-inflammatoires ainsi qu’A. muciniphila qui est négativement corrélée a la prise de poids
328 Une étude menée sur des souris sous régime HFD recevant une supplémentation en COS
(chitosan oligosaccharides) a montré une suppression de I'ensemble des désordres
métaboliques gluco-lipidiques avec notamment un retour d’une sensibilité a l'insuline
adéquate et de l'intégrité de la barriéere intestinale. L’analyse du MI montrait que le COS
induisait une augmentation de croissance d’A. muciniphila et de Lanchnospiraceare_UCG_001
et une diminution de Lachnospiraceae NK4A136, d’Alistipes, d’Helicobacter et d’Odoribacter
329
Chez le patient NASH, une étude conduite sur une petite cohorte de patients recevant de
I'oligofructose, montre une amélioration du score de fibrose NAS et de la stéatose malgré une

absence de modification du poids corporel 3%,
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De maniére générale, I'utilisation de fibres non digestibles et hautement fermentables est
considérée comme bénéfique pour les pathologies métaboliques en raison de leur potentiel
bifidogénique et de leur capacité a diminuer le ratio Firmicutes/Bacteroidetes Les fibres de
type fructane comme l'inuline sont capables de contrer I'adipogenése, de diminuer I'IMC,
d’augmenter les taux de PYY et GLP-1, de diminuer les taux de LPS circulants, de diminuer
I'inflammation et de réguler le métabolisme glucidique et lipidique 3?8, Enfin, dans un modéle
murin de NAFLD la pectine a induit une amélioration du métabolisme lipidique en diminuant
le stress oxydant ce qui était corrélé a une augmentation de production de I'acétate et du
propionate. La composition du Ml était aussi modifiée avec notamment une augmentation
des Bacteroides, Parabacteroides, Olsenella et Bifidobacterium 33!

De nombreuses études mécanistiques sont nécessaires pour combler les manques relatifs a la
compréhension des effets propres des fibres dans I'amélioration des hépatopathies

nutritionnelles mais on assiste a une accumulation de preuves de |'utilisation bénéfique de

ces thérapies dans la prise en charge de la NAFLD et de la NASH.

C. FMT

La transplantation fécale de microbiote a pour vocation le remplacement d’un microbiote
altéré par un microbiote considéré comme « sain » afin de restaurer une flore bactérienne
bénéfique pour I'héte. Le succes thérapeutique de la FMT en clinique a été extrémement
documenté avec un taux de guérison de plus de 90% dans le cadre des infections a Clostridium
difficile?’® 332, Des applications similaires sont considérées pour le traitement des hépatites
alcooliques sévéres et dans la NAFLD. La FMT est une procédure particuliére qui souléve de
nombreux questionnements d’un point de vue technique. L'une des interrogations réside
notamment dans la fonctionnalité du microbiote implanté et dans la composition bactérienne
de ce dernier 3%7. Comme la transmission de pathogénes ne peut étre exclue, les donneurs
sont rigoureusement sélectionnés. Ainsi les facteurs de risques du donneur, I'existence de
transfusions sanguines, les pathologies sous-jacentes et I'historique familial relatif aux
pathologies auto-immunes ou malignes sont des criteres de sélection des candidats « sains ».
Une fois sélectionnés, le sang et les feces des patients sont analysés a la recherche d’éventuels

pathogénes 333,

Chez ’lhomme peu d’études ont a ce jour été menées dans la NAFDL/NASH. Une étude

portant sur la FMT a partir de donneurs sains et minces pour traiter des patients présentant
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un syndrome métabolique a montré une amélioration de I'insulinorésistance périphérique
chez les patients receveurs six semaines aprés transplantation de feces et une tendance a
I’amélioration de I'insulinorésistance 334, Trois essais cliniques sont en cours utilisant la FMT
comme traitement dans la NAFLD/NASH (NCT03803540, NCT02469272 and NCT02721264),
témoignant de l'intérét grandissant porté a cette alternative thérapeutique. Néanmoins la
FMT revét un certain nombre de challenges logistiques et la FDA a déterminé que la FMT
constitue un produit biologique. Elle répond donc a la définition d’un médicament de par son
utilisation pour le traitement et I'atténuation d’une pathologie et sa capacité a affecter le
corps de maniére structurelle et fonctionnelle 33, A ce titre la FMT et I'ensemble de ses
procédures tombent sous la juridiction de la FDA. Si aux Etats-Unis, la FMT répond a une
réglementation drastique, en Europe les procédures sont allégées et simplifient la mise en
place d’essais cliniques. Deux enjeux majeurs sont identifiés : la caractérisation détaillée des
donneurs et la surveillance des effets a long-terme chez le donneur. De plus I'identification
des souches bactériennes bénéfiques reste primordial de méme que la mise au point de
procédures standardisées de culture et de stockage de ces bactéries répondant aux
spécificités des bonnes procédures de fabrication appliquées dans I'industrie pharmaceutique
ce qui représente une charge conséquente pour les acteurs impliqués 33, Si la FMT apparait
comme une stratégie thérapeutique innovante, de nombreuses études restent a mener tant
pour confirmer son efficacité dans la NAFLD que pour s’assurer de son innocuité dans le
temps. En effet, la FMT implique le transfert de microbiote intestinal soit comme la définition
le précise de bactéries mais également, de virus, de levures et d’archées dont les fonctions

337 I’inquiétude principale réside dans les effets

propres sont largement méconnues
indésirables a long terme pouvant découler de la FMT et en particulier I'induction de maladies

chroniques liées a I'altération du Ml chez le receveur.

La NAFLD et la NASH connaissent une expansion croissante dans le monde.
Actuellement, aucune thérapie n’a prouvé son efficacité totale dans la prise en charge de la
pathologie tres certainement en raison d’une pathogénicité extrémement complexe a

appréhender.
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L'essor de la stéatopathie métabolique non-alcoolique (non-alcoholic fatty liver
disease, NAFLD) suit I'épidémie d’obésité et I'accroissement du diabéte de type 2 au sein de
la population générale. Touchant pres d’un quart de la population mondiale, la NAFLD est un
enjeu de santé publique majeur avec un colt économique élevé. La NAFLD pourrait devenir la
premiére cause de transplantation hépatique dans le monde et a ce jour aucun traitement
pharmacologique spécifique de cette pathologie n’a été approuvé par les autorités de santé.
D’énormes efforts sont mis en place pour mieux appréhender cette pathologie et ses

complications aussi bien en termes de diagnostic que de mécanistique.

La NAFLD correspond a la manifestation hépatique du syndrome métabolique et est définie
par une accumulation de lipides dans le foie. Elle peut se compliquer en NASH avec apparition
d’une inflammation hépatique. Une fibrose se développe progressivement et une partie des
patients présentera a terme une cirrhose et parfois un carcinome hépatocellulaire. De
nombreux facteurs environnementaux comme les régimes occidentaux riches en graisses, en
hydrates de carbone et appauvris en fibres participent a la genéese de cette pathologie et a son
développement. Parmi les co-facteurs influencant I'évolution de la NAFLD, le microbiote
intestinal (M) apparait comme une cible thérapeutique d’intérét. En effet, il a été montré que
la dysbiose contribuait au développement de la pathologie et de ses complications par divers
mécanismes. Notre équipe a notamment prouvé que le transfert du Ml de souris malades a
des souris axéniques permettait de reproduire la pathologie ¥°. Le MI produit des métabolites
tels que les acides biliaires et les acides gras a chaine courte (small-chain fatty acid, SCFAs) qui
peuvent avoir des réles bénéfiques ou déléteres dans la pathogenése de la NAFLD. Notre
équipe a par ailleurs travaillé sur la modulation de la composition du Ml par les fibres
alimentaires dont la pectine et a montré le bénéfice thérapeutique de ce composé dans la
maladie alcoolique du foie (MAF)338 chez la souris. Ces résultats ont orienté nos hypothéses

de travail et la construction de notre plan expérimental dans la NAFLD.

Tenant compte des résultats encourageants obtenus dans la MAF, nous avons souhaité dans
un premier temps asseoir le role de la pectine dans la protection des lésions hépatiques
engendrées par un régime gras (high fat diet, HFD). Nous avons administré un régime HFD

supplémenté ou non en pectine a faible dose (2%) a des souris conventionnelles pendant 4
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mois. Nous avons pu caractériser la dysbiose induite par ce régime et I'influence de la pectine

sur la composition du Ml et sur les organes d’intérét dont le foie et les tissus adipeux.

Au vu des effets bénéfiques induits par 'utilisation de la pectine en traitement préventif, nous
nous sommes ensuite questionnés sur son potentiel curatif dans la NAFLD. En paralléle,
prenant en compte la modulation du Ml observée lors de notre protocole préventif, nous
avons souhaité comprendre si la pectine exergait son action bénéfique via la modulation du
MI. Pour répondre a ces questions nous avons procédé a des transferts de Ml modulé par la
pectine (fecal microbiota transfer, FMT) a des souris conventionnelles soumises a un régime
HFD, soit de maniére préventive et donc dés l'initiation du régime ; soit de maniére curative
et donc apres induction d’une NAFLD. Les FMT ont été réalisées conformément au protocole
mis en place par notre équipe au sein de notre laboratoire afin d’optimiser le transfert et

I'implantation des espéces bactériennes issues des souris donneuses?83,

L'ensemble des données obtenues est présenté sous forme d’un article dans la premiere

partie des résultats.

Avec une faible dose de pectine, nous sommes en mesure d’induire certains bénéfices en
curatif comme en préventif sur les Iésions de la NAFLD chez des souris soumises a un régime
HFD. Cependant, n’étant pas capables de restaurer I'ensemble des paramétres physiologiques
altérés par le régime et faisant face a une certaine hétérogénéité de réponse des souris par
rapport au régime gras choisi, nous avons décidé de mener un projet sur I'impact de hautes
doses de pectine (15%) sur les Iésions hépatiques induites par un régime plus délétére enrichi
en graisses, en sucre et en cholestérol (HFSC). Ces résultats complémentaires sont présentés

dans la seconde partie de la section « résultats ».

Tout au long de ma thése j'ai participé aux différents projets des membres de I'équipe orientés
vers la maladie alcoolique du foie et les acides biliaires. Enfin, dans le cadre de ma these
d’exercice de Pharmacie j’ai co-écrit une revue de littérature sur les atteintes hépatiques liées

aux inhibiteurs de tyrosine kinase qui sera présentée en annexe de ce manuscrit.
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INTRODUCTION
Overweight and obesity are linked to an increased risk of metabolic syndrome including insulin

resistance, type 2 diabetes mellitus, mixed dyslipidemia, and nonalcoholic fatty liver disease
(NAFLD) *. Among overweighed/obese patients, only a subset of individuals will develop
severe liver lesions. It has been demonstrated that intestinal microbiota (IM) plays a major
role in the individual susceptibility of patients to develop NAFLD 3. The large overlap between
NAFLD and metabolic disorders may complicate the establishment of a specific bacterial
signature associated with the disease spectrum. Nevertheless, the recent review allows to
propose in NAFLD and/or NASH the involvement of some bacterial genus including an increase
of Akkermansia, Dorea, Escherichia, Parabacteroides, Porphyromonas, Ruminococcus and
Shigella, a decrease of Alistipes, Faecalibacterium and Haemophilus and at the level of species
an increase of Propionibacterium acnes and a decrease of Clostridium coccoides and
Bacteroides fragilis *.

The composition of IM in adults depends on several features including the primary
colonization, antibiotics treatments, infections, environment, genetic polymorphism and
obviously nutrients >7. The Western-style diet, enriched in fat and sugar and low in fibers
contribute at least in part to depletion of specific bacterial taxa in the IM &°, These alterations
may result in dysfunctions, contributing to the increase in the development of chronic
inflammatory diseases including those associated with obesity °. Western diet induces a
prolonged metabolic stress which leads to adipose tissue dysfunction, inflammation, and
adipokine release that trigger the liver injury. IM is partly involved in the metabolic disorders
observed with this diet 1*. Moreover, modifications of the IM leading to the improvement of
metabolic disorders, decrease the adipose tissue inflammation and favor the browning of
white adipose tissue 2.

Thus, the analysis of the bacterial signature in NAFLD is important for the follow-up of patients
and change the IM to restore a “healthy” IM could be relevant. Indeed, impact of dietary fibers
on gut microbiota is clearly established 3. It has been shown that fibers prevent liver injury
depending of the type of fiber: galactomann worsens liver injury while inulin or pectin could
improve it 1416, Moreover, we have already demonstrated that pectin alters IM composition
and improves alcoholic liver injury 7. Nevertheless, the increase of fibers in the diet could be

related to an increase of discomfort or even intestinal pain compromising their use in some
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individuals. Understanding which the beneficial bacteria are, specifically involved in the
protective effect of fibers, remains relevant to develop new probiotics treatments.

In the current study, we addressed the role of pectin and intestinal microbiota as a preventive
and curative treatment of diet-induced obesity (DIO)related liver lesions by adding pectinin a
high-fat diet (HFD). Then, the IM from DIO mice treated with pectin was transplanted in DIO
mice, both before or after the development of obesity. Moreover, we analyzed the effect of

the addition of pectin in a HFD pectin after the establishment of obesity.

MATERIALS AND METHODS
Animal trials and diets. Five-weeks-old male C57BL/6J mice were purchased from Janvier
laboratory (Le Genest, France) and maintained under a 12h light/dark schedule, with food and
water ad libitum and treated in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (National Research Council, 1996). Animal experimentation procedure was validated
by the local ethics committee, CEEA26 (APAFiS #02734.03, APAFiS #4255-
2016080812089425v1 and APAFiS #20833). Mice were fed either a normal diet (ND) or a high-
fat diet (HFD) with or without pectin (2%) in which the energy content of fat was either 4.1%
or 34.7% respectively. The caloric content was 360.9 kcal/100g (ND), 351.3 kcal/100g (ND 2%),
516.2 kcal/100g (HFD) and 506.7 kcal/100g (HFD?). The HFD diets were performed with lard
(31.5%) (SNIFF, Germany). Pectin, extracted from apples, was purchased from Sigma-Aldrich
(P93854, lot: BCBS3576). All diets were manufactured by SNIFF (Germany). Mice were
weighted every weeks and diet intake was measured and averaged for each cage (4 mice per

cage).

Fecal microbiota transfer. Microbiota transfer was performed by feces gavage using a
modified version of a previously described protocol 8. Feces were recovered from 54 mice
(C57BL/6) fed either with ND, ND2%, HFD or HFD2%), diluted in BHI (Brain Heart Infusion,
Becton Dickinson) supplemented with 0.5mg/ml L-cysteine (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA)
and 20% skim milk (Becton Dickinson) (vol/vol) and stored in aliquots at -80°C. Then, 100 pl
volume containing 3.33 mg of feces was administered to each corresponding mouse twice a

week for 2 months.
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Glucose tolerance. Oral glucose tolerance test (OGTT) were performed as follow: a glucose
load (2 g/kg) was given by gavage after 6h of fasting and blood samples were taken from the
tail vein at 0, 15, 30, 60, 90 and 120 min after the gavage. Serum glucose concentrations were
determined by the Accu-Chek® Performa (Roche, Switzerland) and the area under the

glucose—time curve was calculated.

Tissues and samples Mice were anesthetized and blood samples collected in EDTA coated
tubes. The serum was use for liver alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), HDL-cholesterol and triglycerides (TG) determination. The livers were
excised, weighed and either fixed in buffered paraformaldehyde 4% or frozen for further TG,
RNA extractions. Proximal ileum and colon were cut into two pieces: one piece was flushed,
opened longitudinally, cut into 2 cm sections and fixed in 4% paraformaldehyde and the other
piece was frozen for further RNA extraction. Fecal samples were collected by proper removal
from the colon for gut microbiota analysis. Caecal content was collected in two separated
tubes and frozen. Brown adipose tissue (BAT) and white adipose tissue (WAT) were cut into
two pieces: one piece was fixed in 4% paraformaldehyde for histology investigations, the other

piece was frozen for further RNA extraction. All samples were stored at -80°C until use.

Measurement of liver triglycerides and plasmatic transaminases Triglycerides were
extracted using an Abcam Triglyceride Assay Kit - Quantification (Cambridge, UK) and
measured with a Mithras LB940 (Berthold Technologies). The level of TG is expressed in nmol
per milligram of liver. Transaminases (ALT and AST) were assessed by a spectrophotometric

method (Olympus, AU400).

Liver and adipose tissues histology Liver and adipose tissues (BAT and WAT) were fixed
overnight in 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Liver, white adipose tissue and
brown adipose tissue paraffin sections (3 um thick) were stained with hematoxylin and eosin
(H&E). Nucleus count of white adipose tissue section was performed by fluorescence
miscroscopy using nuclear counterstain method with 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI).
Images were digitally captured from the scan slides using NanoZoomer 2.0-RS and the

NDP.view2 software (Hamamatsu, Japan).
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RNA extraction and quantification Mice livers, BAT and WAT were disrupted in Qiazol solution
and total RNA was extracted using a Qiagen RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Courtaboeuf,
France). Total gut RNA was extracted using a Qiagen RNeasy Plus Mini Kit (Courtaboeuf,
France). Both were extracted after being disrupted with an MP Biomedicals FastPrep. The RNA
integrity number (RIN) was determined using an Agilent Bioanalyzer 2100 system with the
RNA 6000 Nano Labchip kit. Samples had a RIN of 8 for liver tissues and a RIN of 7 for gut, BAT
and WAT tissues. For cDNA synthesis, 5 ug of each total RNA sample was reverse transcribed.
A 6 pl mix containing 5 pg of RNA, random hexamers (Roche Diagnostics, Meylan, France), and
10 mM dNTP Mix (Invitrogen, Carslbad, CA) was prepared for each sample. Mixtures were
heated at 65°C for 5 min, cooled on ice, and then an 8 pl reaction mix containing 1 pl M-MulLv
RT (Invitrogen), 4 ul 5x Buffer (Invitrogen), 2 ul 0.1 M dithiothreitol (Invitrogen), and 1 pl
Protector RNase Inhibitor (40 U/ul; Invitrogen) was added. The reaction conditions were 10

min at 25°C, 50 min at 50°C, 15 min at 70°C.

Gene expression analysis by quantitative PCR Real-time qPCR was performed in a Light Cycler
480 (Roche Diagnostics) using the LC FastStart DNA Master SYBR Green | kit (Roche
Diagnostics). Amplification was initiated with an enzyme activation step at 95°C for 10 min,
followed by 40 cycles consisting of a 20 s denaturation step at 95°C, a 15 s annealing step at
the temperature appropriate for each primer, and a 10 s elongation step at 72°C. We amplified
the Primer sequences of amplified target that are listed in Supplemental Table 1. Data were
analyzed using LC 480 Software (Roche Diagnostics). Relative gene expression was normalized

to the 18S or GAPDH reference gene.

Bacterial DNA extraction and analysis of the gut microbiota by 16s Ribosomal RNA
sequencing Bacterial DNA was extracted from feces using a Qiagen QlAamp DNA Stool Mini
Kit (Courtaboeuf, France), after being disrupted with an MP Biomedicals FastPrep. The
composition of the fecal microbiota was analyzed using lllumina MiSeq technology targeting
the 16S ribosomal DNA V3-V4 region in paired-end modus (2 x 300 base pair) (GenoToul,
Toulouse) as described previously 7.

The non-chimeric sequences were then clustered into operational taxonomic units (OTUs) at
97.0% sequence similarity using a closed reference-based picking approach with UCLUST

software against the Greengenes database 13_8 of bacterial 16S rDNA sequences °. After
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rarefaction at 4,000 reads per sample, bacterial alpha diversity was estimated using Shannon
Index. OTUs with a prevalence < 5% were removed from the analysis. Analyses using R
software v2.14.1 were restricted to merged OTUs with the same taxonomic assignment.
Results are represented as the mean = SEM. The Wilcoxon test was used to assess statistical
significance of the bacterial composition between the different samples. Associations were
considered to be significant after a false-discovery rate (FDR) correction of the p-value (q <
0.05).

Beta diversity was assessed using weighted and unweighted UniFrac distances. The weighted
UniFrac metric is weighted by the difference in the abundance of OTUs from each community,
whereas unweighted UniFrac only considers the absence/presence of the OTUs providing
different information. Both are phylogenetic beta diversity metrics. The link between the
different groups of mice and bacterial microbial profiles was addressed by performing an
ANOSIM test with 10,000 permutations on the beta diversity metrics described above. Linear
discriminative analysis (LDA) effect size (LEfSe) analysis was performed to identify the taxa
displaying the largest differences in abundance in the microbiota between groups 2. Only taxa
with an LDA score >2 and a significance of a < 0.05, as determined in Wilcoxon signed-rank

tests, are shown.

Statistical analyses Results are represented as the mean £ SEM. Statistical analyses were
performed using the Mann-Whitney test (Graphpad Prism, Graphpad Software Inc, La Jolla,
California, USA); p < 0.05 was considered to be statistically significant. “p < 0.05, “"p < 0.01,

*

**p < 0.001.
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RESULTS

Pectin prevents liver injury in DIO mice and is associated with morphological changes of
white adipose tissue and intestinal microbiota modifications

Mice were fed a high fat diet (HFD) or a HFD containing 2% of pectin (HFD?, 0.06g of pectin /
30 g of mice) for 16 weeks. Pectin had no effect on the diet intake and the weight gain
(Fig.S1A-B). Pectin prevented the development of steatosis in HFD fed mice as shown by
histological analysis and triglycerides quantification (Fig. 1A-B). Also, mice fed HFD? had a
slightly decrease of liver inflammation as compared to HFD, characterized by a decrease of
inflammatory genes expression (Fig.1C). In line with the absence of weight loss in HFD? fed
mice, there was no change in the weight of epididymal white adipose tissue (WAT) (Fig.1D
and Fig.S1C). However, histological analysis showed a typical browning of WAT with a
significant decrease of the semi-quantified adipocyte diameter in HFD? fed mice (Fig.1E). A
morphological change of WAT was also observed in ND? fed mice compared to ND fed mice
(Fig.S1E). The histological analysis of the brown adipose tissue (BAT) showed a lowering of
lipid droplets size in HFD? fed mice (not quantified) (Fig.S1F). Glucose sensitivity was not
improved in HFD? fed mice as compared with HFD fed mice (Fig.1F). Of note, pectin did not
induce any changes in lipid absorption (Fig.51D) and there was no effect of pectin in mice fed
a chow diet (ND and ND?) (Fig.1 and Fig.S1).

HFD induced modifications of the intestinal microbiota as shown by the principal coordinate
analysis and the relative abundance of the main phyla (Fig.2A-B). We then focused on the
changes in the IM induced by pectin in HFD? fed mice, which were associated with
improvement of the liver injury. Pectin decreased the relative abundance of Firmicutes
independently of the diet (Fig.2B) and increased Bacteroidetes specifically in HFD? fed mice
(Fig.2C). Pectin also increased Prevotella and Turicibacterales and conversely decreased
Desulfovibrionales and Ruminococcus in HFD? fed mice as compared with HFD fed mice
(Fig.2C). It should be noted that pectin was able to increase Bifidobacteriales in ND? fed mice
compared to ND fed mice (Fig.S2B-C). Interestingly, at this dose of pectin, we observed a
decrease in the relative abundance of Proteobacteria independently of the diet (Fig.2B).

The effect of pectin on the IM is dose dependent as lower dose of pectin dampened the
changes in IM composition. This could explain why a pectin dose of 0.4% associated with the

HFD was not sufficient to improve liver injury (Fig.S3).
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Gut microbiota contributes to the beneficial effects of pectin in DIO mice

To investigate if IM modifications induced by pectin play a role in the improvement of liver
injury, we collected the IM of mice fed with a HFD supplemented or not with pectin and
performed fecal microbiota transfer (FMT). We transplanted the IM from HFD obese mice or
from HFD obese mice treated with pectin to control mice as a preventive treatment before
the induction of obesity, identified as FMT"P+HFD and FMTHPP2+HFD respectively. Similarly,
we transplanted the IM, after the induction of obesity as a curative treatment, identified as
HFD+ FMTH® or HFD+FMT"P2 (Fig.3A). As observed in DIO mice fed with or without pectin,
there was no change in diet intake, weight gain, WAT accumulation, ALT or glucose sensitivity
both in preventive or curative FMT (Fig.S4A to G). No significant changes were noticed
regarding steatosis while using FMT in a preventive manner (Fig.3B). Conversely, curative FMT
decreased steatosis as shown with hepatic triglycerides content and histological analysis
(Fig.3C).

Curative and preventive FMT of IM from mice fed with pectin in the HFD were both able to
induce metabolic changes in the WAT, as shown by the decrease of adipocytes size and the
expression of mRNA genes involved in the browning function (Fig.3D to G). Besides, when
used preventively, FMT increased fatty acids B-oxidation in the WAT highlighted with an
increase of CPT1 expression. This finding was not found with curative FMT (Fig.3F-G).
Conversely, the curative FMT induced a decrease of inflammatory markers illustrated by a
decrease of CCL2. Which was not observed with the preventive FMT (Fig.3F-G). As BAT was
concerned, both curative and preventive FMT induced morphological changes with a
replacement of lipid macrovacuoles by microvacuoles (Fig.S5C). These modifications could be
a marker of BAT activation and could be the result of the use of lipids as an energy source.
Principal coordinate analysis of the IM showed that preventive or curative FMT modify the IM
of recipient mice as already demonstrated 2! (Fig.4A to D and Fig.S5A). Curative and
preventive FMT with pectin-modified IM induced changes in IM of recipient mice. We
observed a significant increase in Bacteroidetes and a significant decrease in
Epsilonbacteraeota. Changes in IM composition were different depending on preventive or
curative use of the FMT (Fig.4A to D and Fig.S5A-B). Preventive FMT increased Muribaculum
and Ruminococcus and decreased Peptostreptococcaceae, Clostridium stricto sensu,
Ruminococcus gnavus, Romboutsia and Paraclostriudum. Curative FMT increased

Prevotellaceae, Alloprevotella, Streptococcus and Ruminococcus torques and decreased
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Ruminococcaceae, Mycoplasmataceae and Helicobacteraceae including Helicobacter. These
differences could explained the discrepancies which were observed in short-chain fatty acids
(SCFAs) quantification after preventive or curative FMT (Fig.4E and F). Indeed, analysis of
caecal content of SCFAs showed that preventive FMT induced a decrease of isobutyrate and
isovalerate amount whereas curative FMT induced an increase of acetate, butyrate and

propionate concentrations.

Pectin used as treatment in DIO mice induces changes in white adipose tissue morphology
and intestinal microbiota composition without restoring a healthy phenotype

We next studied if pectin used as a treatment on DIO mice could better recapitulate the
preventive effect of pectin. To this end, we fed mice for 16 weeks with HFD to induce NAFLD
then mice were supplemented with 2% of pectin (HFD+HFD?) or not (HFD+HFD) (Fig.5A). Eight
weeks of treatment with pectin 2% did not have any effect on body weight, diet consumption
or glucose sensitivity (Fig.5B and C and Fig.S6A-B). Moreover, there was no improvement of
the liver injury as shown by histological analysis of the steatosis(Fig.5D). triglycerides content
and ALT quantification (Fig.5D )

As shown for FMT treatment, curative treatment by pectin in DIO mice induced morphological
changes of WAT as showed through the reduction of adipocytes diameters after 8 weeks of
pectin treatment (Fig.5E). Although there were no changes regarding WAT weight and UCP1
expression, pectin induced increase of CPT1 expression (Fig.5E-F). Surprisingly, treatment with
pectin 2% induced the expression of CCI2 and F4/80 in the white adipose tissue letting
implying that pectin triggered inflammation in this tissue (Fig.5F).

Similarly, to the preventive use of pectin or FMT interventions, curative treatment with pectin
2% induced a shift in IM composition compared with DIO mice (Fig.6A). Bacteroides were
induced by pectin as previously showed by the use of pectin before the DIO or FMT. Among
the other modifications, we found as in FMT treatment an increase of Muribaculum and
Ruminococcus. The other changes included an increase of Bacillales, Rhodospirales, and
Staphylococcaceae; and a reduction of Rikenellaceae, Prevotellaceae and Tannerellaceae at
the family level. At the genus level, we observed an increase of Staphylococcus, Acetatifactor,
Agathobacter and Ruminococcus torques and a decrease of Alistipes, Parabacteroides,

Anaerovax, Clostridioides, Rombutsia Paraclostridum (Fig.6B).
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DISCUSSION

Il est maintenant établi que le MI joue un réle dans le développement des maladies
métaboliques telles que I'obésité, le surpoids, I'insulinorésistance ainsi que la NAFLD?% 23, Le
développement de stratégies permettant de corriger le Ml a donc un intérét évident pour la
prise en charge de telles pathologies. En ce sens, les prébiotiques, sont trés étudiés bien que
leurs mécanismes d’action soient encore largement incompris. Ainsi, identifier les bactéries
et les métabolites bactériens?* impliqués dans les effets bénéfiques d’un prébiotique revét un
intérét majeur pour développer de nouvelles pistes thérapeutiques. Les prébiotiques sont
définis comme « des aliments non-digestibles qui affectent bénéfiquement I’'hote en induisant
une stimulation sélective de la croissance et/ou de I'activité d’'une ou d’un nombre limité
d’especes bactériennes du Ml qui confére un bénéfice santé pour I'héte » et dont les effets
sont prouvés scientifiquement?> 26, De nombreuses fibres alimentaires telles que les fructo-
oligosaccharides (FOS), l'inuline ou les galato-oligosaccharides (GOS) répondent a ces
caractéristiques?’. La pectine de par ses propriétés peut &tre assimilée & un prébiotique.

Dans notre étude, nous avons analysé le role préventif et curatif de la pectine sur le
développement des lésions hépatiques chez des souris soumises a un régime enrichi en
graisses. Afin de déterminer si les effets bénéfiques de la pectine sont médiés par les
modifications du MI, nous avons réalisé des transplantations fécales de souris soumises au
régime pectine chez des souris obéses et analysé les modifications de certains métabolites
bactériens. Nos résultats montrent qu’une partie des effets de la pectine est liée a des
modifications du Ml et des métabolites bactériens, notamment les acides gras a chaine courte.
Néanmoins, si la pectine utilisée en préventif est capable de prévenir |'apparition des lésions
hépatiques, les autres interventions induisent des effets plus contrastés. Ainsi, les
transplantations fécales de MI modifié par la pectine atténuent modérément I'laccumulation
de lipides dans le foie. Cet effet bénéfique est lié a une amélioration du métabolisme des tissus
adipeux. Ces résultats sont en accord avec la littérature et suggérent une connexion entre le
microbiote intestinal, les métabolites bactériens, les tissus adipeux et I'amélioration des
pathologies métaboliques telles que la NAFLD.

Administrée de maniére préventive chez des rongeurs soumis a un régime HFD, la

pectine permet donc de prévenir I'apparition des lésions hépatiques et induit un
brunissement du tissu adipeux blanc. Le microbiote intestinal des souris est modifié par la

pectine et favorise I"laugmentation de certaines bactéries productrices de SCFAs dont les
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Bacteroides (productrice d’acétate et de propionate) et les Turicibacter. Les Turicibacterales,
qui produisent du butyrate, ont été inversement corrélées a un phénotype NAFLD, et
retrouvées diminuées chez les patients NAFLD?. Ici, 'augmentation de ces bactéries pourrait
donc contribuer a I'amélioration de la stéatose lors de I'utilisation de la pectine en préventif.

En revanche, utilisée a faible dose en traitement curatif et pendant une courte durée, la
pectine n’est pas capable de restaurer les lésions hépatiques induites par le régime gras mais
entraine un changement de composition du Ml associée a une modification morphologique
et fonctionnelle du tissu adipeux blanc (TA). En curatif, les modulations du MI varient par
rapport au traitement préventif ce qui pourrait en partie expliquer les différences entre les

effets observés.

D’autres études utilisant la pectine en association a un régime HFD témoignent du
bénéfice de cette fibre dans la prévention des lésions induites par un régime gras'> 235 Dans
ces études, la pectine permet une amélioration de la stéatose hépatique avec une diminution
du poids corporel et de la masse grasse et parfois une amélioration de la tolérance au glucose.
La supplémentation en pectine entraine systématiquement une modulation de la composition
du Ml et une augmentation de la production des SCFAs. Ces modulations different entre les
études en fonction de la dose de pectine et du type de pectine. Par rapport a notre étude, les
doses de pectine sont plus importantes (10 a 20%). Entre autres, Li et al., ont mené une étude
trés similaire a la n6tre avec des doses de pectine de citron de 4% et 8% administrées de
maniére préventive a des souris sous régime HFD'. Ils démontrent que la pectine ajoutée au
régime HFD (30% de lard) prévient la stéatose hépatique et ce en fonction de la dose de
pectine ajoutée, ce que nous prouvons également en démontrant qu’une dose inférieure de
pectine (0,4%) n’exerce plus ses effets protecteurs sur le foie. Dans leur étude, I'action de la
pectine induit une diminution de la masse corporelle et de la masse grasse sans modification
de I'apport énergétique. Dans notre étude, 2% de pectine ne modifie pas ces parameétres ce
qui réaffirme que les effets de la pectine semblent étre dépendants de la dose administrée et
liés aux modulations du Ml et a I'action des acides gras a chaine courte (SCFAs).

Afin de se rapprocher de la situation rencontrée avec les patients, nous avons administré
la pectine en curatif tout en poursuivant un régime HFD. Dans ces conditions, le Ml est bien
modifié mais la pectine n’est pas capable de diminuer les Iésions hépatiques malgré un

brunissement du WAT. Une étude menée par Safari et al. avait montré que la consommation
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d’un régime appauvri en graisses permettait en une semaine de restaurer les parameétres
physiologiques altérés par huit semaines de régime HFD et notamment la stéatose
hépatique®. Leur étude montrait que les altérations du Ml induites par le HFD étaient en
partie réversibles aprés retour a un régime appauvri en graisses. Nous avons également réalisé
ce type d’expériences et observé les mémes effets (données non décrites).

Afin de prouver que les effets bénéfiques de la pectine sont bien liés aux modifications de
I’écosystéme bactérien, nous avons réalisé des transplantations de MI (fecal microbiota
transplantation ; FMT). Ces FMT sont réalisées soit de maniére préventive soit en curatif apres
4 mois de régime HFD. Dans ces conditions, la survenue des lésions hépatiques n’est pas
prévenue par le FMT préventif, mais elles sont atténuées par le FMT curatif. Néanmoins, on
observe systématiquement une modification morphologique des tissus adipeux, et
notamment un brunissement du tissu adipeux blanc.

Les FMT influent également sur la composition du Ml des souris transplantées. Le Ml
modifié par la pectine, qu’il soit utilisé en préventif ou en curatif, induit une augmentation des
Bacteroidetes et des bactéries productrices de SCFAs (Muribaculum, Ruminococcus 1 pour la
FMT préventive et Alloprevotella et Ruminococcus torques pour la FMT curative)3” 38, Ces
modifications du MI pourraient expliquer les effets sur les tissus adipeux. En effet, le Ml est
un modulateur majeur de I'homéostasie métabolique de I'héte et de la balance énergétique.
Il impacte ainsi le fonctionnement des tissus adipeux®. Il a été mis en évidence qu’une
déplétion ou une absence de Ml chez des souris entrainait d’une part une diminution de la
capacité d’extraction de I'énergie a partir du bol alimentaire et d’autre part une activation du
BAT. Ces données suggérent une augmentation du catabolisme des lipides dans le BAT#0 4142,
Cet effet semble étre associé a la production de SCFAs dont les trois principaux sont le
butyrate, I'acétate et le propionate®. D’autres SCFAs existent en petite quantité comme
I'isobutyrate, le valérate et I'isovalérate. Des études montrent notamment que les SCFAs sont
capables d’agir sur le foie et le TA via activation de I’AMPK et diminution de la lipogenése de
novo? 4,

Nous avons donc déterminé la composition en SCFA chez les souris transplantées. Lors
de l'utilisation préventive de la FMT, on observe une diminution des taux d’isobutyrate et
d’isovalérate sans modifications des taux de butyrate, d'acétate et de propionate.
L'isobutyrate et I'isovalérate ont été associés au développement de I'insulino-résistance (IR)et

des pathologies métaboliques. Dans une étude menée par Le Roy et al. sur I'induction de la
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NAFLD par FMT de MI issues de souris développant un syndrome métabolique aprés un
régime HFD, les souris qui développaient une stéatose avaient également une élévation de
I'isobutyrate et de I'isovalérate, des acides gras ramifiés issus de la fermentation bactérienne
de la leucine et de lisoleucine. Ces acides gras ramifiés ont été associés a une IR et au
développement des pathologies métaboliques*. En préventif, le Ml modifié par la pectine
pourrait donc atténuer la fermentation protéique entrainant un effet bénéfique pour les
souris transplantées. Muribaculum et Ruminococcus sont associés respectivement a une
production de propionate, d’acétate et de butyrate. Dans le caecum, étonnamment, ces SCFAs
ne sont pas modifiés alors que I'on pourrait s’attendre a leur augmentation ce qui corrélerait
avec les observations lésionnelles. L'équipe de Den Besten a mené deux études portant sur
I'effet bénéfique des SCFAs (soit I'acétate, soit le butyrate, soit le propionate) sur les effets
délétéres induits par un régime HFD 4%47 , Les SCFAs étaient directement incorporés au régime
(HFD+ butyrate ou HFD+acétate ou HFD+propionate) ou apportés par le MI apres
incorporation de gomme guar au régime HFD. Dans les deux cas, il était observé une
diminution de la stéatose hépatique et un remodelage du TA de maniére similaire a nos
résultats®® 47. D’un point de vue mécanistique, Den Besten montrait que I'action bénéfique
des SCFAs découlant d’une supplémentation du régime en fibres était corrélée non pas aux
concentrations en SCFAs dans le caecum mais au flux circulant de ces SCFAs*® 47, || serait donc
utile dans notre étude de mesurer ces SCFAs plasmatiques en plus du dosage caecal.

Dans notre étude, nous montrons que la pectine exerce son action bénéfique en
induisant le brunissement du TA, ce qui se traduit au niveau hépatique par une diminution de
I'accumulation hépatique des TG. Ces observations sont compatibles avec les données sur
I'effet bénéfiques des SCFAs dans des souris soumises a un régime HFD*. Le propionate et
I'acétate agissent directement sur les tissus adipeux et induisent une augmentation d’UCP1 et
de CPT1 dans le TA avec diminution du diamétre adipocytaire, comme nous I'observons*® 4°,
Ces modifications morphologiques des tissus adipeux ont été associées a une inhibition de la
lipolyse du TA et a une augmentation de I'adipogenése*®52. |’activation de la thermogenése
et 'augmentation de CPT1 indiquent une modification du métabolisme des acides gras avec
augmentation de la dépense énergétique via I'induction de la B-oxydation mitochondriale. Les
modulations d’activité des tissus adipeux pourraient entrainer une diminution du flux d’AGs
arrivant au foie et réduire ainsi I'apport exogéne en substrats. Par ailleurs, le brunissement du

TA a été associé a une modulation d’expression de PPARy impactant I'ensemble des génes de
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la lipogenése de novo?’. l’étude de I'expression de ces génes dans le foie permettrait de mieux

comprendre les rouages mécanistiques associés a I'amélioration de la pathologie.

En curatif, la FMT module différemment le contenu caecal en SCFAs. Ainsi, on assiste a une
augmentation des taux de butyrate, de propionate et d’acétate sans modifications de
I'isobutyrate ni de l'isovalérate. Ces données confirment que les voies mécanistiques
impliquées en curatif et en préventif sont différentes, au moins en partie. Le butyrate,
'acétate et le propionate participent a I'amélioration de la stéatose hépatique soit par
activation des récepteurs GPR41 et GPR43 situés au sein des tissus cibles (tissu adipeux,
intestin, foie), soit directement en agissant localement sans liaison a leur récepteur.>. En
curatif, le brunissement du TA semble plus prononcé qu’en préventif tout comme
I"amélioration de la stéatose hépatique. Cela pourrait étre corrélé aux modifications des SCFAs
observées chez ces souris. En revanche, on ne retrouve pas de potentialisation de |'oxydation
des AGs au sein du TA contrairement a ce qui est observé lors de I'utilisation préventive de la
FMT. La encore, il est possible que le temps de traitement soit trop court pour induire un
changement du métabolisme des lipides au sein du TA. On note en revanche une diminution
des marqueurs de I'inflammation au sein de ce tissu. Le Ml modifié par la pectine semble donc
avoir une action importante sur les lésions induites par le régime HFD, bien que I'ensemble

des parameétres ne soient pas restaurés.

L’ensemble de nos observations converge vers les données de la littérature quant au
role bénéfique de la pectine dans les altérations engendrées par un régime riche en graisses.
La pectine utilisée en préventif modifie suffisamment le MI pour induire une production
protectrice de métabolites. Nous faisons I'hypothése que les SCFAs sont des médiateurs
importants des effets bénéfiques de la pectine. Ces effets bénéfiques font intervenir les tissus
adipeux et en particulier le TA dont le remodelage structurel et le brunissement modifient ses
fonctions métaboliques. Nous avons également prouvé qu’une partie des effets de la pectine
est transmissible par le Ml modifié par celle-ci. Si la FMT ne permet pas de véritable
atténuation de la stéatose hépatique, elle induit un brunissement du TA et une augmentation
de la B-oxydation des AGs. La FMT exerce ses effets aussi bien en préventif qu'en curatif,
contrairement a la pectine. Ceci suggere que la perturbation du Ml induite par une FMT
permet un remodelage plus efficace de I’écosysteme bactérien que la consommation directe

de la fibre elle-méme lorsque le régime alimentaire n’est pas modifié.
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Figure 2:
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Figure 3: FMT from mice fed with pectin HFD is sufficient to induce browning of WAT in HFD fed mice
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Figure 4: Curative and preventive FMT induced modification of IM composition and SCFAs
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Figure 5: Addition of pectin in the HFD diet of obese mice is not sufficient to improve liver injury but induces browning of WAT
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Figure 6: Modification of IM following pectin supplementation to HFD
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Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 1: Effect of pectin in normal diet and high fat diet fed mice

Mice were fed with normal diet (ND), ND with pectin 2% (ND?), high fat diet (HFD) and HFD
with pectin 2% [(HFD?) diets for 16 weeks. [(A) Total body weight gain. (B) Diet consumption
throughout the 16 weeks. [C) Epidydimal white adipose tissue weight. (D) Fasting plasma
triglycerides, HDL-cholesterol and total cholesterol. (E) White adipose tissue sections of MD or
ND¥ mice stained with hematoxylin-eosin (scale 400 pm) and histomorphometric analysis of
adipocyte diameter. (F) Brown adipose tissue section stained with hematoxylin-eosin (scale
400 um). Data represent the meantSEM of 6 mice, *: p<0.05, **: p<0.01. Data with different
superscript symbols are different according to the following legends: *ND vs HFD; + HFD? vs
NC?and 8 HFD vs HFDZ.
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Supplemental Figure 2
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Supplemental Figure 2: Modifications of the intestinal microbiota by pectin in normal diet fed mice.

Mice were fed with a normal diet without or with pectin 2% (ND, ND?) for 16 weeks or with a high-fat diet with or without pectin (HFD, HFD?) for 16 weeks. (A)

Weighted UniFrac distances dictances showing a difference in the abundance of Operational Taxonomic Unit (OTU) of fecal microbiota between groups (p < 0.001);

green = ND, purple = ND?; red= HFD and blue= HFD2. (B) LDA effect size (LEfSe) cladograms showing the taxa most differentially associated with ND (red) or ND2

(green) (Wilcoxon rank-sum test). Circle sizes in the cladogram plot are proportional to bacterial abundance. The circles represent, going from the inner to outer

circle: phyla, genus, class, order, and family. [C) Plot showing the relative abundance of the taxa that were different between ND and ND? mice.
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Supplemental Figure 3
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Supplemental Figure 3: The preventive effect of pectin is dose dependant (Mice
were fed with a high-fat diet with or without 0.4% of pectin (HFD, HFD™?) for 16
weeks. (A) Weight gain at 16 weeks. (B) White adipose tissue weight / body weight
ratio. (C) Hepatic triglycerides content. (D) Plasma ALT. (E) Unweighted Unifrac
distances showing differences of the intestinal microbiota composition even with a
low dose of pectin; green=ND, yellow=ND24 purple=ND2, red=HFD, orange= HFD®4,

blue= HFD2. Data represent the mean=5EM of 8 mice.
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Supplemental Figure 4
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Supplemental Figure 4: FMT from mice fed with pectin HFD is sufficient to induce browning of WAT in HFD fed mice
Mice received a preventive FMT along with 16 weeks of HFD from donor mice fed a HFD (FMTH*24+HFD) or from donor mice fed a HFD? (FMTH02: HFD). DIO mice received a curative FMT during 3 supplementary weeks of HFD
from donor mice fed a HFD [HFDHFMTHF) or from donor mice fed a HFD? [HFD+FMTHF02)_ [A) 16 weeks evolution of diet consumption of mice fed with HFD and receiving FMT as preventive treatment. [B) 24 weeks evolution of
diet consumption of mice fed with HFD and receiving from 16 weeks to 24 weeks FMT as curative treatment. (C) Weight gain of FMTF4HFD or FMTY2:HFD mice (left panel) and weight variation between 16 and 24 weeks of
HFD+FMTH® or HFDHFMTYE2 mice [right panel). [D) White adipose tissue weight/body weight ratio in FMTHFO+HFD or FMTHE2+ HFD mice (left paned] and of HFD+FMT™E or HFD+EMTHFO2 mice (right panel]. {E) Plasma ALT in
FMT™2+HFD or FMTWE2+HFD mice (left panel] and of HFD+FMT® or HFD+FMT*2 mice (right paned). (F) Curves of glycemia after an oral glucose tolerance test in FMTHFO+HFD or FMTO&+HFD mice at 16weeks and [G) in
HFDH+FMTH or HFD+FMTYE2 mice at 24 weeks. (H) Brown adipose tissue sections stained with hematosylin-eosin (scale 400 pm). Data represent the mean=3EM of 8 mice.
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Supplemental Figure 5
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Supplemental Figure 5: Curative and preventive FMT induced modification of IM
composition BN HFD+FMTHFD
Mice received a preventive FMT along with 16 weeks of HFD from donor mice fed a HFD EEm HFD+FMTHFD2
(FMTHFO+HFD) or from donor mice fed a HFD? (FMTHP24 HFD). DIO mice received a
curative FMT along with 8 supplementary weeks of HFD from donor mice fed a HFD
(HFD+FMTH®) or from donor mice fed a HFD? (HFD+FMTH02) (A) Weighted Unifrac
distances showing differences in the abundance of Operational Taxonomic Unit (OTU) of
fecal microbiota between curative and preventive FMT and their control; yellow=
FMTHO2LHFD, purple=FMTH24+HFD, green=HFD+FMT"2 orange= HFD+FMTH®_(B) LDA
effect size (LEfSe) cladograms showing the taxa most differentially associated with
FMTHFD2+HFD (green) and FMTHFO+HFD (red) on the left panel and with HFD+FMTHFD2
(green) and HFD+FMTP (red) on the right panel (Wilcoxon rank-sum test). Circle sizes in
the cladogram plot are proportional to bacterial abundance. The circles represent, going

from the inner to outer circle: phyla, genus, class, order, and family.
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Supplemental Figure 6
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Supplemental figure 6: Addition of pectin in the HFD diet of obese mice

Mice were fed with HFD for 16 weeks and received pectin supplementation (2%) from week 16 to week 24 as curative
treatment (HFD+HFD?) compared to mice who did not received pectin (HFD+HFD). (A) Evolution of diet consumption during
the 24 weeks of diet. (B) Weight variation and total body weight after 24 weeks of diet. (C) Liver weight/body weight ratio.
Data represent the mean+SEM of 8 mice.
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Legends of figures

Figure 1: Pectin improves liver injury in high fat diet fed mice

Mice were fed with normal diet (ND), ND with pectin 2% (ND?), high fat diet (HFD) and HFD
with pectin 2% (HFD?) diets during 16 weeks. (A) Liver weight / body weight ratio. (B) Hepatic
triglycerides content and histological examination of liver tissue section stained with
Hematoxylin-eosin (scale 800 um). (C) Plasma ALT and liver mRNA quantification of CCL2 and
IL1B by RT-qPCR (D) White adipose tissue weight/body weight ratio. (E) White adipose tissue
section stained with hematoxylin-eosin (scale 400um) and histomorphometric analysis of
adipocyte diameter (um). (F) Curves of glycemia after an oral glucose tolerance test. * ND vs

HFD et ND2 vs HFD2. Data represent the mean+SEM of 6 mice, *: p<0.05, **: p<0.01.

Figure 2: Modifications of the intestinal microbiota by high fat diet and pectin 2%.

Mice were fed with a normal diet without or with pectin 2% (ND, ND?) or fed with a high fat
diet without or with pectin 2% (HFD, HFD?). Microbiota analysis were performed after 16
weeks of diet by 16S sequencing. (A) Unweighted Unifrac dictances showing a difference in
the composition of fecal microbiota between groups (p <0.001, R =0.58, ANOSIM test, 10,000
permutations, using the first 5 PC); green = ND, purple = ND?; red= HFD and blue= HFD? (B)
Histogram showing the relative abundance between phyla (Bonferonni p<0.05). (C) LDA effect
size (LEfSe) cladogram showing the taxa most differentially associated with HFD (red) or HFD?
(green) (Wilcoxon rank-sum test). Circle sizes in the cladogram plot are proportional to
bacterial abundance. The circles represent, going from the inner to outer circle: phyla, genus,

class, order, and family.

Figure 3: FMT from mice fed with pectin HFD is sufficient to induce browning of WAT in HFD
fed mice

Mice received a preventive FMT before 16 weeks of HFD from donor mice fed a HFD
(FMTHF+HFD) or from donor mice fed a HFD? (FMTH2+ HFD). DIO mice received a curative
FMT before 8 supplementary weeks of HFD from donor mice fed a HFD (HFD+FMT") or from
donor mice fed a HFD? (HFD+FMT"22), (A) Experimental setup showing the preventive and
curative fecal microbiota transplant (FMT) in HFD fed mice. Preventive FMT were performed

simultaneously with HFD and twice a week during 16 weeks of HFD. FMTH*+HFD mice
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received the IM of mice fed a HFD and FMTHFP2+HFD mice received the IM of mice fed a HFD*
Curative FMT were performed after 16 weeks of HFD and twice a week during 8 weeks of HFD.
HFD+FMTH® mice received the IM of mice fed a HFD and HFD+FMTH2 mice received the IM
of mice fed a HFD?. (B to G) Data in mice fed with HFD and receiving FMT as preventive or
curative treatment. (B and C) Histological pictures of liver tissue section stained with
Hematoxylin-eosin (scale 400 um) and hepatic triglycerides content. (D and E) White adipose
tissue section stained with hematoxylin-eosin (scale 400 um) and histomorphometric analysis
of adipocyte diameter (um). (F and G) Quantification by RT-qPCR of mRNA expression of UCP1,
CPT1, F4/80 and CCL2 in white adipose tissue. Data represent the mean*SEM of 8 mice, *:
p<0.05, **: p<0.01.

Figure 4: Curative and preventive FMT induced modification of IM composition and SCFAs
proportions in caecal content

Mice received a preventive FMT before 16 weeks of HFD from donor mice fed a HFD
(FMTHP+HFD) or from donor mice fed a HFD? (FMTH2+ HFD). DIO mice received a curative
FMT before 8 supplementary weeks of HFD from donor mice fed a HFD (HFD+FMTH™) or from
donor mice fed a HFD? (HFD+FMTH2), (A) Unweighted Unifrac distances showing differences
in IM composition between the groups; red= HFD (4 month of diet), yellow= FMTH2+HFD,
purple=FMTHP+HFD (p=0.01). (B) Unweighted Unifrac distances showing differences in IM
composition between the groups; blue= HFD (6 months of diet), green= HFD+FMTHP2,
orange= HFD+FMT"; (p=0.08). C) Relative abundance of bacteria at phyla’s level. (D) Relative
abundance of bacteria at genus’s. (E) Specific changes in SCFAs caecal content induced by
preventive FMT (uM/mg of caecal content) or (F) a curative FMT. Data represent the

meanSEM of 8 mice, *: p<0.05, **: p<0.01.

Figure 5: Addition of pectin in the HFD diet of obese mice is not sufficient to improve liver
injury but induces browning of WAT

Mice were fed with HFD for 16 weeks and received pectin supplementation (2%) from week
16 to week 24 as curative treatment (HFD+HFD?) compared to mice who did not received
pectin (HFD+HFD). (A) Experimental design showing the introduction of pectin in the diet as a

curative diet. (B) Body weight variation between 16 weeks (M4) and 24 weeks (M6). (C) Curves
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of glycemia after an oral glucose tolerance test at 24 weeks. (D) Histological pictures of liver
tissue section stained with Hematoxylin-eosin (scale 400 um), hepatic triglycerides content
and plasma ALT. (E) White adipose tissue section stained with hematoxylin-eosin (scale 400
um), white adipose tissue weight/body weight ratio and histomorphometric analysis of
adipocyte diameter (um). (F) Quantification of mRNA expression by RT-qPCR of UCP1, CPT1 in

white adipose tissue. Data represent the mean+SEM of 8 mice, *: p<0.05, **: p<0.01.

Figure 6: Modification of IM following pectin supplementation to HFD

Mice were fed with HFD for 16 weeks and received pectin supplementation (2%) from week
16 to week 24 as curative treatment (HFD+HFD?) compared to mice not receiving pectin
(HFD+HFD). (A) Unweighted (left; p=0.02) and weighted (right; p=0.01) Unifrac distances
showing differences regarding IM composition and relative OTU abundance between
HFD+HFD (dark blue) and HFD+HFD? (light blue). (B) LDA effect size (LEfSe) cladogram showing
the taxa most differentially associated with HFD+HFD (red) or HFD+HFD? (green) mice
(Wilcoxon rank-sum test). Circle sizes in the cladogram plot are proportional to bacterial
abundance. The circles represent, going from the inner to outer circle: phyla, genus, class,

order, and family. Data represent the analysis of Ml in 9 or 12 mice.

206



Houron et al. Gut microbiota contributes to the beneficial effects of pectin on NAFLD

REFERENCES

1. Friedman, S. L.; Neuschwander-
Tetri, B. A.; Rinella, M.; Sanyal, A. J.,
Mechanisms of NAFLD development and
therapeutic strategies. Nat. Med. 2018, 24
(7), 908-922.

2 Canfora, E. E.; Meex, R. C.R.;
Venema, K.; Blaak, E. E., Gut microbial
metabolites in obesity, NAFLD and
T2DM. Nat Rev Endocrinol 2019, 15 (5),
261-273.

3. Le Roy, T.; Llopis, M.; Lepage,
P.; Bruneau, A.; Rabot, S.; Bevilacqua,
C.; Martin, P.; Philippe, C.; Walker, F.;
Bado, A.; Perlemuter, G.; Cassard-
Doulcier, A. M.; Gerard, P., Intestinal
microbiota determines development of
non-alcoholic fatty liver disease in mice.
Gut 2013, 62 (12), 1787-94.

4. Aron-Wisnewsky, J.; Vigliotti, C.;
Witjes, J.; Le, P.; Holleboom, A. G.;
Verheij, J.; Nieuwdorp, M.; Clement, K.,
Gut microbiota and human NAFLD:
disentangling microbial signatures from
metabolic disorders. Nat Rev
Gastroenterol Hepatol 2020, 17 (5), 279-
297.

5. Zmora, N.; Suez, J.; Elinav, E.,
You are what you eat: diet, health and the
gut microbiota. Nat Rev Gastroenterol
Hepatol 2019, 16 (1), 35-56.

6. Butel, M. J.; Waligora-Dupriet, A.
J.; Wydau-Dematteis, S., The developing
gut microbiota and its consequences for
health. J Dev Orig Health Dis 2018, 9 (6),
590-597.

A Zimmermann, P.; Curtis, N., The
effect of antibiotics on the composition of
the intestinal microbiota - a systematic
review. J. Infect. 2019, 79 (6), 471-489.

8. Sonnenburg, E. D.; Sonnenburg, J.
L., Starving our microbial self: the
deleterious consequences of a diet
deficient in microbiota-accessible
carbohydrates. Cell Metab 2014, 20 (5),
779-786.

9. Vangay, P.; Johnson, A.J.; Ward,
T. L.; Al-Ghalith, G. A.; Shields-Cutler,

R. R.; Hillmann, B. M.; Lucas, S. K.;
Beura, L. K.; Thompson, E. A.; Till, L.
M.; Batres, R.; Paw, B.; Pergament, S.
L.; Saenyakul, P.; Xiong, M.; Kim, A.
D.; Kim, G.; Masopust, D.; Martens, E.
C.; Angkurawaranon, C.; McGready, R.;
Kashyap, P. C.; Culhane-Pera, K. A.;
Knights, D., US Immigration Westernizes
the Human Gut Microbiome. Cell 2018,
175 (4), 962-972 ¢l0.

10. Tilg, H.; Zmora, N.; Adolph, T.
E.; Elinav, E., The intestinal microbiota
fuelling metabolic inflammation. Nat Rev
Immunol 2020, 20 (1), 40-54.

11: Koh, A.; De Vadder, F.;
Kovatcheva-Datchary, P.; Backhed, F.,
From Dietary Fiber to Host Physiology:
Short-Chain Fatty Acids as Key Bacterial
Metabolites. Cell 2016, 165 (6), 1332-
1345.

12. Caesar, R.; Tremaroli, V.;
Kovatcheva-Datchary, P.; Cani, P. D.;
Backhed, F., Crosstalk between Gut
Microbiota and Dietary Lipids Aggravates
WAT Inflammation through TLR
Signaling. Cell Metab 2015, 22 (4), 658-
68.

13. Makki, K.; Deehan, E. C.; Walter,
J.; Backhed, F., The Impact of Dietary
Fiber on Gut Microbiota in Host Health
and Disease. Cell Host Microbe 2018, 23
(6), 705-715.

14. Li, W.; Zhang, K.; Yang, H.,
Pectin Alleviates High Fat (Lard) Diet-
Induced Nonalcoholic Fatty Liver Disease
in Mice: Possible Role of Short-Chain
Fatty Acids and Gut Microbiota Regulated
by Pectin. J. Agric. Food Chem. 2018, 66
(30), 8015-8025.

15. Shtriker, M. G.; Peri, I.; Taieb, E.;
Nyska, A.; Tirosh, O.; Madar, Z.,
Galactomannan More than Pectin
Exacerbates Liver Injury in Mice Fed with
High-Fat, High-Cholesterol Diet. Mol Nutr
Food Res 2018, 62 (20), e1800331.

16. Weitkunat, K.; Stuhlmann, C.;
Postel, A.; Rumberger, S.; Fankhanel, M.;

RESULTATS - Lien entre microbiote et pectine dans la prévention et le traitement de la NAFLD chez les souris

207



RESULTATS - Lien entre microbiote et pectine dans la prévention et le traitement de la NAFLD chez les souris

Houron et al. Gut microbiota contributes to the beneficial effects of pectin on NAFLD

Woting, A.; Petzke, K. J.; Gohlke, S.;
Schulz, T. J.; Blaut, M.; Klaus, S.;
Schumann, S., Short-chain fatty acids and
inulin, but not guar gum, prevent diet-
induced obesity and insulin resistance
through differential mechanisms in mice.
Sci Rep 2017, 7 (1), 6109.

17 Ferrere, G.; Wrzosek, L.;
Cailleux, F.; Turpin, W.; Puchois, V.;
Spatz, M.; Ciocan, D.; Rainteau, D.;
Humbert, L.; Hugot, C.; Gaudin, F.;
Noordine, M. L.; Robert, V.; Berrebi, D.;
Thomas, M.; Naveau, S.; Perlemuter, G.;
Cassard, A. M., Fecal microbiota
manipulation prevents dysbiosis and
alcohol-induced liver injury in mice. J.
Hepatol. 2017, 66 (4), 806-815.

18. Wrzosek, L.; Ciocan, D.;
Borentain, P.; Spatz, M.; Puchois, V.;
Hugot, C.; Ferrere, G.; Robert, V.;
Mayeur, C.; Perlemuter, G.; Cassard, A.
M., Transplantation of human microbiota
into conventional mice durably reshapes
the gut microbiota. Sci Rep 2018, in press.
19. DeSantis, T. Z.; Hugenholtz, P.;
Larsen, N.; Rojas, M.; Brodie, E. L.;
Keller, K.; Huber, T.; Dalevi, D.; Hu, P.;
Andersen, G. L., Greengenes, a chimera-
checked 16S rRNA gene database and
workbench compatible with ARB. 4ppl.
Environ. Microbiol. 2006, 72 (7), 5069-72.
20. Segata, N.; Izard, J.; Waldron, L.;
Gevers, D.; Miropolsky, L.; Garrett, W.
S.; Huttenhower, C., Metagenomic
biomarker discovery and explanation.
Genome Biol 2011, 12 (6), R60.

21. Wrzosek, L.; Ciocan, D.;
Borentain, P.; Spatz, M.; Puchois, V.;
Hugot, C.; Ferrere, G.; Mayeur, C.;
Perlemuter, G.; Cassard, A. M.,
Transplantation of human microbiota into
conventional mice durably reshapes the gut
microbiota. Sci Rep 2018, 8 (1), 6854.

22 Aron-Wisnewsky, J.; Vigliotti, C.;
Witjes, J.; Le, P.; Holleboom, A. G.;
Verheij, J.; Nieuwdorp, M.; Clément, K.,
Gut microbiota and human NAFLD:
disentangling microbial signatures from
metabolic disorders. Nat Rev

Gastroenterol Hepatol 2020, 17 (5), 279-
297.

23. Le Roy, T.; Llopis, M.; Lepage,
P.; Bruneau, A.; Rabot, S.; Bevilacqua,
C.; Martin, P.; Philippe, C.; Walker, F.;
Bado, A.; Perlemuter, G.; Cassard-
Doulcier, A. M.; Gérard, P., Intestinal
microbiota determines development of
non-alcoholic fatty liver disease in mice.
Gut 2013, 62 (12), 1787-94.

24. Tsilingiri, K.; Rescigno, M.,
Postbiotics: what else? Benef Microbes
2013, 4 (1), 101-7.

25. Reynés, B.; Palou, M.; Rodriguez,
A. M.; Palou, A., Regulation of Adaptive
Thermogenesis and Browning by
Prebiotics and Postbiotics. Front Physiol
2018, 9, 1908.

26. do Carmo, M. M.; Walker, J. C.;
Novello, D.; Caselato, V. M.; Sgarbieri,
V. C.; Ouwehand, A. C.; Andreollo, N.
A.; Hiane, P. A.; Dos Santos, E. F.,
Polydextrose: Physiological Function, and
Effects on Health. Nutrients 2016, 8 (9).
2 Bindels, L. B.; Delzenne, N. M.;
Cani, P. D.; Walter, J., Towards a more
comprehensive concept for prebiotics. Nat
Rev Gastroenterol Hepatol 2015, 12 (5),
303-10.

28. Endo, H.; Niioka, M.; Kobayashi,
N.; Tanaka, M.; Watanabe, T., Butyrate-
producing probiotics reduce nonalcoholic
fatty liver disease progression in rats: new
insight into the probiotics for the gut-liver
axis. PLoS One 2013, 8 (5), e63388.

29. Bray, J. K.; Chiu, G. S.; McNeil,
L. K.; Moon, M. L.; Wall, R.; Towers,
A. E.; Freund, G. G., Switching from a
high-fat cellulose diet to a high-fat pectin
diet reverses certain obesity-related
morbidities. Nutr Metab (Lond) 2018, 15,
55.

30. Palou, M.; Sanchez, J.; Garcia-
Carrizo, F.; Palou, A.; Pico, C., Pectin
supplementation in rats mitigates age-
related impairment in insulin and leptin
sensitivity independently of reducing food
intake. Mol Nutr Food Res 2015, 59 (10),
2022-33.

208



RESULTATS - Lien entre microbiote et pectine dans la prévention et le traitement de la NAFLD chez les souris

obéses

Houron et al. Gut microbiota contributes to the beneficial effects of pectin on NAFLD

31. Li, T.; Li, S.; Dong, Y.; Zhu, R,;
Liu, Y., Antioxidant activity of penta-
oligogalacturonide, isolated from haw
pectin, suppresses triglyceride synthesis in
mice fed with a high-fat diet. Food Chem
2014, 145,335-41.

32. Krzysik, M.; Grajeta, H.; Prescha,
A.; Weber, R., Effect of cellulose, pectin
and chromium(I1I) on lipid and
carbohydrate metabolism in rats. J Trace
Elem Med Biol 2011, 25 (2), 97-102.

33. Jiang, T.; Gao, X.; Wu, C.; Tian,
F.; Lei, Q.; Bi,J.; Xie, B.; Wang, H. Y.;
Chen, S.; Wang, X., Apple-Derived Pectin
Modulates Gut Microbiota, Improves Gut
Barrier Function, and Attenuates
Metabolic Endotoxemia in Rats with Diet-
Induced Obesity. Nutrients 2016, 8 (3),
126.

34. Skinner, R. C.; Warren, D. C.;
Lateef, S. N.; Benedito, V. A.; Tou, J. C.,
Apple Pomace Consumption Favorably
Alters Hepatic Lipid Metabolism in Young
Female Sprague-Dawley Rats Fed a
Western Diet. Nutrients 2018, 10 (12).

35. Drew, J. E.; Reichardt, N.;
Williams, L. M.; Mayer, C. D.; Walker,
A. W.; Farquharson, A. J.; Kastora, S.;
Farquharson, F.; Milligan, G.; Morrison,
D. J.; Preston, T.; Flint, H. J.; Louis, P.,
Dietary fibers inhibit obesity in mice, but
host responses in the cecum and liver
appear unrelated to fiber-specific changes
in cecal bacterial taxonomic composition.
Sci Rep 2018, 8 (1), 15566.

36. Safari, Z.; Monnoye, M.; Abuja,
P. M.; Mariadassou, M.; Kashofer, K.;
Gérard, P.; Zatloukal, K., Steatosis and gut
microbiota dysbiosis induced by high-fat
diet are reversed by 1-week chow diet
administration. Nutr Res 2019, 71, 72-88.
37. Takahashi, K.; Nishida, A.;
Fujimoto, T.; Fujii, M.; Shioya, M.;
Imaeda, H.; Inatomi, O.; Bamba, S.;
Sugimoto, M.; Andoh, A., Reduced
Abundance of Butyrate-Producing Bacteria
Species in the Fecal Microbial Community
in Crohn's Disease. Digestion 2016, 93 (1),
59-65.

38.  Takahashi, Y.; Sugimoto, K.; Inui,
H.; Fukusato, T., Current pharmacological
therapies for nonalcoholic fatty liver
disease/nonalcoholic steatohepatitis. World
J Gastroenterol 2015, 21 (13), 3777-85.
39. Moreno-Navarrete, J. M.;
Fernandez-Real, J. M., The gut microbiota
modulates both browning of white adipose
tissue and the activity of brown adipose
tissue. Rev Endocr Metab Disord 2019, 20
(4), 387-397.

40. Bickhed, F.; Manchester, J. K.;
Semenkovich, C. F.; Gordon, J. I.,
Mechanisms underlying the resistance to
diet-induced obesity in germ-free mice.
Proc Natl Acad Sci U S 42007, 104 (3),
979-84.

41. Backhed, F.; Ding, H.; Wang, T.;
Hooper, L. V.; Koh, G. Y.; Nagy, A;
Semenkovich, C. F.; Gordon, J. L., The gut
microbiota as an environmental factor that
regulates fat storage. Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A.2004, 101 (44), 15718-23.

42. Mestdagh, R.; Dumas, M. E.;
Rezzi, S.; Kochhar, S.; Holmes, E.;
Claus, S. P.; Nicholson, J. K., Gut
microbiota modulate the metabolism of
brown adipose tissue in mice. J Proteome
Res 2012, 11 (2), 620-30.

43, den Besten, G.; van Eunen, K_;
Groen, A. K.; Venema, K.; Reijngoud, D.
J.; Bakker, B. M., The role of short-chain
fatty acids in the interplay between diet,
gut microbiota, and host energy
metabolism. J Lipid Res 2013, 54 (9),
2325-40.

44, Wu, J.; Chen, M.; Shi, S.; Wang,
H.; Li, N.; Su,J.; Liu, R.; Huang, Z.;
Jin, H.; Ji, X.; Wang, S., Hypoglycemic
effect and mechanism of a pectic
polysaccharide with hexenuronic acid from
the fruits of Ficus pumila L. in C57BL/KsJ
db/db mice. Carbohydr Polym 2017, 178,
209-220.

45.  Newgard, C. B., Interplay between
lipids and branched-chain amino acids in
development of insulin resistance. Cell
Metab 2012, 15 (5), 606-14.

46. den Besten, G.; Havinga, R.;
Bleeker, A.; Rao, S.; Gerding, A.; van

209



RESULTATS - Lien entre microbiote et pectine dans la prévention et le traitement de la NAFLD chez les souris
obeses

Houron et al. Gut microbiota contributes to the beneficial effects of pectin on NAFLD

Eunen, K.; Groen, A. K.; Reijngoud, D. mechanisms. Biochim Biophys Acta 2010,
J.; Bakker, B. M., The short-chain fatty 1801 (11), 1175-83.

acid uptake fluxes by mice on a guar gum 52. Canfora, E. E.; Jocken, J. W_;
supplemented diet associate with Blaak, E. E., Short-chain fatty acids in
amelioration of major biomarkers of the control of body weight and insulin
metabolic syndrome. PLoS One 2014, 9 sensitivity. Nat Rev Endocrinol 2015, 11
(9), €107392. (10), 577-91.

47. den Besten, G.; Bleeker, A.;
Gerding, A.; van Eunen, K.; Havinga, R.;
van Dijk, T. H.; Oosterveer, M. H.;
Jonker, J. W.; Groen, A. K.; Reijngoud,
D. J.; Bakker, B. M., Short-Chain Fatty
Acids Protect Against High-Fat Diet-
Induced Obesity via a PPARy-Dependent
Switch From Lipogenesis to Fat Oxidation.
Diabetes 2015, 64 (7), 2398-408.

48. Chambers, E. S.; Viardot, A.;
Psichas, A.; Morrison, D. J.; Murphy, K.
G.; Zac-Varghese, S. E.; MacDougall, K.;
Preston, T.; Tedford, C.; Finlayson, G. S.;
Blundell, J. E.; Bell, J. D.; Thomas, E. L.;
Mt-Isa, S.; Ashby, D.; Gibson, G. R.;
Kolida, S.; Dhillo, W. S.; Bloom, S. R.;
Morley, W.; Clegg, S.; Frost, G., Effects
of targeted delivery of propionate to the
human colon on appetite regulation, body
weight maintenance and adiposity in
overweight adults. Guz 2015, 64 (11),
1744-54.

49, Sahuri-Arisoylu, M.; Brody, L. P.;
Parkinson, J. R.; Parkes, H.; Navaratnam,
N.; Miller, A. D.; Thomas, E. L.; Frost,
G.; Bell, J. D., Reprogramming of hepatic
fat accumulation and 'browning' of adipose
tissue by the short-chain fatty acid acetate.
Int J Obes (Lond) 2016, 40 (6), 955-63.
50. Yamashita, H.; Maruta, H.;
Jozuka, M.; Kimura, R.; Iwabuchi, H.;
Yamato, M.; Saito, T.; Fujisawa, K.;
Takahashi, Y.; Kimoto, M.; Hiemori, M.;
Tsuji, H., Effects of acetate on lipid
metabolism in muscles and adipose tissues
of type 2 diabetic Otsuka Long-Evans
Tokushima Fatty (OLETF) rats. Biosci
Biotechnol Biochem 2009, 73 (3), 570-6.
51. Al-Lahham, S. H.; Peppelenbosch,
M. P.; Roelofsen, H.; Vonk, R.J.;
Venema, K., Biological effects of
propionic acid in humans; metabolism,
potential applications and underlying

210



RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Il. Résultats complémentaires : Impact de la pectine a haute dose sur les lésions

hépatiques induites par un régime enrichi en graisse, en sucre et en cholestérol.

Les résultats obtenus en utilisant une faible dose de pectine permettent de préserver les
rongeurs d’une partie des effets délétéres induits par un régime HFD. A 2%, la pectine modifie
le Ml et I'administration par FMT de ce MI modifié est également capable d’améliorer, au
moins en partie, les lésions induites par un régime gras. Cependant, les résultats mitigés
notamment en utilisant la pectine a 2% en curatif suggerent que les doses choisies pourraient
étre trop faibles pour permettre une résolution compléte des altérations induites par le

régime.

La dose de 2% de pectine correspond a une consommation d’environ 0,06 g de pectine
pour 30 g de poids corporel soit une consommation de 10 g par jour chez ’'homme. Dans ce
nouveau protocole, nous avons opté pour une dose de 0,45 g de pectine pour 30 g de poids
corporel ce qui équivaut a un régime a 15% de pectine. A ces doses, la transposition chez
I’'homme imposerait une consommation d’environ 70 g de pectine par jour. Cette condition
excessive avait entre autre pour but d’induire des modifications plus significatives du Ml afin
d’identifier des bactéries potentiellement bénéfiques et les métabolites bactériens associés.
Néanmoins, comme le métabolisme de ’lhomme et des rongeur n’est pas identique, il n’est
pas certain que cette simple corrélation des doses soient pertinente en pour la pratique
clinique. Par ailleurs, nous avons opté pour un régime étant également enrichi en sucrose et

en cholestérol afin de se rapprocher d’une alimentation occidentale type « western diet ».

Des souris males C57BL6 ont été mises sous régime high-fat, high-cholestérol et high
sucrose (HFSC) pendant 16 semaines avec une supplémentation en pectine a 15% pour 'un
des groupes. D’un point de vue énergétique, le contenu en graisses était de 34,7% et obtenu
avec du lard comme pour nos régimes HFD. Le régime HFSC contenait 15% de sucrose et 1%
de cholestérol. L’apport calorique était de 518,3 kcal/100g (HFSC) et 480,08 kcal/100g (HFSC
+15%). Comme pour les expérimentations précédentes, la pectine utilisée était issue de la
pomme (réf : P93854) et achetée chez Sigma-Aldrich (lot : BCBS3576 ; CAS number : 9000-69-
5). Les régimes ont été préparés a facon par SNIFF (Allemagne). Les souris étaient pesées

toutes les semaines et la consommation en régime mesurée pour chaque cage de 4 souris.
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A forte dose, soit 15% de pectine, I'ensemble des Iésions hépatiques induites par un
régime délétére est amélioré (Fig. 1). En effet, aucune stéatose n’est détectable chez les souris
recevant de la pectine a 15% et les ALT tendent a étre diminuées par rapport aux souris sans

traitement.

oo E Figure 1 : Prévention des lésions hépatiques
par la pectine 15% dans un régime enrichi
en graisses, en sucrose et cholestérol
(HFSC).

Les souris sont soumises a un régime enrichi en
graisses, en cholestérol et en sucrose, supplémenté
en pectine (HFSC') ou non (HFSC) pendant 16
semaines. (A) Poids du foie aprés 16 semaines de
traitement. (B) Ratio poids du foie du poids du
corps (g/g). (C€) AQuantification des ALAT
plasmatiques. (D) Contenu hépatique en
triglycérides et coupe histologique de foie apres
coloration Hematoxyline-eosine (échelle 400 pm).
s & Les données représentent la moyenne+SEM de 8
¢ souris , *: p<0.05, **: p<0.01.
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Cet effet protecteur n’est pas dii a une diminution de la prise alimentaire. En revanche, malgré
une consommation calorique identique, la prise de poids est atténuée avec diminution du taux

de masse grasse (Fig. 2).
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Figure 2 : Maintien de la prise alimentaire et perte de poids et de masse grasse

Les souris sont soumises a un régime enrichi en graisses, en cholestérol et en sucrose,
supplémenté en pectine (HFSC'®) ou non (HFSC) pendant 16 semaines.

(A) Suivi de la consommation kilocalorique hebdomadaire en régime au long des 16 semaines
de protocole (Kcal/souris/semaine). (B) Variations de poids corporel pendant les 16 semaines de
protocole. (C) Poids des souris a la fin de I'expérimentation et prise de poids entre le début et la
fin du protocole (g). (D) Poids du tissu adipeux blanc et ratio poids du tissu adipeux blanc sur
poids corporel aprés 16 semaines de régime (g). Les données représentent la moyenne+SEM de
8 souris , *: p<0.05, **: p<0.01
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Le TA présente un aspect caractéristique de brunissement avec diminution franche du
diametre des adipocytes (Fig.3). La pectine modifie structurellement le BAT avec une

réduction des macrogouttelettes de lipides remplacées par des microgouttelettes.

A B
T
R
_HFSC | 8
LTI
L HES O

Figure 3 : Modifications des tissus adipeux souris régime enrichi en pectine 15%

Les souris sont soumises a un régime enrichi en graisses, en cholesterol et en sucrose,
supplémenté en pectine (HFSC'®) ou non (HFSC) pendant 16 semaines. (A)Coupes
histologiques de tissu adipeux blanc colorées par hematoxyline-eosine (échelle 400um).
(B) Analyse histomorphométrique du diameétre des adipocytes (um). (C) Coupes
histologiques de tissu adipeux brun colorées par hematoxyline-eosine (échelle 400um).
Les données représentent la moyenne+SEM de 8 souris , *: p<0.05

De maniere intéressante, sous pectine 15%, la tolérance au glucose est préservée ce qui n’était
pas le cas a des doses plus faibles de pectine (Fig.4). Ceci est cohérent avec la littérature sur

le réle de la pectine dans la régulation glycémique et sa capacité a absorber le glucose dans

I'intestin33°.
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Figure 4 : Prévention de la perte de sensibilité au glucose chez les souris sous pectine 15%

Les souris sont soumises a un régime enrichi en graisses, en cholesterol et en sucrose
supplémenté, en pectine (HFSC'5) ou non (HFSC) pendant 16 semaines. (A) Courbes de glycémie
aprés test de tolerance au glucose (OGTT) aprés 16 semaines de régime. (B) Histogrammes
représentatifs de I'aire sous la courbe (AUC) du test de tolerance au glucose apres 16 semaines
de regime. Les données représentent la moyenne+SEM de 8 souris , *: p<0.05, **: p<0.01,
**xp < 0,001

Des fortes doses de pectine induisent de nouvelles modifications du Ml avec des différences
majeures entre les régimes HFSC et HFSC15 (Fig.5). L'augmentation des Bacteroides est

conservée et on observe de plus une diminution des Proteobacteria. La pectine a 15% induit
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I'augmentation des Bacteroidales (dont Bacteroides) et des Bifidobacteriales (dont
Bifidobacterium). En revanche, la pectine induit une diminution des Bacilli, des
Epsilonproteobacteria, des Deltaproteobacteria, des Clostridia et des Erysipelotrichi. Parmi
les bactéries dont la fréquence est diminuée par la pectine a forte dose, on note que les
Protéobacteria, Erispelotrichi, Parabacteroides, Dorea, Lactobacillus, Oscillospira. Ces espéeces
ont été décrites précédemment comme associées a la NAFLD/NASH34°, On assiste également
a une diminution d’Helicobacter lors du traitement par la pectine 15% qui comme nous I’avons
vu précédemment est associée a la production de LPS et donc a une possible augmentation

de '’endotoxémie.

>
0

[ Actinobacteria
PeoA b o pcz [ Verrucomicrobia
1.0 P [ Proteobacteria*

& [ Firmicutes*
HFSC =1 Bacteroidetes”
B Cyanobacteria*

tion explained 14.32%
e
.

PC2 - Percent variat
5

HFSC!S

L L . L | s L J
-04 -03 02 01 00 01 02 03
PC1 - Percent variation explained 43.44%

HFSC HFSC!®

PC1 - Percent variation explained 79.47%

L
B D W HFD_ctr C57 -
PCoA - PC1 vs PC2 P15 _ctr C57 -c
015 T  rE— T P =
HFSC 0
-
=
=
g 0w -
2 =
2 2 -
i £ i =
2 o005 E 5 5 z -
g 8/ 4
¥ ol ol 32 -
§ H -
$ oo -
g =
§ —=
g -
3 -00s -
-
15 =
HFSC -
-
-o10L L " s J
-04 -03 -0.2 -01 oo CI‘] 0‘2 03 -
-
=)
-
- s
-

Figure 5 : Modifications du microbiote intestinal induite par la pectine 15%

Les souris sont soumises a un régime enrichi en graisses, en cholesterol et en sucrose supplémenté, en pectine (HFSC'®) ou non (HFSC) pendant 16 semaines. (A et B)
PCoA des souris soumises au régime HFSC (bleu) ou HFSC'S (jaune). (A) unweighted UniFrac distances, p=0,02, montrant les différences de composition du microbiote
intestinal entre les deux régimes. (B) weighted UniFrac distances, p=0,02, montrant les différences d’abondance des OTU entre les deux régimes. (C) Histogramme
représentatif des différences d’abondance des principaux phyla entre les deux régimes (%). (D) Cladogramme montrant les différences de taxa en fonction de
I’'abondance relative entre le régime HFSC (rouge) et HFSC'S (vert) (Test de Wilcoxon). La taille des cercles au sein du cladrogramme est proportionnelle a I'abondance
des bactéries. Les données représentent la moyenne de 8 souris, *: p<0.05.

Enfin, cette forte dose de pectine modifie également le contenu caecal en acides gras a chaine
courte. La pectine induit ainsi une diminution drastique du valérate, mais également de
I'isobutyrate et de l'isovalérate (Fig.6). En revanche, on observe une augmentation de

['acétate.
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Figure 6 : La production d’acides gras a chaine courte est
modifiée par la pectine 15%.

Les souris sont soumises a un régime enrichi en graisses,
en cholesterol et en sucrose, supplémenté en pectine
(HFSC*) ou non (HFSC) pendant 16 semaines. (A)
Histogrammes représentatifs des changements spécifiques
des SCFAs du contenu cécal induits par une
supplémentation en pectine de 15% pectin (uM/mg du
contenu cécal). (B) Comparaison des taux de SCFAs totaux
dans le contenu cécal entre les souris HFSC et les souris
HFSC!5 Les données représentent la moyenne+SEM de 8
souris , *: p<0.05, **: p<0.01, ***p < 0.001.
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La consommation de pectine 15% associée a un régime enrichi en cholestérol entraine une
modification de I'absorption lipidique. En effet, si les triglycérides sont peu touchés, le
cholestérol et les HDL post prandiaux sont diminués (Fig.7). Cet effet est a lier directement
aux propriétés physicochimiques de la pectine (cf. Chapitre 4, lll, paragraphe C) qui la rende

capable d’avoir un effet chélateur sur le cholestérol ou des molécules de type acides biliaires.
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Figure 7 : L'absorption des lipides est modifiée par la pectine 15% sur un régime enrichi en
graisses en sucrose et en cholestérol.

Les souris sont soumises a un régime enrichi en graisses, en cholesterol et en sucrose,
supplémenté en pectine (HFSC15) ou non (HFSC) pendant 16 semaines. (A) Quantification
plasmatique du contenu en triglycérides (mmol/l). (B) Quantification plasmatique du
cholestérol total (mmol/l). (C) Quantification plasmatique du HDL-cholestérol (mmol/l). Les
données représentent la moyenne+SEM de 8 souris , *: p<0.05, **: p<0.01, ***p < 0.001

Ainsi, a la dose élevée de 15% de pectine dans un régime enrichi en graisse, en sucrose et en
cholestérol, nous observons un effet plus homogene de la pectine sur I'ensemble des
parametres associés a la NAFLD sans diminution de I'apport alimentaire. Ces conditions
devraient nous permettre d’identifier plus précisément les mécanismes par lesquels la pectine

induit ses effets métaboliques.
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[1. Discussion de |'article et des données complémentaires
Bien que I'analyse des résultats ne soit pas achevée, les données complémentaires présentées
dans cette derniére partie nous permettent d’étayer I’"hypothése qu’une supplémentation en

pectine puisse avoir un intérét réel dans la prise en charge de la NAFLD.

Une des difficultés des modeles rongeurs consiste en leurs capacités a mimer la pathologie
humaine. Le modeéle que nous avons le plus utilisé consiste en un régime enrichi en graisses
(HFD). Ce modele nous a permis de prouver que la pectine a un effet préventif sur I’apparition
des lésions du foie impliquant des modifications du MI. Néanmoins, nous avons également
utilisé un régime enrichi en sucrose, en graisses et en cholestérol, qui se rapproche plus de I’
alimentation humaine de type occidentale. L'utilisation de la pectine dans ce régime met en
avant son utilité non seulement en tant que fibre modulant le MI mais également sa capacité
chélatrice des graisses de type cholestérol et acides biliaires. Il est a noter que dans le cadre
de ces expériences, il serait intéressant de déterminer les variations des concentrations des
acides biliaires compte tenu de leurs fonctions sur le métabolisme hépatique et la capacité de

la pectine a augmenter leur excrétion.

En effet, les acides biliaires sont impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique de
I’"hote via I'activation de FXR et TGRS par I'intermédiaire du M. Il a été montré que |’exposition
au froid stimulait I'utilisation des lipoprotéines par le BAT et 'augmentation de la synthese
d’ABs a partir du cholestérol selon la voie de synthese alternative des ABs impliquant CYP7B1.
On retrouvait une augmentation des taux d’ABs fécaux et plasmatiques, par une activation
du BAT et par une modulation importante de la composition du MI34, Il se pourrait ainsi que
de fortes doses de pectine aient un effet sur la composition en ABs notamment par une

augmentation de leur excrétion.

Nous montrons que la pectine entraine un remodelage structurel et fonctionnel des tissus
adipeux qui semble participer a I'atténuation des lésions du foie induites par un régime gras.
Ce effets sont plus importants a 15% qu’a 2% de pectine ce qui pourrait s’expliquer en partie
par des modifications différentes de production de SCFAs suivant la dose de pectine

administrée.
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Chez I’'homme, une revue menée par Bozetto et al. explique que chez les patients NAFLD, la
supplémentation du régime alimentaire par différentes fibres est associée a une amélioration
de la NAFLD. L'effet des fibres pourrait affecter positivement le contenu lipidique hépatique
en diminuant I'absorption du glucose et la lipogenese de novo ainsi qu’en modifiant la
composition du MI %>, De plus cette revue met en avant le réle des fibres dans la production

des SCFAs entrainant une modification du WAT et du BAT#>.

Nous avons observé une amélioration de la tolérance au glucose avec une dose de pectine
15% mais pas de 2%. La encore, il faut considérer non seulement que I'amélioration de la
tolérance au glucose est liée a des modifications des SCFAs, mais également a une diminution

de son absorption liée a la pectine elle-méme.

En effet, les SCFA sont impliqués dans la production de GLP-1 par les cellules
entérochromaffines intestinales. Cet effet s’exerce principalement par I'activation du GPR43
et dans une moindre mesure par celle du GPR413%2, Ces différents paramétres, GLP1 et
expression des récepteurs GPR41 et GPR43 seront quantifiés dans nos expériences a 15% de
pectine. En ce qui concerne I'effet de la pectine sur I'absorption du glucose, nous pourrions
analyser au niveau intestinal I'expression de SGLT1 (sodium glucose transporter 1) et
quantifier ainsi I'absorption du 2-deoxyglucose.3*3-34>, Pour réellement conclure, il nous

faudrait refaire des tests sur animaux vivants et mesurer les flux d’absorption du glucose.

L'utilisation de la pectine a 15% a également un effet sur la prise de poids, comme le révélait
I’étude de Li et al. ou la pectine de citron a 8% induisait une diminution de la masse corporelle
et de la masse grasse sans modification de I'apport énergétique3!. Le maintien de la prise
alimentaire suggeére, la encore, une possible diminution de I'absorption des nutriments. Cette
hypothése pourrait étre confirmée ou non par la quantification des calories et des lipides
encore présents dans les féces comme cela avait pu étre fait par Li et al.3*®, Cette étude
montrait que la pectine pouvait agir sur la perte de poids corporel lors d’un régime HFD via

différents mécanismes :
La promotion de la dégradation des Ags via la B-oxydation mitochondriale dans le foie ;

L'interruption des voies biologiques impliquées dans la digestion et I'absorption des lipides,
résultant en une augmentation de I'excrétion fécale de cholestérol et une diminution des TG

et du cholestérol plasmatiques.
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A 15% de pectine, il est probable que ces deux mécanismes co-existent. Ils pourraient
expliquer en partie la perte de poids et contribuer a I'amélioration de la stéatose par une

diminution du flux de lipides arrivant au foie.

Les effets de la pectine a dose élevée dépendent donc de ses propriétés physico-
chimiques mais également de sa capacité a modifier le Ml et par la suite les métabolites
bactériens produits dont les SCFAs. Outre leur effet sur I'amélioration de la tolérance au

glucose, les SCFAs sont également capables d’agir sur le foie et le TA347,348,

Dans notre étude, la pectine exerce son action bénéfique, entre autres, en induisant le
brunissement du WAT ce qui se traduit au niveau hépatique par une diminution de
I'accumulation des TG. Ces observations sont compatibles avec les données sur |'effet

bénéfiques des SCFAs sur des souris HFD?%8,

Le lien entre les fibres alimentaires, le brunissement du TA et I'activation du BAT
souléve de nombreuses questions3®. Ainsi, Weitkunat et al. a montré qu’une
supplémentation en inuline chez des souris induisait une modification du Ml et était associée
a une amélioration du poids corporel et de la masse grasse avec brunissement du TA3C,
L'inuline entrainait une augmentation des taux d’acétate et était associée au brunissement du
TA et a une augmentation de la température corporelle. Plus généralement, de nombreuses
études ont mis en évidence un lien étroit entre I'administration de SCFAs et le brunissement
du TA chez les rongeurs. Moreno-Navarrete et al., ont ainsi montré une corrélation entre les
taux d’acétate et de propionate, 'abondance relative en Firmicutes et le brunissement du
TA®1 Gao et al. et Li et al. ont décrit une relation entre une supplémentation en butyrate et
I'activation du BAT avec augmentation de la thermogenése, de la B-oxydation et de
I’expression d’UCP13°% 353 D’autres études attestent de la contribution de I'acétate dans la
thermogenése et le brunissement du TA 20%:349_ Enfin, il a été montré qu’une supplémentation
en pectine hautement estérifiée a des rats permettait de prévenir les atteintes métaboliques
liées a une restriction calorique pendant la gestation par I'intermédiaire du Ml et la production
de SCFAs, en particulier de I'acétate3>4. Dans cette étude, les effets bénéfiques de la pectine
étaient liés a I'activation du BAT et au brunissement du TA induits par I'acétate. Toutes ces
données renforcent I'importance du Ml et de ses métabolites sur 'homéostasie métabolique

de I'h6te et sur son implication dans les pathologies métaboliques comme la NAFLD.
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Les effets d’une faible dose de pectine restent limités sur la pathogenése de la NAFLD et notre
premiére hypothese était d’évaluer |'effet préventif d’'une telle dose de pectine dans
I’amélioration de la NAFLD chez le rongeur. A 2%, nous avons été capables d’atténuer une
partie des effets induits par un régime gras sans impact sur la prise de poids, le taux de masse
grasse ou la tolérance au glucose. Nous avons confirmé par I'utilisation de hautes doses de
pectine qu’il était possible de préserver I'ensemble de ces fonctions malgré un régime
hautement délétére pour I'organisme. Les modifications du Ml induites par une forte dose de
pectine sont plus importantes que celles induites par une faible dose de pectine, tout comme
la composition en SCFAs dans le caecum. On retrouve ainsi la diminution des BCFAs :
I'isobutyrate et I'isovalérate. La fermentation protéique est donc atténuée a 15% de pectine
et cela est associé a une amélioration de I'IR et des altérations métaboliques comme la prise
de poids, le taux de masse grasse ainsi que la stéatose hépatiqgue comme énoncé
précédemment3>> 3%6, On observe également une augmentation de 'acétate qui, comme
décrit précédemment, peut intervenir dans le brunissement du TA, dans 'activation du BAT
et dans I'amélioration de la stéatose hépatique. Etonnamment on note une diminution
importante du valérate. Ce dernier est corrélé a une amélioration de I'absorption du glucose
au niveau adipocytaire via fixation sur GPR41 et donc induit une diminution de
I'insulinorésistance3*’. A 'inverse, une diminution en valérate est associée a la pathogenése
de la NAFLD ce qui contraste avec I'amélioration des Iésions observée dans notre modeéle
murin3>®, Ces données suggérent donc I'existence d’un équilibre subtil entre les SCFAs

permettant leur action bénéfique sur I'organisme.

Des études complémentaires restent nécessaires pour caractériser les SCFAs et les bactéries
qui les produisent. Nos données sur la pectine a 15% devraient nous permettre d’étudier en
détail les modifications du Ml et de déterminer si il nous est possible de dégager des espéeces
bactériennes particulierement impactées qui pourraient étre testées comme probiotiques en

complément du régime HFD.

Chez ’lhomme, il est important de noter que l'utilisation de hautes doses de pectine entraine
un inconfort digestif pouvant altérer I'observance du protocole voire engendrer des effets
indésirables plus nocifs a long terme comme une inflammation de la muqueuse intestinale3>.

Se focaliser sur les modulations de I’écosysteme bactérien et sur la compréhension des
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mécanismes liés aux métabolites comme les SCFAs pourrait donc étre une des pistes

thérapeutiques complémentaires a I'étude des bactéries elles-mémes.
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Figure Bilan : Role bénéfique de la pectine dans la NAFLD et interrelation entre le microbiote intestinal, les tissus adipeux et le foie.

Les effets délétéres du régime HFD sur le foie passent en partie par le développement d’une dysbiose intestinale. Le microbiote intestinal participe au développement de la NAFLD via la production de métabolites dont les acides gras a
chaine courte (SCFAs). Le Ml et le SCFAs agissent sur le tissu adipeux blanc (WAT) en favorisant son inflammation et sa croissance. Le WAT libére alors des quantités importantes d’acides gras vers le foie. Le Ml et les SCFAs peuvent agir
directement sur le foie et favoriser I'accumulation de triglycérides in situ par différents mécanismes biologiques.

Une supplémentation en pectine permet en fonction de la dose administrée de contrecarrer les effets du régime gras. Cette action est en partie liée a ses propriétés physico-chimiques et induit une diminution de I'absorption des lipides

et notamment du cholestérol. Les effets bénéfiques de la pectine peuvent également découler de son influence positive sur la dysbiose et par voie de conséquences sur la modulation du profil de SCFAs. Le Ml et les SCFAs agissent alors
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L'effet bénéfique des fibres dans la NAFLD et les pathologies métaboliques prend de I'essor
depuis quelques années. Parmi les fibres alimentaires étudiées, I'inuline, la gomme guar, les
galacto-oligosaccharides (GOS) et les fructo-oligosaccharides (FOS) ont montré a l'instar de la
pectine un potentiel thérapeutique dans I'amélioration du profil métabolique des rongeurs
soumis a un régime HFD3%% 360, Ces composés ont fait 'objet de nombreuses études visant
notamment a éclaircir leur role dans la modulation du Ml et dans la production des
métabolites bactériens comme les SCFAs3¢0 361 Chung et al., ont ainsi montré qu’une
supplémentation en inuline et en pectine in vitro a des fermentateurs inoculés par du Ml
humain induisait des modifications de composition du Ml au niveau de I'espéce de maniere
sélective en fonction de la nature de la fibre administrée'*3. Ces modifications étaient
notamment associées a une modulation de la production des SCFAs. Une autre étude menée
sur des rats soumis a un régime HFD (lard et cholestérol) permettait d’étudier I'effet de la
pectine du citron ou de la gomme guar en fonction de leur degré de méthoxylation (pectine)
et de viscosité (gomme guar) 144, Les différentes fibres étaient capables de diminuer I’adiposité
et la prise de poids chez les rongeurs. En revanche, I'administration de chacune des fibres
entrafnait un profil spécifique de SCFAs et du MI, montrant les optimisations potentielles
envisageables en fonction des propriétés chimiques des fibres utilisées. Ainsi, I'utilisation de
gomme guar de viscosité moyenne était associée a un effet bifidogénique et a une production
accrue de butyrate. Elle permettait une meilleure prévention de la stéatose hépatique. Une
autre étude a montré que les fibres hautement fermentables contenues dans la myrtille
permettaient d’améliorer la stéatose hépatique chez le rat soumis a un régime HFD. Cet effet
était lié a une potentialisation de la production des SCFAs et notamment du butyrate en amont
et pendant le développement de I'obésité3®2. Enfin, comme décrit précédemment,
I’administration de pectine (4 ou 8%) a un régime HFD contenant 30% de lard permettait
d’atténuer la stéatose hépatique et ce fonction de la dose administrée33!. Cet effet bénéfique
était également corrélé a une modulation du Ml et des SCFAs avec augmentation des taux
d’acétate et de propionate et diminution du valérate, de I'isovalérate et de l'isobutyrate. Le

butyrate, quant a lui, n’était pas affecté par la supplémentation en fibres.
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Certains de ces résultats ont été publiés au cours mon doctorat et souligne l'intérét de
I'utilisation des fibres. Ceci renforce la pertinence de mon objectif de thése qui visait a prouver
que les fibres, en I'occurrence la pectine, pouvait protéger le foie dans un modéle de NAFLD
chez le rongeur et que cet effet protecteur était médié par le MI. La finalité de ce travail était
bien évidemment de pouvoir proposer ce type d’approche dans la prise en charge des

patients.

Dans notre étude, I'utilisation de faibles doses de pectine limite les effets délétéres d'un
régime gras, principalement en favorisant le brunissement du tissu adipeux, en modifiant
structurellement le BAT et en atténuant la stéatose hépatique. L'étude du Ml et le transfert
du MI modifié par la pectine prouve que son effet bénéfique est étroitement liés a la
composition de I'écosysteme bactérien. Le Ml possede plusieurs fonctions dont la production
de métabolites qui interviennent dans la pathogenése de nombreuses maladies métaboliques.
Ici, nous avons fait I’hypothése que les métabolites majeurs intervenant dans les effets de Ia
pectine sur la NAFLD étaient les SCFAs. Il est cependant tres probable que ce ne soient pas les
seuls acteurs impliqués dans I'amélioration des Iésions induites par le régime HFD. En effet,
d’autres molécules comme les indoles, qui sont des métabolites du tryptophane, ont montré
leur réle potentiel dans la NAFLD 363 364 De méme, les acides biliaires semblent intervenir et
leur réle pourrait étre lié, au moins en partie, aux capacités chélatrices de la pectine, qu’on ne
retrouve pas pour toutes les fibres et notamment pas pour linuline. Ainsi, en fonction du
régime alimentaire des patients, les effets de la pectine pourraient étre variables, cette

derniére jouant son role chélateur s’il y a consommation d’un régime riche en cholestérol.

Outre les modifications des métabolites, les modifications du Ml impactent également la
nature des PAMPs et du LPS portés par ces bactéries. Ainsi, 'administration préventive de
pectine qui induit une diminution des Proteobacteria et notamment des Desulfovibrionaceae
pourrait induire une diminution du LPS. Cette hypothése serait en accord avec les données de

365 qui montre qu’une supplémentation en glucoraphanine, un composé

I’équipe de Nagata
issus des cruciféres, entraine une amélioration de la sensibilité a I'insuline, de la tolérance au
glucose et une diminution de la stéatose hépatique chez des souris HFD. Ces effets
s’accompagnent d’'une diminution des concentrations plasmatiques en LPS, d’'une diminution
des marqueurs de I'inflammation dans le TA et le foie et d’un brunissement du tissu adipeux

attesté par I'augmentation de I'expression d’'UCP1 dans le TA. Cela renforcerait I'effet des
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SCFAs sur les tissus adipeux, puisqu’un des mécanismes liant le Ml aux modulations du BAT et
du TA implique le LPS. Il a également été montré que I'activation du TLR4 par le LPS inhibait le
brunissement du TA et induisait I'augmentation de la production de ROS et un
dysfonctionnement mitochondrial. En revanche, une délétion en TLR4 permettait de protéger
la fonction de la mitochondrie et favorisait la thermogenése 36, Une activation du récepteur
TLR4 pourrait ainsi empécher le brunissement du TA par I'intermédiaire d’une altération des
fonctions mitochondriales. Une diminution des Desulfovibrionaceae a par ailleurs été associée
a une amélioration de la prise de poids, a une diminution de la masse grasse et des TG
hépatiques et a une amélioration de la tolérance au glucose lors d’une supplémentation en

resvératrol chez des rongeurs sous régime HFD 367-369,

Parmi les modulations du Ml induites par I'administration préventive de pectine 2%, on
observe une augmentation des Bacteroidetes, des Bacteroidaceae et une diminution des
Peptostreptococcaceae ce qui correspond aux changements objectivés par I’étude de Zietak
et al. Ces modifications de MI pourraient donc contribuer a l'activation du BAT et de la

thermogeneése et aux bénéfices induits par modifications du métabolisme des ABs.

Le transfert du MI modifié par la pectine induit aussi une diminution des Epsilonbactareotea
et en particulier d’Helicobacter dont la présence est associée au risque de développement de
la NAFLD 379, 'implication du genre Helicobacter dans la pathogenése de la NAFLD est
suspectée d’étre en lien avec l'insulinorésistance, et d’impacter la sécrétion d’adipokines.3”°
Une infection par Helicobacter est par ailleurs capable de moduler la composition du Ml et
suspectée d’agir sur la sécrétion de métabolites bactériens dont les SCFAs inhibant ainsi
I’action de ’AMPK hépatique3’°. Cela favoriserait alors I'accumulation de lipides dans le foie
et entralnerait une altération de la B-oxydation mitochondriale. Enfin la présence
d’Helicobacter a été associée a une dégradation de la perméabilité de la barriere intestinale
avec augmentation de la translocation de produits bactériens dont le LPS qui est un des
mécanismes impliqués dans la NAFLD 37°. |l est donc probable qu’une partie des effets
bénéfiques de la pectine soit liée a une réduction de I'endotoxémie et donc de I'inflammation
systémique. Néanmoins, le dosage de LPS reste délicat dans nos modeéles de rongeurs compte
tenu des faibles quantités de plasma récupérables. De plus, ce plasma doit étre manipulé dans
des conditions exemptes de LPS contaminant ce qui aboutit a des résultats souvent peu

convaincants.
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L'ensemble des résultats obtenus sur les modéles murins démontre I'intérét des fibres
alimentaires dans la protection des atteintes métaboliques liées un régime gras et permet
d’espérer des études thérapeutiques chez I’homme. Des limites apparaissent tout de méme.
De faibles doses de pectine ne permettent pas de traiter ou de prévenir complétement la
pathologie. Si I'utilisation de hautes doses de pectine semble étre efficace, la translation chez
I’'hnomme est difficilement envisageable en I'état. En effet une supplémentation de pectine a
15% dans le modele murin correspondrait a 'administration de 70g de pectine quotidienne

chez ’'homme bien au-dessus des recommandations (30g/jour).

Cependant, la vigilance s'impose car il a été montré qu’une consommation a long terme de
hautes doses de fibres était associée a des effets déléteres pour la santé humaine. En effet,
Singh et al. montrent, dans des modeles murins, qu’une consommation prolongée d’aliments
enrichis en fibres (pectine et inuline) par des procédés industriels et donc considérées comme
« raffinées » pour pallier les carences induites des régimes alimentaires occidentaux peut
favoriser l'inflammation gastro-intestinale et le développement de carcinomes
hépatocellulaires®’* 372, Dans leur étude, le régime HFD était enrichi en pectine, en inuline ou
en FOS a hauteur de 7,5% et administré a des souris dysbiotiques (TLR5-/- ; TLR4-/-; Lcn2-/-;
NlIrc4-/- ) ou wild-type considérées comme non dysbiotiques (C57BL6). Au terme du protocole,
les effets bénéfiques des fibres sur I'amélioration métabolique étaient observés mais les
souris traitées développaient des carcinomes hépatocellulaires 3% 372, Les effets délétéres
étaient notamment corrélés a une élévation persistante des SCFAs dans le célon qui s’avére
plus dangereuse que protectrice. Une autre étude a montré que chez des rongeurs présentant
une dysbiose, une supplémentation du régime par des fibres raffinées a haute dose entrainait
le développement d’un hépatocarcinome cellulaire (HCC) tandis qu’une supplémentation
« normale » en fibres alimentaires « naturelles » était au contraire bénéfique3>°. D’autres
études montrent que les modulations du Ml induites par les fibres généralement considérées
comme bénéfiques peuvent, si elles sont trop importantes, induire une dysbiose. Ainsi, une
surexpression de Bifidobacterium ou Lactobacillus induites par la fermentation de fibres
favorise la génération d’ABs secondaires comme le deoxycholate et le lithocholate tous deux
cytotoxiques et impliqués dans la carcinogenése3’® 374, Ces études suggeérent donc que la

manipulation et I'enrichissement des régimes alimentaires par de hautes doses de fibres
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peuvent, en fonction du contexte environnemental et de la nature de la fibre , se révéler

déléteres pour I’hote.

De méme, plusieurs études, dont celle de Meslier et al., montrent la faiblesse des
extrapolations mécanistiques faites a partir de I'étude de la composition du Ml et les dosages
des métabolites dans les féces’>. Ainsi, malgré une expression accrue de bactéries
productrices de butyrate dans le Ml des patients soumis a un régime méditerranéen, aucune
modification dans la composition en SCFAs n’était retrouvée apres dosage des métabolites
bactériens dans les féces3’> 376, Nous retrouvons les mémes d’incohérences dans nos
expérimentations. Des analyses complémentaires restent primordiales pour asseoir le réle
certain de ces métabolites dans les améliorations observées par une supplémentation en

fibres.

Enfin, une des limites réside dans la complexité d’associer une espéce bactérienne spécifique
a un effet, qu’il soit bénéfique ou délétere. Comme toutes les études menées sur le lien entre
la modulation d’un régime et I'impact sur le Ml, nos résultats montrent des changements de
compositions a tous les niveaux taxonomiques. Cependant, des bactéries soupconnées d’étre
dans nos travaux soit vectrices d’effets protecteurs des fibres, soit au contraire délétéres sont
retrouvées associées a des effets inverses dans d’autres publications. Il semble plus probable
que la majeure partie des bactéries du Ml puissent endosser un réle dual, tantot protecteur,
tantot délétere, dépendant de l'interaction avec d’autres facteurs, comme la nature du
régime, la nature des fibres et les autres partenaires de I'écosytéme bactérien. Cela est illustré
par I'exemple de Prevotella copri dont la présence est tantot associée a un phénotype sain,

tantét considérée comme associée a des désordres métaboliques37®.

Malgré le role bénéfique que semble induire une supplémentation en fibres a un régime riche
en graisse, de nombreuses interrogations mécanistiques persistent. Si une supplémentation
modérée en fibres chez des patients ayant une consommation faible reste envisageable, une
supplémentation en pectine a haute dose n’est pas concevable a terme chez ’lhomme mais
sert ici de preuve de concept chez le rongeur. Les doses faibles de pectine et I'utilisation des
FMT permettent de confirmer le lien fort existant entre le foie, les tissus adipeux, I'intestin et

le MI.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’écosysteme bactérien reste un milieu dynamique majeur ou la modulation d’'un composé
influe sur I'ensemble du systéme induisant soit un bénéfice pour I'héte, soit un effet délétére.
Il est ainsi fondamental de mieux caractériser les liens entre les différents acteurs de cet
écosystéme a savoir les espéces bactériennes et les métabolites qu’elles produisent. Le
potentiel thérapeutique du MI et des métabolites bactériens est certain et une meilleure
compréhension des phénoménes mécanistiques permet d’envisager leur utilisation future en
tant que traitement en complément d’une alimentation enrichie naturellement en fibres dans

des proportions adéquates.
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Microbiote intestinal et stéatopathie métabolique

Résumé

La stéatopathie métabolique ou NAFLD regroupe un spectre de lésions du foie qui vont
apparaitre chez des individus en surpoids ou obéses présentant un syndrome métabolique.
Cependant, tous ces individus ne développent pas les stades séveres de NAFLD ce qui a
mené a l'identification de cofacteurs aggravants ou inversement protecteurs dont le microbiote
intestinal. Les études réalisées dans des modeéles de rongeurs ont ainsi permis de mettre en
évidence le rdle causal du microbiote intestinal dans cette pathologie. Les motifs bactériens,
tels que les lipopolysaccharides ou de I’ADN bactérien, de méme que les métabolites produits
par les bactéries intestinales sont directement impliqués dans la médiation de leurs effets bien
que loin d’étre totalement identifiés. La modulation par des fibres, des prébiotiques ou des
probiotiques permet de prévenir ou d’améliorer la NAFLD dans les modeles murins. La
transposition de ces données a la thérapeutique humaine est encourageante mais reste plus
limitée. En effet, il existe clairement une dysbiose (modification du microbiote intestinal dans
son ensemble) associée aux différents stades de la NAFLD. Les premiers essais cliniques
effectués chez les patients en vue d’améliorer la NAFLD ont donné des résultats positifs bien
que I'analyse reste compliquée compte tenu des nombreux facteurs confondants, tels que la
prise de metformine ou d’inhibiteurs de la pompe a protons. Un premier essai clinique utilisant
un métabolite issu d’Akkermansia muciniphila permet toutefois de dire que de nouvelles pistes
thérapeutiques vont émerger dans les années a venir basées soit sur la modulation du
microbiote intestinal directement, soit sur la modulation des cibles de ce microbiote intestinal.

Mots clés : NAFLD, microbiote intestinal, NASH, dysbiose

Summary
Non alcoholic fatty liver disease or NAFLD is a disease with a large spectrum of liver

injury that could appear in overweight or obese individuals with a metabolic syndrome.
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However, among overweight or obese, only a subset of individuals develops severe forms of
NAFLD. Thus, the susceptibility of NAFLD is related to cofactors that could be protective or
conversely noxious. Studies carried out in rodent models have demonstrated that the intestinal
microbiota is a cofactor with a causal role in NAFLD. The bacterial patterns as well as the
metabolites produced by intestinal bacteria are directly involved in the mediation of their
effects, although the mechanisms are far from being fully identified. Changing intestinal
microbiota by using fibers, prebiotics or probiotics can prevent or improve NAFLD in murine
models. The translation of these data to human therapeutics is encouraging but remains
limited. Indeed, there is clearly a dysbiosis associated with the different stages of NAFLD. The
first clinical trials performed in patients to improve NAFLD showed beneficial effects although
their analysis remains complicated given the many confounding factors, such as the use of
metformin or proton inhibitors. A first clinical trial using a metabolite from Akkermansia
muciniphila, suggests that new therapeutic approaches will emerge in the coming years based
either on the modulation of the intestinal microbiota directly or on the modulation of intestinal
microbiota targets.

Keywords : NAFLD, intestinal microbiota, NASH, dysbiosis
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Microbiote intestinal et stéatopathie métabolique

Introduction

Parmi les maladies nutritionnelles du foie, la stéatopathie métabolique ou
(NAFLD, non alcoholic fatty liver disease) est une pathologie caractérisée par
'accumulation hépatique de lipides associée a une insulino-résistance et inclut deux
entités pathologiques : la stéatopathie métabolique et la NASH (non-alcoholic
steatohepatitis) qui peut évoluer vers des formes graves telles que la fibrose, la
cirrhose et le carcinome hépatocellulaire. Cependant, tous les individus en surpoids
ou obeses ne développent pas de NAFLD et cette susceptibilité individuelle ne peut
étre expliquée que par la seule variabilité génétique de I'héte. Il y a donc d’autres
cofacteurs qui participent a la progression des Iésions du foie.

Les premiéres données concernant le réle plausible du microbiote intestinal (Ml)
dans la NAFLD et la NASH sont issues d’études rapportant que I'administration de
prébiotiques et de fibres, modulant le MI, est associée a une amélioration du
métabolisme lipidique (1, 2). Cependant, il a fallu attendre les années 2000 pour que
le role joué par le MI soit envisagé, en particulier grace a l'utilisation de modéles

animaux axeniques.

Le microbiote intestinal, un acteur dans le développement de la NAFLD

La colonisation de souris axéniques avec le Ml issu de souris conventionnelles
provoque une augmentation de la masse graisseuse, une insulino-résistance et une
stéatose hépatique lors d’'un régime riche en graisses. Ces effets ont été associés a
une augmentation de I'absorption et du transfert des glucides au niveau du foie avec

une augmentation de I'expression des génes impliqués dans la lipogenése de novo (3,
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4). Inversement, un traitement antibiotique visant a la destruction du Ml permet de
réduire I'inflammation hépatique de souris obéses (5). La présence d’'un M| semble
donc nécessaire au développement de ces atteintes hépatiques mais tous les
microbiotes n'ont pas le méme impact. En effet, des expériences de transferts de
microbiotes, réalisées chez la souris confirment le role causal de celui-ci dans la
NASH. Ainsi, le transfert de MI de souris développant ou non un syndrome
métabolique, quantifié par la sensibilité au glucose et une stéatose hépatique suite a
un régime riche en graisses, (souris sensibles) & des souris axéniques induit le
phénotype de la souris donneuse aprés un régime similaire. Au niveau du MI, les souris
sensibles présentaient une augmentation de I'abondance des Firmicutes (au niveau
du phylum), des Barnesiella et des Roseburia (au niveau du genre), de
Lachnospiraceae bacterium et de Barnesiella intestinihominis (au niveau des especes)
et les souris résistantes une augmentation d’Allobaculum (au niveau du genre) et de
Bacteroides vulgatus (au niveau des espéces) (6). Dans un autre modéle, le transfert
de MI de rats conventionnels a des rats sous régime enrichi en graisses et fructose
développant une NASH associée a une hypertension portale, est suffisant pour
inverser les lésions de NASH et améliorer I'hypertension portale (7). De méme, le
transfert de MI d’'un patient présentant une NASH chez des souris axéniques aggrave
les lésions induites par un régime enrichi en graisses. Chez ces souris, était retrouvée
une augmentation de I'abondance des Firmicutes comme décrit dans I'étude
précédente (6) (dont les Streptococcaceae) et des Proteobacteria (dont les
Enterobacteriaceae) par rapport aux souris transplantées avec le M| de patients
contréles ne présentant pas de NASH ni de maladie déclarée (8).

Ces résultats prouvent que le Ml est un cofacteur clé dans la NAFLD induite

chez le rongeur et suggérent qu’'une modification du Ml pourrait étre une nouvelle voie
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thérapeutique pour traiter ou prévenir ces pathologies d’ou I'importance de valider ces

données chez 'lhomme.

Le microbiote intestinal au cours de la NAFLD chez ’'homme

Chez 'homme, plusieurs études ont analysé le Ml de patients présentant une
NAFLD (Tableau 1). La majorité de ces études se basent sur le séquencage 16S de
I’ARN ribosomique.

Les premiéres études réalisées chez 'homme trouvaient une diminution des
Firmicutes chez des patients ayant une NASH dont une baisse des Faecalibacterium
(9). On notait également une diminution entre autres des Oscillibacter et une
augmentation des Lactobacillus chez des patients ayant une NAFLD dans deux études
indépendantes (10, 11). Une étude ultérieure, réalisée par analyse PCR et donc plus
ciblée montrait que le phylum des Bacteroidetes est diminué chez les personnes qui
ont une NASH par rapport aux patients qui ont une simple stéatose (12). Plus
récemment il a été montré qu’au sein de ce phylum, on trouve une augmentation des
Bacteroides et une diminution des Prevotella chez les patients ayant une NAFLD
histologiquement prouvée. De plus, 'abondance des Bacteroides a été associée de
maniére indépendante a la présence d’une NASH, diagnostiquée chez 10 des patients
de cette étude (13). Les patients ayant une fibrose F2 présentaient en plus une
augmentation de I'abondance relative des Ruminococcus. En analyse multivariée,
'abondance des Ruminococcus a été associée de maniére indépendante a la
présence d’'une fibrose avancée. La prédiction des fonctions métaboliques du Ml a
montré une augmentation du métabolisme des glucides chez les patients ayant une
NASH et les patients avec une fibrose avancée. En revanche, on observe une

augmentation du métabolisme des lipides et des acides aminés uniquement chez les
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patients ayant une NASH (13). Dans une autre étude sur 86 patients avec une NAFLD
histologiquement prouvée et pour laquelle un séquengage métagénomique a été
réalisé, les patients ayant une NAFLD modérée présentaient des taux plus élevés de
Firmicutes, également retrouvés dans une étude plus récente (14), d’Eubacterium
rectale, de Ruminococcus obeum, et de Faecalibacterium prausnitzii alors que les
patients avec une fibrose avancée présentaient des taux plus élevés de Proteobacteria
(phylum), de Bacteroides vulgatus et d’Escherichia coli. L'analyse des voies
métaboliques de ces bactéries a montré une augmentation des voies liées au
métabolisme des glucides chez les patients avec une fibrose avancée et une
augmentation des enzymes impliquées dans le métabolisme de certains acides gras
a chaine courte (AGCC) : butyrate, D-lactate et propionate. Les patients avec une
NAFLD modérée avaient plus d’enzymes impliquées dans le métabolisme du lactate,
de l'acétate et du formate.

Plus récemment, une étude prospective a comparé la composition du Ml chez
86 personnes ayant une NAFLD : 72 avaient une fibrose lIégére ou modérée (fibrose 0
a 2) et 14 avaient une fibrose avancée (stade 3 a 4). A partir de 37 espéces
bactériennes, de I'index de diversité de Shannon, de I'age et de l'indice de masse
corporelle, une courbe ROC robuste avec un AUC a 0,936 permettait de discriminer
les groupes. On notait une augmentation de la représentation d’Escherichia coli chez
les personnes qui avaient une fibrose avancée (15). Or, E. coli est une bactérie plus
abondante en cas d'hypertension portale. Ces résultats suggérent ainsi que la
dominance d’'E. coli pourrait apparaitre avant méme le stade de cirrhose et
d’hypertension portale. Dans une étude menée sur 37 patients obeses ayant une
NAFLD, les patients avec une fibrose présentaient une augmentation des

Fusobacteria (dont la famille des Fusobacteriaceae) et des Bacteroidetes et une
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diminution des Firmicutes (dont les familles des Ruminococcaceae et des
Lachnospiraceae et les genres de Streptococcus et de Dorea) et d’Actinobacteria (dont
la famille des Coriobacteriaceae) (16). Une augmentation des Streptococcus étaient
également retrouvée dans une étude récente (14).

Des bactéries ou des fragments d’ADN codant pour le 16S ribosomal peuvent
passer la barriére intestinale et atteindre la circulation systémique, on peut donc
identifier ‘un microbiote circulant. Dans I'étude, ci-dessus, menée sur 37 patients
obéses ayant une NAFLD, la présence d’'une fibrose hépatique était corrélée a une
concentration plus élevée de 'ADN bactérien 16S (16). La diversité bactérienne était
diminuée chez les patients avec une fibrose avec des changements de composition :
augmentation de I'abondance des Proteobacteria (phylum), de Sphingomonas et de
Bosea (genre) et une diminution des Actinobacteria (phylum) et de Variovorax (genre)
chez les patients avec une fibrose par rapport a ceux sans fibrose. Seuls des patients
avec fibrose modérée étaient inclus dans I'étude. Il est a noter que les variations
observées dans le microbiote circulant n’étaient pas corrélées a celles du MI.
Néanmoins, cette publication suggére que I'utilisation de marqueurs sériques fondée
sur I'analyse du microbiote pourrait étre utile dans le diagnostic de la fibrose hépatique.

Une dysbiose a également été recherchée au cours de la NAFLD pédiatrique.
Chez les enfants obéses ayant une NASH, le MI est différent de celui des enfants
obéses n'ayant pas de NASH et d’individus témoins en bonne santé. En I'absence de
toute consommation d’alcool, les enfants obéses ayant une NASH avaient une
éthanolémie supérieure a celle observée chez les enfants obéses sans NASH ou celle
des sujets témoins (17). Cela était associé a une augmentation des bactéries
productrices d’alcool (Enterobacteriaceae, Bacteroides et Clostridium) chez les

patients présentant une NASH. L’étude récente de patients ayant une NAFLD (cohorte
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chinoise) a montré que 60% des patients avaient Klebsiella pneumoniae dans leur MI,
bactérie capable de produire de l'alcool. Le transfert du Ml de ces patients induisait
une NASH dans des modéles murins. De méme que I'addition de cette bactérie dans
un MI provenant d’un individu sain. En revanche, I'éradication de cette bactérie avant
la transplantation permettait de prévenir I'apparition de la NASH chez les souris (18).
Ces données sont donc en faveur du role de faibles doses d’alcool comme facteur
favorisant I'apparition d’'une NAFLD.

Dans une autre étude chez I'enfant, on observe une augmentation
d’Actinobacteria (phylum), de Bradyrhizobium, d’Anaerococcus, de Peptoniphilus, de
Propionibacterium, de Dorea et de Ruminococcus (genre) et une diminution des
Bacteroidetes, d’Oscillospira et de Rikenellaceae (genre) par rapport a une population
d’enfants « sains ». Les enfants ayant une NASH présentent une augmentation de
Ruminococcus, de Blautia et de Dorea par rapport aux enfants « sains » utilisés en
contréle. L’analyse multivariée a montré que l'association des taxa bactériens
d’Oscillospira, de Rickenellaceae, de Parabacteroides, de Bacteroides fragilis, de
Sutterella et de Lachnospiraceae, et de métabolites, 4-methyl-2-pentanone, 1-butanol,
et 2-butanone pouvaient discriminer les enfants ayant une NAFLD des individus
contréles (AUROC 0,997). L’association des taxa bactériens et des métabolites n’a
cependant pas permis de discriminer les patients selon le degré de sévérité de la

NAFLD (19).

Microbiote intestinal et NAFLD avancée : cas de la cirrhose chez ’lhomme
Les patients avec une cirrhose présentent une augmentation de la perméabilite
intestinale et une augmentation de la translocation bactérienne. Plusieurs études se

sont intéressées aux changements de MI chez les patients ayant une cirrhose mais
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bien souvent les études regroupent les cirrhoses, toutes causes étiologiques
confondues, en particulier d’origines virales ou liées a une consommation excessive
d’alcool (20). Néanmoins, les données ont permis aux auteurs de suggérer un index
appelé « cirrhosis dysbiosis ratio » (CDR). Le CDR tient compte de la balance
observée et propose un ratio entre bactéries bénéfiques (autochtones -
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae et Clostridialies Incertae Sedis XIV) et bactéries
potentiellement pathogénes (pathobiontes — Enterococcaeae, Staphylococcaceae et
Enterobacteriaceae). Les patients avec une cirrhose décompensée ou ayant une
infection ont un CDR diminué, ce qui signifie une augmentation des bactéries
potentiellement pathogénes. D’autre part, un CDR bas a été associé a une mortalité
et des insuffisances d’organes a 30 jours (21). Plus récemment, I'analyse du Ml de
patients ayant une NAFLD avec ou sans cirrhose a également montré une
augmentation des Enterobacteriaceae et une diminution des Peptostreptococcaceae.
Plus globalement, ils ont assigné une signature microbienne associée a la cirrhose
induite au cours de la NAFLD (22). Une analyse métagénomique du Ml de patients
cirrhotiques a confirmé la présence d'une dysbiose avec une diminution des
Bacteroidetes et une augmentation des Proteobacteria et des Fusobacteria. De plus,
54 % des bactéries responsables de cette dysbiose sont d’origine buccale, ce qui
suggere un rble de ce microbiote buccal dans la cirrhose (23). Cette hypothése a été
confirmée par une étude qui a démontré que les patients ayant une cirrhose présentent
une dysbiose salivaire. Cette dysbiose montre, entre autres, une augmentation de
pathobiontes, Enterobacteriaceae et Enterococcaceae, et est associée a une
augmentation des marqueurs inflammatoires au niveau buccal. Les changements
dans le microbiote salivaire étaient similaires & ceux observés au niveau intestinal

(augmentation d’Enterobacteriaceae et d’Enterococcaceae). Les patients avec une
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dysbiose salivaire avaient également un taux plus élevé de ré-hospitalisation a 90 jours
(24). Récemment, une intervention permettant 'amélioration de la santé buccale chez
les patients cirrhotiques, en particulier ceux avec une encéphalopathie hépatique, a
été associée a une amélioration de la dysbiose buccale, de I'inflammation systémique,
du score de MELD et des fonctions cognitives (25).

Les patients avec un épisode de décompensation ont une diversité et une
richesse bactérienne diminuée par rapport aux témoins sains. Au niveau de la
composition, on observe une diminution des taxa considérés comme bénéfiques (les
Bacteroidaceae, les Ruminococcaceae et les Lanchnospiraceae) et une augmentation
des pathobiontes (les Pasteurellaceae, les Streptococcaceae et les
Enterecoccaceae). De plus, 'abondance des Pasteurellaceae a été identifiée a comme
un facteur de risque indépendant de la mortalité (26).

La cirrhose s’accompagne de complications et pour certaines, il a été démontré
gu’elles étaient associées a une dysbiose particuliere. Parmi les complications de la
cirrhose, le lien entre dysbiose et encéphalopathie hépatique (EH) a éte
particulierement étudié. La dysbiose chez les cirrhotiques, analysée par
métagénomique, a démontré que les genes bactériens impliqués dans la production
d’ammoniaque et de GABA étaient surreprésentés (23). Des études chez des patients
cirrhotiques avec une EH ont montré I'existence d'une dysbiose avec une
augmentation des Staphylococcaceae, d’Enterococcaceae, des
Porphyromonadaceae et des Lactobacillaceae par rapport aux patients ayant une
cirrhose sans EH ou des témoins sains. Ces modifications sont associées a un profil
génétique différent de ces bactéries avec une augmentation des fonctions impliquées

dans la synthése d’endotoxines et d’ammoniaque (27). La dysbiose observée pourrait
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avoir un impact sur d’autres métabolites bactériens, comme les métabolites du
tryptophane qui ont également été corrélés a 'EH dans plusieurs études (28, 29).

Les ascites sont également une complication fréquente de la cirrhose. Les
patients avec ascite ont eux-aussi un microbiome spécifique au niveau circulant et
intestinal. Cependant, seulement trois taxa communs ont été retrouvés entre I'ascite
et le Ml suggérant soit une origine extra-intestinale soit une abondance faible au niveau
intestinal des bactéries détectées dans I'ascite (30).

Les traitements et la diete modulent le microbiote, ce qui a un impact sur les
complications chez les patients cirrhotiques (31). La prise d’inhibiteurs de la pompe a
protons (IPP) modifie le microbiote avec une augmentation des Enterococci chez les
patients (32). De plus, dans des modeéles animaux de NAFLD, la suppression de la
sécrétion gastrique acide par les IPP induit une augmentation des Enterococci et
augmente leur translocation au niveau hépatique ou ils activent les cellules de Kupffer
(via le récepteur TLR2) et la production d’'IL-1B et augmentent ainsi I'inflammation (32).

Chaque complication de la cirrhose est donc associée a une dysbiose
particuliere qui a ce stade pourrait permettre d’anticiper les complications observées

en fonction des individus.

Mécanismes moléculaires

Dans la NAFLD, la barriére intestinale physique est altérée dans les modéles
animaux, avec une augmentation de la translocation des produits bactériens vers le
foie (33). Cependant ce résultat n'est pas confirmé par toutes les études (34) et en
particulier chez ’'homme puisque seulement une partie des patients avec une NAFLD
a une augmentation de la perméabilité intestinale (35). Ces discordances pourraient

étre dues aux différentes techniques utilisées (taux d'endotoxine circulante, calcul du
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ratio lactulose/mannitol ou lactulose/rhamnose) (35, 36). Néanmoins, le role des motifs
bactériens a été bien étudié, entre autres, par leur action sur les récepteurs de type
TLRs. L’activation des récepteurs au TLR induit une insulino-résistance, une
inflammation et une stéatose hépatique, phénomeéne appelé « endotoxémie circulante
». Ces effets sont prévenus chez les souris déficientes pour le complexe CD14/TLR4,
ligand majeur du LPS (37). De méme, un déficit de MyD88 hepatique, (une molécule
clé dans la signalisation du TLR4), induit une altération du métabolisme lipidique et
glucidique qui aggrave les éléments du syndrome métabolique et la stéatose
hépatique (38).

L’activation des TLRs induit la cascade de signalisation de l'inflammasome,
ensemble de complexes protéiques cytoplasmiques qui coordonne la réponse anti-
inflammatoire. Tout comme la déficience en TLRS, la déficience de certaines protéines
de linflammasome induit une augmentation de l'inflammation hépatique chez des
souris sous régime enrichi en graisses. Ceci est associé a une augmentation de
I'endotoxémie portale et a une augmentation de la perméabilité intestinale (39, 40).
Chez ces souris déficientes on retrouve, entre autres, une augmentation des taux de
Porphyromonadaceae, de Prevotellaceae et d’Erysipelotrichaceae (39).

Dans ces modeéles murins de NAFLD, la perméabilité intestinale est altérée.
L’activation des TLR dans les cellules intestinales et dans les cellules de Paneth, de
méme que la production d’IL22, induisent I'expression des peptides anti-bactériens,
en particulier les Reglllg et Reglllb (41, 42). Néanmoins, la déficience en Reglllb ou
Reglllg ne suffit pas pour aggraver significativement la NASH dans un modéle animal
d’'obésité (34). De plus, les souris transgéniques surexprimant Reglllg ne sont pas
protégées de I'obésité ni de la NASH contrairement a ce qui est observé dans une

autre maladie nutritionnelle hépatique, la maladie alcoolique du foie (34).
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Malgré ces données chez l'animal, I'impact de ces voies qui pourtant
dépendent de la composition bactérienne reste a confirmer chez ’homme. En effet, un
essai récent de phase 2 ciblant I'inhibition du TLR4 par un antagoniste n'a pas permis
I'amélioration de la stéatose ou de la fibrose chez des patients avec une NASH (43).
Bloquer la voie TLR4 n’est donc pas suffisante pour améliorer la physiopathologie de

la NAFLD.

Mécanismes moléculaires : les métabolites bactériens

Le MI a une activité métabolique importante, reflet de sa diversité génétique,
qui se traduit par la synthése de nombreux métabolites (44). Ces métabolites vont
interagir avec les différents organes de I'héte, entre autres, via la circulation sanguine.
Parmi ces métabolites, on trouve les composés volatiles, I'alcool, la choline, les acides
aminés branchés, les acides gras a chaine courte (AGCC), les indoles, dérivés du
tryptophane, et les acides biliaires dont le réle de certains est établi dans la NAFLD

La choline : La déficience en choline est un modéle de NAFLD bien établi chez
le rongeur dans lequel on peut moduler le Ml et la survenue de la fibrose sans moduler
la NASH (45). Dans le foie la choline va participer a la biogenése de la
phosphatidylcholine, au maintien des stocks de S-adénosyl méthionine et est
également essentielle dans la production des VLDL et des transports de lipides. De
fait les niveaux de phosphatidylcholine sont abaissés au cours de la NAFLD, mais sans
gu’un rdle direct de la choline n’ait a ce jour été établi chez ’'homme (46).

Les AGCC : Les AGCC sont issus principalement de la fermentation dans le
cOlon des fibres et non-digérées par I'héte. lls ont de nombreux réles métaboliques au
niveau de 'hdte. L'acétate, le propionate et le butyrate représentent 95% de I'ensemble

des AGCC dans le célon (47). Au niveau intestinal, les AGCC, en particulier, le
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butyrate, sont la source d'énergie principale des colonocytes. Les AGCC vont agir au
niveau cellulaire via des récepteurs couplés aux protéines G pour lesquels I'affinité de
chaque AGCC est spécifique (48). La diversité de leurs effets va donc dépendre d’'une
part des récepteurs exprimés par les cellules et d’autre part des concentrations
relatives des différents AGCC qui arrivent a un tissu.

Il a été démontré que certains AGCC ont un effet protecteur vis a vis de la
NAFLD. Le butyrate est capable d'activer la protéine kinase activée par 'TAMP (AMPK)
qui va d'une part limiter I'inflammation mais également le stress oxydant et le
métabolisme des lipides et du glucose (49). Les AGCC ont un effet au niveau
epigénétique avec en particulier le butyrate qui inhibe les histones deacétylases
(HDAC) et permet ainsi la transcription de divers génes qui protégent de la NAFLD
(50). Inversement, le propionate stimule la gluconéogenése et I'acétate et le butyrate
stimulent la lipogenése au niveau hépatique favorisant I'apparition de la NAFLD (47).
Néanmoins, chez la souris une supplémentation en AGCC ou de leurs précurseurs
dans l'alimentation a montré un effet protecteur contre I'obésité, I'insulino-résistance,
et la stéatose hépatique (51).

Chez 'homme, des dosages d’AGCC ont été réalisés, la disparité des AGCC
effectués et des résultats ont pour 'instant freiné leur usages chez 'lhomme.

L’analyse du profil métabolique de patients ayant une NAFLD ou une NASH a
montré des changements des taux de succinate dans divers compartiments de
l'organisme. Le succinate est notamment produit par des bactéries dont les
Bacteroidaceae et les Prevotella retrouvées augmentées dans les féces des patients
avec une NASH (13, 17). Des patients avec une fibrose avancée présentent des taux
plus élevés d’acide formique et d’acétate dans les féces. Les patients atteint d’'une

NAFLD ont quant a eux des taux élevés de butyrate et de propionate (15). Cependant
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les enfants avec une NAFLD ont des taux plus faibles d’acide formique, d’acétate et
de valérate (52).

Les indoles, dérivés du tryptophane : Le tryptophane est un acide aminé
aromatique essentiel qui peut suivre trois voies métaboliques : la voie de la sérotonine
dans les cellules entéro-endocrines et la voie de la kynurénine dans les cellules
épithéliales et immunitaires, toutes deux assurées par I'héte et une voie exclusivement
bactérienne, la voie des indoles. Ces indoles vont étre des ligands du récepteur aux
hydrocarbures aromatiques (AhR) (53). Le récepteur AhR est exprimé dans de
nombreux types cellulaires. Au niveau des hépatocytes, il participe a I'élimination des
xénobiotiques par activation des cytochromes P450 (54). Au niveau du tube digestif,
son réle dans les cellules de 'immunité est essentiel pour moduler la production de
mucus et des peptides anti-bactériens et ainsi maintenir I'intégrité de la barriére
intestinale (55).

Un déficit en agonistes d’AhR est associé a un syndrome métabolique et la
correction de ce déficit, soit par l'administration d'un agoniste AhR, soit par
I'administration de Lactobacille, améliore les éléments du syndrome métabolique et la
stéatose hépatique. Ces effets sont liés a une amélioration de la barriére intestinale et
a une augmentation de la sécrétion de I'entéro-hormone GLP-1 (56). De plus, I'indole-
3-acetate, un métabolite du tryptophane, diminue I'inflammation liée aux lipides et la
lipogenése dans les hépatocytes (57). Une diminution du tryptophane par une
augmentation de son métabolisme par la voie de la kynurénine est associée a la
survenue d'obésité et d’'un syndrome métabolique. Aprés inhibition ou suppression de
I'indoleamine 2,3-dioxygenase, I'enzyme qui transforme le tryptophane en kynurénine,

le taux intestinal des ligands d’AhR produits par le Ml augmente et une amélioration
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du syndrome métabolique et de la stéatose hépatique est observée (58). Ces effets
suggeérent un réle du Ml via le métabolisme du tryptophane dans la NASH.

Les acides biliaires : Les acides biliaires primaires synthétisés et conjugués
par le foie sont ensuite déconjugués et transformés par le MI. Le profil des acides
biliaires est donc étroitement li¢ aux enzymes exprimées par le Ml (59). L’homéostasie
des acides biliaires est perturbée dans les modéles animaux et chez les patients avec
une NAFLD et une NASH (60-62). Les acides biliaires a travers leurs récepteurs et
notamment le FXR sont impliqués dans le métabolisme lipidique et glucidique
(augmentation de la sensibilit¢ a linsuline, inhibition de la gluconéogenéese et
augmentation de la glycogenése (63, 64). On retrouve une augmentation de I'acide
chénodéoxycholique (CDCA), de Tlacide déoxycholique (DCA), de [Iacide
ursodéoxycholique et du ratio DCA/CDCA dans le plasma (61) et de I'acide cholique
dans les hépatocytes (60). Cela est corrélé a la sévérité de I'inflammation portale et
lobulaire, et de la stéatose. De méme, on observe une augmentation de I'acide tauro-
lithocholique, de I'acide glycocholique et de I'acide taurocholique (65). L’activation du
FXR intestinal par les acides biliaires induit la sécrétion du facteur de croissance
fibroblastique (FGF19) qui inhibe la synthése des acides biliaires au niveau hépatique.
Chez les patients ayant une NAFLD, le FGF19 est diminué signe d’un profil d’acides
biliaires ayant une capacité agoniste faible et donc favorisant une aggravation de la
NAFLD (66). Chez des patients ayant une NAFLD, I'acide obéticholique, un agoniste
FXR, diminue le score histologiqgue de la NASH (67). Un analogue du FGF19
(NGM282) induit quant a lui une diminution du contenu en lipides hépatiques chez des

patients ayant une NASH (68).

Modulation du microbiote intestinal dans la NAFLD
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Le MI semble donc une cible thérapeutique intéressante pour moduler
I'apparition et I'évolution de la NAFLD. Dans cette optique, il existe plusieurs stratégies
pour modifier le Ml : la transplantation fécale qui pose le probléme du donneur, les
fibres ou prébiotiques, les probiotiques ou bien cibler les voies métabolites impactées
par le MI. De nombreuses études ont été faites chez les rongeurs, mais le fait que les
pré- ou probiotiques soient donnés de fagon préventive entraine un biais important.
Néanmoins, ces études ont permis de mettre en évidence I'impact de composés
végétaux, de certaines fibres et de probiotiques sur la composition du Ml et I'apparition
des lésions hépatiques au cours de la NAFLD dont certaines ont été testées chez
I'hnomme (69, 70).

L’'usage de probiotiques, principalement des bactéries lactiques démontre que
leur consommation peut améliorer les marqueurs hépatiques testés ALAT, GGT,
stéatose hépatique et parfois la fibrose chez des patients atteints de NAFLD (71-76)
ou d’'un syndrome métabolique (77-79) (Tableaux 2 et 3). Néanmoins ces effets ne
sont pas toujours observés (80-83). Les études réalisées chez 'homme se
compliquent par la diversité de I'alimentation quotidienne et la présence possible dans
certains composés végétaux de molécules ayant une action sur le MI.

Récemment, un essai clinique a été réalisé chez des individus volontaires
obéses ou en surpoids utilisant Akkermansia muciniphila (84). Cette bactérie
appartenant au phylum des Verrucomicrobia a d’abord été identifiée pour ses effets
bénéfiques dans le syndrome métabolique (85, 86). Néanmoins, elle améliore
également les lésions hépatiques dans un modele de maladie alcoolique du foie chez
la souris (87). Son utilisation chez 'homme n’ayant jamais fait ses preuves, des
patients ont été supplémentés quotidiennement par A. muciniphila vivante ou

pasteurisée pendant 3 mois. L’essai clinique a démontré une bonne tolérance a cette
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bactérie et une amélioration des ASAT et de la GGT dans le groupe traité avec la
bactérie pasteurisée.

Certaines études ont également évalué I'impact de symbiotiques ou les
prébiotiques utilisés étaient principalement le FOS (fructo-oligo-saccharide) mais
également l'inuline en association avec des bactéries lactiques. Dans ces études on
note également une variabilité dans les effets sur les constantes hépatiques (Tableau
4). L’association avec du FOS a majoritairement été associée a une amélioration des
ALT, de la GGT et/ou de la stéatose (88-94) plus qu’a une absence d’effet (95, 96),

voire une augmentation des ALAT (97).

Conclusion

En conclusion, le Ml joue un rdle important dans la physiopathologie de la
NAFLD en particulier via les métabolites bactériens produits. Cependant, la diversité
des meétabolites produits et les interactions croisées justifient d’approfondir la
compréhension des voies moléculaires impliquées. Par ailleurs, les techniques
d’analyse s’améliorant, le mycobiote, également source de motifs fongiques et de
métabolites doit rentrer dans nos approches d’analyse comme un cofacteur potentiel
de dysbiose. Néanmoins, on peut imaginer dans les années a venir améliorer la prise
en charge des patients ayant une NAFLD en ciblant le Ml ou les voies métaboliques

dans lesquelles il est impliqué.
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Abbreviations :

AhR : Aryl hydrocarbon receptor
ARNr : ARN ribosomal

AGCC : Acides gras a chaine courte
ALAT : Alanine aminotransférase
AMPK : AMP-activated protein kinase
ASAT : Aspartate aminotransférase
AUROC : Area Under the Receiver Operating Characteristic curve
CDCA : Acide chénodéoxycholique
CDR : Cirrhosis dysbiosis ratio

DCA : Acide déoxycholique

EH : Encéphalopathie hépatique
FGF19 : Fibroblast growth factor 19
FXR : Farnesoid X receptor

FOS : Fructo-oligopolysaccharide
GABA : Acide y-aminobutyrique

GGT : Gamma-glutamyl transférase
GLP-1 : Glucagon-like peptide-1

IPP : Inhibiteur de la pompe a protons

MI : Microbiote intestinal
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MyD88 : Myeloid differentiation primary response 88

NASH : Non alcoholic steatohepatitis

NAFLD : Non alcoholic fatty liver disease

LPS : Lipopolysaccharides

Reglllg,b : Regenerating islet-derived protein 3 gamma et beta
TLR : Toll like receptor

VLDL : Very low density lipoprotein
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Tableau 1 : Les principales études concernant la composition du microbiote chez les patients avec une

NAFLD ou NASH
Références Patients R OCES ,“.t TELCS Résultats
/type du prélévement
an NAFLD : n=30 Feces 1 g Lactobacillus
Témoins : n=30 16S rARN 1 g Oscillibacter
1 g Robi iella, 1 g Roseburia, 1 g Dorea
) NASH : n=16 Feces | p_Firmicutes
Témoins : n=22 16S rARN | g_ Faecalibacterium
1 g_ Anaesporobacter
(10) NAFLD : n=30 Féces | p_Lentisphacrae
Témoins : n=22 16S rARN | g Allistipes, | g_Odoribacter, | g_Oscillibacter
1 g Flavonifractor
1 g Lactobacillus, 1 g_Anaerobacter
1 g_Clostridium X1, 1 g_Streptococcus
1 s Escherichia coli
(12) Témoins : n=17 Feces NASH vs témoins
NASH : n=22 qPCR | p_Bacteroidetes
Obeses : n=11 NASH vs obeses
| p_Bacteroidetes
1 g_Clostridium coccoides
(13) NAFLD FO/F1 : n=30 Feces NASH :
(dont NASH : n=10) 16S rARN 1¢_Bacteroides
Fibrose >F2 : n=27 1g_Prevotella,
Fibrose F>2
1 g Bacteroides,
| g Prevotella, | g Ruminococcus
(16) NAFLD n=11 Sang Sang
Obéses n=26 Feces | p_Actinobacteria
16S rARN 1 g_Sphingomonas, 1 g_Bosea
lg Variovorax
Féces
| p_Firmicutes, | p_Actinobacteria
1 p_Bacteroidetes, T p_Fusobacteria
(15) NAFLD Séquengage « shotgun »  Fibrose F3-F4
FO-F2:72 (whole-genome) | p_Firmicutes
F3-F4: 14 Feces 1 p_Proteobacteria
1 s_Ruminococcus obeum, | s_R. obeum, | s_E.
rectale
Feces
(14) NAFLD=36 1 p_Firmicutes
Obeses =17
Témoins =20 16S rARN 1 g Streptococcus
(17) NASH : n=22 Feces 1 p_Bacteroidetes
Enfants Témoins : n=16 16S rARN | p_Firmicutes
| p_Proteobacteria, | p_Actinobacteria
tg_Prevotella, T g_Allistipes, T g Oscillospira
1 g _Ruminococcus, 1 g_Blautiat g_Coprococcus
1 g Eubacterium, T g Roseburia,
1 g_Bifidobacterium, 1 s_Escherichia coli
Obéses n=25 1 g_Proteobacteria
1 s_Escherichia coli
(19) Témoins : n=54 Féces Témoins vs les autres groupes
Enfants Obeéses : n=8 16S rARN 1p_Actinobacteria
NAFLD : n=27 tp_Bacteroidetes
NASH : n=26 1g_Oscillospira
ik ion de I’abondance, | : diminution de ’abondance, effet, p_: phylum, f_: famille, g_: genre, s_: espéce
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Tableau 2 : Les principaux essais cliniques utilisant des probiotiques chez ’homme dans les maladies hépatiques.

Population Etude Intervention ritéres de jugement Microbiote
NAFLD/NASH
NAFLD  (obésité | Randomisé, Bio-25 (Supherb) : L. acidophilus, | 6 mois 100 (X) Stéatose (échographie), (X) Proteobacteria Israél (83)
morbide, aprés | double aveugle L. rhamnosus, L. lactis, L. casei, (1:1) Fibrose, (X) ASAT, (X) ALAT, (X) (Gammaproteobacte
sleeve- contre placebo PRO L. plantarum, L. paracasei, B. CRP, (X) leptine, (X) cytokeratin-18 ria), Actinobacteria
gastrectomie) bifidum, B. breve, B. longum, B. (c_Coriobacteria,
bifidum, S. thermophilus g Collinsella
NAFLD et diabéte | Randomisé, Symbiter (14 souches) : 8 sem 58 () fatty liver index (FLI), (X) NA Ukraine (74)
de type 2 doublc aveugle PRO Bifidobacterium, Lactobacillus, (1:1) élastometrie (LS), (J,) ASAT, (X)
contre placebo Lactococcus, Propionibacterium, ALAT, ({) GGT, ({) TNF-0, () IL-6
Acetobacter
NAFLD Randomisé, Lactocare (Zist-takhmir Co., 8 sem N=42 (1) glucose, (¥) insuline, (3) NA Iran (82)
double aveugle Tehran, Iran) : L. casei, L. (1:1) I'insulino-résistance, (J,) IL-6, (X)
contre placebo PRO acidophilus, L. rhamnosus, L. TNF-a
bulgaricus, B. breve, B. longum,
S. thermophilus
NAFLD Randomisé, yaourt probiotique (L. acidophilus | 8 sem N=72 (X) ASAT (3) ALAT, (3) cholestérol, | NA Iran (75)
double aveugle PRO | La5+ B. lactis Bbl2) vs. yaourt (1:1) () LDL, () TG, ({) HDL, (X)
conventionnel glucose, ) BMI
NAFLD Randomisé, L. bulgaricus et S. thermophilus 3 mois N=30 () ASAT, (V) ALAT, () GGT, (X) NA Espagne (72)
(histologie) double aveugle PRO (1:1) TNFao, (1) IL-6, (X) cholestérol, (X)
LDL, () HDL, ({) TG, (X) BML, (X)
poids, (X) tour de tailles
NAFLD  (enfants | Randomisé, Lactobacillus GG 8 sem N=20 (1) ALAT, (X) TNF-q, (1) IL-6 NA Italie (76)
obése) double aveugle PRO (1:1)
contre placebo
NAFLD  (enfants | Randomisé, VSL#3 4 mois N=44 () BML, ({) ALAT, (X) TG NA Italie (71)
obese) double aveugle PRO (1:1)
contre placebo
NAFLD (enfants) Randomisé, VSL#3 vs placebo 4 mois N=31 (4) BML, (X) ASAT, ALAT, (X) NA Italie (80)
double aveugle PRO (15/16) | cholestérol, (1) LDL, (X) HDL, (1)
contre placebo TG
NAFLD Randomisé, L. acidophilus ATCC B3208, B. 12 sem N=64 (4) ASAT (3) ALAT, () cholestérol, | NA Iran (73)
(échographic) chez | double aveugle PRO lactis DSMZ, B. bifidum ATCC (1:1) ) LDL, (i) triglycérides, (l«) tour de

des enfants obeses

contre placebo

SD6576, L. rhamnosus DSMZ

taille, (l:) stéatose (échographie), (X)
poids, (X) IMC

PRO : probiotiques, SYM : symbiotique, () : diminution, (X) : pas d’effet, (1) :

ion, A : différence
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Tableau 3 : Les principaux essais cliniques utilisant des probiotiques ou des symbiotiques chez I’homme avec évaluation de I’amélioration du bilan hépatique

Population

Etude

Intervention

Durée

N

Critéres de jugement

Diabéte de type 2 / syndrome métabolique

Microbiote

Pays

€n Cross over

inuline

(1:1)

Diabéte de type 2 Randomisé, 10® CFU vs. 12 sem N=73 (X) ASAT, (X) ALAT, (X) NA Suede (81)
double aveugle PRO 10" CFU L. reuteri DSMZ 17 938 (15/14/ | cholestérol, (X) LDL, (X) HDL, (X)
contre placebo vs. placebo 44) TG, (X) CRP, (1) BMI (group10*
CFU)
Diabéte type 2 Randomisé, L. acidophilus, L. casei, L. lactis, 12 sem N=136 | ({) ALAT, ({) ASAT NA Malaysia | (79)
double aveugle PRO B. bifidum, B. longum, B. infantis 1:1)
contre placebo
Syndrome Randomisé, Produits laiticrs faibles en graisses | 16 sem N=37 (X) BML ({) ASAT, (1) ALAT, ({) NA Etats Unis | (78)
métabolique en Cross over PRO vs régime normal GGT, (X) TNF a, (1) CRP, (.L)
cholestérol, (X) LDL, (+) HDL, (+)
TG
Individus en Randomisé, Akkemansia muciniphila 10" CFU | 3 mois N=32 () poids, (V) insulinémie, (1) unaffected Belgique | (84)
surpoids ou obéses | double aveugle PRO vivante ou pasteurisée vs placebo sensibilité insuline, (J,) cholestérol, (l)
avec diabéte type 2 | contre placebo ASAT, (3) GGT placebo vs 4.
muciniphila pasteurisée
Hommes Randomisé, PRO Lait fermenté (koumiss) 15j N=18 () ASAT, (V) ALAT, (}) GGT, (X) NA Turquie (77)
édentaires contre placcbo (1:2) cholestérol, ()TG
Diabéte type 2 Randomisé, SYM L. sporogenes 6 sem N=124 | (X) ASAT, (X) ALAT, (X) BMI NA Tran 95)

PRO : probiotiques, SYM : symbiotique, (J«) : diminution, (X) : pas d’effet, (1) : augmentation, A : différence
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Tableau 4 : Les principaux essais cliniques utilisant des symbiotiques chez I’homme dans les maladies hépatiques

NAFLD/NASH
NASH Randomisé, en Lactobacillus casei, L.rh 12 sem N=75 ($) ALAT, (1) IASAT, (X) GGT. () | Profil différent Ukraine (90)
ouvert L. bulgaris, B longum, S (38 cholestérol, (¥) élastometrie, ( ) IMC | aprés traitement
thermophilus, 37) (cultures
FOS bactériennes)
NAFLD (IMC | Randomisé, Protexin (Probiotics Int Ltd) : 28 sem N=42 (4) A stéatose, (V) A clastometric, (V) | NA Iran [CI))
normal) double aveugle L. casei, L. rhamnosus, L. (1:1) glucose, (V)TG, (¥) ASAT, (¥) NF-xB
contre placebo acidophilus, L. bulgaricus, S. pos, (J,) Hs-CRP, (X) BMI
thermophilus, B. breve, B.longum,
FOS (125 mg)
NASH (histologie) | Randomisé L. reuteri + guar gum ~+ inulin 3 mois N=50 () stéatoses (IRM), (3) poids, (¥) (Brasil) (93)
(S : 27 | IMC, ({) tour de tailles, (X)
vs T : | perméabilité intestinale, (X) LPS (X)
23) fibrose
NASH (histologic) | Randomisé, en Lepicol formula : L. plantarum, L. | 6 mois N=20 (¥) TG intra hépatiques (spectroscopic | NA Chine 94)
ouvert deslbrueckii, L. acidophilus, L. (1:1) RM), (+) ASAT, (X) glucose, (X) (Hong
rhamnosus, B. bifidum, lipides, (X) BMI, (X) tour de tailles Kong)
NAFLD Randomisé, Protexin : L. casei, L. rhamnosus, 28 N=52(1 | (¥) ASAT, (X) ALAT, ({) GGT, (X) NA Iran (88)
double aveugle L. bulgaricus L. acidophilus, S. semaines | :1) TNFa, (J,) CRP
contre placebo thermophilus, B. breve, B. longum,
FOS
NAFLD Randomisé, Familact : L. casei, L. acidophilus, | 8 sem N=74 (X) ASAT, (X) ALAT, (X) CRP, (X) NA Iran (96)
double aveugle L. rhamnosus, L. bulgaricus, B. (1:1) BMI
contre placebo breve, B. longum, S. thermophilus
FOS
NAFLD Randomisé, L. casei, L. rhamnosus, S. 8 sem N=30 | (}) ASAT, (}) ALAT, ({) TNFa, NA Iran 92)
double aveugle thermophilus, B. breve, L. (1:1) (X) BMI
contre placebo acidophilus, B. longum, L.
bulgaricus, FOS
NASH Randomis¢, B. longum 24 sem N (1) BML (1) ASAT, (1) ALAT, (1) NA Italie o7
double aveugle FOS (1:1) TNFa, (¥) CRP, ({) cholestérol, (4)
contre placebo LDL, (1) HDL, () TG
NAFLD Randomisé, B. longum + L. acidophilus vs. 3 mois N=T75 (1) ASAT, (1) ALAT, () BML (X) NA Tran (89)
double aveugle inuline vs. symbiotique vs. (1:1:1 GGT
contre placcbo placebo 1)

PRO : probiotiques, SYM : symbiotique, (-

: diminution, (X) : pas d’effet, (1) : au,
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Abstract

Background. Multikinase inhibitors (MKI) are molecular targeted agents which have
revolutionized management of cancer. However, there is a paucity of data regarding MKI-
related liver injury risk and clinical guidelines for the management of liver toxicity in patients

receiving MKI for cancer are scarce.

Design. We conducted a PubMed search of articles in English published from January 2000 to
December 2018 related to hepatic toxicity of the 29 FDA-approved MKI at doses used in
clinical practice: Alectinib, Afatinib, Axitinib, Bosutinib, Cabozantinib, Ceritinib, Cobimetinib,
Crizotinib, Dabrafenib, Dasatinib, Erlotinib, Gefitinib, Ibrutinib, Imatinib, Lapatinib,
Lenvatinib, Osimertinib, Nilotinib, Nintedanib, Pazopanib, Ponatinib, Regorafenib, Sorafenib,
Sunitinib, Trametinib, Vandetanib, Vemurafenib, Everolimus and Temsirolimus. The search
terms were International Non-proprietary Name of each agent cross-referenced with
«hepatotoxicity», «hepatitis», «hepatic adverse event» or «liver failure», and «phase II clinical

trial», «phase III clinical trial» or «case report».

Results. From these data, description of MKI-related liver events, grading of hepatotoxicity

risk and recommendations for management are given for different MKI molecules.

Conclusion. All MKI may potentially cause liver injury which is sometimes irreversible. As
there is still no strategy available to prevent MKI-related hepatotoxicity, early detection remains
crucial. Surveillance of liver function tests during treatment may help early detection of hepatic
adverse events. Furthermore, exclusion of potential causes of hepatic injury is essential to avoid

unnecessary MKI withdrawal.

Key words: multikinase inhibitor, drug-induced liver injury, hepatotoxicity.
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Introduction

Drug induced liver injury (DILI) is the fourth most common cause of liver damage in
Western countries and the most frequent raison of market withdrawal of a drug [1, 2]. Incidence
of DILI is expected to rise in the context of increasing drug availability and prescription. Most
drugs induce idiosyncratic hepatotoxicity (called idiosyncratic DILI) traditionally considered
unpredictable based on dose or pharmacological properties of the molecule [3]. Although the
pathogenesis is largely unknown, DILI is probably the consequence of interactions between
host susceptibility, environmental factors and drug pharmacological properties. In the absence
of specific tests for DILI, the diagnosis relies on circumstantial evidence and exclusion of other

causes of liver damage.

Emergence of innovative therapies such as molecular targeted agents has revolutionized
management of cancer. Among these molecules, Multikinase inhibitors (MKI) block
phosphorylation cascades involved in many of the hallmark phenotypes of tumor biology,
including proliferation, survival, motility, angiogenesis, and evasion of anticancer immune
responses [4]. Theoretically, their targeted action decreases the risk of adverse events.
Nevertheless, MKI use has been associated with serious toxic effects such as skin toxicity,
cardiotoxicity or hepatotoxicity [5-7]. However, there is a paucity of data regarding MKI-
related hepatotoxicity risk and clinical guidelines for the management of liver toxicity in
patients receiving MKI for cancer are scarce. Early diagnosis of DILI is essential as treatment
continuation may potentially cause acute liver failure with 60 to 80% mortality [8]. On the other
hand, an erroneous diagnosis of DILI may lead to unnecessary drug withdrawal which may
affect the prognosis of patients with cancer. We therefore performed an exhaustive review of
published data on hepatic adverse events and DILI related to MKI use, and discuss the issue of

hepatotoxicity during MKI treatment for cancer.
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Method

We conducted a PubMed search of articles in English published from January 2000 to
December 2018 related to hepatic toxicity of the 29 FDA-approved MKI at doses used in
clinical practice: Alectinib, Afatinib, Axitinib, Bosutinib, Cabozantinib, Ceritinib, Cobimetinib,
Crizotinib, Dabrafenib, Dasatinib, Erlotinib, Gefitinib, Ibrutinib, Imatinib, Lapatinib,
Lenvatinib, Osimertinib, Nilotinib, Nintedanib, Pazopanib, Ponatinib, Regorafenib, Sorafenib,
Sunitinib, Trametinib, Vandetanib, Vemurafenib, Everolimus and Temsirolimus. The search
terms were International Non-proprietary Name of each agent cross-referenced with
«hepatotoxicity», «hepatitis», «hepatic adverse event» or «liver failure», and «phase II clinical
trial», «phase I1I clinical trial» or «case reporty. The results of the literature search are presented
in Figure 1. Clinical trials reporting hepatic adverse events occurring under treatment and
including a proper number of patients (20 patients or more, except for Bosutinib where the
threshold was fixed at 10 patients due to a lack of data) were retained. Case reports describing
DILI were considered suitable for review, by author consensus, based on exclusion of other
causes of liver injury and the use of validated scales for drug imputability assessment. If
necessary, drug imputability was reassessed by authors based on information provided in the
manuscripts. Phase I clinical trials were excluded as we aimed to review hepatotoxicity
associated with therapeutic doses. All relevant articles in the reference lists were also

considered for review.

The potential for causing DILI was assessed for each agent on the basis of five criteria:
total number of published cases of DILI, number of published cases of severe liver injury
leading to death, significant abnormalities of liver function tests (LFT) in clinical trials, namely
ALT or AST >5xULN (upper limit of normal), the existence of clinical trials describing cases

of DILI, and hepatotoxicity demonstrated by published experimental studies.
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Results

Epidemiology. MKI are often used in patients with liver metastases. Thus, interpretation
of LFT abnormalities may be difficult in this context, as it may be due to hepatic extension of
the cancer. In most clinical trials, LFT are considered as “adequate” when aminotransferases
are lower than 2.5xULN in the absence of hepatic metastases or lower than SXULN if hepatic
metastases, and bilirubin level <1.5xULN [9]. However, baseline LFT are often unknown in
case-reports or not mentioned in clinical trials. This is an important issue when assessing MKI
imputability as patient’s previous liver state is a crucial factor to determine the causal role of
drugs. Severe hepatic events (grade 3-4), defined as aminotransferases >5xULN, are detected
in 0 to 29% of patients treated with MKI in clinical trials (table 1). The heterogeneity between
publications in the incidence of aminotransferase increase remains high even for the same agent.
For example, severe hepatic events are described in 4 to 19% of patients treated with Bosutinib
and in 1 to 11% of those receiving Gefitinib (table 1). No case of DILI has been reported for:
Afatinib, Axitinib, Cabozantinib, Ceritinib, Cobimetinib, Dabrafenib, Lenvatinib, Nilotinib,
Ponatinib, Trametinib, Vandetanib, Everolimus and Temsirolimus. The only data regarding
hepatotoxicity of these agents is the succinct description in clinical trials: increased
aminotransferases levels associated or not with high bilirubin levels. Overall, the molecules for
which the highest frequency of severe aminotransferase abnormalities (>5xULN) and reported
DILI are Crizotinib, Erlotinib, Gefitinib, Imatinib, Lenvatinib, Pazopanib, Regorafenib,
Sorafenib, Sunitinib and Vemurafenib-Ipilimumab association (table 1 and 2). Those with
apparently lower risks are Afatinib, Alectinib, Axitinib, Cabozantinib, Cobimetinib,
Dabrafenib, Dasatinib, Ibrutinib, Ponatinib, Trametinib, Vandetanib, Vemurafenib alone,

Everolimus and Temsirolimus (table 1 and 2) [10-131].

Clinical presentation and laboratory tests. MKI-induced liver injury includes various

biological and clinical presentations, ranging from isolated abnormalities of LFT to nonspecific

ANNEXES

268



symptoms such as anorexia, asthenia, nausea, abdominal pain, arthralgia, and rash, and also to
more specific symptoms such as jaundice, progressive liver failure with loss of hepatocellular
function, hepatic encephalopathy and death. In most cases, patients are completely
asymptomatic and the increased aminotransferase level revealed by routine blood tests is the

only element that rises a suspicion of MKI-related hepatotoxicity.

Limited data is available in MKI clinical trials. When provided, the latency of
hepatotoxicity varies between the first cycle of treatment for Crizotinib and several months for
molecules such as Bosutinib or Imatinib, with most cases occurring during the first 2 months
of treatment (table 2). Significant liver toxicity generally consists of aminotransferase increase
>5xULN. Nevertheless, associated hyperbilirubinemia has been described for Cobimetinib,
Crizotinib, Dasatinib, Erlotinib, Gefitinib, Imatinib, Lenvatinib, Pazopanib, Regorafenib,
Sorafenib, Sunitinib and Vandetanib-Ipilimumab association. LFT return to baseline upon drug
withdrawal except for Lenvatinib, Pazopanib, Sorafenib, Sunitinib for which liver failure and
death have been observed. Of note, liver metastases are present in up to fifty percent of patients
in clinical trials. Therefore, in patients with secondary or primary liver tumors, we cannot
distinguish a true MKI-induced liver enzyme increase from the disease itself. Abnormal LFT

in patients treated with MKI should therefore be interpreted with caution.

A more detailed description of MKI-related hepatotoxicity is provided by case reports.
Latency varies between one week for Erlotinib, Sorafenib, Regorafenib, and more than six
months for Gefitinib, Dasatinib, Ibrutinib, Imatinib, Nindetanib, Sunitinib. DILI related to MKI
use is of hepatocellular type (aminotransferase elevation with no or mild alkaline phosphatase
increase), but cases of mixed DILI (elevation of both aminotransferases and alkaline
phosphatase) were published for Dasatinib, Imatinib, Pazopanib, Sorafenib and Vemurafenib.
Bilirubin elevation meeting Hy’s law criteria (hepatocellular type injury seen concurrently with

bilirubin >2xULN) was reported for Crizotinib (2 cases - death), Erlotinib (3 cases - death),
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Ibrutinib (2 cases - recobery), Imatinib (5 cases — 1 death), Lapatinib (1 case - recovery),
Pazopanib (2 cases - recovery), Regorafenib (5 cases — 2 death), Sorafenib (3 cases — 1 death),
Sunitinib (2 cases - death) and Vemurafenib-Ipilimumab association (2 cases - recovery) (table

3]

Histological features. Liver biopsy does not reveal histological characteristics specific
for MKI-related DILI and therefore it is not mandatory. Nevertheless, liver histology may orient
diagnostic of DILI (immuno-allergic or metabolic DILI) and rule out other causes of hepatic
injury. Liver biopsy performed in three published cases of Erlotinib or Gefitinib-induced
hepatotoxicity revealed elements of an immuno-allergic (hypersensitivity) mechanism: active
hepatitis with portal inflammation (lymphocyte, plasma cell and neutrophil infiltration) and
bridging necrosis [132-134]. For Imatinib-induced hepatic injury, liver histology is described
in twelve case reports [135-146]. Bridging necrosis (mainly centrilobular) associated with
portal inflammatory infiltrates containing lymphocytes, plasma cells and many eosinophils are
found, suggesting a hypersensitivity mechanism. In cases of mixed DILI histological
cholestasis is present. Bridging fibrosis and acute viral hepatitis-like histological features (focal
necrosis, lymphocyte infiltration around necrosis zones and on sinusoids) were described in two
cases of Imatinib-induced hepatotoxicity [135, 136, 139, 144]. Histological features suggesting
hypersensitivity DILI (bridging necrosis, hepatocellular dropout around the centrilobular areas
and portal eosinophil infiltration) are shown in one case of Lapatinib-induced hepatotoxicity
[147]. For Ibrutinib and Pazopanib-induced liver injury, histology showed cholestatic hepatitis
with eosinophil infiltration within the portal tracts [126, 148]. Cholestatic hepatitis in association
with granulomatous inflammation and eosinophil infiltrate was described in a case of
Vemurafenib-related DILI [149]. Histological lesions compatible with metabolic (centrilobular
hepatic necrosis with confluent destruction of acinar zone 3 and scarce inflammation) or

immuno-allergic DILI (bridging necrosis with portal lymphocyte and plasma cell infiltration)
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are described in eight cases of hepatotoxicity to Regorafenib, Sorafenib and Osimertinib [129,
150-155]. The only case report of Sunitinib-induced hepatotoxicity with available liver biopsy
showed liver invasion by cancerous cells and therefore histological features may not be related
to DILI. In a recently reported case of Alectinib-induced hepatitis, liver biopsy showed bridging
necrosis with inflammatory infiltrate containing lymphocytes, macrophages and plasma cells

[125].

Imputability assessment. No specific markers are available for diagnosis of DILI related
to MKI use. Furthermore, MKI-associated liver injury can mimic almost all known causes of
hepatic diseases (viral hepatitis, non-alcoholic fatty liver disease, alcoholic liver disease,
autoimmune hepatitis, metabolic diseases, biliary tract obstruction, hepatic ischemia, vascular
obstruction, sepsis) and consequently is diagnosed by ruling out all other possible causes [156].
In order to overcome this problem, RUCAM (Roussel Uclaf Causality Assessment Method)
causality assessment score can be used for evaluation of MKI imputability. The RUCAM score
is the most largely used method for assessing causality in hepatotoxicity by different drugs and
includes several criteria such as: the event chronology, description of first clinical signs, results
of LFT after drug withdrawal (a 50% decrease in liver enzyme levels following withdrawal of
the suspected culprit drug is highly suggestive of DILI), concomitant medication (including
self-medication, phytotherapy products, and illicit drugs), other potential causes, previous case
reports of DILI, nature of the drug, drug dosage or alcohol consumption. Although drug
rechallenge should be avoided because of the risk of severe hepatic failure, deliberate or
inadvertent drug rechallenge resulting in a deterioration of LFT provides strong evidence for
drug imputability. Positive drug rechallenge has been described for Crizotinib (4 cases),

Erlotinib (2 cases), Gefitinib (6 cases), Imatinib (10 cases), and Osimertinib (1 case) (table 2).

Management and outcomes. MKI-induced liver injury is generally of the hepatocellular

type and more rarely of the mixed type (table 2). In the hepatocellular type, there is an increase
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in aminotransferase levels with no or mild alkaline phosphatase increase that normalized within
10 days to 5 month from drug withdrawal in three quarters of cases. For certain molecules, such
as Crizotinib, reintroduction (rechallenge) at a lower dosage (250 mg daily versus 250 mg twice
daily) was possible without aminotransferase increase. For Osimertinib, a successful
reintroduction without dose reduction was described after oral desensitization. A rechallenge
was performed in 25 published cases of MKI-induced hepatotoxicity resulting in recurrence of
LFT abnormalities (table 2). Nevertheless, rechallenge should be performed under strict
surveillance of LFT due to the risk of recurrent DILI and liver failure (table 2). Cross-toxicity
has not been described for MKI, and the switch to Erlotinib was a safe option for patients
developing Gefitinib-associated DILI (table 2). Dabrafenib and Trametinib combination was
successfully introduced in a patient developing Vemurafenib-induced severe liver injury [157].
Furthermore, oral steroid therapy was successfully used in 9 cases of Imatinib-related
hepatotoxicity and 5 cases of Vemurafenib-Ipilimumab combination allowing drug
reintroduction and/or LFT recovery [131, 138]. Oral Prednisone started at a daily dose of 25-30
mg and gradually tapered over 2 to 8§ months may therefore be an option in patients developing
MKI-associated DILI with immuno-allergic characteristics (rash and/or eosinophilia). Two
cases of cirrhosis have been reported after 18 and 24 month of Imatinib treatment [144, 158].

In these patients, no other cause of liver disease was found.

In clinical trials, liver toxicity related to MKI agents is often transient and non-severe.
The presence of jaundice (serum bilirubin level >2xULN) in a context of hepatocellular pattern
of DILI (Hy’s law) is associated with a mortality rate of at least 10% independent of the culprit
molecule [159]. However, the prevalence of LFT abnormalities meeting Hy’s law criteria is not
reported in clinical trials. Nevertheless, fatal cases of MKI-related hepatotoxicity have been
mentioned for Lenvatinib (3 cases) [160, 161], Pazopanib (2 cases) [162], Sorafenib (7 cases)

[91, 92, 94, 95] and Sunitinib (9 cases) [99, 100]. In these cases, the imputability of MKI drug
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was considered possible or probable by investigators without further detail. Of note, fatal
hepatotoxicity attributed to Sorafenib and Sunitinib was reported in patients with hepatocellular
carcinoma. Therefore, liver failure may the result of cancer progression or underlying liver
disease such as cirrhosis. When the criteria of Hy’s law are met, the culprit MKI agent should
be withdrawn immediately. Cases reports of fatal liver failure have also been published for

Crizotinib, Erlotinib, Imatinib, Pazopanib, Regorafenib, Sorafenib and Sunitinib.

Pathophysiology of MKI-induced hepatotoxicity. The mechanism of liver injury
associated with MKI use is commonly immuno-allergic, and metabolic-idiosyncratic
mechanism appears to be less frequent (table 2). In most case reports, we note an early onset of
DILI between several days and two months after the beginning of MKI treatment (table 2). In
these cases with short latency, clinico-biological (rash, fever, blood eosinophilia) and
histological (hepatic eosinophilia) elements of hypersensitivity may be present suggesting an
immuno-allergic mechanism in 12% of cases. A longer latency period (up to 16 month for
Imatinib) has been described for Imatinib, Gefitinib, Dasatinib and Sunitinib, suggesting a

metabolic-idiosyncratic mechanism (table 2).

The risk of MKI-induced liver injury is likely determined by drug properties, including
the generation of toxic reactive metabolites, host factors and their interactions [163]. Most MKI
are metabolized by cytochrome P450 (CYP450) pathway. Therefore, variations in CYP450
isoenzyme activity may critically influence the development of DILI by modifying the level of
exposure to the reactive metabolites and/or altering the disposition of the MKI molecule.
Gefitinib is metabolized in the liver by CYP3A4, CYP2D6, CYP3AS, and CYPI1AL. It was
suggested that CYP2D6 is specifically used as an alternative pathway for gefitinib metabolism
[164]. CYP2D6 deficiency may therefore favor gefitinib-induced liver injury in patients taking
CYP3A4-inhibitory drugs [164]. Lapatinib undergoes extensive metabolism by CYP3A4 and

CYP3A5 generating reactive metabolites which may covalently modify cellular proteins,
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potentially leading to immune-mediated DILI [165, 166]. Furthermore, the presence of human
leukocyte antigen (HLA)-DQA1*02:01 allele was associated with a higher risk of Lapatinib-
induced liver injury in woman with advanced breast cancer [166]. It was also proved that HLA-
B*57:01 carriage confers higher risk of aminotransferase elevation in patients receiving
Pazopanib [167]. Hepatotoxicity of Lapatinib and Pazopanib may therefore be attributed to the
interaction of CYP450 polymorphism and host immune status. Despite a low liver toxicity risk
as monotherapy, Vemurafenib-Ipilimumab combination was associated with hepatotoxicity in
60% of patients in a phase 1 clinical trial [131]. Ipilimumab is an immune checkpoint inhibitor
which swings the balance towards immune stimulation and might therefore favour an immuno-

allergic DILI to Vemurafenib.

A recent study showed that Erlotinib-induced hepatocyte apoptosis in vitro is mediated
by mitochondrial damage [168]. Regorafenib can also induce hepatocyte necrosis in vitro at
clinically relevant concentrations, by uncoupling liver mitochondrial respiration and inducing
autophagy [169]. Furthermore, Imatinib, Lapatinib and Sunitinib increase reactive oxygen
species, impair cellular oxygen consumption, alter glycolysis, and induce apoptosis in human
hepatoma HepG2 cells [170]. Overall, these experimental data suggest that mitochondrial injury
is one possible mechanism for hepatotoxicity related to MKI use. In keeping with this
assumption, different MKI inducing metabolic-idiosyncratic hepatotoxicity such as Gefitinib,
Sunitinib and Sorafenib are able to impair mitochondrial function in isolated rodent liver

mitochondria at clinically relevant concentrations [171, 172].

Adenosine triphosphate—binding cassette transporters ABCG2 and ABCB1 are involved
in the efflux of xenobiotics from hepatocytes into the bile. It was recently showed that
concomitant use of anti-acid-secreting agents such H2 antagonists and proton pump inhibitors
is associated with an increased risk of gefitinib-induced liver toxicity [173]. Gefitinib is known

to be a substrate of ABCG2 and ABCB1 expressed in hepatocytes [174]. Therefore, inhibition

11

ANNEXES

274



ANNEXES

of ABCG2 and ABCBI by proton pump inhibitors and H2 agonist, respectively, may

theoretically increase the concentration of Gefitinib in the liver, contributing to hepatotoxicity.

Sorafenib and Regorafenib are metabolized primarily by oxidative metabolism in the
liver via CYP3A4 pathway and glucuronidation mediated by uridine diphosphate-glucuronosyl-
tranferase 1A (UGT1A) 9 pathway [175]. Both drugs potently inhibit UGT1A 9 and 1 which
contribute to the hyperbilirubinemia observed in patients treated with Sorafenib and

Regorafenib [176].

Results for individual MKI agents are summarized in Table 2 [7, 21, 24-28, 115-124, 132-

148, 150-155, 158, 160, 161, 164, 167, 173, 177-224].

12

275



Discussion

Data on DILI from MKI drugs are scarce, and there is no recent review addressing MKI
hepatic events. Nevertheless, clinical trials suggest that all MKI agents are associated with a
risk of hepatotoxicity, defined as an increase in aminotransferases levels with or without high
bilirubin levels. For some MKI agents such as Bosutinib, resolution of LFT abnormalities is
observed without drug discontinuation or dose reduction. Such a phenomena of hepatic
tolerance to drug toxicity has already been described for Isoniazide [225] and Tacrine [226] and
Agomelatine [227]: these drugs can initially induce aminotransferases augmentation which is
thereafter reversible despite treatment continuation. The "adaptive phenomena", which is not
synonymous with DILI, is probably underestimated as drug-induced aminotransferase elevation

usually results in treatment withdrawal.

Detection of DILI during pre-marketing clinical trials is a difficult challenge due to the
lack of good predictive biomarkers and the small number of patients treated relative to the
frequency of DILI. In order to guide drug development research, FDA proposed indicators of
the drug potential for severe hepatotoxicity: elevation of aminotransferase values to > 3xULN
with reference to placebo; any marked elevations of aminotransferases to > SxULN in the
treatment group without a corresponding increase in the placebo group; one or more cases of
bilirubin titres increasing to > 2XxULN associated with aminotransferase levels at > 3xULN
(Hy's law) with no other explanation [228]. The presence of at least one of these criteria may
indicate a significant risk of hepatic toxicity, and cases of severe DILI are expected in post-
marketing settings. Of note, the definition of hepatic event severity in clinical trials involving
MKI drugs relies on the Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE)
developed by the Cancer Therapy Evaluation Program of the National Cancer Institute (NCI)
[229]. According to these criteria, elevation of aminotransferase > SXULN is defined as severe

hepatic event. However, it should be mentioned that asymptomatic aminotransferase increase
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without jaundice cannot be considered severe hepatotoxicity. A more reliable scale for grading
severity of liver injury related to drug use was proposed by Drug-Induced Liver Injury Network
(DILIN) [230]. In the DILIN scale, severity of hepatic events relies on the presence of jaundice,
signs of hepatic or other organ failure, necessity of hospitalization, and death. The presence of
these severity criteria is not mandatory in the CTCAE definition. Therefore, the use of the
CTCAE criteria in MKI clinical trials may overestimate the severity of MKI-induced
hepatotoxicity. It should be also mentioned that LFT abnormalities do not necessary reflect
drug-related toxicity in MKI treated patients. Liver metastases are often present in cancer
patients and therefore perturbations of LFT should be interpreted with caution in order to avoid
inappropriate MKI withdrawal. Although serum aminotransferase activities are probably a poor
indicator of DILI for most drugs, it still remains the gold standard that should be used to monitor
patients. Studies of various individual gene polymorphisms may allow the identification of
more reliable indicators of the risk of MKI-related DILI for use in the future. Of note, pre-
existing chronic liver disease does not appear to favour MKI-induced hepatotoxicity, but once
developed DILI may have devastating consequences in patients with reduced baseline hepatic

reserve.

Drug-drug interactions should be considered, so it would be advisable to avoid
coprescriptions that may target or inhibit the same CYP450 pathway in patients treated with
MKI. Immuno-allergic mechanism may play a role as suggested by the association between
lapatinib and pazopanib-induced liver injury, and HLA-DQA1*02:01 and HLA-B*57:01
carriage, respectively. Nevertheless, clinical relevance of CYP450 pathway and HLA typing in
MKI-treated patients has not been proved. DILI related to MKI use is of idiosyncratic type and
generally considered dose-independent. However, Crizotinib or Nintedanib were successfully

reintroduced at lower doses in most patients developing hepatotoxicity (table 2). Hence, besides
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immuno-allergic mechanisms, some MKI can also induce metabolic idiosyncratic cytotoxicity

(table 2).

The strengths of this review include the exhaustive analysis of published cases of MKI-

related DILI and the evaluation of LFT abnormalities described in clinical trials.

The main limitation of this review is related to publication biases that have to be
considered in the analysis of the literature. Any analysis involving case reports is subject to the
inherent bias toward the publication of more severe MKI-related hepatic toxicity. Furthermore,
the number of reported cases of DILI is inevitably higher for the most frequently used MKI
agents, which may tend to indicate, falsely, a higher hepatotoxicity risk. Finally, alternative
causes of liver injury are incompletely ruled out in a considerable amount of clinical trials or

case reports.

Recommendations for clinical practice. Early detection and drug withdrawal can
prevent severe hepatic failure. A correct diagnosis is capital to avoid inappropriate therapy
discontinuation. Therefore, LFT assessment at baseline can provide an estimation of reference
values, identify any underling liver injury and help in the interpretation of abnormal LFT

identified during MKI treatment.

Weekly monitoring of LFT during the first 2 months of treatment should be performed
when using a MKI with a greater risk of hepatotoxicity (table 2; figure 2). LFT assessment may
then be continued on monthly bases. For MKI with apparently lower liver toxicity risk (table 2;

figure 2), monthly monitoring of LFT is reasonable.

The cut-offs of LFT for MKI withdrawal are difficult to define. In cancer patients, LFT
abnormalities may be the manifestation of liver metastases and sometimes liver biopsy should
be discussed before MKI withdrawal to rule out cancer invasion. Liver biopsy may also help

differential diagnosis in cases of hepatotoxicity with low-to-moderate drug imputability. The
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MKI treatment should be promptly discontinued when serum aminotransferase levels are
>5xULN or if criteria for Hy’s law are present. In case of moderate aminotransferase elevation
<5xULN, LFT monitoring should be performed twice a week and MKI treatment may be
continued. For patients with high baseline aminotransferase levels, drug discontinuation should
be done when serum aminotransferase levels are > 5 times the baseline value. It has to be
mentioned that MKI inhibiting UGT1A 1 (sorafenib and regorafenib) impair elimination of
bilirubin, with a resulting increase in unconjugated bilirubin mimicking the criteria for Hy’s
law. In patients with long exposure to MKI molecules, such as Imatinib, non-invasive
evaluation of hepatic fibrosis by transient elastometry once a year may be useful due to the risk
of developing cirrhosis (table 2). Figure 2 proposes an algorithm for management of patients

with suspected MKI-induced liver toxicity.

Permanent discontinuation may become necessary but this poses a dilemma if the
tumour is responsive to the MKI concerned. Therefore, exhaustive investigations should be
performed to exclude potential causes of liver injury and to confirm the diagnosis of MKI-
related DILI, including serological tests for hepatotropic viruses (hepatitis A, B, C, and E
viruses, Epstein-Barr virus, cytomegalovirus, and herpes simplex virus), autoantibody tests,
iron and copper levels, abdominal ultrasonography and even liver biopsy. Hepatitis E virus
infection is not considered in the differential diagnosis of DILI in most published cases of MKI-
induced liver damage. It was shown that acute hepatitis E is the cause of some cases of liver
disease that were initially suspected to be DILI [231]. Hepatitis E testing should therefore be
performed in all cases of suspected MKI-induced hepatotoxicity, particularly if the clinical

features are compatible with acute viral hepatitis.

Surveillance of LFT (ALT, alkaline phosphatase, and bilirubin) is essential until
normalization or return to baseline values. In most cases, LFT improves after drug

discontinuation, but hepatic injury may sometimes persist for several months. Once LFT return
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to baseline, patients should be considered for treatment with another MKI molecule due to the
lack of cross-hepatotoxicity between the MKI (table 2). Rechallenge should be avoided in cases
of definite DILI due to the risk of hepatic failure. If a rechallenge is decided, the MKI agent
must be reintroduced under strict surveillance of LFT. Concomitant administration of corticoids
at a daily dose of 0.5 mg/kg may be an option in patients for which Imatinib rechallenge is
attempted. Future investigations are required in order to determine whether N-acetylcysteine is

an efficient preventive or curative treatment for MKI-induced hepatotoxicity [232].

Conclusions

All MKI molecules may potentially cause liver damage which is sometimes irreversible.
As there is still no strategy available to prevent MKI-related hepatotoxicity, early detection
remains crucial. Surveillance of LFT during treatment may help early detection of hepatic
adverse events. It is essential that potential causes of hepatic injury be excluded to avoid

unnecessary MKI withdrawal.
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Table 1. Hepatotoxicity of MKI agents in clinical trials.

Incidence o'f'LFT Grade 3-4 LFT Outcome References
Drug abnormalities - abnormalities (%)
all grades (%)
Afatinib 20-50 1-2 [115,116]
Alectinib 10-50 1-4 [117,118]
Axitinib 2-42 1-8 ~[10-15]
Bosutinib 14-58 4-19 [16-21]
Cabozantinib 16-97 2-8 [119, 120]
Ceritinib 25-35 11-21 - [22]
Cobimetinib 24-70 6-12 [121, 122]
Crizotinib 13-40 2-16 [22-28]
Dabrafenib 11-42 0-4 177, 178
Dasatinib 3-16 0-9 - [29-33]
Erlotinib 2-85 0-12 [34-46
Gefitinib 6-87 1-11 Death reported for _ [47-52]
Ibrutinib 0-14 0-3 Lenvatinib (3 cases) [179, 180]
Imatinib 1-35 1-3 Pazopanib (2 cases), [19, 53, 54]
Lapatinib 26-41 8-14 Sorafenib (7 cases) and [55, 56]
Lenvatinib 12-14 3-5 Sunitinib (9 cases). ~ [160, 161
Nilotinib 0-70 4-9 [57]
Nintedanib 5-59 1-9 No informations available [181-183]
Osimertinib 4-6 1 for the other molecules. [184, 185]
Pazopanib 8-68 1-20 ~ [58-76]
Ponatinib 3-12 2-4 il
Regorafenib 7-92 5-11 [78-82]
Sorafenib 3-44 0-29 ~ [83-95]
Sunitinib 9-67 0-8 [96-102]
Trametinib 10-44 0-5 [186-188]
Vandetanib 3-51 2-5 7,189
Vemurafenib 11-38 0-6 [123, 124]
Everolimus 5-87 0-6 ~ [102-110]
Temsirolimus 4-56 0-7 [111-114]

Abbreviations: MKI, multikinase inhibitor; LFT, liver function tests.
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Table 2. Hepatotoxicity of MKI in case reports.

MKI agent Type of hepatic Mechanism Latency Outcome

Liver Biopsy

References

Alectinib

Bosutinib

Crizotinib

Dasatinib

Erlotinib

Gefitinib

lesion

Hepatocellular

Hepatocellular

Hepatocellular

Mixed

Hepatocellular

Hepatocellular

Metabolic

Immuno-
allergic

Metabolic;
immuno-
allergic

Metabolic

Immuno-
allergic

Metabolic;
immuno-
allergic

5 month

Within 4 month

10 days - 2
month

7 month

2 - 37 days

22 - 392 days

Recovery: 1 case
No death reported

Recovery: 1 case
No death reported

Recovery: 3 cases
Death: 3 cases

Recovery: 1 case
No death reported
Recovery: 5 cases

Death: 6 cases

Recovery: 19 cases
No death reported

Severe active hepatitis
with bridging necrosis

Severe active hepatitis
with bridging necrosis

Hepatocyte necrosis
and increased fibrosis

Successful
reintroduction at the
same dose after LFT

normalisation
Hepatitis E infection not
ruled out
Hy's law cases
Recovery without drug
withdrawal in half of
patients (clinical trials)
Positive rechallenge: 4
cases
Successful
reintroduction at
reduced dose in most
cases (clinical trials)

Successful switch to
Gefitinib: 2 cases
Positive rechallenge: 2
cases
Possible causes
incompletely ruled out
Successful switch to
Erlotinib or Afatinib: 15
cases
Positive lymphocyte
stimulation test: 1 case

4+

+++

++

[125]

[21]

[24-28, 190, 191]

[209]

[132, 133, 192-201]

[134, 164, 173, 202-
208]

46

309



ANNEXES

Positive rechallenge: 6
cases

Imatinib Hepatocellular; Immuno- 12 - 504 days Recovery: 22 cases  Centrilobular (zone3) Positive rechallenge: 10 +++ [135-146, 158, 210-

mixed allergic Cirrhosis: 1 case hepatocyte necrosis cases 219]
LT: 2 cases and inflammatory Corticotherapy allowed
Death: 2 cases infiltrate, fibrous scars  Imatinib reintroduction
Autoimmune hepatitis-  and/or LFT recovery: 11
like lesions (bridging cases
necrosis, Successful switch to
lymphoplasmacytic Dasatinib: 2 case

infiltrate)

Nintedanib Hepatocellular Metabolic 8 month Recovery: 1 case - Low body surface area ++ [233, 234]
No death reported is a risk factor for
aminotransferase
elevation during
treatment
Successful
reintroduction at
reduced dose

e
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Pazopanib

Regorafenib

Sorafenib

Sunitinib
Vemurafenib

Vemurafenib-
Ipilimumab
combination

Hepatocellular;
mixed

Hepatocellular

Hepatocellular;
mixed

Hepatocellular
Mixed

Hepatocellular

Immuno-
allergic

Metabolic;
immuno-
allergic

Metabolic;
immuno-
allergic
Metabolic
Immuno-
allergic

Immuno-
allergic

14 - 28 days

5days-4
months

8 days-2
months

21 - 252 days
6 weeks

2-5 weeks

Recovery: 1 case
Death: 3 cases (2
cases in clinical
trials)

Recovery: 4 cases
Death: 2 cases

Recovery: 4 cases
Death: 1 case

Death: 3 cases
Recovery: 1 case
No death reported

Recovery: 6 cases
No death reported

Abbreviations: MKI, multi-kinase inhibitor; LFT, liver function tests,

Inflammatory infiltrate
in periportal areas with
eosinophilia, mild
centrilobular
cholestasis
Centrilobular hepatic
necrosis with confluent
destruction of acinar
zone 3
Hepatocyte necrosis
with lymphocyte
infiltrate
Centrilobular necrosis
Granulomatous
inflammation and
eosinophil infiltrate,
centrilobular (zone 3)
canalicular cholestasis

Possible causes
incompletely ruled out

Possible drug-induced
autoimmune hepatitis

Successful switch to
Dabrafenib: 1 case

Corticotherapy allowed
LFT recovery: 5 cases
Hy's law cases

+++

+++

+++

4+

+++

ANNEXES

[148, 167)

[150-152, 220]

[153-155, 221]

[222-224]
[149]

[131]
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Figure 1
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Figure 2

Pre-therapeutic assessment of LFT

MKI with higher hepatotoxicity risk

N

Weekly monitoring of
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A 4
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- MKI withdrawal
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Figure 2. Management of patients with suspected MKI-induced liver toxicity.

Abreviations: LFT, liver function tests; MKI, multi-kinase inhibitor; ALT, alanine aminotransferase; AST,

aspartate aminotransferase; ULN, upper limit of normal; BV, baseline value
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Résumé : La stéatopathie non alcoolique (NAFLD) est la
manifestation hépatique du syndrome métabolique. Elle
suit I'épidémie d'obésité et affecte un quart de la
population mondiale. Son évolution croissante en fait un
enjeu sociétal majeur tant d'un point de vue de santé
publique que par I'impact économique qu'elle engendre.
Actuellement, aucune thérapeutique n'est spécifiquement
approuvée pour le traitement de la NAFLD. L'urgence est
donc a la compréhension des mécanismes impliqués dans
la pathogenése de la NAFLD dans I'optique de développer
des solutions thérapeutiques optimales. Le microbiote
intestinal est un cofacteur primordial de la pathogenése de
la NAFLD et intervient dans la susceptibilité individuelle a
la maladie. Le microbiote intestinal peut notamment étre
modulé par les fibres alimentaires telles que la pectine
considérée comme prébiotique. L'objectif de ce travail était
dans un premier temps d'asseoir les liens entre microbiote
intestinal, pectine et I'impact sur les acteurs de la NAFLD
dont le foie et les tissus adipeux.

Dans un deuxiéme temps nous souhaitions évaluer si la
modification du microbiote intestinal par la pectine
suffisait a améliorer et restaurer les Iésions hépatiques
induites par un régime gras dans un modéle murin de
NAFLD. A faible dose, une supplémentation en pectine
atténue les lésions délétéres induites par un régime gras
chez la souris. L'effet protecteur de la pectine est liée a
une modulation du microbiote. Cette modification
impacte les fonctionnalités des tissus adipeux via la
libération de métabolites bactériens dont les acides gras
a chaine courte (AAGC).

Ce travail de thése montre que le microbiote intestinal et
ses métabolites sont une cible thérapeutique potentielle
dans la stéatose hépatique non-alcoolique. L'utilisation
des AAGC couplé a |Iutilisation de probiotiques
pourraient s'avérer des pistes intéressantes chez
'homme et ce en association avec des mesures
diététiques visant a réintroduire des fibres alimentaires
au sein du régime.

Title : Intestinal microbiota and pectin in non-alcoolic steatohepatitis

Keywords : intestinal microbiota, pectin, NAFLD, obesity, metabolic syndrome, adipose tissue

Abstract Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)
corresponds to the hepatic manifestation of the metabolic
syndrome and affects a quarter of general population
which leads to dramatic economic and health issues. So far,
no approved pharmacotherapy is available for NAFLD.
Among overweighed/obese patients, only a subset of
individuals will develop severe liver lesions. It has been
demonstrated that intestinal microbiota plays a major role
in the individual susceptibility of patients to develop
NAFLD. The Western-style diet, enriched in fat and sugar
and low in fibers contribute at least in part to depletion of
specific bacterial taxa in the IM.

Thus, if the establishement of a bacterial signature in
NAFLD is important for the follow-up of patients, change
the IM to restore a "healthy” IM could be relevant. Indeed,
impact of dietary fiber on gut microbiota is clearly
established. It has been shown that fibers prevent liver
injury depending of the type of fiber.

In the current study, we addressed the role of fiber in the
prevention of liver injury during a diet induced obesity
(DIO) by adding fiber in a high fat diet (HFD). Then, we
studied the role of IM in the protective effect of pectin in
DIO mice. To this end, the IM from DIO mice treated with
pectin was transplanted in DIO mice both before or after
the development of obesity. Moreover, we analyzed the
effect of the addition of pectin in a HFD pectin after the
establishment of obesity. We were able to confirm the
beneficial role of pectin in the pathogenesis of NAFLD.
Pectin supplementation modulates intestinal microbiota
composition and bacterial metabolites like short-chain
fatty acids (SCFAs). Together, this actors influence the
functionality of white and brown adipose tissues. In the
future, the use of bacterial metabolites as SCFAs and
specific probiotics could be proposed in the
management of NAFLD in addition to dietary measures
with fibers supplementation.
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