
HAL Id: tel-03638114
https://theses.hal.science/tel-03638114

Submitted on 12 Apr 2022

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Les microARNs comme biomarqueurs de la maladie du
foie liée à l’alcool : de la préclinique à la clinique

Charles-Antoine Papillon

To cite this version:
Charles-Antoine Papillon. Les microARNs comme biomarqueurs de la maladie du foie liée à l’alcool :
de la préclinique à la clinique. Sciences agricoles. Université de Picardie Jules Verne, 2019. Français.
�NNT : 2019AMIE0021�. �tel-03638114�

https://theses.hal.science/tel-03638114
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

 

 

Thèse de Doctorat  

 
Mention Biologie-Santé 

Spécialité Addictologie 
 

 

présentée à l'Ecole Doctorale en Sciences Technologie et Santé (ED 585) 

 

de l’Université de Picardie Jules Verne  

 
par  

Charles-Antoine PAPILLON 

 
pour obtenir le grade de Docteur de l’Université de Picardie Jules Verne  

 

Les microARNs comme biomarqueurs de la maladie du foie 

liée à l’alcool : De la préclinique à la clinique  

 

 

Soutenue le 26 novembre 2019 après avis des rapporteurs, devant le jury d’examen :  

 

M. Denis CHATELAIN, PU-PH, UPJV    Président 

M. Peter STARKEL, PU-PH, UCLouvain    Rapporteur 

M. Romain MOIRAND, PU-PH, Rennes 1    Rapporteur 

M. Nicolas RAMOZ, CR1, Paris-Descartes 5   Examinateur 

M. Hakim HOUCHI, MD PhD, UPJV    Examinateur 

M. Eric NGUYEN-KHAC, PU-PH, UPJV    Directeur de thèse 

M. Mickaël NAASSILA, Professeur, UPJV   Invité 

 

 

 

 

 



 
2 

 

 

  



 
3 

 

 

Les travaux de cette thèse ont été réalisés au sein du Groupe de Recherche sur l’Alcool et les 

Pharmacodépendances (GRAP INSERM U1247), dirigé par le Pr NAASSILA Mickael. 

 

 

 

L’ensemble de ce travail n’aurait pas été possible sans le soutien du Ministère de 

l’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de l’Innovation, qui m’a permis, grâce à une 

allocation de recherches, de me consacrer pleinement à l’élaboration de cette thèse. 

 

 

 

 

 

Les travaux de cette thèse ont été financés par l’Institut National de la Santé et de la Recherche 

(INSERM) et l’Université de Picardie Jules Verne. 

 

Que tous soient remerciés de leur soutien. 

 

 



 
4 

Remerciements 

Avant toute chose, mes premiers remerciements sont dédiés aux membres de mon jury : 

Aux Pr Starkel et Pr Moirand qui me font tous deux l’honneur de participer à mon jury de thèse 

en tant que rapporteurs. Recevez toute ma gratitude pour l’intérêt que vous portez à mon 

travail. 

Pour le Pr Chatelain et le Dr Ramoz qui répondent pour la 3ème fois à mon appel. Soyez 

chaleureusement remerciés pour votre implication dans mes comités de suivi de thèse, pour 

vos conseils et votre écoute, pour votre aide et pour avoir accepté de m’accompagner durant 

ma thèse jusqu’à cette dernière étape. 

A mes encadrants, le Pr Nguyen-Khac, le Pr Naassila et le Dr Houchi. Merci pour votre 

présence, vos conseils, votre soutien, vos relectures, ... Je vous dois une statue. C’est grâce à 

vous que j’ai aujourd’hui l’opportunité d’écrire une thèse, que j’ai pu participer à des 

évènements comme MT180, que j’ai eu l’occasion d’aller à tant de congrès scientifiques de 

hautes volées. Il est difficile de résumer 7 ans de relation en un blême paragraphe mielleux. 

Merci. 

 

Viennent ensuite les remerciements à tous les membres du GRAP ! Après 7 années parmi vous, 

j’ai eu le temps d’en croiser des gens géniaux. A commencer par tous mes collègues de bureau 

– là aussi, j’en ai vu tourner du monde – allant des plus anciens comme les ex-thésards et 

futurs médecins Fabien et Benoit, du grand scout de talent Michel, de mon fidèle partenaire 

de labo El Romano (mince ce que ça me manque les extractions sur des airs de Shaka ou de 

QOTSA), de Sophie-les-bons-conseils, et enfin la nouvelle génération qui monte et nous 

remplace tous…  

Je tiens à remercier chaque membre du labo, que ce soit les membres de toujours comme 

Olivier, Catherine et Jérôme. Aux anciens qui y ont fait un passage remarqué comme Rémi, 

Carmen, Victor, les stagiaires qui nous nourrissaient de gâteaux maisons, les apprentis 

chercheurs qui nous nourrissaient de bonbons. Enfin à tous les nouveaux qui nous ont rejoints 

depuis, et dans cette catégorie comment ne pas citer Greg. Comparse d’études (académiques) 



 
5 

et d’études (scientifiques), on en aura vu des choses ensemble durant ces 6 dernières années, 

des galères aux bonheurs incommensurables… Merci ! 

N’oublions pas la glue de ce laboratoire, la secrétaire la plus efficace du monde (elle fait même 

des manips !), encore merci pour tout ce que tu as fait pour moi. Grâce à toi j’ai même cru 

pouvoir guérir ma phobie administrative. 

 

Et parce qu’une thèse ça ne s’écrit pas que dans un laboratoire, il y a aussi tous ceux qui m’ont 

supporté en dehors du CURS. 

Tout d’abord merci aux amis. Pour les festivals et concerts, les ninja run et le badminton, les 

vacances entre 4 potes qui ramènent chaque année plus de monde, les soirées GOT ou jeux, 

les balades en vélo ou à la plage, les flims et séries classiques, les débats politiques, les rimes 

en –AL, les BBQ, les raclettes, les souvenirs, … Elle. 

Y aura fallu que j’aille vous chercher dans un autre labo, mais bon sang que ça valait le coup. 

Tout commence par Caro, la meilleure pire entremetteuse ; Gaspard « Monsieur Sport » 

Guevara ; la meilleure colloc du monde : Simon et Boris et Vitto ; la nouvelle meilleure colloc 

Boris, Vianney et José ; les CléClé ; Damien, 24, Abos, …  

 

Et enfin, la famille. Parce que je ne suis pas le plus éloquent qu’il soit, et pourtant ma gratitude 

à votre encontre n’a pas de limites. Je ne serai jamais capable de payer ma dette envers tous 

les sacrifices et les heures innombrables que vous faîtes pour Paloma et moi. Merci d’avoir cru 

en moi, de m’avoir poussé et soutenu dans mes études en m’offrant toutes les opportunités 

qu’on puisse demander. Vous m’honorez par la fierté que vous m’accordez. 

 

Et puisque l’on parle de famille, à Olivia. Grâce à toi on a enfin pu commencer la nôtre en 

accueillant Vlada. Merci de me soutenir à 1000% quoi que je fasse ou entreprenne, de ton 

empathie, de nos moments ludiques, de tes p’tites folies, … Je suis tellement impatient de voir 

ce que l’avenir nous apportera. 

  



 
6 

  



 
7 

Liste des travaux et publications 

Articles – Revues nationales à comité de lecture 
 

Nguyen-Khac E, Dejour V, Sarba R, Yzet T, Chatelain D, Marcq I, Chivot C,  Papillon CA, 

Attencourt C, Houchi H. Severe Acute Alcoholic Hepatitis. Presse Med 2018 vol 47, issue 7 

https://doi.org/10.1016/j. lpm.2018.05.013 (IF 0,908). 

Nguyen-Khac E, Dejour V, Sarba R, Yzet T, Turpin J, Chatelain D, Marcq I, Chivot C, Maizel J,  

Papillon CA, Attencourt C, Houchi H. Hépatite alcoolique aiguë sévère. Méd Intensive Réa 

2018 vol 27, numéro 06, page 510-521 https://doi.org/10.3166/rea-2018-0069. 

 

Articles – Revues internationales à comité de lecture 
 

Papillon CA, Buttolo R, Marcq I, Houchi H, Naassila M, Nguyen-Khac E. Circulating micro-ARNs 

as biomarkers of alcohol liver disease and hepatocellular carcinoma. Journal of Hepatology. 

April 2018 vol 68, supp 1, page S648 https://doi.org/10.1016/S0168-8278(18)31552-6 (IF 

14,911). 

Papillon CA*, Persyn W*, Houchi H*, Guillaumont C, Dervaux A, Naassila M. Ethanol intake 

and sensitivity to the anxiolytic effect of ethanol in alpha-synuclein mutant mice. Alcoholism: 

Clinical and Experimental Research. Aug 2018. doi: 10.1111/acer.13875 (IF 3.183). 

Papillon CA, Buttolo R, Naassila M, Nguyen-Khac E, Houchi H. Circulating micro-RNAs as 

biomarkers of alcohol liver disease and hepatocellular carcinoma. En attente de soumission.  

Nguyen-Khac E, Papillon CA, Buttolo R, Dreher ML, Naassila M, Houchi H. PNPLA3 gene 

polymorphism in severe alcoholic hepatitis: a risk factor for mortality. En attente de 

soumission.  

Dahache K, Houchi H, Papillon CA, Rose-Robert F, Picard C, Diouf M , Naassila M, Nguyen-Khac 

E. Diagnostic value of serum Lactoferrin in severe acute alcohol hepatitis. En attente de 

soumission.  



 
8 

Communications orales 

Actualités du réseau National Alimentation Cancer Recherche et de la Fondation ARC 

contre le cancer 2017 :  

Papillon CA, Buttolo R, Naassila M, Nguyen-Khac E, Houchi H. Circulating micro-RNAs as 

biomarkers of alcohol liver disease and hepatocellular carcinoma. 

 

Communications flash 

Research Society on Alcoholism 2019 : 

Papillon CA, Marie C, Fouquet G, Houchi H, Nguyen-Khac E, Naassila M,Marcq I. Liver cancer 

aggressiveness induced by chronic alcohol exposure is reversed by alcohol withdrawal : face 

validity of an in vitro model. 

Concours Ma Thèse en 180 secondes 2018 

Journée Amiénoise de la Recherche en Santé 2017 : 

Papillon CA, Fouquet G, Marie C, Debuysscher V, Naassila M, Houchi H, Nguyen-Khac E, 

Bouhlal H, Marcq I. L’inhibition du récepteur SLAMF3 : mécanisme d’hépatocarcinogenèse 

induit par l’alcool. 

Journées du Cancéropôle Nord-Ouest 2017 : 

Papillon CA, Buttolo R, Naassila M, Nguyen-Khac E, Houchi H. MicroARNs circulants comme 

biomarqueurs du CHC d’origine alcoolique. 

Journée des Jeunes Chercheurs UPJV-URCA-Beauvais 2017 : 

Papillon CA, Fouquet G, Simoes Eugenio M, Borges Cardoso V, Debuysscher V, Naassila M, 

Houchi H, Nguyen-Khac E, Bouhlal H, Marcq I. Implication du récepteur SLAMF3 dans la 

résistance au traitement chimiothérapeutique du Carcinome HépatoCellulaire et effets d’une 

exposition à l’alcool. 

 

Journée Amiénoise de la Recherche en Santé 2016 : 



 
9 

Papillon CA, Buttolo R, Naassila M, Nguyen-Khac E, Houchi H. MicroARNs circulants comme 

biomarqueurs dans la maladie alcoolique du foie.  

Journée des Jeunes Chercheurs UPJV-URCA-Beauvais 2016 : 

Papillon CA, Batel P, Daoust M, Gorwood P, Naassila M, Houchi H. Intérêt du polymorphisme 

rs1806201 du gène GRIN2B comme marqueur de la sévérité du sevrage alcoolique. Prix de la 

meilleure communication affichée. 

LARC Neurosciences Network 2015 : 

Papillon CA, Batel P, Daoust M, Gorwood P, Naassila M, Houchi H. The rs1806201 

polymorphism of the GRIN2B gene as a marker of alcohol withdrawal severity.  

 

Communications affichées 

European Society for Biomedical Research on Alcoholism (ESBRA) 2019 : 

Papillon CA, Buttolo R, Marie C, Fouquet G, Marcq I, Naassila M, Nguyen-Khac E, Houchi H. 

Alcohol effect on microRNA production and release in alcohol-related liver disease : from a 

cellular model to a human study. 

Research Society on Alcoholism 2019 : 

Papillon CA, Marie C, Fouquet G, Houchi H, Nguyen-Khac E, Naassila M,Marcq I. Liver cancer 

aggressiveness induced by chronic alcohol exposure is reversed by alcohol withdrawal : face 

validity of an in vitro model. 

Journées de la Société Française en Alcoologie 2019 :  

Marié C, Papillon CA, Fouquet G, Houchi H, Nguyen-Khac E, Naassila M, Marcq I. Modèle 

cellulaire de carcinome hépatocellulaire d’origine alcoolique : impact de l’exposition chronique 

à l’éthanol et du sevrage sur l’agressivité du cancer.  

 

 

EASL, the International Liver Congress 2018 :  



 
10 

Papillon CA, Buttolo R, Marcq I, Houchi H, Naassila M, Nguyen-Khac E. Circulating micro-ARNs 

as biomarkers of alcohol liver disease and hepatocellular carcinoma. 

Journées des Jeunes Chercheurs, Fondation ARC contre le cancer 2017 :  

Papillon CA, Buttolo R, Naassila M, Nguyen-Khac E, Houchi H. MicroARNs circulants comme 

biomarqueurs du CHC d’origine alcoolique.  

Journée Amiénoise de la Recherche en Santé 2017 :  

Papillon CA, Fouquet G, Marie C, Debuysscher V, Naassila M, Houchi H, Nguyen-Khac E, 

Bouhlal H, Marcq I. L’inhibition du récepteur SLAMF3 : mécanisme d’hépatocarcinogenèse 

induit par l’alcool. 

Journées du Cancéropôle Nord-Ouest 2017 :  

Papillon CA, Buttolo R, Naassila M, Nguyen-Khac E, Houchi H. MicroARNs circulants comme 

biomarqueurs du CHC d’origine alcoolique. 

Journée Jeunes Chercheurs UPJV-URCA-Beauvais 2017 :  

Papillon CA, Fouquet G, Simoes Eugenio M, Borges Cardoso V, Debuysscher V, Naassila M, 

Houchi H, Nguyen-Khac E, Bouhlal H, Marcq I. Implication du récepteur SLAMF3 dans la 

résistance au traitement chimiothérapeutique du Carcinome HépatoCellulaire et effets d’une 

exposition à l’alcool. 

Journées de la Société Française en Alcoologie 2017 :  

Papillon CA, Buttolo R, Naassila M, Nguyen-Khac E, Houchi H. MicroARNs circulants comme 

biomarqueurs dans la maladie alcoolique du foie.  

Journée Amiénoise de la Recherche en Santé 2016 :  

Papillon CA, Buttolo R, Naassila M, Nguyen-Khac E, Houchi H. MicroARNs circulants comme 

biomarqueurs dans la maladie alcoolique du foie.  

 

 



 
11 

International Society of Biomedical Research on Alcoholism (ISBRA) - European Society 

for Biomedical Research on Alcoholism (ESBRA) 2016 :  

Papillon CA, Buttolo R, Naassila M, Nguyen-Khac E, Houchi H. Circulating microRNAs 

biomarkers in alcohol liver disease. 

Journées de la Société Française en Alcoologie 2016 :  

Papillon CA, Batel P, Daoust M, Gorwood P, Naassila M, Houchi H. Intérêt du polymorphisme 

rs1806201 du gène GRIN2B comme marqueur de la sévérité du sevrage alcoolique. 

Journée Jeunes Chercheurs UPJV-URCA-Beauvais 2016 :  

Papillon CA, Batel P, Daoust M, Gorwood P, Naassila M, Houchi H. Intérêt du polymorphisme 

rs1806201 du gène GRIN2B comme marqueur de la sévérité du sevrage alcoolique.  

Prix de la meilleure communication affichée. 

LARC Neurosciences Network 2015 :  

Papillon CA, Batel P, Daoust M, Gorwood P, Naassila M, Houchi H. The rs1806201 

polymorphism of the GRIN2B gene as a marker of alcohol withdrawal severity.  

 

  



 
12 

Liste des formations et activités d’enseignement 

Formations 

- Formation en médiation scientifique (Université Paris Diderot, 2015) 

- Formation en spectrométrie de masse (Université de Picardie Jules Verne, 2015) 

- Formation en expérimentation animale (Université de Picardie Jules Verne, 2017) 

- Formation au concours Ma Thèse en 180 secondes (ComUE Lille, 2018) 

 

Activités d’enseignement 

- Travaux Dirigés sur le pH et l’équilibre acido-basique, Première Année Commune aux 

Etudes de Santé (PACES), 75h. 

- Travaux Pratiques de Physiologie humaine, Diplôme de Formation Générale en 

Sciences Pharmaceutiques (DFGSP2) (45h). 

- Travaux Dirigés et Pratiques de Physiologie du système cardiaque, Diplôme de 

Formation Générale en Sciences Pharmaceutiques (DFGSP3) (51h). 

 

Encadrement de stagiaires 

Mlle DAOUST Emma, élève de 3ème au collège du Sacré Cœur de Vannes, Avril 2015 (1 

semaine). 

Mlle MARCHAND Constance, élève de 2nd année de D.U.T. en Génie Biologique de l’I.U.T. 

d’Evreux, Université de Rouen, Avril-Juin 2016 (10 semaines). 

Mr BUTTOLO Romain, élève de Master 2 en Science de la Vie et de la Terre de l’Ecole Pratique 

des Hautes Etudes, Université de la Sorbonne, Octobre 2015-Novembre 2016 (14 mois).  

Mlle BORGES CARDOSO Virginie, élève en Master 2 Interactions Moléculaires et Recherche 

Thérapeutique, Université de Picardie Jules Verne, Janvier-Juin 2017 (6 mois). 



 
13 

Mr TAZIBET Karim, élève de Master 1 en Physiopathologie Humaine, Exploration 

Fonctionnelle et Imagerie et Licence 3 de Médecine, Université de Picardie Jules Verne, Mars-

Juin 2017 (2 mois). 

Mlle MARIE Constance, élève de Master 1 Interactions Moléculaires et Recherche 

Thérapeutique, Université de Picardie Jules Verne, Avril-Juin 2017 (2 mois). 

Mr DUROYON Valentin, élève en 1ère année de BTS Biotechnologies du Lycée Valentine LABBE, 

Lille, Mai-Juillet 2017 (2 mois). 

Mr DUROYON Valentin, élève en 2nd année de BTS Biotechnologies du Lycée Valentine LABBE, 

Lille, Décembre 2017-Février 2018 (3 mois). 

Mlle MARIE Constance, élève de Master 2 Interactions Moléculaires et Recherche 

Thérapeutique, Université de Picardie Jules Verne, Janvier-Juillet 2018 (6 mois). 

Mr MARQUIS Léo, élève de 3ème au collège La Providence d’Amiens, Avril 2018 (1 semaine). 

Mlle BENTZ Marine, élève en Licence 3 de Biologie Humaine et Technologie de Santé, 

Université de Picardie Jules Verne, Avril-Juin 2018 (7 semaines). 

  



 
14 

Liste des abréviations 

 2D/3D : Deux/Trois dimensions 

 AASLD : American Association for the Study of Liver Disease 

 Acetyl-CoA : Acétyl-CoenzymeA 

 ADH : Alcool DésHydrogénase 

 AFEF : Association Française pour l’Etude du Foie 

 AFP : α-fétoprotéine 

 AG : Acide Gras 

 ALAT : Alanine Amino Transférase  

 AMPK : Aénosine MonoPhosphate-activated protein kinase 

 ARN pol : ARN polymérase 

 ASAT : Aspartate Amino Transférase 

 AUDIT : Alcohol Use Disorders Identification Test 

 BCLC : Barcelona Clinic Liver Cancer 

 CCl4 : Tétrachlorure de carbone 

 CDT : Carbohydrat Deficient Transferrin 

 CEF : Cellule Etoilée du Foie 

 CHC : Carcinome HépatoCellulaire 

 CIM-10 : Classification Internationale des Maladies, 10ème édition 

 CSEh : Cellules Souches Embryonnaires humaines 

 CSPi : Cellules Souches Pluripotentes induites 

 CYP2E1 : Cytochrome P450 2E1 

 DEN : DiEthylNitrosamine 

 DGCR8 : DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8 

 DSM : Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 

 EASL : European Association for the Study of the Liver 

 γGT : Gamma-Glutamyl Transpeptidase 

 HA : Hépatite Alcoolique 

 HAA : Hépatite Alcoolique Aiguë 

 HES : Hématoxyline Eosine Safran 



 
15 

 HPH : Hépatocyte Primaire Humain 

 INR : International Normalized Ratio 

 kb : kilobase 

 LDC : Lierber-DeCarli (régime alimentaire) 

 LI-RADS : Liver Imaging Reporting and Data System 

 LPS : LipoPolySaccharides 

 MAF : Maladie Alcoolique du Foie / Maladie du Foie liée à l’Alcool 

 MEC : Matrice Extra Cellulaire 

 MELD : Model for End-stade Liver Disease 

 miARN ou miR : micro-ARN 

 MMP : Matrix Metallo Proteinase 

 NAC : N-Acetyl Cystéine 

 NASH : Non-Alcoholic SteatoHepatitis 

 ncARN : ARN non-codant 

 NFkB : Nuclear Factor-kappa B 

 NIAAA : National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism 

 OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

 PAL : Phosphatases Alcalines 

 pb : paire de bases 

 PBH : Ponction Biopsie Hépatique 

 PGC-1α : Proliferator-activated receptor-Gamma Coactivator 1α 

 PPARα : Peroxisome Proliferator-activated Receptor α 

 PNN : PolyNucléaire Neutrophile 

 Pré-miARN : miARN précurseur 

 Pri-miARN : miARN primaire 

 Ran-GTP : Ras-related Nuclear protein couplée au GTP 

 RISC : RNA Induced Silencing Complex 

 RLC : RISC Loading Complex 

 ROS : Reactive Oxygen Species, Espèces Réactives à l’Oxygène 

 RPIB : Repérage Précoce et Intervention Brève 

 SHA : StéatoHépatite Alcoolique 



 
16 

 SIRT1 : Silent Information Regulator 1 

 SREBP1 : Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1  

 SSA : Syndrome de Sevrage Alcoolique 

 TEM : Transition Epithélio-Mésenchymateuse 

 TGF-β :  Transforming growth factor beta 

 TIMP : Tissue Inhibitors of Metallo Proteinase 

 TLR (2/4) : Toll Like Receptor (2/4) 

 TNFα : Tumor Necrosis Factor α  

 TP : Temps de Prothrombine 

 TRBP : Transactivation-responsive RNA Binding Protein 

 TUA : Troubles liés à l’Usage d’Alcool 

 VGM : Volume Globulaire Moyen 

 VHB/VHC : Virus de l’Hépatite B/C 

 VPN : Valeur Prédictive Négative   

 VPP : Valeur Prédictive Positive 

  



 
17 

Liste des Figures 

Figure 01 : Mortalité d’origine hépatique standardisée par rapport à l’âge en fonction de leur 

étiologie. 

Figure 02 : Prévalence standardisée par rapport à l’âge des hépatopathies en fonction de leur 

étiologie en 2016. 

Figure 03 : Coupe histologique de foie atteint de stéatose.  

Figure 04 : Impact du métabolisme de l’éthanol sur le métabolisme lipidique. 

Figure 05 : Coupe histologique de foie atteint de SHA. 

Figure 06 : Mécanismes impliqués dans l’activation par l’éthanol des CEF à l’origine de la 

fibrose hépatique. 

Figure 07 : Coupe histologique de foie atteint de fibrose. 

Figure 08 : Aspect macroscopique d’un foie fibrosé, allant du stade F0 au stade F4 puis le CHC. 

Figure 09 : Coupe histologique de foie atteint de cirrhose et stéatose. 

Figure 10 : Risque annuel de complications et de mortalité en fonction du stade de la cirrhose 

et l’évolution de la pathologie. 

Figure 11 : Coupe histologique de foie atteint de CHC. 

Figure 12 : Algorithme décisionnel de surveillance et de diagnostic du CHC par l’AASLD. 

Figure 13 : Algorithme décisionnel de la Barcelona Clinic Liver Cancer concernant la prise en 

charge thérapeutique du CHC. 

Figure 14 : Réseau protéique régulé par le miR-122 chez des souris KO comparé à des souris 

normales. 

Figure 15 : Biogénèse des miARNs. 

Figure 16 : Modèle canonique de la fixation d’un miARN sur un ARNm. 

Figure 17 : Modèle non-canonique de la fixation d’un miARN sur un ARNm. 



 
18 

Figure 18 : Résumé des miARNs sélectionnés et leurs implications dans les voies 

physiopathologiques de la MAF et du CHC. 

Figure 19 : Changements morphologiques observées en imagerie optique chez des cellules 

exposées chroniquement à 0 ou 80mM d’éthanol. 

Figure 20 : Mesures des quantités de miARNs produites par million de cellules Huh-7 exposées 

chroniquement à 0 ou 80mM d’éthanol. 

Figure 21 : Mesures des quantités de miARNs excrétées par million de cellules Huh-7 exposées 

chroniquement à 0 ou 80mM d’éthanol.  

Figure 22 : Frise chronologique correspondant à l’expérimentation animale. 

Figure 23 : Coupes histologiques de foies de souris contrôles exposées ou non à l’alcool. 

Figure 24 : Courbe de survie représentant la mortalité induite par le protocole d’exposition à 

l’alcool. 

Figure 25 : Quantités de miARNs circulants par mL de plasma sanguin chez les souris exposées 

à l’alcool comparées à celle de plasma sanguin issu de souris contrôles non-exposées. 

 

Table 01 : Récapitulatif des quantifications de miARNs intracellulaires. 

Table 02 : Récapitulatif des quantifications de miARNs extracellulaires. 

Table 03 : Récapitulatif des quantifications de miARNs dans le plasma sanguin de souris. 

  



 
19 

Table des matières 
Remerciements .......................................................................................................................... 4 

Liste des travaux et publications ................................................................................................ 7 

Articles – Revues nationales à comité de lecture .................................................................. 7 

Articles – Revues internationales à comité de lecture........................................................... 7 

Communications orales .......................................................................................................... 8 

Communications flash ............................................................................................................ 8 

Communications affichées ..................................................................................................... 9 

Liste des formations et activités d’enseignement ................................................................... 12 

Formations ........................................................................................................................... 12 

Activités d’enseignement ..................................................................................................... 12 

Encadrement de stagiaires ................................................................................................... 12 

Liste des abréviations ............................................................................................................... 14 

Liste des Figures ....................................................................................................................... 17 

Résumé Substantiel .................................................................................................................. 23 

Chapitre Un : Introduction ....................................................................................................... 29 

1. La Maladie du Foie liée à l’Alcool .................................................................................. 31 

1.1 Maladie du Foie liée à l’alcool .................................................................................... 31 

1.2 Mortalité issue d’une consommation excessive d’alcool .......................................... 31 

1.3 Epidémiologie ............................................................................................................. 32 

1.4 Physiopathologie ........................................................................................................ 35 

2. Les micro-ARNs (miARNs) .............................................................................................. 56 

2.1 Définition .................................................................................................................... 56 

2.2 Nomenclature ............................................................................................................. 57 

2.3 Biogénèse du miARN .................................................................................................. 58 

2.4 Fonctionnement des miARNs ..................................................................................... 61 



 
20 

3. miARNs et MAF ............................................................................................................. 65 

3.1 L’intérêt clinique des miARNs .................................................................................... 65 

4. Modélisation de la MAF ................................................................................................ 78 

4.1 La modélisation in vitro .............................................................................................. 78 

4.2 La modélisation in vivo ............................................................................................... 82 

Objectifs ............................................................................................................................... 91 

Chapitre Deux : Matériels et Méthodes ................................................................................... 93 

1. Modélisation Cellulaire ................................................................................................. 95 

1.1 Culture cellulaire ........................................................................................................ 95 

1.2 Exposition à l’alcool .................................................................................................... 95 

1.3 Echantillonnage .......................................................................................................... 96 

2. Modélisation Animale ................................................................................................... 97 

2.1 Animaux ...................................................................................................................... 97 

2.2 Protocole d’exposition à l’alcool ................................................................................ 98 

2.3 Prélèvements .............................................................................................................. 99 

3. Echantillons Humains .................................................................................................... 99 

3.1 Patients ....................................................................................................................... 99 

3.2 Echantillons ................................................................................................................ 99 

4. Extraction et quantification des miARNs .................................................................... 100 

Extractions des miARNs .................................................................................................. 100 

RTqPCR ........................................................................................................................... 100 

5. Analyses statistiques ................................................................................................... 102 

Chapitre Trois : Résultats ....................................................................................................... 103 

1. Modélisation Cellulaire ............................................................................................... 105 

1.1 Production de miARN intracellulaire ........................................................................ 105 

1.2 Libération de miARNs dans le surnageant de cultures cellulaires ........................... 107 



 
21 

2. Modélisation Animale ................................................................................................. 109 

2.1 Timeline .................................................................................................................... 109 

2.2 Aspect Histologique .................................................................................................. 111 

2.2 Courbe de Survie ...................................................................................................... 112 

2.3 Quantification de miARNs circulants ....................................................................... 113 

3. Résultats Humains ....................................................................................................... 115 

Article : Circulating micro-RNAs as biomarkers of alcohol-related liver disease and 

hepatocellular carcinoma ............................................................................................... 115 

Chapitre Quatre : Discussions et Conclusions ........................................................................ 131 

1. Modélisation Cellulaire ............................................................................................... 135 

1.1 Etablissement du modèle .................................................................................... 135 

1.2 Production cellulaire des miARNs ........................................................................ 136 

1.3 Modèle in vitro idéal ?.............................................................................................. 138 

2. Modélisation Animale ................................................................................................. 139 

2.1 Etablissement du modèle .................................................................................... 139 

2.2 Quantification plasmatique des miARNs ............................................................. 140 

2.3 Limites du modèle ................................................................................................ 141 

3. Résultats Cliniques ...................................................................................................... 143 

4. Conclusions .................................................................................................................. 147 

5. Perspectives................................................................................................................. 150 

Annexes .................................................................................................................................. 151 

Bibliographie .......................................................................................................................... 167 

Résumé ................................................................................................................................... 197 

Abstract .................................................................................................................................. 197 

 

  



 
22 

 

  



 
23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résumé Substantiel 

  



 
24 

  



 
25 

Les travaux présentés dans cette thèse s’inscrivent dans la recherche de nouveaux marqueurs 

associés aux formes avancées de la maladie du foie liée à l’alcool (MAF) afin d’améliorer le 

suivi de ces patients et d’envisager des marqueurs de réponse au traitement. La MAF est 

composée d’un continuum de signes cliniques à la sévérité variable, généralement 

proportionnelle au niveau de consommation d’alcool et à la période sur laquelle ce schéma 

consommatoire s’étend. Bien que certaines formes de la MAF soient asymptomatiques et 

réversibles (stéatose, hépatite alcoolique, …), les formes avancées de MAF induisent une 

morbi-mortalité importante (cirrhose, carcinome hépatocellulaire, hépatite alcoolique aiguë). 

En 2015 les formés sévères de la MAF représentaient près de 30% de la mortalité annuelle 

associée à la consommation d’alcool en France, c’est-à-dire 11 700 décès (Bonaldi and Hill, 

2019).  

En Europe, plus de la moitié des maladies chroniques du foie sont d’origine alcoolique (OMS, 

2014a) : 60% des cirrhoses du foie, 60-80% des cancers du foie. La France est pour sa part 

particulièrement touchée par ce problème de santé publique. Cela s’explique en partie par 

une tradition viticole forte et une image festive associée à la consommation d’alcool, qui font 

de la France l’un des plus gros consommateurs d’alcool au monde. Or, ce sont les 20% plus 

gros buveurs français qui consomment plus de la moitié de la quantité d’alcool consommée 

annuellement en France (EASL, 2018). 

Ainsi, 90 à 100% des consommateurs chroniques d’alcool développent de la stéatose 

hépatique (Gao and Bataller, 2011). Cependant cette forme de MAF étant asymptomatique, 

les patients maintiennent en général leur niveau de consommation ce qui entraine une 

détérioration de l’état hépatique, avec notamment des épisodes d’hépatites alcooliques (HA) 

qui sont à l’origine du remplacement progressif du tissu fonctionnel par un tissu fibreux. Cet 

état de fibrose une fois généralisé correspond à la cirrhose, qui à ce stade peut toujours être 

compensée (c’est-à-dire asymptomatique) ou non. La cirrhose est la forme terminale de MAF, 

elle cause elle-même 335 000 décès par an au monde (IHME, 2018), cependant elle est aussi 

considérée comme un état précancéreux qui mène au carcinome hépatocellulaire (CHC) 

(Ganne-Carrié et al., 2018; Niu et al., 2016). Or, seulement 30 à 40% des CHC sont 

diagnostiqués à un état précoce, état où un traitement curatif peut être proposé. Cela 

explique pourquoi le CHC est le 3è cancer en terme de mortalité au monde (Bray et al., 2018) 



 
26 

avec une médiane de survie de 16 mois pour les stades intermédiaires, 11 mois pour les CHC 

avancés (Llovet et al., 2008; Zhang et al., 2018a).   

Dans ce contexte, il apparait nécessaire de réaliser un suivi de la MAF afin de prendre en 

charge le plus rapidement possible ces formes sévères et ainsi améliorer le pronostic. A l’heure 

actuelle, seule l’α-fétoprotéine (AFP) sérique a passé avec succès les 5 phases de 

développement de biomarqueur dans le cadre d’un test non-invasif pour le repérage des 

patients atteints de CHC (Sengupta and Parikh, 2017). Seulement son utilisation et notamment 

le seuil diagnostic à utiliser font débat. En effet, des modifications des niveaux d’AFP sériques 

peuvent être observées en dehors du CHC (en cas d’hépatite virale en particulier) (Trevisani 

et al., 2001). Au seuil optimal de 15-20 ng/mL établi à partir d’analyses ROC, on observe une 

sensibilité de 60% et une valeur prédictive positive de 41,5% (Barletta et al., 2005; Trevisani 

et al., 2001). Cette sensibilité relativement faible provient d’une concentration sérique de 

l’AFP directement corrélée à la taille de la masse tumorale, ce qui explique que 80% des petits 

CHC ne provoquent pas d’augmentation des niveaux d’AFP (Trinchet and Ganne-Carrié, 2006) 

et que 31% des CHC avancés produisent moins de 10ng/mL (Agopian et al., 2017). Au total, 

c’est donc près de la moitié des CHC qui ne produisent pas d’AFP (Sengupta and Parikh, 2017).  

C’est pourquoi ce travail de thèse s’intéresse aux micro-ARNs (miARNs) comme 

biomarqueurs de la MAF. Les miARNs sont des ARNs simple brin non-codants de 19 à 24 

nucléotides (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993) avec un rôle dans la régulation post-

transcriptionnelle de plusieurs dizaines voire centaines d’ARN messagers (He et al., 2017) pour 

chaque miARN. Chez l’Homme plus de 2600 miARNs ont été identifiés à ce jour, et on estime 

leur impact sur plus de 60% du génome (Hafner et al., 2012). Nous nous sommes ainsi basés 

sur la littérature scientifique et avons sélectionné à partir de celle-ci 8 miARNs pour leurs 

implications dans la physiopathologie hépatique (miR-122, miR-223, miR-29a et miR-212) ou 

dans les phénomènes de cancérogénèse (miR-155, miR-21, miR-34a et miR-126*). 

Dans un modèle originale d’exposition chronique à l’alcool de cellules cancéreuses du foie 

(lignée Huh-7), nous nous sommes intéressés à la faisabilité d’un protocole d’extraction 

automatisée et de quantification de miARNs en étudiant plus particulièrement la production 

intracellulaire et la libération dans le milieu extracellulaire de ces miARNs après 6 mois 

d’exposition journalière à 80mM d’éthanol dans le milieu de culture comparativement à des 

cellules exposées uniquement à du milieu de culture. Nous avons ainsi observé une 
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augmentation de la production de tous nos miARNs d’intérêt au niveau intracellulaire mais 

une réduction du ratio de miARNs excrétés dans le surnageant par rapport aux miARNs 

produits.  

Dans un second temps, afin de prendre en compte les interactions cellulaires et de tester la 

faisabilité de notre protocole à partir de miARNs circulants dans le plasma sanguin nous avons 

alors utilisé un modèle intégré en utilisant un protocole d’induction de la MAF chez la souris 

non-consanguine adulte. Ce modèle original consiste en une exposition chronique à des 

vapeurs d’éthanol (intoxication passive et contrôlée induisant une dépendance physique) 

complétée par des expositions de type binge (d’injections intra-péritonéales d’alcool) et de 

lipopolysccharides (par gavage) afin de favoriser l’inflammation hépatique à l’origine de la 

MAF. Nos résultats démontrent la faisabilité d’un tel protocole, et plusieurs miARNs sont 

sécrétés de manière significativement plus élevée dans le plasma d’animaux exposés à l’alcool. 

Ces résultats, bien que retrouvés dans un modèle de MAF moins sévère que le CHC, qui est la 

pathologie ciblée par nos miARNs présélectionnés, s’expliquent aisément par les différentes 

procédures auxquelles les souris ont été exposées et les voies physiopathologiques ciblées par 

nos traitements.  

Pour conclure ce travail, nous avons donc quantifié ces miARNs dans le sérum de patients 

atteints de CHC d’origine alcoolique, de patients atteints de MAF sans CHC et de patients sans 

atteintes hépatiques. Nous observons que chacun des miARNs étudiés sont associés avec la 

MAF, et plus particulièrement que les miR-122 et miR-155 sont significativement associés au 

CHC lié à l’alcool comparativement au groupe MAF. Les miARNs étant de manière générale 

faiblement spécifiques, nous proposons d’utiliser des combinaisons de différents miARNs afin 

d’établir des profils pertinents en utilisant des miARNs spécifiques aux voies de signalisations 

mises en œuvre durant le développement physiopathologique. Nos résultats montrent 

notamment que ces combinaisons de miARNs augmentent les caractéristiques de notre test, 

notamment la valeur prédictive positive. 

L’introduction de ce manuscrit présente le continuum pathologique de la MAF ainsi que sa 

physiopathologie et épidémiologie, puis les miARNs et leur intérêt clinique dans le cadre de la 

MAF. Enfin nous aborderons la modélisation de la MAF in vitro et in vivo avant d’exposer nos 

questions scientifiques et les méthodologies utilisées au cours de ces travaux. Les résultats 
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humains seront présentés sous forme d’article. S’en suivra une discussion sur nos résultats et 

la proposition de perspectives. 
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1. La Maladie du Foie liée à l’Alcool 

1.1 Maladie du Foie liée à l’alcool 

Le métabolisme de l’alcool absorbé est réalisé à 90-98% par le couple hépato-gastrique 

(Lieber, 2005). Le foie à lui seul métabolise jusqu’à 90% de l’alcool absorbé, ce qui en fait l’un 

des organes les plus touchées par les dommages de l’alcool, et donc l’une des comorbidités 

aux troubles liés à l’usage de l’alcool (TUA) fréquente (Mann et al., 2003).  

Ces dommages hépatiques peuvent avoir des sévérités diverses, généralement 

proportionnelles au niveau de consommation et à la période sur laquelle elle s’étend (Gao and 

Bataller, 2011). On distingue ainsi plusieurs signes cliniques associés à une consommation 

chronique d’alcool : la stéatose, l’hépatite alcoolique, la fibrose/cirrhose ou encore le cancer 

primaire du foie (Thursz et al., 2018). Tous ces troubles hépatiques issues d’une 

consommation d’alcool sont regroupés sous l’appellation de maladie du foie liée à l’alcool, 

plus communément appelée maladie alcoolique du foie (MAF) (les 2 termes seront utilisés 

indistinctement au cours de ce manuscrit). 

 

En raison de son rôle clé dans le métabolisme de l’alcool, le foie est particulièrement touché 

par les effets délétères de l’alcool, ce qui est à l’origine de la MAF. Il s’agit d’un continuum 

pathologique à la sévérité proportionnelle aux quantités d’alcool consommées et à la durée 

sur laquelle cette consommation s’étend. 

 

1.2 Mortalité issue d’une consommation excessive d’alcool 

D’après l’organisation mondiale de la santé (OMS), les TUA étaient à l’origine de 3,3 millions 

de décès par an en 2014 (OMS, 2014b). Cela représente 5,9% de la mortalité mondiale. 

L’année suivante en France, l’alcool tuait environ 41 000 personnes (Bonaldi and Hill, 2019). 

Cette estimation de la mortalité prend en compte la fraction attribuable à l’alcool dans environ 

400 intitulés de la classification internationale des maladies (CIM-10) réalisée par l’OMS. Parmi 

les causes de mortalité principales associées à l’alcool, on peut citer les comorbidités 

cardiovasculaires (7%), les cancers (10%), les accidents et suicides (14%) ou encore les 

maladies digestives (29%).  



 
32 

Il est à noter une baisse de la mortalité attribuable à l’alcool en France entre 2009 et 2015 de 

16,2% (-7968 décès). Or la mortalité associée à une forme de la maladie alcoolique du foie 

(MAF) est en progression de 19,7% (+2309 décès) sur cette même période (Bonaldi and Hill, 

2019; Guérin et al., 2013). Prise à part, la maladie alcoolique du foie représentait 28,5% de la 

mortalité liée à l’alcool en France en 2015. 

 

La MAF est donc une comorbidité sévère induisant une surmortalité importante chez les 

personnes consommant chroniquement de l’alcool. 

 

1.3 Epidémiologie 

D’après les données du Global Burden Disease, 1,26 millions de personnes sont mortes en 

2016 des suites d’une cirrhose ou d’une pathologie chronique du foie (IHME, 2018) et l’Europe 

est l’une des régions les plus touchées (Blachier et al., 2013). Or, d’après les chiffres de l’OMS 

sur la mortalité en Europe, 41% des décès issus d’une défaillance hépatique étaient d’origine 

alcoolique tandis que 46% étaient d’origine inconnue, et donc probablement en partie au 

moins la résultante d’une forme de MAF (OMS, 2016) (Voir Figure 01). 
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Figure 01 : Mortalité d’origine hépatique standardisée par rapport à l’âge en fonction de leur 

étiologie. Basée sur les données de l’OMS sur la mortalité, issue de (EASL, 2018). 

 

Les chiffres exacts sont difficiles à obtenir, notamment dû à l’aspect asymptomatique des 

formes non-sévères de la MAF. De plus, d’après l’European Association for the Study of the 

Liver (EASL), il s’écoule en moyenne plus de 10 ans entre le développement d’un TUA et la 

consultation avec un spécialiste (Thursz et al., 2018). Pour l’OMS en 2014, se sont 60% des 

cirrhoses du foie en Europe qui résultaient d’une consommation chronique d’alcool (OMS, 

2014a) (Voir Figure 02). En France ce taux dépassait les 70% (73,1% pour les hommes et 71,9% 

pour les femmes).  
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Figure 02 : Prévalence standardisée par rapport à l’âge des hépatopathies en fonction de leur 

étiologie en 2016. Basée sur les données du Global Burden of Disease, issue de (EASL, 2018). 

 

La MAF étant un continuum pathologique à la sévérité variable, l’incidence de ses différentes 

formes est en général corrélée à la durée d’exposition et aux quantités d’alcool consommées. 

Ainsi 90 à 100% des personnes consommant chroniquement de l’alcool développent de la 

stéatose hépatique (Gao and Bataller, 2011; Roth and Quin, 2019; Seitz et al., 2018). Mais dans 

cette même population, seulement 20 à 40% développent une forme plus sévère de la MAF 

avec l’apparition de fibrose hépatique. Cette fibrose tend à se généraliser vers une cirrhose 

dans 8 à 20% de ces cas. En 2016, 335 000 personnes seraient décédées d’une cirrhose 

d’origine alcoolique (IHME, 2018). 

En plus de ces formes progressives de MAF, une forme aiguë peut s’ajouter au bilan clinique, 

on parle d’hépatite alcoolique (Maddrey, 2000). Cette pathologie peut se présenter sous sa 

forme pauci symptomatique réversible, c’est-à-dire avec peu de symptômes cliniques et sans 

insuffisance hépatique (Nguyen-Khac et al., 2014). La superposition d’une hépatite alcoolique 

avec une forme avancée de la MAF peut engendrer l’hépatite alcoolique aiguë sévère (HAA) 
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(Nguyen-Khac et al., 2018). L’HAA se développe à 70-90% sur un foie cirrhotique et est 

caractérisée par une importante surmortalité à court terme (Nguyen-Khac et al., 2018; Seitz 

et al., 2018). 

Enfin, la cirrhose est considérée comme un état précancéreux puisque le risque de développer 

un cancer primitif du foie chez ces patients est augmenté d’un facteur 5, ce qui représente 2 

à 10% des patients atteints de cirrhose du foie (Gao and Bataller, 2011; Seitz et al., 2018). En 

2016, 245 000 personnes seraient décédées d’un carcinome hépatocellulaire (CHC) lié à 

l’alcool (IHME, 2018). 

 

En Europe la consommation chronique d’alcool est le premier facteur de risque au 

développement d’une maladie chronique du foie. Il s’agit de pathologies induisant une 

mortalité significative, et ce notamment du fait d’un développement silencieux de la 

pathologie qui s’étend sur plusieurs années jusqu’à atteindre des formes sévères issues 

d’une décompensation brutale du foie (cirrhose, HAA, cancer). 

 

1.4 Physiopathologie 

La physiopathologie de la MAF a été étudiée et décrite de manière extensive (Gao and Bataller, 

2011; Lefkowitch, 2005; Lieber, 2005; Maddrey, 2000; Muller, 2006; Rehm et al., 2010; Roth 

and Quin, 2019; Seitz et al., 2018; Teschke, 2018; Thursz et al., 2018). 

Pour résumer, la MAF est la résultante d’un excès d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

secondaire au métabolisme de l’alcool qui induit des dégâts à l’ADN ainsi qu’à la cellule. Cette 

souffrance cellulaire est à l’origine du recrutement du système immunitaire qui engendre un 

état inflammatoire. Le maintien d’une consommation chronique d’alcool engendre 

l’apparition d’un continuum pathologique en lien avec la durée d’exposition. Cela va de la 

stéatose jusqu’à la fibrose/cirrhose, et l’apparition de signes cliniques tels que l’hépatite 

alcoolique et le carcinome hépatocellulaire qui peuvent se superposer. 

 



 
36 

1.4.1 Stéatose 

La stéatose hépatique est la première apparition clinique témoignant d’une consommation 

chronique d’alcool. Cette forme asymptomatique et réversible de MAF (Zeitoun et al., 2014) 

apparaît chez presque toutes les personnes ayant une consommation chronique d’alcool (Gao 

and Bataller, 2011). La stéatose hépatique correspond à l’accumulation de triglycérides au sein 

des hépatocytes sous forme de gouttelettes lipidiques (voir les indicateurs de la Figure 03).  

 

 

Figure 03 : Coupe histologique de foie atteint de stéatose. Coloration Hématoxyline Eosine 

Safran (HES), courtoisie du Pr D. Chatelain (CHU Amiens-Picardie). Les gouttelettes lipidiques, 

dont certains exemples sont indiqués par des flèches, apparaissent optiquement vides 

secondairement à la dissolution des graisses par les fixateurs utilisés. 

 

L’accumulation de lipides (triglycérides, phospholipides ou encore les esters de cholestérols) 

lors de ce phénomène est le résultat cumulatif des effets directs et indirects de l’éthanol et de 

ses métabolites (Figure 04). Le facteur principal étant la dérégulation du métabolisme 

lipidique. Cette dérégulation passe par la stimulation de l’expression de gènes lipogéniques 

(You et al., 2002, 2004) ainsi que l’inhibition de la β-oxydation des acides gras par l’éthanol et 

l’acétaldéhyde (de manière directe et indirecte) (Galli et al., 2001; Murphy, 2013; Zhong and 

Lemasters, 2018). A cela s’ajoute la production d’acétate lors du métabolisme de 

l’acétaldéhyde qui sera lui-même à l’origine d’acétyl-coenzyme-A (Acétyl-CoA) qui pourra être 

utilisé dans la production d’acide gras (Mao et al., 2006). 
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Figure 04 : Impact du métabolisme de l’éthanol sur le métabolisme lipidique. La consommation 

chronique d’alcool provoque une accumulation de triglycérides sous forme de macrovésicules 

lipidiques au sein du cytoplasme hépatocytaire via de multiples dérégulations des voies de 

métabolisation des lipides, notamment la β-oxydation mitochondriale ou des péroxysomes, la 

production d’Acétyl-CoenzymeA (Acétyl-CoA) ou la levée d’inhibition de facteurs de 

transcription.  

 

Le métabolisme de l’éthanol et de son métabolite, l’acétaldéhyde, sont à l’origine de très 

nombreuses altérations qui induisent une surproduction d’acide gras tout en réduisant leur 

transport et leur élimination. Cette accumulation, induite par plusieurs années de 

consommation chronique d’alcool est à l’origine du premier signe clinique de la MAF : la 

stéatose. C’est-à-dire l’accumulation sous forme de gouttelettes lipidiques d’acide gras dans 

l’hépatocyte. Cette pathologie est asymptomatique et réversible avec l’arrêt de la 

consommation d’alcool. 
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1.4.2 L’accumulation de ROS 

Tout comme l’activation des voies lipogéniques, la métabolisation de l’éthanol et de ses 

métabolites vont induire directement et indirectement une production excessive d’espèces 

réactives oxygénées (ROS). Cette surproduction, qu’elle soit issue du métabolisme de 

l’acétaldéhyde ou de la dérégulation du métabolisme mitochondrial, excède les capacités anti-

oxydantes des enzymes hépatiques (Pessayre et al., 2004). Le surplus de ROS ne pouvant être 

tamponné est à l’origine d’un environnement hépatique pro-inflammatoire, de dommages à 

l’ADN, de l’induction de nécrose ou d’apoptose hépatocellulaire ainsi que l’activation des 

macrophages résidents du foie – les cellules de Kupffer – induisant un environnement 

inflammatoire (Thursz et al., 2018; Wan et al., 2014). 

Cette accumulation de ROS est elle-même un facteur impliqué dans le développement d’une 

stéatose mais peut aussi engendrer un ballonnement hépatocytaire – c’est-à-dire un 

gonflement des cellules du foie avec une raréfaction du cytoplasme qui la compose –, 

l’apparition de neutrophiles infiltrés ainsi que l’agglomération de filaments intermédiaires 

(Toivola et al., 2004). Ces signes sont caractéristiques de l’hépatite alcoolique (HA) et 

apparaissent lors de stéatohépatite alcoolique (SHA) (voir Figure 5), qui est une forme de MAF 

généralement asymptomatique diagnostiquée de manière fortuite. 

 

 

Figure 05 : Coupe histologique de foie atteint de SHA. Coloration HES, courtoisie du Pr D. 

Chatelain (CHU Amiens-Picardie). 
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Dans le cas de la MAF, certaines oxydases comme les cytochromes P450 et notamment la 

CYP2E1 sont aussi impliquées dans cette production de ROS (Lu et al, 2008 ; Lu et al, 2018). En 

effet, suite à une consommation excessive d’alcool, la saturation de l’ADH afin de métaboliser 

l’éthanol induit l’activation de CYP2E1. CYP2E1 présente un Km relativement élevé pour 

l’éthanol, 8 à 10mM, ce qui explique son activation tardive ou lors d’important niveaux de 

consommation (Lieber, 2005). Or la métabolisation de l’éthanol par CYP2E1 produit de 

manière directe du péroxyde d’hydrogène ou des radicaux superoxides, c’est-à-dire des ROS 

(Lu et al, 2008).   

 

La stéatose étant asymptomatique, la consommation d’alcool à son origine peut être 

maintenue par le sujet et engendrer des atteintes aiguës d’hépatites qui se superposent aux 

lésions hépatiques déjà présentes. On retrouve ainsi à la fois des vésicules de triglycérides 

caractéristiques de la stéatose, ainsi que les atteintes d’hépatites tels que le ballonnement 

cellulaire, l’infiltration des neutrophiles ou encore l’agglomération de filaments 

intermédiaires. La SHA comme la stéatose est généralement asymptomatique et réversible. 

 

1.4.3 Fibrose 

Dans le cas de lésions hépatocytaires comme décrites précédemment, de nombreux 

médiateurs sont excrétés dans le milieu extracellulaire. Ces médiateurs peuvent être 

notamment des cytokines, des chemokines, des facteurs neuroendocriniens, des facteurs 

angiogéniques ou des composants du système immunitaire. Ces médiateurs activent entre 

autres les cellules étoilées du foie (CEF) (voir Figure 06). Ces cellules sont responsables de la 

majorité de la production de la matrice extracellulaire (MEC) à l’origine même du processus 

de cicatrisation appelée fibrose (Figure 07 et 08). Ce phénomène physiologique permet de 

limiter l’étendue du microenvironnement inflammatoire et donc isoler la lésion. Cependant 

une surproduction de MEC est à l’origine du développement d’une fibrose hépatique jusqu’à 

un stade pathologique irréversible (voir Figure 08).  
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Figure 06 : Mécanismes directs et indirects impliqués dans l’activation par l’éthanol des CEF à 

l’origine de la fibrose hépatique, traduit de (Gao and Bataller, 2011). Le métabolisme de 

l’éthanol implique la production d’acétaldéhyde, de ROS et d’autres débris cellulaires et 

bactériens induisant une souffrance hépatocytaire, une activation des cellules immunitaires 

ainsi que celles des CEF qui produisent un tissu cicatriciel. 
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Figure 07 : Coupe histologique de foie atteint de fibrose. Coloration HES, courtoisie du Pr D. 

Chatelain (CHU Amiens-Picardie). 

 

 

Figure 08 : Aspect macroscopique d’un foie fibrosé, allant du stade F0 (foie sain) jusqu’à la 

généralisation de l’atteinte retrouvée au stade F4 (cirrhose) puis le CHC. 
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L’activation des CEF lors de ce processus de fibrogenèse alcoolique implique différents acteurs 

(Figure 06) :  

- l’hépatocyte en souffrance 

- l’acétaldehyde issu du métabolisme intestinal de l’éthanol 

- les lipopolysaccharides (LPS) sanguin issu d’une augmentation de la perméabilité 

intestinale qui activera directement les CEF ou indirectement via l’activation au 

préalable des cellules de Kupffer  

- l’inactivation des cellules Natural Killer  

 

Lors de la progression de la MAF, notamment lors d’hépatites, les hépatocytes lésés par leur 

exposition à l’alcool produisent des corps apoptotiques, de la nécrose ainsi qu’un 

environnement inflammatoire. Cela provoque l’activation du système immunitaire, 

notamment des cellules de Kupffer, dont le rôle est de limiter l’étendue de la lésion. En 

parallèle, ces processus sont aussi à l’origine de l’activation des CEF qui produisent de la MEC 

pour remplacer le tissu en souffrance par un tissu cicatriciel non-fonctionnel.  

 

L’accumulation de lésions hépatiques issues de la production de ROS, de l’établissement 

d’un environnement pro-inflammatoire ou des effets associés au métabolisme de l’éthanol 

et de l’acétaldéhyde entrainent une mortalité cellulaire. Afin de contenir cet environnement 

pro-inflammatoire et les dégâts secondaires à une nécrose focale, les CEF activées 

produisent un tissu fibreux afin de remplacer le tissu endommagé. Cependant la répétition 

de ce phénomène entraine le remplacement progressif du tissu hépatique fonctionnel par 

un tissu cicatriciel non-fonctionnel, qui par ailleurs modifie la structure architecturale de 

l’organe. Cette réponse physiologique normale devient ainsi pathologique, on parle de 

fibrose. Dans les stades les plus avancés de fibrose, lorsque celle-ci s’est généralisée, on 

parle de cirrhose du foie. 
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1.4.4 Composante intestinale  

Bien que le foie métabolise la majorité de l’alcool ingéré, d’autres systèmes participent 

également à cette métabolisation. C’est le cas du système intestinal.  

Les quantités d’alcool métabolisées par l’intestin et le microbiote intestinal sont cependant 

minimes (Elamin et al., 2013), mais auront tout de même des implications au niveau de la 

perméabilité intestinale. Celle-ci est composée à la fois d’une barrière physique originaire des 

jonctions entre les entérocytes (jonctions serrées, jonctions adhérentes ou desmosomes), 

ainsi que d’un mucus épais composé de glycoprotéines contenant des peptides antimicrobiens 

induisant une inhibition ou destruction des agents bactériens afin de maintenir l’homéostasie 

(Leclercq et al, 2018). 

Il a été mis en évidence qu’une consommation chronique d’alcool ainsi que la présence 

d’acétaldéhyde au niveau intestinal est à l’origine d’une perméabilité de la barrière intestinale 

(Chaudhry et al., 2015). Cette perméabilité intestinale est issue d’une réduction des jonctions 

serrées et de leur intégrité (Wang et al., 2014). Il a aussi été retrouvé un impact négatif de 

l’alcool sur la composition du mucus (Yan et al, 2011). De manière intéressante, les patients 

souffrant d’un TUA présentent un mucus plus épais au niveau de l’intestin grêle mais celui-ci 

est plus perméable que celui de la population générale (Hartmann et al, 2013).  

Secondaire à cette perméabilité inestinale induite chez une partie des patients souffrant de 

TUA, une dysbiose intestinale peut aussi être retrouvée (Leclercq et al, 2014) (Yan et al., 2011). 

Cette dysbiose intestinale correspond à une dérégulation dans l’équilibre entre les bactéries 

protectrices et les bactéries délétères au niveau de la flore bactérienne commensale 

résidente. 

Pris ensemble, cette perméabilité et cette dysbiose intestinale contribuent à la susceptibilité 

individuelle à la MAF) via la potentialisation de la translocation bactérienne vers la circulation 

portale (Llopis et al, 2016. Le LPS atteint ainsi le foie et active les cellules de Kupffer et les CEF 

via la fixation au toll like receptor 4 (TLR4) (Dhanda et al., 2012). Tous les alcoolo-dépendants 

n’ayant pas la même composition microbienne (Dubinkina et al., 2017), il est donc 

actuellement considéré que la dysbiose intestinale et la translocation bactérienne sont des 

co-facteurs nécessaires au développement de la MAF chez les sujets consommant 

chroniquement de l’alcool (Keshavarzian et al., 2009).  
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Dernièrement il s’agit aussi d’une stratégie thérapeutique en plein développement pour les 

formes d’hépatite alcoolique aiguë sévère inéligible au traitement (Philips et al., 2017).  

 

L’alcool consommé a donc un double effet au niveau intestinal, tout d’abord celui d’altérer 

l’équilibre de la flore intestinale en favorisant une flore néfaste et en réduisant la flore 

protectrice. Ajouté à une hyperperméabilité intestinale induite par une consommation 

chronique d’alcool, cela potentialise la translocation des bactéries néfastes vers la 

circulation portale. Cette composante induit une sur-activation du système immunitaire, et 

donc un environnement inflammatoire et la fibrogenèse à l’origine même de la MAF. 

 

1.4.4 Maladie chronique avancée du foie – Cirrhose  

Il est estimé que 40% des personnes consommant quotidiennement plus de 50g d’éthanol 

depuis 5 ans présentent une forme sévère de fibrose ou une cirrhose (Naveau et al., 2005). 

En 2016, 335 000 personnes seraient décédées d’une cirrhose d’origine alcoolique (IHME, 

2018). Ce taux de mortalité élevé est dû à la fois à un développement pathologique 

paucisymptomatique et à l’utilisation de tests inadaptés quant à l’estimation de la sévérité de 

la cirrhose. Effectivement dans 15 à 20% des cas de cirrhose le Model for End-stage Liver 

Disease (MELD), test permettant d’estimer la gravité de la pathologie hépatique, ne permet 

pas une évaluation précise du taux de survie (Kamath et al., 2007). Le MELD est un système 

de notation initialement développé pour prédire la survie des patients ayant des 

complications portales, qui s’est avéré pertinent dans les cas des cirrhoses infectieuses, avec 

varices, ou encore lors d’insuffisances hépatiques aiguës comme lors d’hépatites alcooliques. 

Cependant le MELD ne prend pas en compte les facteurs nutritionnels, l’état physique, ni 

certains facteurs associés à la mortalité chez les patients cirrhotiques (sarcopénie, 

hyponatrémie, hypoalbunémie, …) (Kim et al., 2008; Myers et al., 2013, 2014; van Vugt et al., 

2017) ce qui peut résulter en un pronostic vital optimiste quant à la survie de certains patients.  

La cirrhose du foie est caractérisée par une atteinte fibreuse de l’ensemble du tissu hépatique 

(Fibrose classée F4, voir Figure 08) ce qui aboutit à une déformation architecturale des lobules 

hépatiques avec la formation anarchique de nodules de régénérations (voir Figure 09). Ces 
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derniers correspondent à des hépatocytes en régénération tentant de compenser la perte 

d’hépatocytes fonctionnels issue des phénomènes immuno-inflammatoires. 

 

 

Figure 09 : Coupe histologique de foie atteint de cirrhose et stéatose. Coloration HES, courtoisie 

du Pr D. Chatelain (CHU Amiens-Picardie). 

 

La cirrhose du foie peut se présenter dans une forme asymptomatique, dite compensée, où la 

fonction hépatique est maintenue. Il s’agit de la forme de cirrhose avec le meilleur pronostic 

vital et une survie médiane supérieure à 12 ans (D’Amico et al., 1986, 2006). Au contraire la 

cirrhose décompensée présente une médiane de survie d’environ 2 ans. Un tableau clinique 

bruyant permet son diagnostic : 

 Un syndrome de cytolyse, correspondant à la perméabilisation des membranes 

hépatocytaires et d’atteintes nécrotiques ce qui provoque un relargage du contenu 

cellulaire dans les capillaires. 

 

 Un syndrome de cholestase, caractérisé par une atteinte de l’excrétion biliaire. Elle 

peut être issue d’une obstruction des voies biliaires ou résulter d’une atteinte du pôle 

biliaire des hépatocytes. L’excrétion n’étant plus réalisée de manière optimale, la bile 

Fibrose extensive 
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s’accumule au niveau hépatique avant d’atteindre le compartiment sanguin. Cela 

entraîne notamment une augmentation de la bilirubine sanguine, à l’origine même du 

phénomène d’ictère (jaunisse).  

 

 Un syndrome d’insuffisance hépatocellulaire, c’est-à-dire une atteinte des principales 

fonctions du foie (digestion, stockage, détoxification, synthèse hormonale et 

protéique) principalement due à la désorganisation structurelle de l’organe et du 

remplacement progressif des cellules fonctionnelles par un tissu fibreux. 

 

 Un syndrome mésenchymateux secondaire à la réduction de la perfusion sanguine 

hépatique ainsi que des fonctions des cellules de Kupffer qui produisent en quantité 

importante des immunoglobulines (IgA en particulier dans le cas de la MAF) dirigés 

contre les nombreux antigènes non ou mal détruits par les cellules de Kupffer.  

 

En sus, on retrouve régulièrement une hypertension portale dans le cadre d’une MAF 

(Bolognesi et al., 2014), qui peut elle-même induire des varices oesogastriques (œsophage, 

estomac et rectum) ou un syndrome hépatorénal accentuant l’accumulation de liquides au 

niveau abdominal (ascite). Ces mêmes symptômes pouvant empirer la symptomatologie du 

patient, avec par exemple une hémorragie suite à la rupture de varice ou encore un sepsis issu 

d’une infection bactérienne du liquide d’ascite. Ils sont notamment utilisés par D’Amico et ses 

collaborateurs (D’Amico et al., 2006) pour proposer une classification en 4 stades de la 

cirrhose afin d’évaluer la mortalité à 1 an :  
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Figure 10 : Risque annuel de complications et de mortalité en fonction du stade de la cirrhose 

et l’évolution de la pathologie (Adapté de D’Amico et al., 2006). 

 

Cependant, les 2 facteurs indépendamment associés à la mortalité dans le cadre du suivi de 

la cirrhose du foie sur 15 ans sont l’âge et le maintien de la consommation d’alcool (risque 

relatif de 2,9) (Bell et al., 2004). 

 

L’environnement inflammatoire issu de la métabolisation de l’alcool, de l’effet de ses 

métabolites ou encore de la translocation bactérienne intestinale est à l’origine d’une 

résistance hémodynamique intrahépatique qui contribue à une défaillance multi-organes et 

une surmortalité (Mehta et al., 2015). Il a notamment été démontré qu’une consommation 

d’alcool de 0,5g/kg chez des patients cirrhotiques entrainait une détérioration significative du 

flux sanguin dans les veines azygos et hépatique en 15 minutes, et qui était maintenu pendant 

au moins 30 minutes (Luca et al., 1997). 

 

Comme les signes cliniques de MAF décrits précédemment, la cirrhose hépatique peut être 

asymptomatique, ce qui correspond à sa forme avec le meilleur pronostic vital. Cependant 

lors de décompensation d’une cirrhose, la surmortalité induite est élevée. Celle-ci s’explique 

par une détérioration de l’état global du patient. Dans ce cas-ci, on observe une insuffisance 
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hépatique mais aussi une atteinte étendue au reste de l’organisme avec de l’hypertension, 

des varices, la production d’ascite, et les complications qui les accompagnent.  

 

1.4.5 Le Carcinome HépatoCellulaire 

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le cancer primitif du foie le plus fréquent (CIRC, 2014; 

Laursen, 2014). En termes d’incidence le CHC est le 7ème cancer au monde (9,5 cas par 100 000 

habitants) et le 3ème  en termes de mortalité (810 000 décès annuels) (Bray et al., 2018) (Ferlay 

et al., 2015). En France plus particulièrement, le CHC est diagnostiqué chez 10 620 personnes 

chaque année et cause la mort de 10 070 personnes (Ferlay et al., 2018). 

 

 

Figure 11 : Coupe histologique de foie atteint de CHC. Coloration HES, courtoisie du Pr D. 

Chatelain (CHU Amiens-Picardie). 

 

Il se développe dans plus de 85% des cas à partir d’une cirrhose (Lata, 2010). Plus rarement il 

peut se développer sur une autre forme d’hépatopathie chronique non-cirrhotique, et de 

manière inhabituelle sur foie sain (Blanc et al., 2017). Le CHC présente donc divers étiologies 

en fonction de l’étiologie de l’hépatopathie originelle. En Europe on peut considérer 3 
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étiologies majoritaires du CHC : l’origine virale (VHC et VHB), l’origine métabolique (obésité, 

diabète) et l’alcool.  

L’éthanol est classé cancérogène pour l’Homme de groupe 1 par le Centre International de 

Recherche sur le Cancer depuis 1988 (CIRC, 1988). D’après une étude récente, 23% des 

hommes et 18% des femmes diagnostiqués d’un cancer présentent un mésusage de l’alcool 

selon le score AUDIT-C (Bosque-Prous et al., 2018). Après l’établissement du diagnostic de 

cancer, les patients maintenant une consommation d’alcool ont un risque de mortalité 

supérieur à ceux qui s’abstiennent (Araújo et al., 2013; Huang et al., 2014; Palli et al., 2000). 

Or, le maintien d’une consommation d’alcool est aussi associé à un risque accru de développer 

un second cancer primitif (Day et al., 1994; Druesne-Pecollo et al., 2014). En Europe, 60 à 80% 

des CHC se développent par-dessus une MAF, ce qui correspond à l’étiologie la plus sévère du 

CHC comparativement aux formes virales ou métaboliques (Marot et al., 2017). La 

consommation de boissons alcoolisées est associée à une augmentation significative du risque 

de cancer du foie de 10 % par 10 g d’éthanol consommé par jour (WCRF/AICR, 2007). Malgré 

ces résultats incriminants, il n’y a à l’heure actuelle en France aucune directive de santé 

publique prônant la réduction si ce n’est l’abstinence à l’alcool chez les patients atteints de 

cancer.  

 

Le CHC est généralement suspecté après la découverte de lésion focale nodulaire hépatique 

lors d’un examen échographique. En premier lieu des tests non-invasifs peuvent être réalisés. 

Le biomarqueur de référence dans la surveillance du CHC à l’heure actuelle est l’α-

fétoprotéine (AFP) sérique. C’est le seul marqueur à avoir passé les 5 phases de 

développement de biomarqueur pour cette utilisation (Sengupta and Parikh, 2017). 

Néanmoins ce marqueur de suivi a une utilisation très contestée dans le cadre du diagnostic, 

avec notamment de nombreux débats sur le seuil de détection à utiliser. Effectivement, si le 

seuil de 20 ng/mL semble celui présentant le meilleur équilibre entre sensibilité et spécificité 

selon une analyse ROC (receiver operating curve), cela correspond à une sensibilité de 

seulement 60% (c’est-à-dire que 40% des cas de CHC ne seront pas repérés) et une valeur 

prédictive positive (VPP) de 41,5% (c’est-à-dire que près de 60% des résultats sont des faux-

positifs) (Barletta et al., 2005; Bruix et al., 2005; Trevisani et al., 2001). L’utilisation de seuils 

plus élevés réduit fortement la sensibilité mais permet l’obtention d’une forte spécificité, ainsi 
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des niveaux supérieurs à 400-500ng/mL sont considérés comme indicatifs d’un diagnostic de 

CHC (Bialecki and Di Bisceglie, 2005).  D’après une étude récente menée dans un centre de 

transplantation californien, près d’un tiers des patients (31,3%) recevant une greffe de foie 

pour cause de CHC avancé n’ont pas ou peu d’AFP sérique (≤ 10ng/mL) (Agopian et al., 2017) 

tandis que l’on estime à 40-50% le taux de CHC ne produisant pas d’AFP (Sengupta and Parikh, 

2017). 

Il n’est donc pas recommandé d’utiliser l’AFP seul comme indicateur diagnostic de CHC. 

L’imagerie est donc l’option non-invasive à préférer afin de repérer de potentiels nodules. Les 

récentes recommandations américaines publiées par l’American Association for the Study of 

Liver Disease (AASLD) proposent ainsi d’utiliser l’algorithme LI-RADS (Liver Imaging Reporting 

and Data System) qui permet une standardisation dans l’estimation de la malignité d’un 

nodule repéré  par imagerie (Marrero et al., 2018) (voir Figure 12). Cet algorithme permet la 

classification en 5 catégories du nodule observé, allant de la catégorie LI-RADS 1 qui 

correspond aux nodules certainement bénins, à la catégorie LI-RADS 5 correspondant aux CHC 

certains. A noter que cet algorithme décisionnel n’a pas encore été validé en prospectif. 

 

 

Figure 12 : Algorithme décisionnel de surveillance et de diagnostic du CHC par l’AASLD 

(Marrero et al., 2018)  
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En termes d’imagerie, les 2 examens de référence sont l’IRM et le scanner hélicoïdal, avec une 

légère supériorité pour la sensibilité de l’IRM à détecter et caractériser les nodules, ainsi qu’à 

distinguer les nodules de régénération et les nodules cancéreux (Colli et al., 2006). Cependant 

il est à noter que le diagnostic de nodules dont le diamètre est inférieur à 1cm reste difficile 

par imagerie due à la faible sensibilité de ces méthodologies (Lee et al., 2015) et le diagnostic 

affirmé dans environ 30% des cas (Trinchet et al., 2011). 

 

Outre les techniques non-invasives, l’unique méthodologie pour l’obtention d’un diagnostic 

de certitude de CHC est la ponction-biopsie hépatique (PBH). D’ailleurs, l’étude de Compagnon 

et collaborateurs met en évidence que 20% des transplantations hépatiques sans PBH pré-

opérative en France sont réalisées sans atteinte tumorale (Compagnon et al., 2008). L’intérêt 

de la PBH est multiple : elle permet de poser un diagnostic de certitude, mais aussi de 

caractériser la tumeur ce qui permet une évaluation pronostic et une potentielle prise en 

charge personnalisée. 

Néanmoins, la biopsie n’est pas un test de dépistage parfait. La sensibilité d’une première PBH 

est de 70% tandis que la sensibilité de la seconde biopsie est de 61,1% (Forner et al., 2008). 

De plus la PBH n’est pas réalisable pour tous les patients suspectés d’être atteints de CHC. En 

effet, de par la nature même du CHC qui se développe à 85% sur un foie non-sain (Lata, 2010), 

le risque de complications hémorragiques n’est pas anodin. D’autre part, parmi les contre-

indications à la PBH se trouve aussi la présence d’ascite, c’est-à-dire l’accumulation de liquide 

potentiellement infecté au niveau abdominal qui pourrait être à l’origine d’un sepsis. 

 

Au cours de l’année 2018 de nombreuses recommandations (américaines, européennes ou 

françaises) ont été publiées et toutes s’accordent sur l’utilisation de la classification BCLC  

(Barcelona Clinic Liver Cancer) afin de standardiser et améliorer la prise décisionnel 

concernant le choix thérapeutique (Blanc et al., 2017; Marrero et al., 2018; Thursz et al., 2018) 

(voir Figure 13). 
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La classification BCLC permet d’opter pour un traitement curatif, palliatif ou de soutien 

symptomatique en fonction de la fonction hépatique (critère Child-Pugh), de l’état de santé 

général (score OMS) et les caractéristiques des nodules (nombre, taille et infiltration). 

Le dépistage du CHC permet la découverte de nodules à un stade précoce et donc le recours 

à des traitements curatifs. Ainsi, 77% des cas dépistés au stade précoce profitent de tels 

traitements, ce qui explique un taux de survie à 5 ans de 50 à 80%. Toutefois ces stades 

précoces ne représentent que 30 à 40% des cas retrouvés en clinique. 

Du fait de l’absence de symptômes cliniques évidents, le diagnostic se fait majoritairement 

(50-60% des cas) à un stade intermédiaire ou avancé, ce qui exclue de facto les options 

curatives. Dans ces cas le pronostic vital à 5 ans est réduit, avec respectivement une médiane 

de survie à 16 et 11 mois (Llovet et al., 2008; Zhang et al., 2018a). 

Enfin, lorsque l’état général du patient s’avère dégradé (OMS>2) et les fonctions hépatiques 

réduites (Child-Pugh C), l’unique option thérapeutique est un traitement de soutien afin de 

réduire la symptomatologie et d’accompagner le patient. 

 

 

Figure 13 : Algorithme décisionnel de la Barcelona Clinic Liver Cancer concernant la prise en 

charge thérapeutique du CHC (Adapté de Llovet et al., 1999).  
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Ainsi les traitements curatifs reposent sur 3 méthodologies : 

L’ablation percutanée consiste à insérer une aiguille au niveau de la tumeur pour la 

soumettre à une injection d’alcool ou plus récemment de radiofréquences (Cho et al., 

2009), induisant ainsi une nécrose sur un rayon de 2,5cm autour du point d’injection. Cette 

technique, réservée aux CHC très précoces ou de stade A, est une alternative à la chirurgie 

généralement très bien supportée, avec notamment moins de complications majeures 

(Blanc et al., 2017). Les patients soumis à ce protocole présentent un taux de survie à 5 

ans de 70% (Livraghi et al., 2008). L’atteinte tumorale ne doit cependant pas se trouver à 

proximité du hile ou des gros vaisseaux et voies biliaires. 

La résection tumorale est idéalement réalisée chez les patients atteints d’un nodule 

unique de moins de 5cm de diamètre, sans cirrhose sous-jacente ou alors compensée 

(Child-Pugh A) (Forner et al., 2018).  Dans ce cas le taux de survie à 5 ans est de 68% avec 

une mortalité post-opératoire de 1% (Belghiti et al., 2000; Ishizawa et al., 2008; Lim et al., 

2012). Dans les cas où la fonction hépatique est plus détériorée (Child-Pugh B), l’abord 

laparoscopique permet d’étendre les indications de la résection lorsque les tumeurs sont 

superficielles. Dans ce cas-ci, le taux de survie n’est plus que de 58% et la mortalité post-

opératoire de 45% (Ishizawa et al., 2008). En principe le volume hépatique restant doit 

correspondre à au moins 40% du volume originel.  

 

La transplantation hépatique n’est indiquée que dans un contexte de CHC avec une 

cirrhose sous-jacente, elle a le double avantage de traiter la tumeur et sa cause. 

Théoriquement elle est proposée aux patients entrant dans les critères de Milan 

(Mazzaferro et al., 1996), c’est-à-dire une masse focalisée de 2 à 5cm de diamètre ou 

jusqu’à 3 nodules ne dépassant pas 3cm de diamètre, avec une absence de thrombose 

portale et hépatique. La greffe pour CHC a la même efficacité que celle pour cirrhose, soit 

la guérison de 66% des patients (Bruix et al., 2005). Le taux de survie à 5 ans est de 63 à 

80% (Mazzaferro et al., 2011) avec un taux de récidive réduit (4 à 20%) (Blanc et al., 2017). 

En France comme aux USA, le CHC représente 30% des transplantations hépatiques (Kim 

et al., 2016). 
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Tandis que les traitements palliatifs correspondent à : 

La chimioembolisation est le traitement palliatif de première intention pour les CHC 

évolués, généralement multinodulaires, en absence d’atteintes du flux portal et de 

métastases, avec une fonction hépatique plutôt conservée (Child-Pugh A ou B7) et un bon 

état général (OMS 0). Ce traitement correspond à une injection au niveau de l’artère 

hépatique – en passant par un cathéter – d’une chimiothérapie et d’agents d’embolisation. 

Cette option thérapeutique, généralement réalisée 3-4 fois sur une période d’une année, 

améliore la survie globale à 48,6 mois (comparé aux 16 mois sans traitement). Cependant 

on note un taux de récidive du CHC de 72% dans les 9 mois suivant le début du traitement. 

L’occurrence de telles récidives est une contre-indication à la chimioembolisation, l’unique 

option thérapeutique pour ces patients est la thérapie ciblée. L’utilisation de la 

chimioembolisation dans les étiologies alcooliques du CHC reste controversée suite à 

plusieurs études démontrant une absence de gain (Doffoël et al., 2008). 

 

La thérapie ciblée est un traitement médicamenteux qui cible spécifiquement des voies 

de signalisation impliquées dans la carcinogenèse hépatique. Cette stratégie 

thérapeutique a été développée due à la résistance du CHC aux chimiothérapies 

conventionnelles (Thomas et al., 2008). Le Sorafenib (Nexavar ®) est la première molécule 

à avoir démontré un intérêt significatif en allongeant à la fois la survie (10,7 contre 7,9 

mois) et la survie sans progression (5,5 contre 2,8 mois) (Llovet et al., 2008). Il s’agit 

désormais du traitement de routine pour les patients avec un CHC de stade BCLC C, une 

fonction hépatique conservée (Child-Pugh A) et un été général satisfaisant (OMS 0-2), bien 

qu’en pratique son utilisation est élargie, notamment à des fonctions hépatiques 

potentiellement moins conservées. Plus récemment le Lenvatinib (Lenvima®) a démontré 

dans un essai de non-infériorité au Sorafenib une efficacité lui valant d’être le 2nd 

traitement de première intention (bientôt validé par l’agence européenne du 

médicament) pour les grades de BCLC B ou C. Dans cette étude, la survie globale était de 

13,6 mois sous Lenvatinib et 12,3 mois sous Sorafenib, tandis que la survie sans 

progression était significativement améliorée avec le Lenvatinib (respectivement de 7,4 et 
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3,6 mois) tout comme le taux de réponse objective (24% contre 9%, respectivement) (Kudo 

et al., 2018). En cas d’échec à ces thérapies, un traitement de 2nd intention peut être 

envisagé suite à l’échec ou l’intolérance des traitements de 1ère intention. Dans ce cadre-

ci le Regorafenib (Stirvaga®) a reçu en 2017 une AMM suite à un essai de phase III positif : 

survie globale de 10,6 mois contre 7,8 mois sous placebo (Bruix et al., 2017), mais seuls 

21,6% des patients non-répondeurs au Sorafenib seraient éligibles au Regorafenib (Longo 

et al., 2018). Aux Etats-Unis le Cabozantinib (Cabometyx®) a reçu en 2018 une AMM 

comme traitement de 2nde ligne après avoir montré un intérêt sur la survie globale de 10,2 

mois contre 8,0 sous placebo (Abou-Alfa et al., 2018). Parmi les traitements de 2nde ligne 

l’immunothérapie a récemment produit le Nivolumab (Opdivo®) qui a reçu une 

autorisation accélérée aux Etats-Unis notamment grâce à son taux de réponse objectif 

presque 3 fois supérieur au Regorafenib (20% contre 7%) et une médiane de survie non 

atteinte (>13mois) avec un taux de survie >75% à 9mois (El-Khoueiry et al., 2017). Enfin, 

dans une refonte de l’essai REACH, le Ramucirumab semble montrer une augmentation 

de la médiane de survie à 7,8 mois contre 4,2 mois sous placebo pour les patients en échec 

sous Sorafenib et avec un taux d’AFP >400 ng/mL (Zhu et al., 2015). 

 

Le CHC est une forme sévère de maladie chronique du foie qui se développe en général sur 

une cirrhose sous-jacente. Son étiologie est donc dépendante de celle de la pathologie 

hépatique chronique sur laquelle la masse tumorale se développe. Or l’étiologie du CHC 

semble un élément clé dans son évolution puisqu’il a été observé qu’un CHC d’origine 

alcoolique avait un taux de progression plus rapide que les autres étiologies (virale ou 

métabolique), que les patients étaient plus jeunes et le pronostic péjoratif. Cela a 

notamment un impact sur la fonction hépatique lorsque le diagnostic est posé, et sur les 

stratégies thérapeutiques envisageables. Effectivement, plusieurs traitements curatifs sont 

réalisables dans les stades précoces du CHC, mais la majorité des cas sont diagnostiqués trop 

tardivement. Or le taux de réussite thérapeutique des cas intermédiaires/avancés de CHC 

est grandement réduit malgré les nouvelles thérapies pharmacologiques disponibles. Ce 

constat illustre la nécessité de développer de nouveaux biomarqueurs du suivi de la maladie 

chronique du foie afin d’augmenter le nombre de patients ayant accès à la thérapie curative. 
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2. Les micro-ARNs (miARNs)  

2.1 Définition 

Initialement découverts en 1993 chez une espèce de nématode, le Caenorhabditis elegans, les 

micro-ARNs (miARNs ou miRs) sont des petits ARNs non-codants de 19 à 24 nucléotides de 

longueurs (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). Leur intérêt réside dans la description 

initiale de Wightman qui a observé un rôle de lin-4 – le premier miRNA identifié – dans la 

régulation post-transcriptionnelle de l’expression du gène lin-14.  

Depuis cette première observation, on sait désormais qu’un unique miARN ne régule non pas 

un gène ou une voie de signalisation, mais potentiellement plusieurs centaines (exemple en 

Figure 14) (He et al., 2017; Thomson et al., 2011). On estime ainsi que 60% du génome des 

mammifères est régulé par les miARNS (Hafner et al., 2012). 

 

 

Figure 14 : Réseau protéique régulé par le miR-122 chez des souris KO comparé à des souris 

normales. 713 gènes sont sur-exprimés (rouge) tandis que 395 sont sous-exprimés (bleu). Issu 

de (He et al., 2017).  
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Suite à ces études de nombreux miARNs ont été découverts, en particulier chez les 

mammifères et l’Homme. D’après la miRbase (www.mirbase.org), une banque de données 

mise au point en 2006 pour recenser les miARNs (Griffiths-Jones et al., 2006), plus de 2 600 

miARNs différents ont été à ce jour identifiés chez l’Homme.  

 

2.2 Nomenclature 

Le premier élément de nomenclature des miARNs informe sur l’espèce d’origine (Griffiths-

Jones et al., 2006). Il s’agit d’un préfixe de 3 à 4 lettres, comme on peut voir pour le  hsa-miR-

34a où hsa est une abréviation d’homo sapiens. La deuxième partie indique s’il s’agit d’un 

miARN mature (miR) ou de son précurseur ou gène (mir). S’en suit un numéro indiquant 

l’ordre de découverte du miARN original. 

Afin d’identifier plus facilement les miARNs et potentiellement leurs fonctions, ceux-ci ont été 

regroupés en familles. Chaque membre d’une même famille de miARN possède en commun 

la séquence entre le 2ème et le 8ème nucléotide (la séquence seed) (Bofill-De Ros et al., 2019). 

Les membres d’une même famille de miARN dérivent généralement d’un même miR commun 

et ont donc une fonction physiologique proche (Zou et al., 2014). Ainsi, l’on distingue chaque 

membre d’une famille à l’aide d’une lettre derrière son numéro. Par exemple, la famille miR-

34 possède 3 membres : hsa-miR-34a/b/c. De plus, depuis leur découverte, il a été démontré 

une homologie entre cette famille et celle des miR-449, d’où la création de superfamilles – ici 

la superfamille miR-34/449. 

Si plusieurs formes matures d’un même miR existent avec des loci différents, on les identifie 

en ajoutant un numéro en plus : hsa-miR-125b-1 et hsa-miR-125b-2 par exemple. 

Enfin, comme nous le verrons lors de la biogénèse des miARNs, celle-ci génère 2 séquences 

simples brins de miARNs matures : une séquence en 5’ de la structure en épingle et une 

séquence en 3’ (Yang et al., 2011).  La nouvelle nomenclature précise cette origine dans le 

nom de chaque miR : hsa-miR-34a-3p ou hsa-miR-34a-5p. Cette dernière information est une 

mise à jour de l’ancien système de nomenclature qui ne précisait pas la position de la 

séquence mais considérait l’existence d’un miARN actif majoritaire (hsa-miR-34a) et de son 

miARN complémentaire généralement dégradé (hsa-miR-34a*). Or certains miR* 

s’accumulent à des niveaux non-négligeables in vivo (Okamura et al., 2008) et ne sont pas 
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forcément exclus des complexes fonctionnels comme assumé précédemment (Okamura et al., 

2008; Ruby et al., 2007). Cette ancienne nomenclature ne se basait donc pas sur une 

information invariable comme la position de la séquence codante, mais sur la fonctionnalité 

du miARN, ce qui rendait difficile la communication, notamment pour les études 

translationnelles. Cependant la fonctionnalité d’un miARN étant une information importante, 

l’ancienne nomenclature est encore largement utilisée. 

Durant ce travail de thèse les miARNs seront identifiés sans précisions de l’espèce étudiée. En 

effet, la conservation synténique inter-espèce permet une homologie  des miARNs étudiés 

entre la version murine et la version humaine. De même, afin de faciliter la compréhension la 

nomenclature de fonctionnalité sera préférée à celle de positionnement sur le brin : on parlera 

ainsi de miR-126* et non du hsa-miR-126-5p. 

 

2.3 Biogénèse du miARN 

2.3.1 miARNs primaires 

Le niveau d’expression des miARNs est fortement associé à l’expression de gènes (codant ou 

non) présents dans la même région génomique (Rodriguez et al., 2004). En effet, les gènes des 

miARNs sont retrouvés à parts équivalentes dans des unités introniques de gènes codants et 

dans des régions non-codantes pour des protéines. Ainsi les miARNs primaires (pri-miARN) 

peuvent être transcrits après épissage alternatif d’ARN messager ou via un promoteur 

indépendant permettant le recrutement de l’ARN polymerase II (ARN pol II) (Lee et al., 2004) 

ou l’ARN pol III (Borchert et al., 2006). Environ un tiers des gènes de miARNs sont regroupés 

en zone très restreintes, appelées clusters, et sont ainsi transcrits en un seul et même pri-

miARN polycistronique avant d’être clivés (Lee et al., 2002). 

Les pri-miARNs sont des ARNs double-brins de quelques kilobases (kb) avec une structure en 

épingle (voir Figure 15), c’est-à-dire une tige d’environ 33 paires de bases (pb) et d’une boucle 

terminale reliant les 2 brins. On retrouve aussi de l’ARN simple brin à l’extrémité terminale du 

pri-miARN. 
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Figure 15 : Biogénèse des miARNs. La synthèse de miARNs commence par la transcription de 

pri-miARN par l’ARN polymerase II ou III. S’en suit un clivage à l’origine du pré-miARN qui est 

exporté en dehors du noyau avant d’être à nouveau clivé et séparé en 2 brins de miARNs 

matures. Issue de (Winter et al., 2009). 

 

Les pri-miR sont des ARN double-brin issus de la transcription de gènes codants et éliminés 

par épissage alternatif, ou alors transcrit grâce à un promoteur spécifique. Ils sont 

uniquement retrouvés dans le noyau cellulaire et présentent une structure en épingle de 

quelques kb de longueur. 
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2.3.2 miARNs précurseurs 

Le pri-miARN précédemment décrit sera ensuite clivé afin d’obtenir un miARN précurseur 

(pré-miARN) (voir Figure 15). Cette étape est réalisée de manière co-transcriptionnelle, que le 

gène codant le miARN soit d’origine intronique ou éxonique (Morlando et al., 2008). 

Ce clivage est réalisé par un complexe protéique appelé microprocesseur nucléaire (Denli et 

al., 2004; Gregory et al., 2004). Il s’agit de la combinaison d’une RNAse de type III, la Drosha, 

et d’une protéine possédant des domaines de fixation à l’ARN double brin, la DiGeorge 

Syndrome Critical Region Gene 8 (DGCR8) – aussi appelé Pasha chez la Drosophile. Ainsi la 

DGCR8 permet la fixation du complexe protéique au niveau de la jonction entre l’ARN double-

brin et l’ARN simple-brin du pri-miARN et le positionnement de Drosha au niveau du site de 

clivage qui sera à l’origine de l’extrémité 5p et 3p des futurs miARNs matures (Han et al., 2006; 

Lee et al., 2003).  

Le pré-miARN obtenu, de 60 à 70 nucléotides de long, est ensuite exporté du noyau par 

l’exportin-5 dépendante d’une protéine Ras-related Nuclear couplée au GTP (Ran-GTP). La 

fixation du pré-miARN à ce complexe va d’abord lui permettre une protection contre la 

dégradation par des nucléases dans le noyau, avant que ce complexe traverse la paroi 

nucléaire via les pores nucléaires (Bohnsack et al., 2004; Yi et al., 2003; Zeng and Cullen, 2004). 

Une fois le cytoplasme atteint, l’hydrolyse du GTP en GDP permet la dissociation du complexe 

pré-miARN/exportin-5/Ran-GTP. 

 

Les pré-miR sont obtenus à partir des pri-miR après clivage par le microprocesseur nucléaire. 

Ce clivage, qui peut être réalisé de manière concomitante avec la transcription du gène, 

permet l’obtention d’un ARN double brin de 60-70 nucléotides de longueur qui pourra être 

exporté en dehors du noyau par l’exportin-5 couplé au Ran-GTP. 

 

2.3.3 Maturation cytoplasmique 

Une fois dans le cytoplasme, la fixation du complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex) 

Loading Complex (RLC) va permettre le dernier clivage. Ce complexe RLC est notamment 
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composé d’une nouvelle RNAse de type III appelée Dicer ainsi que d’une protéine de liaison à 

l’ARN double brin : TRBP (transactivation-responsive RNA-binding protein) (MacRae et al., 

2008). 

L’action de Dicer va ainsi permettre l’obtention d’un ARN double brin de 19 à 24 nucléotides, 

qui est à l’origine du miARN mature. Comme évoqué dans la nomenclature (revoir section 2.2), 

cet ARN double brin permet l’obtention d’un miARN 5’ et d’un miARN 3’. On a longtemps 

pensé qu’un seul miARN résultait de ce processus, c’est-à-dire qu’un brin était fonctionnel 

après sa fixation à la protéine argonaute Ago2, tandis que le second – le miARN* – était 

dégradé de par son manque d’affinité pour Ago2. Bien qu’en quantité généralement plus 

faible, les miARNs* ont tout de même une activité physiologique et peuvent se fixer à Ago2 

pour former un complexe RISC (Yang et al., 2011).  

 

Une fois dans le cytoplasme, le pré-miR va à nouveau être clivé par Dicer afin d’obtenir un 

ARN double brin de 19-24 nucléotide qui donnera les 2 brins (5p et 3p) du miARN mature. 

 

2.4 Fonctionnement des miARNs 

Une fois mature, un miARN se combine avec une protéine argonaute pour former le complexe 

RISC. En effet, le miARN ne possède pas d’activité propre, mais la protéine Ago2 à laquelle il 

se fixe est l’unique protéine des 4 argonautes (Ago1-4) présentant une activité catalytique 

endonucléase capable de cliver un ARNm (Liu et al., 2004). 

Le complexe RISC se fixe sur l’ARNm cible à l’aide de la complémentarité, partielle ou totale, 

entre la séquence du miARN et celle de l’ARNm. D’ après Chi et ses collaborateurs, cette 

fixation se fait majoritairement dans la région codante de l’ARNm, à hauteur de 50%, tandis 

que dans 46% des cas elle fait en 3’-UTR et dans 4% des cas en 5’-UTR (Chi et al., 2009). Cette 

complémentarité non-nécessairement parfaite permet aux miARNs de réguler plusieurs 

centaines d’ARNm potentiels (He et al., 2017; Thomson et al., 2011).  

Le mode de fixation du miARN à l’ARNm n’est pas encore tout à fait compris. Effectivement, 

on a longtemps pensé que la fixation du miARN nécessitait une complémentarité parfaite 

entre sa partie seed (les nucléotides 2 à 8 en 5’) et un appariement presque complémentaire 
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dans la région 3’, avec donc une partie centrale ne correspondant pas forcément (Filipowicz 

et al., 2008) (voir Figure 16). Il s’agit du modèle canonique de la fixation des miARNs. 

 

 

 

Figure 16 : Modèle canonique de la fixation d’un miARN sur un ARNm. La complémentarité 

entre la région seed et l’ARNm doit être parfaite, tandis qu’elle peut être complète ou 

partiellement dans la région complémentaire en 3’. Entre ces deux extrémités, le « bulge » est 

un renflement où la complémentarité est optionnelle. Issue de (Filipowicz et al., 2008).  

 

 

Cependant ce modèle ne s’applique pas à toutes les fixations des miARNs (Vella et al., 2004). 

La fixation des miARNs via la séquence seed ne représenterait finalement que 60-80% des 

fixations tandis que le reste dépend d’une fixation complémentaire de la région 3’ (Bofill-De 

Ros et al., 2019; Broughton et al., 2016; Helwak et al., 2013). Cette fixation via la région 3’ est 

dite non-canonique (Figure 17). 
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Figure 17 : Modèle non-canonique de la fixation d’un miARN sur un ARNm. Dans ce modèle, la 

complémentarité entre la région 3’ et l’ARNm est inversement corrélée à celle entre la région 

seed et l’ARNm. Issue de (Bofill-De Ros et al., 2019). 

 

Une fois le complexe RISC associé à l’ARNm cible, plusieurs mécanismes d’inhibition peuvent 

avoir lieu. Plusieurs observations suggèrent que les mécanismes d’inhibition induits par cette 

fixation du complexe RISC seraient dépendants de la complémentarité entre les miARN et 

l’ARNm cible (Filipowicz et al., 2008). Il s’agirait alors d’une inhibition de la traduction lors 

d’une complémentarité partielle, tandis qu’une complémentarité totale engendrerait la 

déanylation et la dégradation de l’ARNm cible. 

 

L’interférence dans la synthèse protéique peut avoir lieu au moment de son initiation 

(Humphreys et al., 2005; Mathonnet et al., 2007) en inhibant la reconnaissance de  la coiffe 

ou le recrutement de la sous-unité ribosomique 60S. Elle peut aussi se faire durant l’étape 

l’élongation (Nottrott et al., 2006; Petersen et al., 2006) avec un détachement du complexe 

ribosomique ou une dégradation du peptide.  
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Enfin, la protéine Ago2 ayant une activité endonucléase, la fixation du complexe RISC est aussi 

capable de provoquer la déstabilisation si ce n’est la dégradation de l’ARNm cible (Eulalio et 

al., 2009; Wu et al., 2006).  

 

Le miARN, à l’aide du complexe RISC auquel il appartient, peut se fixer de manière 

complémentaire (partiellement ou totalement) à certains ARNm. En fonction de la stabilité 

de cette fixation l’ARNm peut être dégradé ou sa traduction inhibée. 
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3. miARNs et MAF 

3.1 L’intérêt clinique des miARNs 

Au cours des dernières années de nombreuses fonctions ont été attribuées aux miARNs. Cela 

va de la régulation de l’immunité (Kim et al., 2017) à la différenciation des cellules souches 

(Mahabadi et al., 2019; Wang et al., 2019a), de l’embryogenèse (Mahabadi et al., 2019) à la 

carcinogenèse (Wang et al., 2019b). Cela s’explique à la fois par la profusion de miARNs 

identifiés chez l’Homme et par leur activité de régulation post-transcriptionnelle pouvant 

chacun agir sur plusieurs centaines voies de signalisation (He et al., 2017; Thomson et al., 

2011). On estime ainsi que 60% du génome des mammifères est régulé par les miARNS (Hafner 

et al., 2012). 

De manière intéressante, les miARNs sont en partie exportés en dehors de la cellule via des 

vésicules extracellulaire (Eguchi et al., 2017) ce qui leur confère un rôle dans le maintien 

l’homéostasie (Desdín-Micó and Mittelbrunn, 2017). Ces vésicules, qu’il s’agisse d’exosomes 

ou de microvésicules, permettent le transport des miARNs dans tous les fluides corporels tels 

que le sang, l’urine ou encore la salive (Hanson et al., 2009). De plus, les exosomes contenant 

des facteurs de protections contre la dégradation par RNAses, cela confère aux miARNs une 

demi-vie relativement importante avec une moyenne de 119 heures (Gantier et al., 2011). 

Ainsi les vésicules extracellulaires permettent à la fois une communication entre les cellules 

pathologiques, mais aussi avec le reste de l’organisme de manière spécifique grâce aux 

protéines et lipides membranaires présents à la surface des vésicules (Maas et al., 2017; 

Mulcahy et al., 2014). L’intégration du contenu de ces vésicules (miARNs, siARN, ARNm, 

protéines, lipides, …) dans les cellules cibles module directement les voies de signalisations 

(Kornek and Schuppan, 2012).  

Outre le sérum, certains miARNs sont retrouvés de manière spécifique dans certains organes 

et sont responsables de la régulation de voies physiologiques particulières (Ludwig et al., 

2016). Dans le foie, les miARNs sont particulièrement abondants et impliqués dans la 

régulation de l’inflammation, l’apoptose, le métabolisme des lipides ou encore la régénération 

hépatique (Bala and Szabo, 2012; Bala et al., 2012; McDaniel et al., 2014; Soares do Amaral et 

al., 2016; Szabo and Satishchandran, 2015). 



 
66 

 

Ainsi les miARNs peuvent inhiber différentes voies de signalisations physiologiques, ce qui 

en fait des éléments clés de la régulation physiopathologique. Or les miARNs sont libérés au 

niveau local et systémique. Au niveau systémique l’action des miARNs est possible grâce à 

leur encapsulation vésiculaire qui leur confère une protection contre les ARNases. Chez 

l’Homme, près de 70% des miARNs sont retrouvés dans le foie. Ainsi l’hypothèse d’une 

signature composée de miARNs circulants spécifiques du développement de pathologies 

hépatiques apparait comme un outil pertinent du suivi de la MAF. 

 

Ainsi la détection et la quantification de miARNs circulants, par prélèvement sanguin peu 

invasif, permettrait potentiellement le repérage précoce de la pathologie, d’évaluer sa 

sévérité ainsi que de déterminer sa progression et d’en faire son suivi, notamment pour 

évaluer la réponse au traitement.  

 

Dans ce contexte, ce travail de thèse a été mené en suivant une stratégie de miARNs candidats 

identifiés dans la littérature pour leurs implications dans les voies physiopathologiques 

impliquées dans la cancérogénèse et la MAF. Nous avons sélectionné le miR-122 qui est 

spécifique et majoritaire dans le foie et impliqués dans différentes voies de signalisations liées 

à la MAF comme l’activation du système immuno-inflammatoire, la perméabilité intestinale 

ou la maturation du collagène dans la fibrose. Le mir-155 est un oncomiR impliqué dans les 

processus immuno-inflammatoires qui a été associé à la sévérité du CHC. Le miR-21 est le 

miARN majoritairement exprimé dans les carcinomes humains, il potentialise la stéatose et 

l’inflammation hépatique. Le miR-34a* est le brin complémentaire de l’un des miARNs les plus 

dérégulés lors de stéatohépatite, avec lequel il agit en synergie. Le miR-126* est l’un des rares 

miARNs qui a été décrit comme surexprimé particulièrement dans le contexte du CHC lié à 

l’alcool. Le miR-29a est décrit comme un miARN suppresseur de tumeur dont la perte 

d’expression a été liée à la progression du CHC et la perméabilité intestinale. Le miR-212 est 

un miARN clé dans la régulation de la perméabilité intestinale qui impacte aussi l’activation 

des CEF lors de la fibrogenèse. Enfin, le miR-223 est produit majoritairement par les cellules 
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du système immunitaire et impacte l’infiltration des polynucléaires neutrophiles ainsi que la 

production de ROS. 

 

3.2 miR-122 

Le miR-122 est l’un des premiers miARNs identifié comme étant spécifique d’un tissu. En effet, 

le miR-122 n’est présent qu’en faible quantité en dehors du foie, alors qu’au sein de ce dernier 

il représente approximativement 72% des miARNs matures synthétisés (Lagos-Quintana et al., 

2002).  

Ce taux de production fait du miR-122 un miARN d’intérêt tout particulier dans l’étude des 

pathologies hépatiques, mais le rend dans un même temps peu spécifique d’une forme 

d’hépatopathie particulière. Ainsi, dans les formes d’hépatites virales il a été démontré que le 

miR-122 régule la réplication virale du VHC et du VHB (Song et al., 2015). L’accumulation de la 

charge virale du VHC est ainsi corrélée à celle du miR-122 tandis que celle du VHB y est 

inversement corrélée. En préclinique, chez des souris possédant une délétion du gène du miR-

122, Tsai et ses collaborateurs ont observés l’apparition d’une stéatose à la naissance qui 

progresse vers une forme de stéatohépatite non-alcoolique (NASH), une fibrose puis un CHC 

à long-terme (Tsai et al., 2012). 

Dans le cadre de la MAF, le miR-122 présente un rôle de médiateur entre les hépatocytes et 

les cellules du système immunitaire (monocytes, macrophages) via transfert horizontal. Ainsi, 

les cellules immunitaires internalisant les vésicules contenant le miR-122 sont sensibilisées au 

LPS circulant et présentent un phénotype pro-inflammatoire via l’inhibition directe par le miR-

122 de HO-1 qui lève l’inhibition de Nox2 (ce qui réduit les protections cellulaires contre les 

dommages causés par les cytokines/ROS) (Momen-Heravi et al., 2015a).  

D’autre part, le miR-122 a été impliqué dans la perméabilité intestinale en provoquant la 

dégradation des ARNm de l’occludine, ce qui résulte en une perte des jonctions serrées des 

entérocytes à l’origine de l’imperméabilité (Ye et al., 2011). Ce rôle du miR-122 est notamment 

impliqué dans la physiopathologie de la SHA et l’HAA, mais récemment il a été démontré 

qu’une prise de probiotique permet une réduction de la perméabilité intestinale via une 

réduction du taux de miR-122 ce qui prévenait l’apparition de la MAF (Li et al., 2016). 
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Dans un même temps, le miR-122 serait associé à la fibrogenèse en modulant la maturation 

du collagène (Li et al., 2013) et serait libéré en plus grande quantité via des exosomes dès les 

premières atteintes de MAF (Bala et al., 2012; Momen-Heravi et al., 2015b). 

En terme de biomarqueur, le miR-122 a surtout était étudié dans un contexte de CHC, et 

notamment d’origine virale où il permettrait de différencier les patients atteints de CHC 

d’origine virale des patients atteints de VHC sans CHC (Ali et al., 2017). Il s’agit aussi d’un 

marqueur de la sévérité du CHC puisqu’une sur-expression de miR-122 est associée à une 

perte de viabilité des cellules hépatiques ainsi que le risque de métastase et d’invasion (Ma et 

al., 2018). A contrario, une sous-expression du miR-122 est associée à une résistance au 

Sorafenib (Xu et al., 2016), le traitement de référence pour les formes de CHC avancés. Cette 

résistance passe notamment par une sensibilisation à l’apoptose IGF-1R et Fox dépendante 

(Kumar et al., 2017; Xu et al., 2016). 

 

Le miR-122 est le miARN majoritaire au niveau hépatique alors qu’il n’est que peu produit 

dans les autres organes. La spécificité du miR-122 pour le foie en fait un marqueur d’intérêt 

de la physiopathologie hépatique. Le miR-122 a été dans la littérature associé à de 

nombreux troubles hépatiques de par son implication dans la sensibilité du système 

immunitaire au LPS, dans la maturation du collagène dans le cas de la fibrose, de la viabilité 

cellulaire et les processus migratoires dans le CHC, ou encore dans la résistance au 

Sorafenib. 

  

3.3 miR-155 

Initialement remarqué pour sa prépondérance dans le thymus et la rate, le miR-155 a été 

originellement identifié comme spécifique du système hématopoïétique (Mashima, 2015; 

Testa et al., 2017). Les souris présentant une délétion du gène codant le miR-155 sont viables 

et présentent uniquement une fonction défectueuse de l’immunité (lymphocytes B, T et les 

cellules dendritiques) (Rodriguez et al., 2007). 

Il a ensuite été parmi les premiers miARNs identifiés comme étant un oncomiR (Volinia et al., 

2006), c’est-à-dire un miARN favorisant le développement de masses tumorales. En effet, le 
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miR-155 a été associé à de nombreux cancers, parmi eux le cancer du sein, du col de l’utérus, 

du rein, le lymphome ou encore le cancer du foie (Liu et al., 2018). Dans cette méta-analyse, 

Liu et ses collaborateurs concluent qu’une surexpression de miR-155 est associée avec un 

mauvais taux de survie dans les carcinomes humains. 

Dans le cas de la MAF, le miR-155 étant particulièrement associé au système pro-

inflammatoire des monocytes et macrophages, régulant notamment les voies du NFκB et des 

TLR (Markopoulos et al., 2018), il a aussi été associé à la SHA et la fibrogenèse (Bala et al., 

2016). Sa synthèse serait corrélée avec la cirrhose (Ashmawy et al., 2017) et associée au CHC 

(Ashmawy et al., 2017; Fu et al., 2017; Zhang et al., 2016b).  En effet le miR-155 promouvrait 

la prolifération cellulaire en inhibant des suppresseurs de tumeur come l’IGFBP-3 tout en 

activant des oncogènes comme les IGF-II et IGF-1R (El Tayebi et al., 2015). De plus, le miR-155 

serait un activateur de l’invasion et de la migration tumorale via l’activation de la voie du 

Pi3K/AKT à l’origine de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Fu et al., 2017; Kong 

et al., 2016; Li et al., 2017a; Yan et al., 2013; Zhang et al., 2016b). Ainsi le miR-155 apparait 

comme un régulateur essentiel dans l’hépatocarcinogenèse, associé au grade de la tumeur et 

marqueur d’un mauvais pronostique (Ji et al., 2016; Zhang et al., 2016b). 

 

Le miR-155, initialement décrit pour son implication dans les processus immuno-

inflammatoire est désormais identifié comme un oncomiR et métastamiR, c’est-à-dire un 

miARN impliqué dans les processus de cancérogenèse et de métastase. Cet effet passe 

notamment par l’inhibition par le miR-155 de gènes suppresseurs de tumeur (IGFBP-3, 

SOCS1/6, PTEN) et l’activation de pro-oncogènes (IGF-II, IGF-1R). Ainsi le miR-155 semble 

particulièrement associé à la sévérité et au pronostic des cas de CHC. 

 

3.4 miR-21 

Le miR-21 est un miARN abondant particulièrement étudié pour son intérêt dans la 

cancérogenèse puisqu’il s’agit du seul miARN surexprimé dans les 6 cancers les plus fréquents 

(Volinia et al., 2006). En plus d’être un oncomiR, il a été caractérisé de métastamiR pour son 

implication dans les phénomènes de métastases (Wotschofsky et al., 2012; Zhou et al., 2013). 
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Le miR-21 semble jouer un rôle prépondérant dans la balance entre différenciation cellulaire 

et pluripotence (Singh et al., 2008, 2015). 

Au niveau du foie, le miR-21 a été identifié comme un potentialisateur de la stéatose 

hépatique via STAT3 (Belloni et al., 2018; Calo et al., 2016) et de l’inflammation via NFκB (Wu 

et al., 2018). Il est ainsi potentiellement impliqué dans les phénomènes d’accumulation 

lipidique et d’inflammation à l’origine même d’une fibrogenèse et de l’évolution vers un 

cancer du foie (Wu et al., 2016). 

Il est d’ailleurs synthétisé en plus grande quantité dans les cellules tumorales du foie en 

comparaison au tissu sain, et son excrétion sérique est elle aussi augmentée (Amr et al., 2016; 

Guo et al., 2017; Ladeiro et al., 2008; Thurnherr et al., 2016; Zhuang et al., 2016). De plus, le 

miR-21 a été associé à l’invasion tumorale et la migration cellulaire dans le cadre du CHC (Zhou 

et al., 2013). De manière intéressante, la réduction du taux de miR-21 a été associée à une 

baisse de la prolifération cellulaire, de l’invasion et de la métastase (Hou and Quan, 2017) ainsi 

qu’à une mortalité cellulaire par apoptose (Yin et al., 2016). 

 

Le miR-21 apparait comme l’un des oncomiR principaux de par son expression augmentée 

dans la plupart des carcinomes, de son implication dans les phénomènes de prolifération 

cellulaire, de mortalité et de migration. En particulier dans le cas du CHC. 

 

3.5 miR-34a* 

Le miR-34a est un miARN ubiquitaire identifié en 2007 comme étant sous l’influence de la 

protéine suppresseur de tumeur p53 (Chang et al., 2007; Tarasov et al., 2007). L’activation du 

miR-34a par p53 induit l’apoptose ainsi qu’un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 (Chang et 

al., 2007; Raver-Shapira et al., 2007; Tarasov et al., 2007). Ce mécanisme anti-prolifératif est 

soutenu par une boucle de rétrocontrôle positif. En effet, il a été démontré que la production 

de miR-34a induite par p53 inhibe le Silent Information Regulator 1 (SIRT1), ce qui promeut 

l’acétylation de p53 (Xia et al., 2017; Yamakuchi et al., 2008).  

Or, plusieurs études récentes s’entendent sur le fait que le miR-34a et le miR-34a* sont 

impliqués dans les mêmes voies de régulations (Córdova-Rivas et al., 2019; Guennewig et al., 
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2014; Li and Li, 2016) et agissent en synergie (Guennewig et al., 2014). Le miR-34a* a 

particulièrement était associé à un rôle anti-prolifératif et anti-métastasique dans différents 

cancers (Córdova-Rivas et al., 2019; Mikkelsen et al., 2019; Werner et al., 2017) et serait 

impliqué comme le miR-34a dans la réponse inflammatoire associée au LPS induite par le TNFα 

qui est une cible directe du miR-34a* (Guennewig et al., 2014). 

En termes d’hépatopathie, le miR-34a est l’un des miARNs les plus dérégulés dans les cas de 

stéatohépatite (Li et al., 2009). Via son inhibition de SIRT1, le miR-34a jouerait un rôle 

prépondérant dans la promotion du stress oxydatif et l’accumulation d’acide gras (Shen et al., 

2009; Yin et al., 2012). De plus, les miR-34a et miR-34a* régulent aussi les MMP-1 et MMP-2 

qui sont impliqués dans la fibrose hépatique (Córdova-Rivas et al., 2019; Li et al., 2015b; Meng 

et al., 2012; Wan et al., 2017a).  Dans le cas du CHC, les rapports sont contradictoires. Le miR-

34a a été plusieurs fois reporté comme étant associé à une perte de la sensibilité à l’apoptose 

suite à une alcoolisation chronique (Dippold et al., 2013; McDaniel et al., 2014; Meng et al., 

2012) ce qui pourrait s’expliquer par une perte fréquente de l’activité de p53 dans les cas de 

CHC (Guichard et al., 2012). Dans d’autres cas, il est estimé que le miR-34a agit dans le foie 

comme un suppresseur de tumeur (Dang et al., 2013). Cependant il serait tout de même 

associé avec le pouvoir invasif des cellules cancéreuses, le grade du CHC ainsi que le taux de 

survie (Tian et al., 2017; Wan et al., 2017b). 

Plusieurs études s’entendent donc sur le fait que les 2 miARNs issus d’un même pré-miR 

peuvent avoir des effets biologiques complémentaires via une redondance de leurs gènes 

cibles (Uchino et al., 2013). De manière intéressante, malgré le fait qu’il soit considéré 

initialement comme le brin inactif, le miR-34a* présentent 1718 gènes cibles alors que le miR-

34a n’en présentent que 585 (Li and Li, 2016). 

 

Le miR-34a* est le brin complémentaire d’un miARN ubiquitaire particulièrement dérégulé 

durant le développement d’hépatopathies. Or il a récemment été observé que le miR-34a* 

en plus de réguler les mêmes voies de signalisations que le miR-34a, avait une action 

synergique avec le miR-34a qui potentialise leurs effets propres. Ainsi le miR-34a* est 

impliqué directement dans l’inflammation LPS dépendante, dans les processus de fibrose 

ainsi que dans certains processus de cancérogenèse. 
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3.6 miR-126* 

Le miR-126 est usuellement décrit comme un microARN du système artériel, retrouvé 

majoritairement au sein des cellules endothéliales, contrairement à son brin complémentaire 

qui est retrouvé habituellement dans le cœur et les poumons (Poissonnier et al., 2014). 

Ces dernières années, le miR-126 a été associé aux hépatites et aux CHC d’origines virales (Ali 

et al., 2017; Xiang et al., 2017). Il semble avoir un rôle anti-tumorale avec une fonction 

inhibitrice de la prolifération tumorale et de l’angiogénèse dans le cas du CHC (Gong et al., 

2017; Hu et al., 2016; Jing et al., 2017). Or, l’expression du miR-126* est positivement corrélée 

à celle du miR-126, et leur réduction apparait comme un marqueur de mauvais pronostic dans 

le CHC (He et al., 2014). 

Pour sa part, le miR-126* semble avoir une fonction dans la prolifération endothéliale 

(Schober et al., 2014). De plus, lors d’une comparaison d’un panel de miARNs en fonction de 

l’étiologie du CHC, Ladeiro et ses collaborateurs ont trouvés des taux de miR-126* 

intrahépatiques réduits chez les CHC liés à l’alcool comparés aux autres étiologies de CHC ainsi 

que les témoins sains (Ladeiro et al., 2008).  

 

Le miR-126* est l’un des rares miARN à avoir été identifié dans la littérature spécifiquement 

dans le cadre du CHC d’origine alcoolique. Son effet pourrait s’expliquer par une activité 

d’angiogenèse ce qui expliquerait la corrélation inverse entre son expression et le mauvais 

pronostic du CHC. 

 

3.7 miR-29a 

Le miR-29a est l’un des 3 membres de la famille des miR-29 (a,b,c). Il a été initialement décrit 

pour son implication dans la réplication virale du VIH  (Ahluwalia et al., 2008; Hariharan et al., 

2005) avant d’être étudié dans le cadre des cancers. Dans ce cadre, le miR-29a semble régulé 

négativement avec l’avancé de nombreux cancers (prostate, leucémie, lymphomes, …) mais 

régulé positivement avec le cancer colorectal et le cholangiocarcinome (Wang et al., 2018b). 
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Ainsi, dans le cancer de la prostate Li et ses collaborateurs ont décrit le rôle du miR-29a dans 

l’induction de l’apoptose et son activité inhibitrice de la prolifération cellulaire (Li et al., 

2015a). Dans le cancer gastrique, le miR-29a serait impliqué dans l’inhibition de l’angiogenèse, 

les processus prolifératif et métastasiques (Zhang et al., 2016a). Enfin, le miR-29a est aussi 

régulé positivement dans certaines cellules cancéreuses résistantes aux traitements 

chimiothérapeutiques, notamment dans le cancer du sein (Zhong et al., 2013). 

Dans le foie, la famille des miR-29 semble sous-exprimée lors de la progression de la fibrose 

que ce soit chez l’Homme ou l’animal (Roderburg et al., 2011). Cette sous-expression serait 

corrélée à la surproduction de TGF-β lors de l’activation des CEF (Bandyopadhyay et al., 2011). 

Ainsi la sur-expression de miR-29 dans un modèle murin réduirait l’expression de collagènes 

(Bandyopadhyay et al., 2011; Roderburg et al., 2011), mais aussi les dommages hépatiques en 

inhibant différentes molécules pro-apoptotiques (Bax, NFκB, FADD, …) ou au contraire 

agissant sur des éléments anti-apoptotiques comme la phosphorylation d’AKT (Tiao et al., 

2014). De plus, l’augmentation du miR-29a serait à l’origine d’une baisse d’activité des voies 

de TLR2 et TLR4 via une réduction de MyD88 ou de la production de facteurs inflammatoires 

tels que l’IL-1β, le TNF-α ou le TGF-β (Huang et al., 2018; Lin et al., 2018). De manière 

intéressante, le taux de miR29a circulant semble aussi réguler la perméabilité intestinale chez 

des patients atteints d’un syndrome du côlon irritable (Zhou et al., 2010).  

Dans le cas du CHC, différentes études s’accordent sur une réduction du taux de miR-29a dans 

le tissus tumoral comparé au tissu sain environnant  (Ma et al., 2019; Zhang et al., 2018b). 

Cette expression du miR-29a intratumoral serait inversement corrélée à la taille de la tumeur 

et l’invasion vasculaire (Zhang et al., 2018b). Ces résultats s’expliquent par une réduction de 

la prolifération mir-29a dépendante dans les cas de CHC (Ma et al., 2019; Zhu et al., 2012).  

Ainsi le faible taux sérique de miR-29a apparait comme un facteur de risque indépendant 

associé au mauvais pronostique et un taux de survie réduit (Cho et al., 2017; Zhang et al., 

2018b). 

 

Le miR-29a est un miARN suppresseur de tumeur qui inhibe à la fois la prolifération 

anarchique des cellules tumorales, les processus inflammatoires, l’apoptose précoce, mais 

aussi l’angiogenèse et la migration ainsi que la réponse à certains traitements 
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chimiothérapeutiques. Dans le cas de la MAF sa perte d’expression semble corrélée à la 

fibrose et à la progression du CHC, ainsi que potentiellement à la dérégulation de la 

perméabilité intestinale et l’inflammation. 

  

3.8 miR-212 

Le miR-212 est un miARN assez peu étudié malgré son implication dans de nombreux cancers 

(thyroïde, sein, gastrique, CHC, …), les études s’intéressant plus généralement au miR-132 qui 

provient du même transcrit que le miR-212 avec lequel il forme un cluster. Malgré cela le miR-

212 est l’un des rares miARNs à avoir été associé à un comportement motivé de 

consommation de drogue (Kenny, 2014).  

Le miR-212 a aussi été mis en lien avec la perméabilité intestinale. En effet, suite à l’exposition 

à l’alcool les cellules Caco-2, des cellules formant une monocouche ressemblant 

morphologiquement à l’épithélium intestinal, les cellules sur-exprimaient le miR-212 tandis 

que la perméabilité de la barrière était augmentée (Tang et al., 2008a). Ce résultat est 

retrouvé dans des biopsies du colon réalisées chez des patients souffrant de MAF comparés à 

des témoins sains : le miR-212 est sur-exprimé ce qui induit une réduction de la traduction de 

l’ARNm de Zonula occludens 1, et donc une hyperperméabilité intestinale (Tang et al., 2008a). 

Le rôle du miR-212 dans cette réaction est bien confirmé par l’utilisation d’anti-miR-212 (Tang 

et al., 2015). 

Au niveau hépatique, le rôle du miR-212 dans le phénomène de fibrose est plus controversé. 

Effectivement, le miR-212 est retrouvé augmenté dans le foie de différents modèles animaux 

d’atteintes hépatiques (le High Fat Diet, ou l’exposition au CCl4) (Xiao et al., 2016; Yu et al., 

2018; Zhu et al., 2018) cependant si certains associent le miR-212 au TGF-β, et donc concluent 

que le miR-212 est un activateur des CEF (Zhu et al., 2018), d’autres trouvent au miR-212 un 

rôle d’inhibiteur dans l’activation des CEF (Yu et al., 2018). De plus, il est reporté une baisse 

du taux d’expression du miR-212 dans les CHC comparé au tissu sain (Dou et al., 2015; Jia et 

al., 2018), ainsi que dans le sérum de ces patients (Wang et al., 2018a). Cette sous-expression 

est expliquée par un rôle du miR-212 dans l’inhibition de la prolifération tumorale, de la 

viabilité ou encore de la migration (Dou et al., 2015; Jia et al., 2018) ainsi que dans l’activation 

de l’apoptose (Dou et al., 2015). Enfin, le taux de miR-212 est inversement corrélé à la taille 
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de la tumeur et à son pouvoir invasif, ce qui en fait un marqueur de mauvais pronostic du CHC 

(Dou et al., 2015; Wang et al., 2018a). 

 

Malgré des rapports contradictoires, le miR-212 semble impliqué dans les processus 

d’activation des CEF lors de la fibrogenèse en plus d’être un facteur clé dans la perméabilité 

intestinale. Dans le cas du CHC la perte de miR-212 semble induire une perte de l’inhibition 

de la prolifération tumorale, de la viabilité et de la migration et donc être corrélée à la taille 

de la tumeur. 

 

3.9 miR-223 

Le microARN-223 a été pour la première fois décrit pour son rôle dans le système 

hématopoïétique (Johnnidis et al., 2008). Johnnidis et ses collaborateurs ont ainsi caractérisé 

son rôle dans la différenciation hématopoïétique en agissant sur les cellules souches 

hématopoïétiques, les cellules myéloïdes, érythroïdes, ou encore les lymphoïdes. Le miR-223 

est donc un facteur clef dans le développement et l’équilibre du système immunitaire 

(Haneklaus et al., 2013). Il s’agit d’un des microARNs les plus exprimés par les cellules 

neutrophiles (Li et al., 2017b), et sa libération par les macrophages différenciés permet 

d’induire la différenciation des monocytes intégrant les vésicules extracellulaire le contenant 

(Valadi et al., 2007). 

Dans le foie le miR-223 régule la différenciation des cellules immunitaires, la polarisation des 

macrophages, l’infiltration et l’activation des cellules neutrophiles, l’activation des 

inflammasomes, l’homéostasie du fer et le métabolisme du cholestérol, la prolifération 

cellulaire, la résistance aux traitements, les capacités métastasiques des cellules tumorales ou 

encore les voies de signalisation de l’inflammation (Ye et al., 2018).  

Dans un contexte d’exposition à l’alcool, le taux sérique de miR-223 est supérieur à celui de 

témoins n’ayant pas consommé de boissons alcoolisées (Li et al., 2017b; Zheng et al., 2017). 

Ce résultat est d’ailleurs retrouvé dans un modèle animal d’exposition chronique à de l’alcool 

et de binge (Li et al., 2017b) (voir paragraphe 4.2 – Chronique plus binge). Dans cette dernière 

étude, Li et ses collaborateurs démontrent que le miR-223 empêche l’infiltration de 
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neutrophiles et la production de ROS dans le cadre de la MAF, ce qui rend les souris sans miR-

223 particulièrement sensibles aux dommages hépatiques d’origine alcoolique mais pas aux 

atteintes chroniques induites par une exposition au tétrachlorure de carbone (CCl4) (Schueller 

et al., 2017). 

Ainsi chez l’Homme le taux de miR-223 sérique est corrélé à l’évolution de la fibrose (Oksuz et 

al., 2015) et pourrait être utilisé comme biomarqueur non-invasif de la fibrose avancée (F2 et 

plus) (Shaker and Senousy, 2017). Dans le cas du CHC, une réduction de l’expression du miR-

223 dans les hépatocytes semble prédisposer au développement du CHC (Bhattacharya et al., 

2016; Wong et al., 2008).  Cette prédisposition semble passer par la non-inhibition de facteurs 

oncogéniques induisant une instabilité chromosomique (Wong et al., 2008), tandis qu’une 

réexpression du miR-223 in vitro induit l’apoptose et réduit la prolifération tumorale (Dong et 

al., 2017b). De plus, le miR-223 promeut les phénomènes métastasiques (Dong et al., 2014), 

et un faible taux de miR-223 rend les macrophages hypersensibles aux stimulations par le LPS 

et au phénotype pro-inflammatoire (Zhuang et al., 2012), mais est associé aussi à une 

résistance aux traitements, notamment à la non-réponse au Sorafenib (Gyöngyösi et al., 2014) 

ou à l’augmentation du taux de récurrence du CHC post-transplantation (Han et al., 2012). 

 

Contrairement aux autres miARNs sélectionnés, le miR-223 est produit directement par les 

cellules du système immunitaire. Dans un contexte de MAF le miR-223 est sur-exprimé et 

agit dans l’inhibition de la production de ROS et l’infiltration de neutrophiles. Sa 

quantification sérique semble ainsi associée au stade de fibrose du foie. Dans les 

hépatocytes cependant, la baisse d’expression du miR-223 est retrouvée dans le cas du CHC, 

ce qui lèverait l’inhibition de certains facteurs oncogéniques et serait associé à une 

résistance au Sorafenib. 
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Figure 18 : Résumé des 8 miARNs sélectionnés et leurs implications dans les voies 

physiopathologiques de la MAF et du CHC.  
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4. Modélisation de la MAF 

Les formes sévères de MAF comme le CHC étant généralement repérées lors d’épisode de 

décompensation foudroyante, avec un tableau clinique bruyant et une insuffisance hépatique, 

l’obtention de prélèvements biologiques s’avère complexe. Afin d’améliorer nos 

connaissances sur cette pathologie ainsi que d’envisager de nouvelles stratégies 

thérapeutiques, il est donc nécessaire de mettre au point des modèles pertinents de la MAF. 

Dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à la fois à la modélisation in vitro du 

CHC lié à l’alcool et à la modélisation in vivo des formes avancées de la MAF chez la souris. 

 

4.1 La modélisation in vitro 

La modélisation cellulaire hépatique 

Les études in vitro dans le domaine de l’hépatologie se font majoritairement à partir de 3 types 

de cellules : des hépatocytes primaires, isolés à partir de prélèvements de foies humains voir 

de rongeurs ; des lignées cellulaires immortalisées à partir d’hépatomes humains ; ou bien des 

cellules souches embryonnaires ou pluripotentes qui sont soumis à un protocole de 

différenciation en hépatocyte (Zeilinger et al., 2016). 

Cependant il n’existe pas de modèle in vitro parfait, et chacune de ces cultures présentent des 

avantages ainsi que des inconvénients. Ainsi si les hépatocytes primaires humains (HPH) 

apparaissent tout naturellement comme le matériel d’étude de référence, plusieurs 

limitations empêchent de travailler sur ces cellules. La première est la rareté de ces cellules 

issues de prélèvements sains, généralement de surplus de greffons hépatiques ou de 

résections chirurgicales, qui nécessitent des moyens techniques et chirurgicaux particuliers 

(Kleine et al., 2014). De plus la méthodologie d’isolement de ces cellules peut provoquer des 

altérations dans les fonctions des cellules les rendant inutilisables. Enfin les hépatocytes sont 

des cellules polarisées, ce qui est un élément clé dans leur fonctionnement (Treyer and Müsch, 

2013). Or après un temps de culture de plusieurs jours en 2 dimensions (2D) les HPH 

commencent à perdre leurs phénotypes, devenant des cellules arrondies dédifférenciées ce 

qui s’accompagne d’une perte de fonctionnalités (Schyschka et al., 2013; Smith et al., 2012). 
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Les nouvelles techniques de culture cellulaire en 3 dimensions (3D) permettent de restituer 

en partie l’environnement hépatique et donc d’améliorer les conditions de culture, mais 

même en utilisant ces procédures les HPH ne survivent pas plus de 5 semaines (Bell et al., 

2016; Messner et al., 2013). D’après Bhogal et collaborateurs, l’isolement d’hépatocytes 

provenant de patients atteints de MAF s’avère plus compliqué que n’importe quelle autre 

pathologie avec un taux de succès de seulement 29% (Bhogal et al., 2011). Ce faible taux de 

réussite combiné à la rareté des échantillons de foie prélevés chez ces patients explique donc 

le manque de littérature de cultures in vitro d’hépatocytes atteints de MAF. 

 

Les caractéristiques des HPH peuvent permettre certaines études toxicologiques, mais les HPH 

étant d’origines différentes (chaque prélèvement venant d’un patient différent) et ne pouvant 

pas proliférer en culture, cela complique la reproductibilité des expérimentations. Afin de 

palier à ce problème, de nombreuses lignées cellulaires d’origine hépatiques ont été 

développées. Il s’agit de cellules d’origine tumorale, issus de prélèvements d’hépatomes de 

différentes origines, qui ont des capacités de prolifération très développées en général ainsi 

qu’un métabolisme similaire aux hépatocytes (Zeilinger et al., 2016). Elles sont 

majoritairement utilisées dans les études de carcinogenèse et les études pharmacologiques 

étudiant de nouvelles stratégies thérapeutiques. Cependant la plupart de ces lignées étudiées 

en 2D présentent peu de fonctions hépatiques lorsqu’elles ne sont pas modifiées 

génétiquement (Liu et al., 2013; Novotna et al., 2011). De plus, pour l’étude spécifique de la 

MAF il est à noter qu’aucune lignée cellulaire hépatique n’est clairement qualifiée comme 

étant issue d’une tumeur d’origine alcoolique. Seules certaines, comme la lignée Huh-7 sont 

d’origine « non virale » sans que l’on ne sache précisément quelle est l’origine de la tumeur. 

 

Enfin les cellules souches embryonnaires humaines (CSEh) et les cellules souches 

pluripotentes induites (CSPi) sont de récentes alternatives qui permettent de produire des 

hépatocytes en grande quantité et à façon. Pour des raisons éthiques, les CSEh sont très peu 

utilisées, tandis que les CSPi sont des cellules adultes dédifférenciées qui vont pouvoir être 

différenciées en hépatocytes suite à une exposition à des facteurs de croissances spécifiques 

(Talaei-Khozani et al., 2015). Afin de différencier ces cellules, il est donc nécessaires de les 
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exposer à différentes molécules présentent au cours des différentes étapes de l’organogénèse 

hépatique. De nombreux protocoles ont été mis au point, mélangeant différentes cytokines 

impliquées dans ce processus de différenciations, à différentes doses, selon différents temps 

d’exposition, afin d’obtenir des hepatocyte-like cells (Zeilinger et al., 2016). C’est-à-dire des 

cellules présentant des fonctions hépatiques mais aussi des phénotypes immatures ce qui 

induit une perte de fonction de ces cellules comparativement à des HPH (Baxter et al., 2015; 

Godoy et al., 2015). Comme pour les HPH ou les lignées cellulaires, les résultats obtenus via 

les CSPi semblent plus robustes lorsqu’un protocole en 3D est réalisé notamment dans le 

cadre de co-culture avec d’autres types cellulaires (cellules endothéliales, CEF, …) (Takebe et 

al., 2013). 

Plusieurs méthodologies in vitro permettent d’étudier les fonctions et pathologies 

hépatiques. En pratique la majorité des résultats de culture cellulaires est issue de la culture 

de lignées cellulaires, notamment du fait de leur taux de prolifération élevé et d’un bon taux 

de reproductibilité dans les différentes études. Nonobstant, de nouvelles méthodologies 

sont en développement afin de s’approcher au plus près de cellules hépatiques 

fonctionnelles, notamment via la culture en 3D afin de maintenir les fonctions des 

hépatocytes, ou la co-culture afin de se rapprocher de la composition tissulaire où près de 

30% des cellules hépatiques ne sont pas des hépatocytes mais des CEF, des cellules de 

Kupffer, des cellules endothéliales, … Pour ce qui est de l’étude de la MAF, il n’existe pas à 

l’heure actuelle de méthodologie (une lignée ou une procédure efficace) permettant 

d’étudier des cellules de patients atteints de manière stable et reproductible. 

 

L’alcoolisation in vitro 

Les premières études sur les effets de l’alcool in vitro ont été menées dans le cadre d’études 

toxicologiques afin d’estimer la concentration optimale d’éthanol à injecter lors d’une ablation 

percutanée via injection d’alcool dans le cadre du CHC (revoir paragraphe 1.4.5). En effet, 

après l’injection d’éthanol de nombreux effets secondaires ont été notés par les cliniciens, 

jusqu’à la mort de certains patients (Livraghi et al., 1988).  

La majorité de ces études s’intéresse donc à des doses faibles à intermédiaire d’éthanol, entre 

0 et 80mM en général, et sur des périodes de temps très courtes allant de 15s à 1 heure 
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(Tapani et al., 1996) jusqu’à 24 heures (Castaneda and Kinne, 2004; Higuchi et al., 2001; Shear 

et al., 1999). Le but étant pour celles-ci d’évaluer la concentration optimale d’éthanol 

déclenchant de l’apoptose mais pas de nécrose afin de réduire les répercussions du traitement 

sur les cellules hépatiques saines avoisinantes. 

D’autres études se sont intéressées aux effets de l’alcool sur les hépatocytes dans le cadre de 

la MAF. C’est notamment le cas de Neuman et ses collaborateurs qui évoquent l’établissement 

d’un modèle de MAF in vitro dans les années 1990 après avoir exposé des cellules HepG2 à 

80mM d’éthanol pendant 2 sessions de 24 heures (Neuman et al., 1993, 1999). Dans ces 

études Neuman s’intéressait particulièrement à l’induction de l’apoptose chez les cellules 

exposées à de l’éthanol. Cette méthodologie sera reprise notamment pour étudier 

l’implication mitochondrial et de cytokines pro-inflammatoire dans l’apoptose induite par 

l’éthanol (Pastorino and Hoek, 2000; Pastorino et al., 2003). Plus récemment Tang et ses 

collaborateurs ont aussi utilisé une méthodologie similaire (culture d’HepG2 pendant 48 

heures à 87mM d’éthanol) afin d’évaluer les effets protecteur du resvératrol (polyphénol 

retrouvé notamment dans le vin rouge) contre le développement de stéatose (Tang et al., 

2016). 

 

Depuis ces publications, rares sont celles s’intéressant à l’effet de l’alcool in vitro sur les 

cellules hépatiques. Nous supposons que 2 éléments peuvent en être à l’origine. Tout d’abord 

la majorité de ces études a été réalisée sur des cellules de la lignée des HepG2, qui sont des 

cellules ayant une perte d’expression de l’ADH et du CYP2E1. Ainsi l’exposition à l’éthanol 

n’induit chez ces cellules que des effets directs, or une grande part des dommages hépatiques 

est la résultante de l’acétaldéhyde ou de la combinaison acétaldéhyde/éthanol.  

Le second point discutable nous semble être le temps d’exposition à l’alcool. Effectivement il 

est compliqué de faire un parallèle entre un temps d’exposition chez l’Homme et des cellules 

en culture, cependant le CHC d’origine alcoolique nécessite des années d’exposition à des 

doses plus ou moins élevées d’alcool. Une exposition de 48 heures pour des cellules déjà 

cancéreuses qui sont plus résistantes que les cellules saines nous semble donc trop faible afin 

d’altérer de manière significative les voies de signalisations impliquées dans l’établissement 

d’une MAF. Cette hypothèse se base notamment sur les travaux in vitro sur la réponse au 
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Sorafenib où une exposition à une forte dose est maintenue pendant plusieurs mois afin 

d’induire une résistance au traitement (Dong et al., 2017a). 

 

Dans la littérature, plusieurs études se sont intéressées aux effets toxiques aigus de 

l’éthanol, en exposant des cellules cancéreuses à de faibles doses d’éthanol sur des périodes 

allant de quelques minutes à 48 heures. Ces études avaient pour but de limiter 

l’inflammation due à la nécrose suite à une ablation percutanée, et non pas à étudier les 

effets de l’alcool chronique sur le fonctionnement hépatocytaire et le développement de la 

MAF. Nous proposons qu’une exposition à de l’éthanol pendant plusieurs mois est 

nécessaire afin d’observer les adaptations cellulaires à l’origine de la MAF, et ce sur des 

lignées cellulaires possédant un métabolisme opérant de l’éthanol. 

 

4.2 La modélisation in vivo 

Malgré plus de 60 années de recherches dans la modélisation animale de la MAF, il n’existe 

toujours pas à l’heure actuelle de modèle bien défini correspondant à la pathologie humaine. 

Cela s’explique par quelques différences physiologiques entre l’Homme et les rongeurs : le 

catabolisme de l’alcool est 5 fois plus efficient chez les rongeurs comparativement à l’Homme 

(Holmes et al., 1986). De plus le système immunitaire murin est différent du nôtre, 

notamment concernant la balance neutrophiles-lymphocytes. Les neutrophiles représentent 

50-70% des leucocytes humains circulants contre 10-25% chez la souris. Les lymphocytes 

représentent 30-50% des leucocytes humains contre 75-90% chez la souris (Mestas and 

Hughes, 2004). 

Ces 2 différences rendent les rongeurs résistants face à la MAF (Holmes et al., 1986). De plus, 

de nombreux facteurs prédisposant à la MAF rendent certains Hommes plus susceptibles que 

d’autres à consommation égale d’alcool (facteurs héréditaires, l’âge, le régime alimentaire, le 

tabagisme, l’ethnie, …). Ces mêmes facteurs peuvent être retrouvés chez le rongeur, puisqu’à 

consommation et à éthanolémie égales, certaines souches de souris sont plus susceptibles aux 

atteintes hépatiques (Tsuchiya et al., 2012), de même chez les rats (Denucci et al., 2010).  
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L’effet genre est aussi un élément clé dans la modélisation animale, car comme chez l’Homme, 

les femelles développent plus rapidement une MAF avec des seuils de consommation 

inférieurs à ceux des mâles (Muller, 2006). Cet effet genre peut être expliqué par des taux 

d’alcool déshydrogénase gastrique réduits mais aussi par les œstrogènes qui rendent les 

cellules de Kupffer plus sensibles aux effets du LPS et à la production de cytokines (Soldin and 

Mattison, 2009). 

Ainsi tous ces facteurs sont à prendre en compte lors de l’établissement d’un nouveau 

protocole de modélisation animale. Plusieurs méthodologies d’exposition à l’alcool sont 

disponibles, qu’elles soient volontaires en proposant une solution d’alcool diluée dans l’eau 

du biberon (avec un seul biberon d’eau alcoolisée, ou avec un second biberon d’eau pure à 

côté) ou dans un régime alimentaire liquide. Les rongeurs ayant une aversion naturelle pour 

l’alcool, la consommation peut être forcée afin d’atteindre des éthanolémies supérieures, par 

gavage ou par injection intra-péritonéal (I.P.) afin de modéliser une consommation aiguë de 

type binge drinking, ou par exposition à des vapeurs chargées en éthanol afin d’obtenir des 

éthanolémies importantes et constantes sur de longues périodes de temps. 

Historiquement, les études animale s’intéressant à la MAF ont tendance à choisir une 

méthodologie d’exposition mimant la voie « naturelle » en passant par la route orale et 

l’ingestion gastrique/intestinale. Le but de ces protocoles étant d’obtenir des éthanolémies 

significatives (supérieures à 1,5g/L) sur de longues périodes de temps.  

 

Consommation orale forcée ad libitum 

La première méthodologie utilisée dans la modélisation de la MAF fut un paradigme de 

consommation orale forcée ad libitum. Dans cette 

méthodologie initialement décrite par Best et Hartroft (Best and 

Hartroft, 1949), de l’éthanol dilué entre 10 et 40% (v/v) est 

proposé dans l’unique biberon à disposition de l’animal pendant 

8 à 78 semaines (Cook et al., 2007). En mettant l’alcool en 

présence dans l’unique source de liquide il était théorisé que 

l’éthanolémie, même si minime, serait à peu près constante 

durant la journée, et donc pendant plusieurs mois. 
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Cependant l’atteinte hépatique n’est que très minime, même après 1,5 an d’exposition. En 

effet, ce modèle permet de développer une stéatose légère avec une élévation des 

transaminases (Cook et al., 2007). Cependant il est aussi à noter que c’est l’unique 

méthodologie de modélisation de la MAF présentant une mortalité quasiment nulle. 

En pratique, les rongeurs présentant une aversion naturelle à l’amertume de l’alcool, ils 

consomment donc moins de cette solution que s’il s’agissait d’eau pure. Ajouté à leur 

métabolisme efficace, l’éthanolémie n’est que de 0,5 à 0,7 g/L (jusqu’à 0,9 g/L si l’éthanol est 

dilué à 40%). 

 

Régime liquide de Lieber-DeCarli 

En 1949 Best et Hartroft n’avaient pas observé d’atteintes hépatiques chez les rats exposés 

177 jours à un biberon contenant de l’éthanol à 15%, mais chez les rats recevant ce même 

traitement et un régime nutritionnel à l’origine de carences alimentaires (Best and Hartroft, 

1949). A partir de ce constat, Lieber et collaborateurs ont présentés un modèle d’exposition 

où l’alcool est présent dans un régime alimentaire liquide qui remplace à la fois les croquettes 

habituelles et le biberon d’eau (Lieber et al., 1963).  

 

A l’aide de ce protocole, la consommation journalière est de 3 

fois supérieure à celle de la consommation d’alcool dilué dans 

l’eau, à 12-18 g/kg/24h. Cela permet l’obtention 

d’éthanolémies modérées, entre 1-1,5g/L (Lieber et al., 1963). 

Cependant les troubles hépatiques observés se limitent à une 

stéatose à la sévérité variable, sans atteinte avancée même 

après 9 mois d’exposition (Leo and Lieber, 1983). 

Le régime Lieber-DeCarli (LDC) comprend : de la caséine (18% 

des calories), du gras (35% des calories, à base d’huile d’olive et 

de maïs), des vitamines solubles dans le gras (A, D, E, K) ou dans l’eau (B12), des minéraux et 

fibres, et de la dextrine/maltose (47% des calories). 36% des calories de la part de 
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dextrine/maltose peuvent être remplacées par de l’alcool de manière isocalorique (Guo et al., 

2018). 

En pratique, l’exposition se fait de manière graduelle sur une période de 5 jours, afin 

d’habituer les animaux à ce régime liquide, tout en augmentant graduellement la quantité 

d’alcool contenue dans le mélange, passant de 0 à 50 g/L. Puis le LDC contenant 5% d’alcool  

est proposé pendant 4 à 12 semaines chez les souris (1-9 mois pour les rats) (Lamas-Paz et al., 

2018). 

Utilisé seul, le LDC ne permet donc pas d’étudier les formes avancées de MAF, malgré un 

temps d’exposition prolongé. Il semble donc nécessaire d’implémenter une seconde agression 

(théorie du « second hit ») par-dessus cette exposition chronique afin d’amplifier les atteintes 

hépatiques. Il peut s’agir d’exposer de manière aiguë à de l’alcool (voir paragraphe suivant sur 

le modèle chronique plus binge) ou d’autres agents chimiques comme le tétrachlorure de 

carbone (CCl4) (Karaca et al., 2015) ou le diethylnitrosamine (DEN) (Rafacho et al., 2015). Il est  

aussi possible d’ajouter un élément de la physiopathologie de la MAF, le LPS (Muñoz et al., 

2014), qui par-dessus un traitement chronique à l’alcool induit une SHA intensifiée, une 

infiltration hépatique, de la nécrose focale, une augmentation des transaminases et de 

l’activation des CEF avec des dépôts de collagènes péri-veineux (Karaa et al., 2008). 

 

Chonique plus binge (Modèle du NIAAA) 

Ce modèle présenté par l’équipe de Gao (Bertola et al., 2013) reprend les précédents travaux 

de Lieber tout en se rapprochant du schéma consommatoire retrouvé chez les patients 

souffrant de MAF : en plus d’une consommation chronique d’alcool, des épisodes de binge 

drinking produisent une augmentation de l’inflammation hépatique et causent des épisodes 

d’hépatites à l’origine même des processus de 

fibrose. 

 

Initialement le modèle du  NIAAA consistait en une 

exposition au LDC  pendant 10 jours à 5% d’alcool, 

puis d’un unique épisode de binge à 5g/kg via gavage 
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au 11e jour, 9h avant l’euthanasie. Cela avait pour effet d’augmenter l’éthanolémie et d’avoir 

une atteinte hépatique aiguë, ainsi qu’une inflammation importante. Afin d’être encore plus 

ressemblant à ce que l’on trouve chez l’Homme, le binge par gavage peut être administré 2 

fois par semaine durant la durée du protocole. Cela permet l’obtention d’éthanolémies 

pouvant atteindre 2-5 g/L, avec une élévation des transaminases et une stéatose sévère. 

Cependant cela s’accompagne aussi d’une augmentation de la mortalité (Lamas-Paz et al., 

2018). 

D’autres études ont remplacé le binge final par une série de 3 binges par gavage avec un 

intervalle de 12 heures entre chaque injection (Aroor et al., 2011). Dans cette étude les 

auteurs ont observé une forte augmentation de l’éthanolémie ainsi que des atteintes 

hépatiques et notamment du point de vue de l’infiltration des neutrophiles signe d’HA. 

 

Modèle de Tsukamoto-French 

Le modèle de Tsukamoto-French est le modèle d’étude de la MAF le plus poussé, à la fois d’un 

point de vue technique que d’un point de vue des atteintes hépatiques observées (Tsukamoto 

et al., 1984). 

 

Il s’agit de d’implanter une canule intragastrique de manière chirurgicale 

afin d’exposer les animaux à de plus fortes doses d’alcool en court-

circuitant le manque d’appétence des rongeurs pour l’alcool. Ainsi un 

régime alimentaire liquide leur est directement injecté au niveau 

gastrique, avec une quantité d’alcool pouvant représenter jusqu’à 49% 

des calories totales pendant une période de 30 jours (Tsukamoto et al., 

1985). Dans cette étude les rats développaient une stéatose sévère avec 

une nécrose focale, des éthanolémies autour de 2 g/L et une élévation des 

transaminases.  

Au cours du temps, Tsukamoto et ses collaborateurs ont mis à jour ce protocole en modifiant 

le contenu du régime alimentaire liquide. Ainsi en combinant le protocole original avec un 

régime alimentaire contenant 25% des calories sous forme de gras, une fibrose est observée 
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chez certains animaux après 30 jours d’exposition et chez tous les animaux après 120 jours 

(Tsukamoto et al., 1986). Chez la souris le traitement riche en graisse plus du fer carbonyle 

induit une fibrose a différents degrés de sévérité après 4 mois de traitement, avec 10% de 

cirrhose (Tsukamoto et al., 1995). 

Cependant cette méthodologie présente de nombreuses limitations. On peut notamment 

citer le coût, le besoin de personnel formé à la chirurgie et au suivi post-chirurgical, la 

nécessité d’un suivi très important puisque la canule est maintenue pendant 2-3 mois en 

général (risque d’infections, d’irritations, …), le régime riche en gras et enfin une forte 

mortalité. 

 

Modèles de formes sévères d’hépatopathies 

Outre la MAF, la modélisation animale est aussi utilisée pour l’étude d’autres formes de 

pathologies chroniques du foie. Dans ce cadre, plusieurs agents chimiques peuvent être 

utilisés afin d’induire des dommages hépatiques. Bien qu’utilisables seules, ces procédures 

peuvent aussi être appliquées en tant que « second hit » à la suite d’un régime LDC afin 

d’augmenter l’atteinte hépatique. 

 

Le tétrachlorure de carbone (CCl4) 

Le tétrachlorure de carbone est un agent chimique utilisé afin de modéliser la fibrose 

hépatique (Yanguas et al., 2016). Sa toxicité est induite par son métabolite, le trichlorure de 

carbone (CCl3), via le CYP2E1 (Wong et al., 1998). Lorsqu’il est utilisé en complément d’un 

régime LDC  l’alcool induit une suractivité du CYP2E1 ce qui augmente la production de CCl3 

et potentialise ses effets : la péroxidation des lipides, 

la détérioration des structures membranaires, les 

anomalies de la production énergétique cellulaire et 

de la synthèse protéique (Weber et al., 2003). 

Seul, le CCl4 est injecté 2 fois par semaine par voie IP 

sur une période de 6 semaines, ou bien 3 fois par 

semaines durant 4 semaines, à la concentration de 0,5 
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à 0,7µL/kg (Yanguas et al., 2016). Si il est combiné à une exposition à de l’alcool, le LDC est 

proposé pendant 8 semaines, et durant les 4 dernières semaines une solution de 5% de CCl4 

est injecté à 2mL/kg par voie IP 2 fois par semaine (Nan et al., 2013). 

 

Diethylnitrosamine (DEN) 

Le diethylnitrosamine (DEN) est l’agent chimique de prédilection pour modéliser le CHC chez 

l’animal depuis l’établissement de ce modèle (Rajewsky et al., 1966). Le DEN est métabolisé 

au niveau hépatique par le cytochrome P450, ce qui induit une production de ROS et des 

dommages protéiques, lipidiques et de l’ADN conduisant à la mort des hépatocytes (Qi et al., 

2008). Il est tout de même à noter que l’efficacité du DEN est souche-dépendante chez la 

souris (Buchmann et al., 1991) et que la souche C57BL y semble moins sensible alors que c’est 

la souche de prédilection pour le protocole de LDC due à son appétence naturelle pour l’alcool 

(Guo et al., 2018). Malgré tout, les 2 protocoles sont combinables comme l’ont démontré 

Ambade et ses collaborateurs (Ambade et al., 2016).  

 

L’exposition seule au DEN est réalisé hebdomadairement par gavage de 100µL/kg chez la 

souris (Starkel and Leclercq, 2011). Lorsqu’il est combiné au régime LDC, le DEN est injecté par 

voie IP une fois par semaine à la dose de 75mg/kg pendant 3 semaines puis 100mg/kg pendant 

3 autres semaines (Ambade et al., 2016). 

 

Ainsi de nombreuses méthodologies expérimentales permettent d’étudier le 

développement de la MAF chez le rongeur. Cependant les expositions à de l’alcool seul, par 

voie oro-gastrique, ne sont pas suffisantes pour induire une forme avancée de MAF, peu 

importe le temps d’exposition. Afin d’obtenir un stade de fibrose ou des épisodes 

d’hépatites il semble donc nécessaire d’ajouter en complément des agents chimiques ou 

une alimentation riche en graisse qui vont dégrader le parenchyme hépatique. Il n’existe 

donc pas à l’heure actuelle de modèle de MAF avancée mais des modèles de troubles 

hépatiques mixtes combinant les effets métaboliques/toxiques à ceux de l’alcool.
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Exposition aux vapeurs d’éthanol 

Dans le cadre de notre travail de modélisation animale de la MAF, nous avons choisi d’utiliser 

une méthodologie différente de celles précédemment décrites. En effet, afin d’obtenir des 

lésions hépatiques significatives mais d’origine alcoolique uniquement, nous avons exposé nos 

souris à des vapeurs d’éthanol.  

Cette méthodologie a été mise au point dans les années 1970 afin d’étudier le syndrome de 

sevrage chez les sujets alcoolo-dépendants (Goldstein and Judson, 1971). Il s’agit de l’un des 

seuls protocoles de modélisation de la dépendance chez le rongeur, capable d’induire des 

neuroadaptations persistantes, une motivation importante à consommer et des signes 

somatiques de sevrage (Gilpin et al., 2008). 

Ce protocole a l’avantage d’exposer les animaux de manière passive à de fortes concentrations 

d’éthanol induisant ainsi des éthanolémies supérieures à 1,5 g/L sur des périodes de temps 

contrôlées (allant en général de 12 à 24 heures par jour, pendant plusieurs jours/semaines). 

Cela permet à la fois de standardiser l’exposition, de passer outre le manque d’appétence 

pour l’alcool des rongeurs et d’aplatir les différences de consommations interindividuelles 

(Mouton et al., 2016).  Cependant, l’exposition étant pulmonaire, cette méthodologie ne 

permet pas d’obtenir les atteintes du système intestinal observées chez l’Homme ou les 

précédents modèles décrits. De plus l’exposition à des vapeurs d’alcool provoque une 

stabilisation de l’éthanolémie. Bien que celle-ci soit élevée, il est désormais connu que les pics 

d’éthanolémie observés lors d’épisode de type binge drinking sont un élément clé dans le 

développement de MAF (Ghosh Dastidar et al., 2018). Nous avons adressé ces limitations en 

ajoutant des injections (orales ou intrapéritonéales) de LPS et d’alcool, respectivement (voir 

chapitre deux). 
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Objectifs 

Les formes avancées de la MAF et notamment le CHC présentent une morbi-mortalité 

importante. Cette dernière est la résultante d’un trouble de l’usage lié à l’alcool chronique 

non pris en charge, et notamment le développement d’hépatopathies non-décompensées 

passées sous silence.  

La MAF est induite par la production excessive de ROS qui entraine l’activation du système 

immunitaire ainsi que l’apparition d’un environnement inflammatoire. Le maintien d’une 

consommation chronique d’alcool amplifie cette réaction et tout en activant d’autres voies 

physiopathologiques (notamment la perméabilité intestinale) qui vont potentialiser la 

réponse immuno-inflammatoire. 

Dans ce contexte, les miARNs nous apparaissent comme de parfaits candidats pour l’étude de 

nouveaux biomarqueurs associés à la MAF. En effet, via leur implication dans la régulation du 

système immunitaire (miR-122, -155, -223), dans les phénomènes pro-inflammatoires (miR-

122, -155, -21, -34a*, -29a, -223 ) l’activation des voies pro-oncogènes (miR-155, -21, -34a*, -

126*, -29a), ainsi que leur grande stabilité dans les liquides extracellulaires, les miARNs 

peuvent retranscrire les niveaux d’activation de certaines voies physiopathologiques de 

manière non-invasive. En l’absence de données cliniques suffisates, les miARNS n’ont pas 

encore montré leur intérêt purement diagnostic dans la MAF et ne sont pas encore utilisés en 

pratique clinique. 

L’objectif de cette thèse était d’évaluer l’intérêt clinique des miARNs circulants comme 

biomarqueurs de la MAF.  

Pour cela, ce travail a pour objectifs de répondre à la question scientifique suivante : les 

miARNs sont-ils des biomarqueurs de suivi de la trajectoire de la MAF ? 
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Afin de répondre à cette question, les résultats de ce travail de thèse seront présentés en 3 

parties : 

- De la modélisation in vitro :  

Nous avons exposé de manière chronique et quotidienne des cellules tumorales 

hépatiques de stade précoce et d’origine non-virale (les cellules Huh-7) à un milieu de 

culture contenant 0 ou 80mM d’éthanol. A l’aide de ce modèle nous avons pu étudier la 

présence de nos miARNs d’intérêt dans le surnageant des cellules, ainsi que les niveaux de 

miARNs intracellulaires et donc le ratio sécrétion/production de miARNs. 

 

- De la modélisation in vivo :  

Dans un modèle intégré d’exposition chronique à des vapeurs d’alcool chez des souris femelles 

non-consanguines de souche Swiss, nous nous sommes intéressés à la quantification de nos 

miARNs dans le plasma sanguin des souris exposées ou non à de l’alcool. Ce modèle nous 

permet aussi d’évaluer les taux de miARNs circulants en fonction d’une exposition à de 

l’alcool, mais aussi en fonction des atteintes hépatiques obtenues. 

 

- Une étude clinique :  

Enfin, nous avons quantifié les miARNs circulants à partir d’échantillons de sérum sanguin de 

sujets humains regroupés en 3 populations : des témoins sains sans hépatopathies ni TUA, des 

patients présentant une MAF sans CHC, et un groupe de patients présentant un CHC lié à 

l’alcool. Nous avons ainsi pu valider la présence de nos miARNs d’intérêt dans le sérum sanguin 

et évaluer leur intérêt dans le suivi de la trajectoire de la MAF jusqu’au CHC.  
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Chapitre Deux : Matériels et Méthodes 
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1. Modélisation Cellulaire 

1.1 Culture cellulaire 

Les données de culture cellulaires ont été réalisées à partir de cellules de la lignée Huh-7, des 

cellules dérivées d’un hépatome d’origine non-virale. Les cellules sont cultivées dans un milieu 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Life Technologies/Invitrogen, Saint Aubin, 

France) complété avec 10% de sérum de veau fétal (PAA, Velizy-Villacoublay, France), 2mM 

de L-Glutamine, 100 UI/mL de péniciline et 100 µg/mL de streptomycine (Dutscher, Issy-les-

Moulineaux, France). 

Les cellules sont cultivées au sein d’un incubateur humidifié à la température de 37°C et avec 

un taux de CO2 à 5%. Les cellules d’entretien sont conservées dans des flasques de 75cm3 en 

plastique dans laquelle les cellules Huh-7 peuvent adhérer en monocouche et proliférer au 

cours de la semaine. Ces cellules sont repiquées une fois par semaine lorsque celles-ci sont 

arrivées à confluence. 

 

1.2 Exposition à l’alcool 

Nous avons testé différentes modalités d’exposition à l’éthanol, que cela soit en termes de 

dosages (0 à 5%) ou de temporalités (24h à 11 mois). 

Les résultats présentés dans ce manuscrit ont été obtenus à partir d’exposition quotidiennes 

à du DMEM contenant 0 ou 80 mM d’éthanol (96%, VWR, Fontenay-sous-Bois, France) 

pendant une période de 8 mois. La concentration d’alcool dans le milieu était maintenue 

constante grâce à des ajouts journaliers de 25% de la quantité initiale d’éthanol. Cet ajout de 

volume d’éthanol permet de palier les pertes d’éthanol dans le milieu dues au métabolisme 

cellulaire et à l’évaporation. 

Après plusieurs semaines d’expositions à ce protocole les cellules présentent des 

changements morphologiques. Les cellules contrôles, non-exposées à l’alcool maintiennent 

un fort contact entre elles. Les cellules sont compactées avec une morphologie cubique. Suite 

à l’exposition chronique à de l’alcool les cellules se détachent progressivement les unes des 

autres, avec une morphologie étoilée et de longs prolongements pour maintenir les contacts 

cellulaires (voir figure 19).  
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Figure 19 : Changements morphologiques observées en imagerie optique chez des cellules 

exposées chroniquement à 0 ou 80mM d’éthanol. Les cellules contrôles (à gauche) ont été 

cultivées en parallèle des cellules exposées à 80mM d’éthanol. Les cellules contrôles 

apparaissent comme des cellules cubiques et compactent. Les cellules exposées 

chroniquement à l’alcool présentent des contacts intercellulaires ponctuels via de 

prolongements cytoplasmiques, ainsi qu’une morphologie étoilée et une tendance à s’isoler les 

unes des autres. On observe aussi quelques cellules en souffrance (ici un ballonnement 

cellulaire). 

 

Parallèlement, les cellules exposées chroniquement à de l’éthanol présentent des 

caractéristiques associées à la sévérité du CHC, telles qu’une augmentation significative de 

leur pouvoir migratoire, ou la présence de marqueurs de cellules souches cancéreuses à leur 

surface. Ces résultats ne seront pas décrits dans ce manuscrit mais nous permettent de valider 

la présence de phénotypes associés à la sévérité du CHC suite à l’exposition chronique à de 

l’éthanol chez des cellules de la lignée Huh-7. 

 

1.3 Echantillonnage 

Lors du repiquage hebdomadaire, une partie des cellules en surplus est transférée dans des 

flasques ou des plaques afin de réaliser divers tests. Dans le cas de l’étude de nos miARNs, les 

cellules étaient transférées dans des plaques 6 puits, à hauteur de 200 000 cellules par 

conditions puis laissées au repos pendant 24 heures afin que les cellules puissent adhérer au 

fond des plaques avant d’être réexposées à la dose d’éthanol correspondante (0 ou 80mM). 

Les cellules étaient cultivées durant 72 heures jusqu’à confluence, avant d’être récupérées 
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ainsi que leur surnageant. Pour ce faire, les cellules furent décollées grâce à une solution de 

Trypsine-EDTA, puis une numération cellulaire au Bleu Trypan à l’aide de cellules de Malassez 

permis de compter le nombre de cellules dans chaque condition, avant de mettre les cellules 

en culot sec et les stocker à -80°C jusqu’à l’extraction des miARNs. 

 

 

2.  Modélisation Animale 

2.1 Animaux 

Nous avons utilisé des souris de la souche SWISS âgées de 8 à 12 semaines (adultes) provenant 

du centre d’élevage Janvier (Le Genest Saint Isle, France). Ces souris de souche non-

consanguine ont été choisies pour leur hétérogénéité génétique.  Nous avons travaillé chez 

des souris femelles, qui sont connues pour être plus sensibles que les mâles aux dommages 

hépatiques liés à l’alcool (Muller, 2006). 

Les souris sont stabulées à raison de 10 animaux par cage en accord avec la réglementation 

en vigueur concernant le bien-être animal. Une période d’habituation de 7 jours après leur 

arrivée dans l’animalerie a été réalisée afin de stabiliser les groupes sociaux et réduire les 

comportements de stress inhérent au transport. La période d’habituation est réalisée dans les 

armoires de ventilations utilisées pour l’exposition des animaux à des vapeurs d’éthanol afin 

de réduire l’impact de cet environnement sur le début des expérimentations. Les conditions 

d’hébergement sont strictement contrôlées avec une température à 21±2°C, une humidité à 

55±10% et un cycle jour/nuit de 12h/12h (jour entre 8h-20h). La présence d’enrichissements 

a été mise en place, avec une roue d’activité motrice, des tunnels en carton ou encore des 

éléments de nidation (igloo, litière foisonnante). 

L’ensemble de nos expériences sont réalisées en accord avec la directive 86/609/EEC de la 

communauté européenne régissant l’expérimentation animale, et le CREMEAP (comité 

régional d’éthique en matière d’expérimentation animale de Picardie) (Référence Dossier : 

2016063011175798). Les animaux étaient surveillés quotidiennement par un 

expérimentateur habilité durant la période d’habituation, et plus particulièrement durant la 

phase d’expérimentation. Chaque animal était pesé 2 fois par semaines (chaque lundi et 
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jeudi), et le change des cages réalisé toutes les 2 semaines afin de réduire au maximum le 

stress des animaux. 

 

2.2 Protocole d’exposition à l’alcool 

Les cages étaient placées dans une enceinte 

d’inhalation (voir photo ci-contre), afin de saturer  

au maximum le métabolisme hépatique de l’alcool 

et d’obtenir des expositions chroniques à l’alcool 

avec des éthanolémies stables et suffisantes 

(comprises entre 1,5-2,5 g/L). Dans ces armoires 

l’air délivré est chargé en vapeur d’éthanol par 

bullage d’air comprimé dans des réservoirs 

contenant de l’éthanol 96%. Les souris sont donc 

soumises à un air chargé en éthanol (40 mg/L d’air) durant 18 heures par jour (et 6h d’air sans 

éthanol) sur une période de 36 jours – les 6 premiers jours correspondent à une période 

d’habituation où la durée d’exposition est graduellement augmentée afin de réduire au 

maximum la mortalité.  En effet le maintien d’une éthanolémie élevée constante a pour effet 

de réduire la motricité des animaux, ce qui engendre une déshydratation et un arrêt de la 

prise alimentaire. Un sevrage de 6 heures en fin de soirée/début de nuit permet un temps de 

repos durant lequel les éthanolémies autorisent une reprise autonome de l’hydratation et de 

l’alimentation ad libitum. 

La position de chaque cage est changée chaque jour afin de réduire toutes disparités liées à 

l’accumulation de vapeurs d’éthanol au niveau de l’embouchure de la sortie d’air. 

 

En parallèle, les animaux ont reçu des traitements supplémentaires afin d’augmenter les 

processus de stress oxydatif et l’inflammation hépatique. Il s’agit d’injections 

intrapéritonéales d’alcool de manière poids-dépendant à hauteur de 4g/kg tous les 3 jours, 

après leurs séances de 18h d’inhalation afin que leur période de récupération se fasse durant 

les périodes sans vapeurs d’éthanol.  
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De plus, des injections par gavage de 10mg/kg de LPS issu d’une souche d’Escherichia coli 

(E.Coli O111:B4, Sigma-Aldrich) étaient réalisées de manière hebdomadaire afin de majorer le 

processus de translocation intestinale. 

 

2.3 Prélèvements  

Après 36 jours d’exposition intermittente à l’alcool, les animaux étaient euthanasiés en accord 

avec le projet APAFIS 2016063011175798. Ainsi, afin d’optimiser le recueil du volume sanguin 

maximal et des organes d’intérêt (le foie et le cerveau) sans altérer les prélèvements, la mise 

à mort a été réalisée par un expérimentateur habilité.  

Dès les prélèvements effectués, ceux-ci sont gardés dans la glace en attendant leur transfert 

dans une enceinte à -20°C. Les prélèvements sanguins étaient réalisés dans des tubes 

héparinés et centrifugés immédiatement grâce à une centrifugeuse de paillasse pendant 

approximativement 10 minutes. Une dernière centrifugation à 11 000G pendant 5 minutes 

était ensuite réalisée afin de récupérer le plasma sanguin. Les échantillons de plasma étaient 

ensuite stockés à -20°C en attendant l’extraction. 

 

3. Echantillons Humains 

3.1 Patients 

Les échantillons de sérum utilisés dans ce travail de thèse ont été traités et stockés par le 

Centre de Ressources Biologiques du CHU d’Amiens-Picardie. Un total de 165 patients ont été 

recrutés pour cette étude afin de constituer 3 groupes : des patients sans hépatopathies ni 

TUA (n=49), des patients atteints de MAF sans CHC (n=71) et des patients atteints de CHC lié 

à l’alcool (n=45).  

 

3.2 Echantillons 

Les échantillons reçus de la Biobanque de Picardie étaient sous forme de paillettes de 400µL 

de sérum. Chacun des échantillons a reçu un code d’anonymat à son arrivée dans le 

laboratoire. Le travail d’extraction, quantification et d’analyse a ainsi été réalisé en aveugle. 
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4. Extraction et quantification des miARNs 

Extractions des miARNs 

L’extraction des miARNs dans nos différents échantillons a été réalisée de manière 

automatisée en utilisant l’extracteur d’acide nucléique Maxwell RSC (Promega, 

Charbonnières-les-Bains, France) équipé du kit d’extraction Maxwell® RSC miRNA Tissue Kit 

(AS1460).  

Ce kit automatisé permet une extraction des miARNs à partir de 200µL de sérum/surnageant 

cellulaire ou bien à partir d’un culot cellulaire en suspension dans 200µL de solution 

d’homogénéisation. Cette suspension est ensuite mise en présence de 200µL de solution de 

lyse, de protéinase K et de Cel-miR-39. La solution de lyse apporte un milieu hypertonique et 

la protéinase K permet de désorganiser les membranes cellulaires. La lyse des cellules et des 

vésicules contenant des miARNs constitut le lysat dont seront extrait les miARNs à doser par 

RTqPCR. Le Cel-miR-39 est un miARN produit spécifiquement par le ver Caenorhabditis 

elegans (donc ni par l’Homme ni les rongeurs). Ce miARN introduit en quantité connue dans 

chaque échantillon nous sert ainsi de contrôle interne afin de valider le bon fonctionnement 

du protocole d’extraction automatisée puis de réaliser une quantification de nos miARNs 

d’intérêt lors de la PCR quantitative. 

 

RTqPCR 

Après l’étape d’extraction des miARNs, ceux-ci sont rétrotranscrits en ADN complémentaire 

en suivant le protocole du kit TaqMan correspondant (Thermofisher scientific). Pour se faire 

nous avons mis en présence lors de chaque RT-PCR: 
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-  5 µL d’éluat issue de l’extraction  

- 1,5 µL de sondes 5X spécifiques pour le Cel-miR-39  

- 1,5 µl de sondes 5X spécifique du miARN d’intérêt 

- 0,15µL de dNTPs 

- 0,19µL d’inhibiteur de RNAse 

- 1,5µL de solution tampon  

- 1,5 µL d’enzymes de rétro-transcription 

- 4,16 µL d’eau sans RNAses ni DNAses 

 

Chacun de ces mélanges sont placés dans un thermocycleur (Mastercycler gradient, 

Eppendorf) pour un protocole de 65 minutes découpé en 3 phases : 30 minutes à 16°C, 30 

minutes à 42°C et 5 minutes à 85°C avant d’être refroidi à 4°C dans l’attente de la PCR (à -20°C 

si celle-ci n’est pas réalisée immédiatement). 

 

Une fois l’ADN complémentaire produit celui-ci est quantifié par PCR quantitative 

(StepOnePlus, Applied Biosystems) en utilisant la technologie TaqMan. Cette réaction en 

chaîne par polymérase est réalisée dans des plaques 96 puits (Starlab), et chaque échantillon 

analysé en duplicata à la fois pour le Cel-miR-39 et chaque miARN d’intérêt. 

Pour chaque puit le mélange suivant est réalisé : 

- 5µL de master mix 

- 3,5µL d’eau sans RNAses ni DNAses 

- 0,5µL de sondes 20X spécifique au miARN (Cel-miR-39 ou miARN d’intérêt) 

- 1µL d’échantillon 
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5. Analyses statistiques 

Nous avons utilisé le logiciel SigmaPlot 11.0 (LogiLabo, Paris, France). Dans le cadre de nos 

comparaisons entre 2 groupes les analyses statistiques de nos données ont été faites par test 

t de Student, avec un Mann-Whitney Rank Sum Test en post-hoc si nécessaire. Lors de 

comparaisons entre 3 groupes, une analyse de variance à 1 voie (ANOVA 1 voie) a été réalisée, 

suivi du test de Tukey en post-hoc, ou de la méthode Holm-Sidak. Une analyse de la courbe 

ROC (receiver operating characteristic) et de l’air sous la courbe (AUROC) ont été réalisées afin 

d’étudier l’intérêt de chaque miARN dans le repérage des cas de CHC. Enfin un test de Chi-

deux nous a permis d’évaluer l’efficacité de combinaisons de miARNs comme indicateurs 

potentiels de CHC en se servant des données extraites des analyses de courbes ROC. Le seuil 

de significativité est établi à p<0,05. 
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Chapitre Trois : Résultats 
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1. Modélisation Cellulaire 

1.1 Production de miARN intracellulaire 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Mesures des quantités de miARNs produites par million de cellules Huh-7 exposées 

chroniquement à 0 ou 80mM d’éthanol. 
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Après 6 mois d’exposition chronique à de l’alcool nous observons une augmentation des 

quantités intracellulaires pour chacun des miARNs mesurés. Ces résultats sont récapitulés 

dans le tableau suivant : 

 

 

miARNs 

Nombre de copies  

Variations 

Statistiques 

0 mM 80mM p T 

miR-122 3,8.1010 2,9.1011 760% 0,022 -3 629 

miR-155 1,6.107 1,0.108 625% 0,10 MWRST 

miR-21 2,3.1010 1,9.1011 826% 0,10 MWRST 

miR-34a* 7,5.108 3,6.109 480% 0,041 -2 965 

miR-126* 3,9.109 2,8.1010 718% 0,036 -3 097 

miR-29a 1,3.1010 9,5.1010 730% 0,001 -11 489 

miR-212 2,3.109 5,9.109 257% 0,132 -1 892 

miR-223 1,6.108 3,6.108 225% 0,006 -5 237 

 

Tableau 01 : Récapitulatif des quantifications de miARNs intracellulaires comprenant le 

nombre de copies quantifié chez les cellules contrôles et les cellules exposées à 80mM 

d’éthanol, la variation en pourcentage du nombre de copie mesuré chez les cellules exposées 

à l’éthanol ainsi que l’analyse statistique. MWRST = Mann-Whitney Rank Sum Test. 

 

 

 

Au total nos résultats montrent une augmentation de l’expression de chacun de nos miARNs 

d’intérêt suite à une exposition chronique à 80mM d’éthanol chez des cellules Huh-7. 
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1.2 Libération de miARNs dans le surnageant de cultures cellulaires 
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Quantité de miR-34a* libérée
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Figure 21 : Mesures des quantités de miARNs excrétées par million de cellules Huh-7 exposées 

chroniquement à 0 ou 80mM d’éthanol. 
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Après 6 mois d’exposition chronique à de l’alcool nous n’observons pas de différence 

statistiquement significative dans le nombre de copies de miARNs excrétés dans le 

surnageant.  Ces résultats sont récapitulés dans le tableau suivant : 

 

 

miARNs 

Nombre de copies  

Variations 

Ratio Extra/Intracell Statistiques 

0 mM 80mM 0 mM 80 mM p T 

miR-122 9,0.107 4,4.108 489% 0,24% 0,15% 0,152 -1 766 

miR-155 7,6.105 7,8.105 103% 4,75% 0,78% 0,968 -430 

miR-21 4,1.108 1,0.109 244% 1,78% 0,53% 0,240 -1 379 

miR-34a* 1,0.106 2,5.106 250% 0,13% 0,07% 0,123 -1 948 

miR-126* 3,3.106 8,2.106 248% 0,08% 0,03% 0,155 -1 751 

miR-29a 2,7.107 5,6.107 207% 0,21% 0,06% 0,264 -1 371 

miR-212 7,6.106 1,3.107 171% 0,33% 0,22% 0,215 -1 471 

miR-223 9,7.106 8,4.106 87% 6,06% 2,33% 0,727 374 

 

 

Tableau 02 : Récapitulatif des quantifications de miARNs extracellulaires comprenant le 

nombre de copies quantifié chez les cellules contrôles et les cellules exposées à 80mM 

d’éthanol, la variation en pourcentage du nombre de copie mesuré chez les cellules exposées 

à l’éthanol ainsi que l’analyse statistique et le ratio entre les miARNs extracellulaires/miARNs 

intracellulaires pour chaque condition.  

 

 

Au total nos résultats ne montrent pas de modification statistiquement significative du taux 

de sécrétion de nos miARNs d’intérêt suite à une exposition chronique à l’alcool. 
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2.  Modélisation Animale 

2.1 Timeline 

Figure 22 : Frise chronologique correspondant à l’expérimentation animale. 
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Ce projet de modélisation animale mis au point durant mes stages de master au sein du GRAP 

a nécessité une refonte du projet suite à l’application du décret n°2013-118 de février 2013 

relatif à la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques, ainsi qu’au déménagement 

du laboratoire et notamment de l’animalerie dans de nouveaux locaux. 

Après plusieurs allers-retours au niveau local et de nombreux délais dans le traitement de 

notre demande d’autorisation d’expérimentation animale, nous avons reçu l’accord 

ministériel en mai 2017. Nous avons ensuite réalisé plusieurs séries d’expérimentation afin 

d’optimiser notre procédure expérimentale entre juillet 2017 et mai 2018, avant de réaliser 

l’analyse histologique avec l’aide du Pr Chatelain et du Dr Attencourt (CHU Amiens-Picardie, 

service d’anatomopathologie). Enfin nous avons réalisé l’extraction et la quantification des 

miARNs à partir du plasma sanguin obtenu. 

 

Les résultats concernant la modélisation animale présentés dans ce travail de thèse 

correspondent à un protocole d’exposition aux vapeurs d’éthanol, à des injections d’éthanol 

intrapéritonéales et à une exposition au LPS. Cette méthodologie correspond au meilleur 

compromis entre une exposition chronique à l’alcool stable et significatif de manière 

chronique permettant l’obtention d’atteintes hépatiques, tout en limitant au maximum la 

mortalité observée afin d’obtenir des données suffisantes et analysables. 
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2.2 Aspect Histologique 

 

 

Figure 23 : Coupes histologiques de foies de souris contrôles exposées ou non à l’alcool. 

Comparativement aux coupes de foie d’animaux contrôles, nous observons l’apparition de 

vacuole de stéatose (gauche), de l’infiltration de polynucléaires neutrophiles dans l’espace 

porte (centre) et des foyers ponctuels d’hépatite à distance de l’espace porte (droite) sur les 

coupes de foies d’animaux exposés chroniquement à de l’alcool. 
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Lors de nos premières observations histologiques, nous avons observé de la stéatose dans 

35% des foies de souris exposées à de l’alcool, ainsi que des infiltrations de polynucléaires 

neutrophiles (29%) avec ponctuellement des hépatites focales. 

 

2.2 Courbe de Survie 
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Figure 24 : Courbe de survie représentant la mortalité induite par le protocole d’exposition à 

l’alcool et au LPS comparativement aux souris exposées à de l’air sans alcool. 

 

L’exposition aux vapeurs d’éthanol pendant 18h/24 pendant plusieurs jours entraîne un état 

de déshydratation et une réduction de l’activité motrice des animaux qui peut être 

potentialisée par une injection IP d’éthanol ainsi que le gavage de LPS. 

 Malgré une surveillance accrue et l’injection d’une solution saline contenant 5% de glucose 

en cas de signes d’inconfort, nous observons un taux de mortalité de 34% chez les souris 

exposées à notre protocole d’alcoolisation.  

Les souris contrôles mise dans les chambres d’inhalation sans éthanol ne présentent aucun 

signe d’inconfort ni de mortalité prématurée. 
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2.3 Quantification de miARNs circulants 
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Figure 25 : Quantités de miARNs circulants par mL de plasma sanguin chez les souris exposées 

à de l’alcool comparées à celle de plasma sanguin issu de souris contrôles non-exposées. 
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Suite au protocole d’alcoolisation nous observons 3 variations statistiquement significatives 

des miARNs d’intérêt dans le plasma sanguin des souris exposées à l’alcool : l’augmentation 

du miR-155 et la réduction du nombre de miR-34a* et de miR-223. Les autres comparaisons 

ne sont pas statistiquement significatives. Ces résultats sont récapitulés dans le tableau 

suivant : 

 

 

miARNs 

Nombre de copies  

Variations 

Statistiques 

Contrôles Alcool+LPS p t/U 

miR-122 5,9.109 2,7.109 46% 0,512 - 

miR-155 2,1.108 3,7.1014 1,7.108% 0,039 U = 9 000 

miR-21 8,7.109 1,5.1010 172% 0,479 - 

miR-34a* 8,8.108 3,8.108 43% 0,008 t = 2 917 

miR-126* 5,9.108 4,2.108 71% 0,852 - 

miR-29a 1,9.1011 4,0.1011 211% 0,890 - 

miR-212 1,2.1010 4,0.1010 333% 0,066 U = 31 000 

miR-223 7,5.1012 1,2.1012 16% 0,017 U= 23 000 

 

Tableau 03 : Récapitulatif des quantifications de miARNs dans le plasma sanguin de souris, 

comprenant le nombre de copies quantifié chez les souris contrôles et les souris exposées à 

l’alcool+LPS, la variation en pourcentage du nombre de copie mesuré chez les souris exposées 

à l’éthanol ainsi que l’analyse statistique.  
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3. Résultats Humains 

Article : Circulating micro-RNAs as biomarkers of alcohol-related liver disease and 

hepatocellular carcinoma 

Charles-Antoine Papillon, Romain Buttolo, Mickaël Naassila, Eric Nguyen-Khac, Hakim Houchi 

 

La MAF est une pathologie chronique qui se développe après des années de consommation 

d’alcool et qui tend à s’aggraver avec le maintien d’un tel schéma consommatoire. En Europe 

et plus particulièrement en France, la MAF représente la cause majoritaire de troubles 

hépatiques chroniques. Or les patients atteints de formes sévères de MAF ont tendance à être 

plus jeunes que ceux ayant une pathologie virale ou métabolique, cela est dû à une 

progression plus rapide de la pathologie d’origine alcoolique. De plus, la MAF s’avère 

généralement silencieuse d’un point de vue clinique jusqu’à atteindre les formes les plus 

sévères de la pathologie (cirrhose ou CHC). Ces différents facteurs expliquent en partie le taux 

de mortalité important des formes sévères de MAF. D’où la nécessité de nouveaux marqueurs 

de l’évolution de cette pathologie permettant une intervention à un stade précoce. 

Dans ce contexte nous nous sommes intéressés aux microARNs circulants comme potentiels 

biomarqueurs du suivi de la MAF car il s’agit d’éléments très stables dans la circulation 

sanguine, avec un rôle clé dans la communication intercellulaires et la régulation des voies 

physiopathologiques telles que l’inflammation, l’activation du système immunitaire ou encore 

la carcinogénèse. Nous avons ainsi sélectionné 5 miARNs dans la littérature pour leurs 

implications dans la MAF et le CHC lié à l’alcool. Nous avons quantifié ces miARNs dans le 

sérum de 165 patients (49 témoins sans hépatopathies, 71 patients souffrant de MAF sans 

CHC et 45 patients atteints de CHC d’origine alcoolique). Nos résultats démontrent que chacun 

de ces miARNs est associé significativement à la MAF. De plus les miR-122 et miR-155 

semblent particulièrement associés au CHC lié à l’alcool. 

Ces résultats soulignent l’intérêt des miARNs comme biomarqueurs de suivi de la pathologie. 

Les miR-122 et miR-155 apparaissent particulièrement intéressants dans le cas du suivi de 

patients souffrant de formes non-cancéreuses de MAF car ils seraient associés à 

l’hépatocarcinogenèse. Associés à d’autres miARNs circulants comme le miR-21 et miR-34a*, 



 
116 

des profils de miARNs spécifiques de la pathologie pourraient permettre une prise en charge 

précoce du CHC et donc améliorer le taux de survie de ceux-ci. 

 

 

Circulating micro-ARNs as biomarkers of alcohol-related liver disease and 

hepatocellular carcinoma 

Papillon C-A1, Buttolo R1, Naassila M1, Nguyen-Khac E1,2, Houchi H1* 

 

* Corresponding author, Dr Hakim Houchi, University of Picardie Jules Verne, Chemin du Thil, Research Group on 

Alcohol and Pharmaodependenes (GRAP), INSERM U1247, Centre Universitaire de Recherche en Santé (CURS), 

80025 Amiens cedex 1 –  Hakim.Houchi@u-picardie.fr 

 

1 - Research Group on Alcohol & Pharmacodependences (GRAP), INSERM UMR1247, Université de Picardie 

Jules Verne, Centre Universitaire de Recherche en Santé (CURS), Amiens, France 

2 - Hepato-gastroenterology department, CHU Amiens-Picardie, Amiens, France 

Running title: micro-RNA and alcohol-related liver disease 

Keywords: alcohol-related liver disease, hepatocellular carcinoma, biomarkers, microRNA 

 

 

ABSTRACT 

Introduction: In Europe, 60-80% of liver deaths are due to alcohol abuse, as it is well known 

that alcohol-related liver disease (ALD), notably ALD-related hepatocellular carcinoma (HCC), 

has a worse outcome than any other etiology of liver disease (HCV, non-alcoholic fatty liver 

disease,…). In this study, we propose to evaluate the interest of using a combination of 

candidate micro-RNAs (miRNA) as potential diagnostic biomarkers of HCC related to ALD-

cirrhosis. Indeed, the current non-invasive markers used for HCC diagnostic have a poor 

sensitivity, which could be improved by the use of miRNAs. We have selected 4 circulating 

miRNAs for their implication in hepatic physiology (miR-122) and liver carcinogenesis (miR-

155, miR-21, miR-34a and miR-126*).  

 

mailto:Hakim.Houchi@u-picardie.fr
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Method: We have recruited 165 patients for 3 groups: HCC due to ALD, ALD without HCC and 

a control group without liver disease neither alcohol abuse habits. MicroRNAs were then 

extracted from blood serum and quantified using TaqMan Technology. 

Results:  Compared to controls, we observed in ALD patients’ bloodstream an increase of the 

number of copies of miR-122, miR-155, miR-21, miR-34a and miR-126* (of 3-fold, 46-fold, 12-

fold, 24-fold and 10-fold, respectively). In HCC patients compared to controls, we also found 

an increased levels of all miRNAs (of 7-fold, 1133-fold, 12-fold, 28-fold and 12-fold, 

respectively). Moreover, the miR-122 and miR-155 levels were significantly higher in HCC 

patients than in ALD patients without HCC. We calculated different cut-off values 

corresponding to the number of copies of these miRNAs that allow us to distinguish the HCC 

patients from ALD cases. 

 

Conclusion: We propose the miR-122 and miR-155 as potential biomarkers for the early 

diagnostic of HCC. These miRNAs could be used in combination with the miR-21 and miR-34a 

for the follow-up of ALD patients. 
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Chapitre Quatre : Discussions et Conclusions 
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Dans sa forme compensée, la MAF est caractérisée par un processus pathologique silencieux 

et évolutif qui se développe durant plusieurs années. Les mécanismes immuno-

inflammatoires et de stress oxydatif sont les principales voies physiopathologiques décrites 

dans la MAF (EASL, 2018; Gao and Bataller, 2011). L’éthanol et son principal métabolite 

(l’acétaldéhyde) sont à l’origine des mécanismes physiopathologiques retrouvés dans les 

différentes étapes de la trajectoire de la MAF. En effet, au niveau hépatique le cumul des 

consommations inadaptées d’alcool aboutit à une souffrance cellulaire, un environnement 

inflammatoire et, après plusieurs années d’accumulation, au remplacement progressif du 

tissu fonctionnel par un tissu de cicatrisation fibreux. La généralisation de cette fibrose est 

considérée comme un état précancéreux car plus de 85% des CHC se superposent à un foie 

cirrhotique (Lata, 2010). En Europe, plus de 2/3 des cas de CHC se développent sur une 

cirrhose liée à l’alcool (OMS, 2014a). Or si le CHC est classé au 3ème rang des cancers les plus 

mortels en 2018, ce n’est pas seulement par manque de stratégies thérapeutiques mais dû à 

un repérage et diagnostic tardif (Bray et al., 2018). En effet, 77% des CHC repérés précocement 

reçoivent un traitement curatif et leur taux de survie à 5 ans est évalué entre 50 et 80% 

(Ganne-Carrié et al., 2018). Malheureusement plus de la moitié des diagnostics sont posés à 

un stade intermédiaire ou avancé du CHC, état auquel un traitement curatif n’est plus 

envisageable. Malgré les nombreuses thérapies développées à ce jour, la médiane de survie 

de ces patients est respectivement de 16 et 11 mois (Llovet et al., 2008; Zhang et al., 2018a). 

Ce diagnostic tardif s’explique majoritairement par l’absence de symptômes spécifiques dans 

les phases précoces du développement du CHC. Mais aussi par le délai entre le développement 

d’un trouble lié à l’usage de l’alcool et la première consultation avec un spécialiste qui excède 

en moyenne 10 ans (Thursz et al., 2018). Enfin, et c’est sur ce point que cette thèse se 

concentre, sur le manque de marqueurs prédictifs et de suivi de la MAF. L’AFP est le marqueur 

non-invasif du CHC le plus utilisé, notamment dans le cadre du suivi du CHC, et pourtant près 

de la moitié des CHC ne produiraient pas d’AFP (Sengupta and Parikh, 2017). De plus, l’AFP 

présente des caractéristiques relativement faibles pour un test clinique : une sensibilité de 

60% au seuil de référence pour le diagnostic du CHC, et une valeur prédictive positive de 41,5% 

(Barletta et al., 2005; Trevisani et al., 2001).  

Si l’on considère le diagnostic de certitude du CHC par la ponction biopsie-hépatique (PBH), là 

aussi plusieurs éléments expliquent la difficulté à diagnostiquer le CHC. Effectivement, en 
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2008 Compagnon et collaborateurs observaient que 20% des transplantations hépatiques à 

visée curative dans le cadre d’un CHC sans PBH étaient réalisées sur un foie sans atteinte 

tumorale (Compagnon et al., 2008). Ce rapport démontre la nécessité de réaliser ce test, mais 

il est tout de même à noter que la PBH n’est pas sans faille. Premièrement il faut que le patient 

soit capable de supporter un acte chirurgical, c’est-à-dire qu’il ait des fonctions hépatiques 

permettant d’éviter les complications hémorragiques, mais aussi qu’il ne présente pas d’ascite 

qui pourrait augmenter le risque de sepsis. Enfin, outre le coût d’une telle procédure (estimé 

à environ 3000$) et la balance bénéfice/risque, il est à souligner que la sensibilité de la PBH 

n’est que de 70%, et 61% dans le cas d’une seconde PBH (Forner et al., 2008). 

Ainsi, dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à des marqueurs circulants et 

pertinents dans le cas du développement tumoral : les miARNs, qui peuvent ainsi servir à 

l’élaboration de tests non-invasifs. Ces petits ARNs simple brins possèdent de multiples 

avantages comme potentiels biomarqueurs : ils sont retrouvés dans tous les fluides corporels 

(sang, salive, urine, …) (Hanson et al., 2009) où ils sont très stables grâce aux cargos des 

vésicules extracellulaires les transportant (Gantier et al., 2011), certains possèdent leurs 

propre promoteur de gènes quand d’autres sont intégrés dans la partie non-codante de gènes 

ce qui leur offre une certaine spécificité (soit de tissu, soit d’une voie de signalisation ou d’une 

pathologie), et enfin se sont des acteurs actifs dans la régulation épigénétique d’environ 60% 

du génome humain (Hafner et al., 2012). 

De ce fait, l’objectif de cette thèse était d’évaluer l’intérêt d’un profil de miARNs circulants 

comme marqueur de la transition entre la MAF et le CHC. Dans ce chapitre nous allons donc 

discuter de nos résultats dans nos différents modèles ainsi que chez l’Homme et de la 

potentielle utilisation des miARNs en clinique. 
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1. Modélisation Cellulaire 

Afin de vérifier l’intérêt des miARNs comme biomarqueurs de la MAF et du CHC lié à l’alcool, 

nous avons dans un premier temps étudié la biodisponibilité de nos miARNs d’intérêt au 

niveau cellulaire et extracellulaire de cellules de lignée Huh-7 exposées 6 mois à un nouveau 

protocole d’alcoolisation cellulaire. 

 

1.1 Etablissement du modèle 

La première partie de ce travail a consisté en la mise au point de ce nouveau protocole 

d’exposition chronique à de l’alcool. La construction de ce nouveau modèle vient d’un simple 

constat lors des premiers tests d’alcoolisation de lignées cellulaire en culture : une exposition 

pendant 24 ou 72 heures à des concentrations entre 0 et 1% d’éthanol ne modifie pas les 

caractéristiques des cellules (morphologie, prolifération, migration, marqueurs de surface, …). 

Nous avons ainsi émis l’hypothèse que l’alcool, comme certains traitement testés in vitro, 

induit des modifications de phénotypes via l’acquisition d’une certaine résistance obtenue 

après une exposition chronique durant plusieurs mois (Dong et al., 2017a). 

Nous avons ainsi opté pour une lignée cellulaire de CHC de stade précoce, les cellules Huh-7, 

qui ont l’avantage contrairement aux cellules HepG2 utilisées dans les précédents modèles 

(Neuman et al., 1999; Tang et al., 2016) d’avoir un métabolisme de l’éthanol et de ses 

métabolites intact. Nous les avons exposées à différentes doses d’éthanol de manière stable, 

en rajoutant quotidiennement un volume de milieu alcoolisé correspondant à l’alcool 

métabolisé et/ou évaporé au cours des 24 dernières heures, pendant 8 mois.  

Ce modèle n’est donc pas un « modèle idéal » de CHC lié à l’alcool à proprement parlé. En 

effet, les hépatocytes cancéreux et les hépatocytes sains n’expriment pas les mêmes 

caractéristiques (Zeilinger et al., 2016). Cependant, il est intéressant de remarquer que suite 

notre protocole d’alcoolisation de cellules Huh-7, il apparait des caractéristiques comparables 

aux cellules de CHC issues de résection hépatique  (Rozeik et al., 2017; Zhao et al., 2016). Ainsi 

nous observons une morphologie cellulaire et des marqueurs de surface cellulaire cohérents 

avec une transition épithélio-mésenchymateuse  
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En effet, après plusieurs mois d’exposition à de l’alcool de manière quotidienne nous avons 

observé diverses altérations dans les phénotypes de nos cellules. Le premier à être apparu est 

une modification morphologique avec un aspect étoilé, une réduction du cytoplasme et des 

contacts plus réduits entre les cellules alcoolisées. Ces modifications obtenues suite à une 

exposition chronique à 80mM d’éthanol pourraient s’expliquer par une déshydratation 

induite par l’alcool. Et pourtant, celle-ci n’a pas d’impact sur le cycle cellulaire des cellules qui 

continuent de proliférer de manière stable, ni sur l’apoptose. De plus il est intéressant de 

noter que les cellules alcoolisées présentent une augmentation significative de leurs capacités 

de migration comparativement aux cellules contrôles, et qu’elles présentent à leur surface 

une augmentation significative de l’expression de marqueurs de cellules souches cancéreuses 

qui sont associés significativement avec l’agressivité du CHC (Rozeik et al., 2017; Zhao et al., 

2016). Pris ensemble, ces résultats indiquerait que les cellules Huh-7 exposées chroniquement 

à de l’alcool entameraient une transition épithélio-mésenchymateuse. Il s’agit d’un processus 

physiopathologique jouant un rôle crucial dans la progression, les capacités métastasiques et 

la sévérité de la tumeur (Giannelli et al., 2016; Kalluri and Weinberg, 2009). 

 

1.2 Production cellulaire des miARNs 

Suite à une exposition chronique à 80mM d’éthanol nous observons une augmentation 

significative d’expression intracellulaire pour les miR-122, miR-34a*, miR-126*, miR-29a et 

miR-223. Les augmentations d’expression des miR-155, miR-21 et miR-212 ne sont quant à 

elles pas statistiquement significatives (respectivement à p=0,10 ; p=0,10 et p=0,13) mais le 

manque de puissance statistique due à un nombre d’expérimentation limité (n=3) n’est pas à 

exclure.  

Ainsi, après une exposition chronique à l’alcool, chacun de ces 8 miARNs est surexprimé entre 

225 à 825% de leur expression normale dans les cellules Huh-7 non-exposées. Ces résultats 

semblent cohérents avec la littérature utilisée pour sélectionner nos miARNs d’intérêt (Abou-

Alfa et al., 2018; Bala et al., 2016; Ma et al., 2018; McDaniel et al., 2014) sauf pour les miR-

126*, miR-29a et miR-212 qui avaient été observés en quantité réduite dans le CHC (Dou et 

al., 2015; Ladeiro et al., 2008; Ma et al., 2019). Nous supposons que nos résultats 

contradictoires pour ces 3 miARNs proviennent de notre méthodologie de culture cellulaire, 
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que cela soit le choix de notre lignée cellulaire, ou le fait de travailler en 2D. Effectivement, les 

miARNs sont des régulateurs impliqués dans les communications intercellulaires (Desdín-Micó 

and Mittelbrunn, 2017). Par exemple le miR-29a serait sous-exprimé secondairement à 

l’activation des CEF et à la libération de TGF-β dans l’environnement hépatique 

(Bandyopadhyay et al., 2011). Sans ces communications intercellulaires entre les différentes 

cellules impliquées dans la physiopathologie de la MAF, les boucles de rétro-contrôles ne 

seraient donc pas activées. Cela peut expliquer nos résultats pour les miR-126*, miR-29a et 

miR-212 qui sont pour rappel impliqués dans la régulation de l’angiogenèse (miR-126* et miR-

29a), la perméabilité intestinale (miR-29a et miR-212) et l’activation des CEF (miR-29a et miR-

212) (Bandyopadhyay et al., 2011; Gong et al., 2017; Hu et al., 2016; Jing et al., 2017; Tang et 

al., 2008b; Zhou et al., 2010; Zhu et al., 2018).  

 

De plus, la quantification des miARNs dans le surnageant cellulaire n’a démontré aucune 

augmentation statistiquement significative du taux de sécrétion des miARNs. Pourtant, si seuls 

les miR-155 et miR-223 semblent stables dans les 2 conditions (à 103% et 87% des taux 

contrôles, respectivement), la sécrétion des autres miARNs semble suivre une tendance à 

l’augmentation (171 à 489% des taux contrôles, non statistiquement significatives). 

Ainsi, malgré une production significativement augmentée de miARNs intracellulaires, nous 

observons une réduction du ratio de miARNs qui sont sécrétés dans le surnageant des cellules 

exposées à de l’alcool. Ces réductions de ratio ne sont pas statistiquement significatives 

excepté dans le cas du miR-223 (p=0,031 ; t=3258). Là encore, nous conjecturons que ce 

résultat est dépendant de la méthodologie de culture et des altérations morphologiques 

induites par l’alcool. En effet, il est reconnu dans la littérature que pour étudier les 

communications paracrine in vitro, la culture cellulaire en 2D est insuffisante (Ansorge and 

Pompe, 2018). En effet ce type de communication dépend de l’environnement cellulaire 

comme la dureté de la surface de culture ce qui peut expliquer une réduction de la sécrétion 

de messagers lors du culture sur plastique (en opposition aux cultures sur collagène) (Charras 

and Sahai, 2014). De plus, nous notons un isolement des cellules  alcoolisées, avec quelques 

contacts via des prolongements. Ainsi il est possible que cette réduction des messagers 

sécrétés dans le surnageant se fasse en parallèle d’une réduction des contacts directs entre 

les cellules et d’un isolement des cellules exposées au toxique. 
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A la vue de ces résultats, nous concluons qu’une exposition chronique à de l’alcool chez des 

cellules de la lignée cellulaire Huh-7 induit une sur-expression de nos miARNs d’intérêt. En 

ce qui concerne la sécrétion de ceux-ci dans le milieu extracellulaire, nous émettons 

l’hypothèse que ce phénomène est dépendant de l’environnement dans lequel la cellule se 

développe et de ses contacts avec les cellules avoisinantes. Or, dans notre cas, les cellules 

exposées chroniquement à 80mM d’éthanol s’isolent et réduisent leurs contacts 

intercellulaires, ce qui peut expliquer la réduction du ratio entre les miARNs produits et les 

miARNs sécrétés dans le surnageant. 

 

1.3 Modèle in vitro idéal ? 

Si nous devions donc imaginer un modèle in vitro idéal permettant l’étude de la production et 

de la sécrétion de miARNs dans le cas de la MAF, la culture la plus adaptée serait une co-

culture de cellules prélevées sur un foie atteint de MAF. Cependant, cette méthodologie 

présente différentes difficultés : l’obtention d’échantillons en quantité et nombre suffisant, 

mais aussi la culture des cellules primaires humaines, surtout quand un si grand nombre de 

cellules interagissent ensemble (hépatocytes, CEF, cellules de Kupffer, cellules immunitaires, 

…), qui nécessitent chacune des conditions de culture très spécifiques avec des milieux 

différents. En pratique il nous semble donc très compliqué de développer ce genre de modèle.  

La solution la plus réaliste serait de travailler sur un modèle d’organoïde. C’est-à-dire sur un 

organe artificiel microscopique qui se développe à partir de cellules souches (Günther et al., 

2019). Dans ce modèle les cellules utilisées peuvent être des cellules souches adultes 

spécifiques du foie obtenues par biopsie, ou bien des CSPi obtenus par prise de sang par 

exemple. Ces cellules vont proliférer et s’organiser tridimensionnellement de telle sorte à faire 

un micro-organe. Il est aussi possible de réaliser des organoïdes multicellulaires, en y ajoutant 

notamment des cellules de Kupffer ou des CEF afin d’observer des interactions directes à 

l’origine même de la fibrose par exemple (Leite et al., 2016; Prestigiacomo et al., 2017). Ainsi 

selon cette méthodologie, l’on pourrait étudier les échanges entre cellules provenant de foies 

atteints, si ce n’est étudier de manière plus précise la physiopathologie de la MAF. 

Afin de corriger les limitations des études in vitro précédemment décrites, il est possible 

d’utiliser une méthodologie ex vivo. En effet, la technique de precision-cut liver slices permet 
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l’obtention de tranches d’environ 250µm d’épaisseur à partir d’un échantillon de foie (humain 

ou animal), soit environ 250 tranches pour un prélèvement de 10g (Fisher and Vickers, 2013). 

Ces tranches sont ensuite cultivables pendant 8 à 15 jours (mais une perte des fonctions peut 

apparaitre dès le 3è jour) et ont l’avantage d’être représentatives de l’organe en gardant à la 

foi sa structure et sa composition cellulaire (Westra et al., 2013). Dans le cadre de notre travail 

sur la recherche de biomarqueurs circulants en lien avec une communication intercellulaire 

dans le cas de la MAF, cette méthodologie semble de grand intérêt. En effet cette technique 

permettrait d’étudier directement la biodisponibilité des miARNs dans un tissu malade, ce qui, 

en plus d’être pertinent dans la recherche de biomarqueurs, pourrait aussi être utilisé dans 

l’évaluation des miARNs comme stratégie thérapeutique. 

 

2. Modélisation Animale 

Afin de se soustraire aux limites du modèle d’étude in vitro, nous avons donc voulu étudier 

l’intérêt de nos miARNs dans un modèle biologique intégré et plus pertinent. En effet, les 

miARNs étant des messagers importants pour la communication intercellulaire et dans la 

régulation de divers processus (comme les processus immuno-inflammatoire, le maintien de 

l’intégrité de la barrière intestinale, …) difficilement modélisable in vitro, il nous semblait 

nécessaire d’étudier leur taux circulants dans un modèle intégré afin d’évaluer leur intérêt 

comme biomarqueur lors de test non-invasif au préalable d’étude humaine. 

 

2.1 Etablissement du modèle 

L’objectif de notre travail est de s’intéresser spécifiquement au cas de la MAF. Ainsi nous 

avons choisi d’utiliser un modèle animal de MAF induit uniquement par exposition chronique 

à de l’alcool, sans utiliser d’autres toxiques non-retrouvés dans la physiopathologie de la MAF. 

Pour ce faire, nous avons utilisé l’une des seules méthodologies capable d’induire des 

éthanolémies significatives (>1,5 g/L) sur une période de temps prolongée, l’exposition à des 

vapeurs d’éthanol.  

La mise au point de ce protocole a nécessité différents réglages afin de limiter la mortalité 

précoce, qu’elle fasse suite à un état de déshydratation important, ou bien à un déséquilibre 
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dans l’ordre social entre les animaux. Pour cela nous avons mis en place au préalable une 

période d’habituation pour le groupe social pendant 7 jours dans les enceintes d’inhalation 

sans alcool. Suite à cette période, les souris sont exposées de manière progressive à des 

durées croissantes d’exposition à des vapeurs d’éthanol. Les premiers jours, les souris sont 

exposées 6h/24 jusqu’à atteindre 18h/24 au bout de 6 jours. Ces 2 périodes d’habituation 

permettent à la fois une stabilisation du groupe social avant le début du protocole, pour 

réduire les risques d’agressions entre les souris résistantes et les souris les plus faibles, mais 

aussi de s’habituer graduellement à l’alcool. D’expérience au sein de notre laboratoire, ces 

mesures ont démontré une réduction de la mortalité lors des premiers jours du protocole. De 

même nous avons réduit le temps d’exposition initial qui était de 24h/24 à une exposition 

intermittente 18h/24 afin de réduire la mortalité tout en augmentant l’impact du protocole 

sur le foie. 

Cependant l’exposition aux vapeurs d’éthanol seule ne s’est pas avérée suffisante pour 

obtenir des signes d’hépatopathies systématiques. A ce traitement nous avons décidé 

d’ajouter des éléments retrouvés dans la physiopathologie humaine : le gavage de LPS afin 

d’augmenter la translocation de celui-ci dans la circulation sanguine; et une exposition de type 

binge drinking par injections IP. Le gavage au LPS permet notamment de compenser le 

manque de dysbiose intestinale à l’origine de la perméabilité intestinale normalement 

retrouvée chez les patients atteints de MAF et qui n’était pas retrouvée chez nos souris à cause 

du mode d’exposition respiratoire et non digestif. Le LPS permet aussi d’induire un 

environnement hépatique pro-inflammatoire à l’origine même de la MAF. Quant à l’injection 

IP d’éthanol à 4g/kg tous les 3 jours, elle a pour objectif de se rapprocher d’un mode de 

consommation retrouvé chez l’Homme, avec des pics élevés de consommations à l’origine 

d’atteintes hépatiques aiguës. De plus, l’injection intrapéritonéale, en plus de permettre un 

passage rapide de l’éthanol dans le sang, permet l’induction d’un environnement 

inflammatoire au niveau abdominal, et donc hépatique. 

 

2.2 Quantification plasmatique des miARNs 

De manière intéressante, nos résultats chez la souris exposée ou non à l’éthanol et au LPS 

montrent différentes variations dans les taux de miARNs circulants. Ainsi les miR-155 et miR-
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212 sont retrouvés en plus grandes quantités dans le sang de souris exposées chroniquement 

à l’alcool et LPS (p=0,039 et p=0,066 respectivement), ce qui peut s’expliquer par l’importance 

du miR-155 dans la régulation de l’inflammation (Bala et al., 2016; Mashima, 2015) et par celle 

du miR-212 dans celle de l’intégrité de la barrière intestinale (Tang et al., 2008b, 2015). Or ces 

2 effets sont directement induits la combinaison entre les vapeurs et les injections d’éthanol 

ainsi que le gavage au LPS. 

A l’opposé, les miR-34a* et miR-223 sont libérés en quantités inférieures dans le sang de souris 

exposées à de l’alcool (p=0,008 et et p=0,017 respectivement). Cette réduction significative 

du taux de miR-34a* circulant semble en adéquation avec les travaux de Guennewig et ses 

collaborateurs qui décrivaient une réduction significative de la production de miR-34a* par les 

macrophages humains mis en présence de LPS, et ceux de Jiang et alii qui observent la même 

relation entre inflammation dépendante du LPS et le miR-34a chez des macrophages murins 

(Guennewig et al., 2014; Jiang et al., 2012). Pour ce qui est de la réduction des taux de miR-

223 circulants, ceux-ci sont en accord avec les travaux de Li et collaborateurs qui démontraient 

que le miR-223 empêche l’infiltration de neutrophiles et la production de ROS dans le cadre 

de la MAF chez la souris (Li et al., 2017b). Or, l’infiltration de polynucléaires neutrophiles est 

un élément histologique récurrent observé lors de nos analyses post-mortem. 

 

Enfin les taux des autres miARNs ne semblent pas être altérés de manière significative par 

l’exposition à l’alcool. Cela peut s’expliquer par différents facteurs et notamment leur 

implication dans les phénomènes de prolifération cellulaire et leur rôle d’oncomiR, qui ne sont 

pas des processus mis en jeu dans notre modèle d’exposition aux vapeurs d’éthanol (Amr et 

al., 2016; Dou et al., 2015; Ladeiro et al., 2008; Ma et al., 2018). 

 

2.3 Limites du modèle 

Bien que ces premiers résultats confirment l’utilité des miARNs comme biomarqueurs 

circulants ainsi que la faisabilité de notre protocole, nos résultats ne permettent pas de 

conclure sur l’intérêt de nos miARNs présélectionnés dans le cadre de la MAF chez l’Homme 

due aux limitations de ce modèle. 
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Les limites du modèle viennent des différences physiologiques entre l’Homme et le murin. 

Tout d’abord, le rongeur n’ayant pas d’appétence pour l’alcool, afin d’avoir des niveaux 

d’exposition à l’alcool suffisants pour induire des dommages hépatiques, cela nécessite 

d’utiliser des méthodologies d’expositions différentes de celle utilisée par l’Homme. Ainsi 

l’exposition à l’alcool se faisant ici par la voie respiratoire, celle-ci n’aura pas le même impact 

sur certains système, et notamment le système intestinal. Or le système intestinal apparait 

comme un élément clé dans le développement de la MAF de par la dysbiose et la perméabilité 

intestinale qu’elle engendre.  

De plus nos miARNs d’intérêt ne sont pas uniquement produits par les hépatocytes mais aussi 

les CEF, les cellules de Kupffer ou les neutrophiles qui s’infiltrent dans le parenchyme. Or, si 

ces neutrophiles sont des éléments clé de la physiopathologie humaine de la MAF (Nguyen-

Khac et al., 2018; Thursz et al., 2018), ils ne représentent que 10-25% des leucocytes circulants 

chez la souris contre 50-70% chez l’Homme (Mestas and Hughes, 2004). Cette différence peut 

induire des différences de recrutement du système immunitaire, donc une physiopathologie 

différente chez le rongeur ce qui peut se traduire par des expressions de miARNs différentes.  

De plus, ces différences biologiques entre murins et l’Homme rendent complexe la 

qualification des atteintes obtenues. En effet, lors de nos études histologiques nous avons 

observés des atteintes hépatiques (stéatose, infiltration de polynucléaires, foyer hépatique, 

…) mais celles-ci n’étaient pas présentes au niveau centrolobulaire comme c’est le cas chez 

l’Homme. Les atteintes retrouvées chez l’animal sont plus focales, généralement périlobulaire, 

au contraire des atteintes chez l’Homme qui sont généralisées et atteignent particulièrement 

le parenchyme dans le cas de la MAF. Ce manque de comparaison rend ainsi plus compliqué 

l’analyse et nous oblige à parler d’un modèle animal d’exposition à l’alcool plutôt que de parler 

en termes d’atteintes somatiques.  

Une hypothèse pouvant expliquer en partie le manque d’atteintes généralisées serait la durée 

du protocole. En effet, malgré toutes les précautions prises et une surveillance accrue des 

animaux, après nos différents tests nous avons observé un taux de mortalité corrélé à 

l’intensité de l’exposition. Et de manière intéressante, nous avons remarqué  que la majorité 

des décès recensés a eu lieu non pas au début ni à la fin du protocole mais durant la phase 

intermédiaire entre 10 et 20 jours d’expositions. Cette période nous semble donc  primordiale. 

Ainsi un protocole qui s’étend sur de plus longues périodes comme le nôtre sélectionnerait 
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potentiellement les animaux résistants à la MAF, tandis que ceux décédant en milieu de 

procédure sont peut-être ceux atteints d’hépatite alcoolique.  

 

Au total nos résultats de quantifications de miARNs circulants dans un modèle d’exposition 

chronique à l’alcool sont cohérents avec les traitements reçus par nos animaux et l’intensité 

des atteintes hépatiques engendrées par le protocole d’exposition. Ainsi, nous n’observons 

pas de variations de nos oncomiRs. Ces résultats encourageants démontrent la pertinence 

des miARNs circulants comme biomarqueurs utilisables lors de tests non-invasifs et la 

faisabilité de notre protocole dans ce contexte. 

 

3. Résultats Cliniques 

Durant nos premiers tests chez l’Homme, nous avons quantifié 5 miARNs dans 3 groupes de 

patients : des patients sans atteintes hépatiques ni TUA, un groupe de patient atteints de MAF 

non-cancéreuse et un groupe de patients atteints de CHC lié à l’alcool. L’objectif de ces 

groupes étant d’évaluer les niveaux de chaque miARNs en suivant la trajectoire de la MAF 

jusqu’au CHC. Cela nous permet à la fois d’évaluer les miARNs comme marqueurs de suivi de 

la pathologie, mais aussi de s’assurer du lien entre les taux circulants de miARNs et la MAF ou 

du CHC.  

Ainsi nous avons montré que les miR-122, miR-155, miR-21, miR-34a* et miR-126* étaient 

significativement augmentés dans les cas de MAF en comparant tous les cas de MAF (de la 

fibrose au CHC) aux témoins sains. Ces résultats sont en adéquation avec la littérature. En 

effet, le miR-122 est décrit comme ayant un rôle prépondérant dans les fonctions hépatiques 

et notamment la lipogenèse (Esau et al., 2006; Salvoza et al., 2016) mais aussi la réponse 

inflammatoire via une double action de potentialisateur de la perméabilité intestinale (Ye et 

al., 2011) et de médiateur pro-inflammatoire sensibilisant les monocytes au LPS (Momen-

Heravi et al., 2015a) ce qui en fait un élément clé dans la physiopathologie de la MAF. 

Parallèlement, il a été à plusieurs reprises rapporté comme significativement augmenté dans 

les formes sévères de NASH comparées aux formes précoces (Becker et al., 2015; Jampoka et 

al., 2018; Yamada et al., 2013). En ce qui concerne les miR-155 et miR-21, ceux-ci ont tous les 



 
144 

2 été observés comme significativement augmentés lors d’hépatopathies virales chroniques 

et notamment le CHC (Ali et al., 2017; Bharali et al., 2019; Ezzat et al., 2016; Ning et al., 2019). 

Cela s’explique par leur fonction de modulateur de la réponse immuno-inflammatoire, 

notamment via leur action inhibitrice de la voie de p53/NFkB ce qui induit la lipogenèse ou 

encore la prolifération tumorale (Fu et al., 2017; Wu et al., 2016). 

Les miR-126* et miR-34a* avaient cependant été décrits comme liés au CHC d’origine 

alcoolique comparativement aux autres étiologies du CHC (Ladeiro et al., 2008; Meng et al., 

2012). Nos résultats indiquent que ces 2 miARNs pourraient être retrouvés dès les premières 

étapes de la MAF avant le CHC. Effectivement nos résultats sont en accord avec ceux de Shaker 

et Senousy qui observaient une augmentation significative du miR-126 lors de fibroses F3 

(comparées aux fibroses allant de F0 à F2) et lors de fibroses F4 (comparées à celles F0 à 

F3)(Shaker and Senousy, 2017), sachant que les niveaux de miR-126 et miR-126* sont 

positivement corrélés dans le CHC (He et al., 2014). Pareillement, le miR34a*qui agit en 

synergie avec le miR-34a (Li and Li, 2016) a été plusieurs fois corrélé à la sévérité de la 

NAFLD/NASH (Liu et al., 2016; López-Riera et al., 2018), probablement via son action 

inhibitrice sur SIRT1 ce qui induit l’accumulation de triglycérides (Lee et al., 2010; Salvoza et 

al., 2016; Wu et al., 2014). 

Afin d’évaluer l’intérêt de nos miARNs comme biomarqueurs du suivi de la MAF jusqu’au CHC, 

nous avons également comparé les niveaux d’expressions de ces miARNs entre les patients du 

groupe CHC et ceux du groupe MAF. Dans ces conditions nous avons montré que les miR-122 

et miR-155 sont d’autant plus liés au CHC qu’à la MAF. Nous supposons que l’augmentation 

significative de ces taux de miR-122 et miR-155 est due à l’importance de ces miARNs dans 

leurs voies physiopathologiques respectives. En effet, le miR-122 a la particularité d’être 

quasi-spécifique du foie où il représente le miARN majoritaire (Lagos-Quintana et al., 2002) ce 

qui s’explique par son effet pléiotrope dans les fonctions hépatique (Bandiera et al., 2015). 

Pour sa part le miR-155 est devenu l’un des oncomiRs les plus étudiés du fait de son 

implication dans la prolifération tumorale et dans les systèmes immuno-inflammatoires et 

hématopoïétiques (Gulei et al., 2019; Mashima, 2015; Testa et al., 2017) qui sont ainsi mis en 

place durant le développement de la MAF et plus encore durant celui du CHC (Fu et al., 2017; 

Kong et al., 2016; Zhang et al., 2016b).  
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Toutefois, même si un miARN peut être significativement associé à un phénotype 

pathologique, il parait nécessaire d’utiliser une combinaison de miARNs afin d’établir un profil 

spécifique de la pathologie (Backes et al., 2016). En effet, considérant la pléiotropie de chaque 

miARN, le manque de spécificité de ces marqueurs semble être un frein à leur intérêt dans le 

suivi de la MAF ou de son diagnostic. Dans le but d’obtenir la meilleure combinaison, nous 

avons établi à l’aide de courbes ROC des seuils pour chacun des miARNs afin de discriminer 

les cas de CHC des cas de MAF sans CHC. A l’instar d’autres pathologies comme la tuberculose 

pulmonaire (Latorre et al., 2015), la sclérose (Keller et al., 2009) ou encore le mélanome 

(Margue et al., 2015), nous avons testé différentes combinaisons de miARNs afin d’évaluer si 

un profil de miARNs était plus indiqué que l’utilisation d’un seul miARN (Table 2).  

Pris seuls, les miR-122 et miR-155 présentent une bonne valeur prédictive négative (la 

quantité circulante est en dessous du seuil établi lorsque les patients ne sont pas atteints) 

(VPN = 77,6% et 84,2% respectivement, p<0,05 pour chacun) mais ont une valeur prédictive 

positive (le nombre de copies circulantes est supérieur au seuil établi quand la pathologie est 

présente) insuffisante (50,7% et 43,3% respectivement). En combinant les miARNs nous 

observons que la VPP tend à augmenter tandis que la VPN baisse légèrement (VPP combiné 

de 51,6% et VPP de 76,9%). De plus, si l’on y ajoute d’autres miARNs qui ne sont pourtant pas 

modifiés significativement dans le cas de CHC lié à l’alcool mais dans celui de la MAF, comme 

le miR-34a*, on obtient de meilleurs VPP (59,6%) malgré une réduction de la VPN (75,0%). 

Suite à une correction de Bonferroni qui permet de corriger les analyses multiples, nous ne 

constatons pas de différence significative entre la combinaison miR-122/miR-155 et la 

combinaison miR-122/miR-155/miR-34a*. On en déduit que la combinaison des miR-122 et 

miR-155 apparait comme la plus pertinente dans le suivi des patients présentant une MAF 

documentée. 

Si l’on compare nos résultats à ceux de l’AFP (Trevisani et al., 2001), qui a été étudié à plusieurs 

reprise dans le cadre du diagnostic du CHC mais qui en pratique est utilisé comme marqueur 

de suivi, on observe une excellente VPN de 97,7% pour l’AFP seul à 20ng/mL tandis que notre 

meilleure combinaison présente une VPN de 75,0%. Cependant l’AFP présente une VPP très 

insuffisante à 25,1% quand notre test est à 59,6%. Tout comme pour l’AFP, ces miARNs 

semblent donc d’intéressants biomarqueurs de suivi de la MAF dans un contexte clinico-

biologique donné. Ce travail ne s’intéressant qu’à 5 miARNs présélectionnés, il sera cependant 



 
146 

intéressant d’implémenter notre liste de miARNs candidats à l’aide de miARNs d’intérêt 

identifiés lors d’études de criblage (comme les miR-29a, miR-212 ou miR-223), ainsi que 

d’évaluer l’intérêt d’un profil de miARNs combiné à des critères objectifs clinico-biologiques. 

A l’instar de la charge virale ans les hépatites infectieuses, l’originalité de notre approche, en 

sus de s’intéresser spécifiquement à la MAF, est de réaliser une quantification absolue des 

miARNs circulants sélectionnés. En effet, la majorité des études s’intéressants aux miARNs en 

tant que biomarqueurs réalisent une semi-quantification en se rapportant à un miARN 

endogène comme standard interne. Notre approche a donc l’avantage d’être représentative 

et de se soustraire d’un biais de sélection du miARN endogène.  

Ainsi nos résultats de quantifications chez l’Homme montrent l’utilité des miARNs circulants 

comme potentiels biomarqueurs dans un test non-invasif. Nous observons une 

augmentation significative de tous les taux de miARNs dans le sérum de patients atteints de 

MAF (CHC compris) en comparaison aux témoins sains. De plus, nous observons également 

une augmentation significative des taux de miR-122 et miR-155 dans les cas de CHC liés à 

l’alcool comparativement aux patients atteints de MAF sans CHC. En analysant nos résultats 

de quantification à l’aide de courbes ROC, nous avons déterminé des seuils de discrimination 

entre la MAF et les CHC liés à l’alcool qui permettraient un suivi de l’évolution de la MAF. 

L’utilisation de combinaisons de miARNs permet d’améliorer les valeurs prédictives de 

manière significative et donc l’intérêt clinique de cet outil. Nous proposons ainsi l’utilisation 

des miR-122 et miR-155 afin de réaliser le suivi de la MAF. 
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4. Conclusions 

Pour conclure, l’objectif de cette thèse était d’évaluer l’intérêt clinique des miARNs circulants 

comme biomarqueurs de la MAF. Avant de pouvoir répondre à cette question, nous avons 

tout d’abord dû évaluer la présence de miARNs dans le compartiment extracellulaire in vitro. 

Pour ce faire nous avons tout d’abord recherché les miARNs dans le surnageant de cellules de 

la lignée Huh-7 exposées quotidiennement à 80mM d’éthanol sur une période de 8 mois. Nous 

avons ainsi pu confirmer une production importante de miARNs et leur sécrétion dans le 

milieu des hépatocytes cancéreux en culture. Par ailleurs, nous constatons par imagerie 

optique que les cellules Huh-7 exposées chroniquement à de l’éthanol dans le milieu de 

culture s’isolent les unes des autres et réduisent les surfaces de contact intercellulaires. Nous 

supposons donc qu’une réduction des communications intercellulaires serait à la fois la 

résultante d’une exposition à l’alcool mais aussi des conditions de culture en monocouche sur 

une surface en plastique. Les miARNs étant des messagers intra et extracellulaires, il serait 

donc possible qu’une communication cellulaire réduite impliquerait une réduction des ratios 

de miARNs sécrétés chez les cellules exposées chroniquement à de l’alcool. 

Afin de se soustraire aux biais inhérent à notre protocole de modélisation cellulaire en 2D 

d’hépatocytes cancéreux, nous avons quantifié nos miARNs d’intérêt dans le plasma sanguin 

de souris exposées chroniquement à de l’alcool par voies respiratoires et intrapéritonéales, 

ainsi qu’à du gavage de LPS. Ce modèle intégré a l’avantage de prendre en compte les 

interactions cellulaires et donc de refléter de manière plus pertinente l’activation de voies de 

signalisations impliquées dans la réponse au stress oxydatif et immuno-inflammatoire mises 

en jeu durant la physiopathologie de la MAF. Nos résultats ont ainsi montré que nos miARNs 

d’intérêt étaient retrouvé dans le plasma sanguin des souris et ont donc confirmé l’intérêt des 

miARNs comme biomarqueurs circulants. De plus, seuls les taux de miR-155, miR-34a* et miR-

223 étaient modifiés significativement dans le plasma des souris exposées à l’alcool et aux 

LPS. Ces résultats nous permettent de confirmer qu’une exposition chronique à l’alcool seule 

n’entraine pas une élévation significative de tous nos miARNs d’intérêt, mais que les 

différences de taux de miARNs circulants mesurées sont dues à l’activation de voies de 

signalisations spécifiques. De manière intéressante les miARNs dont les taux de sécrétion 
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n’étaient pas significativement différents entre les souris exposées ou non à l’alcool sont 

impliqués dans l’oncogenèse et la fibrogenèse. Tandis que les miARNs significativement liés à 

notre protocole sont des miARNs impliqués dans la réponse immuno-inflammatoire et 

l’intégrité de la barrière intestinale, qui sont 2 éléments de la physiopathologie de la MAF 

directement ciblés par notre protocole, et notamment par les injections IP d’éthanol et par 

gavage de LPS. 

Cependant, la résistance des rongeurs à la MAF est une limite du protocole d’exposition à 

l’alcool qui ne nous permet pas d’obtenir des atteintes hépatiques suffisamment avancées. 

De plus, malgré la conservation synténique des miARNs, le système immunitaire des rongeurs 

étant sensiblement différent à celui de l’Homme, il est difficile de comparer la réponse 

immuno-inflammatoire des 2 espèces, et par extension de comparer les taux de miARNs mis 

en jeu lors de ces processus.  

Après s’être assuré que nos miARNs candidats avaient les caractéristiques nécessaires d’un 

marqueur circulant (quantification extracellulaire significative in vitro et quantification dans 

le sang périphérique significative in vivo), nous avons évalué leur intérêt comme outil prédictif 

dans la MAF chez l’Homme. 

Ainsi, nous avons recruté 165 sujets, répartis en 3 groupes afin de comparer les taux de 

miARNs circulants  dans un groupe de témoins sains sans hépatopathies ni TUA, chez les 

patients présentant une MAF et chez des patients présentant un CHC lié à l’alcool. Nos 

données montrent tout d’abord que chacun des miARNs candidats sélectionnés sont 

retrouvés dans le sérum, et donc que ces miARNs pourraient servir de biomarqueurs 

circulants. La comparaison des taux de miARNs entre les témoins sains et l’ensemble des 

patients (MAF avec ou sans CHC) montre l’intérêt de l’ensemble de nos 5 miARNs candidats. 

De plus, lorsque l’on compare les patients CHC aux patients MAF, les miR-122 et miR-155 

apparaissent significativement augmentés parmi les cas de CHC liés à l’alcool. A partir de ces 

données nous avons pu établir des concentrations seuils de miARNs permettant de discriminer 

les patients du groupe CHC et du groupe MAF sans CHC. 

Malgré la pléiotropie des miARNs, nous avons montré que l’utilisation de combinaisons de 

miARNs impliqués dans différentes voies physiopathologiques de la MAF améliore les valeurs 

prédictives de notre test, et de son probable intérêt dans le suivi de la trajectoire de la MAF. 
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Ainsi, dans un contexte clinico-biologique de MAF documentée, la combinaison entre le miR-

122 et le miR-155 semble la plus prometteuse dans le repérage précoce des cas de CHC. 
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5. Perspectives 

Afin de répondre aux limites de notre modèle in vitro d’exposition chronique à de l’alcool, et 

notamment la réduction des communications intercellulaires, deux stratégies nous semblent 

d’intérêt quant à l’étude de la production et de la sécrétion de miARNs suite à une exposition 

chronique à l’alcool. La première est un modèle in vitro d’organoïde, c’est-à-dire la culture 

d’un organe artificiel microscopique à partir de cellules souches. Ce modèle de culture 3D peut 

être adapté en co-culture afin d’étudier les interactions entre les hépatocytes ainsi qu’avec 

d’autres cellules du foie. Une seconde perspective serait l’utilisation d’une méthodologie ex 

vivo comme les precision-cut liver slices. Cette méthodologie nous permet de cultiver des 

tranches de foie (malade ou non) sur une courte période de temps mais en ayant l’avantage 

d’être représentatif de l’organe en gardant à la foi sa structure et sa composition cellulaire. 

 

Pour ce qui est de notre modèle in vivo, la résistance des rongeurs à la MAF est une limite qui 

ne nous permet pas d’obtenir des atteintes hépatiques suffisamment avancées. Afin de s’y 

soustraire, nous proposons l’utilisation d’un modèle de xénogreffe. Dans ce protocole les 

souris immunodéprimées recevraient 10 millions de cellules cancéreuses Huh-7 en injection 

sous-cutanée, puis seraient exposées chroniquement à des injections par gavage d’éthanol. 

Ce modèle intégré permettrait d’étudier la sécrétion de miARNs par les cellules cancéreuses 

suite à une exposition chronique à l’alcool. 

 

Dans l’objectif de confirmer l’utilité des miARNs dans le suivi de la MAF, une étude prospective 

permettant un suivi longitudinal de patients souffrant de MAF de stades précoces à avancés 

est nécessaire. Cette étude permettrait l’obtention de données sur les taux de miARNs en 

fonction de données clinico-biologiques précises (stade de la stéatose, fibrose de F0 à F4, 

présence d’hépatite ou de CHC). De plus, une telle étude permettrait de répondre à certaines 

limites de notre travail, en recrutant notamment des sujets ayant une consommation d’alcool 

appariée aux patients du groupe MAF mais ne présentant pas d’atteintes hépatiques. Enfin, 

d’autres marqueurs, que ce soient des miARNs ou d’autres données clinico-biologique 

objectives, devraient compléter le panel de miARNs candidats proposé ici.  
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Résumé 

La maladie du foie liée à l’alcool (MAF) est un continuum pathologique se développant en réponse à 
une consommation chronique d’alcool. Elle progresse de manière asymptomatique jusqu’à 
l’apparition de formes avancées comme la cirrhose ou le carcinome hépatocellulaire (CHC), qui 
s’accompagnent d’une surmortalité importante. Le développement paucisymptomatique du CHC 
retarde le diagnostic qui est posé dans 50-60% des cas à un stade intermédiaire voir avancé. Cela limite 
de facto les traitements curatifs, ce qui réduit la survie à 5 ans à 16 et 11 mois pour respectivement les 
formes intermédiaires et avancées. Dans ce contexte il semble nécessaire de développer de nouveaux 
outils de suivi permettant un diagnostic précoce afin d’améliorer le pronostic. Les microARNs, qui sont 
des régulateurs épigénétiques que l’on retrouve de manière stable dans la circulation sanguine, 
apparaissent comme des biomarqueurs pertinents dans le suivi et le diagnostic de nombreuses 
pathologies. Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés à certains miARNs sélectionnés 
dans la littérature pour leur lien avec le CHC, et avons évalué la faisabilité et l’intérêt d’un protocole 
de quantification de miARNs circulants  dans le cas de la MAF et du CHC lié à l’alcool. Nous avons ainsi 
démontré dans un modèle cellulaire qu’une exposition chronique à l’alcool induit une surproduction 
des miARNs étudiés. Dans un modèle murin d’exposition chronique à l’alcool, nous avons observé 
différentes variations de ces miARNs qui peuvent être liées au protocole d’exposition. Enfin, dans une 
étude clinique, nous avons observé une augmentation significative de ces miARNs chez des patients 
atteints de MAF et de CHC lié à l'alcool ce qui nous a permis d’établir des seuils de quantification 
permettant de discerner les cas de CHC des cas de MAF. Ces résultats démontrent la faisabilité d’un 
tel protocole et le potentiel de ces miARNs comme biomarqueurs de suivi de la MAF. 
 
Mots-clés: Maladie du foie liée à l’alcool, Carcinome hépatocellulaire, microARN, Trouble lié à l’usage 
d’alcool 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abstract 

Alcohol-related liver disease (ALD) is a spectrum of disorders which appears after chronic alcohol 
consumption. ALD has a quiet development until advanced forms as cirrhosis or hepatocellular 
carcinoma (HCC), both characterized by a high mortality rate. The lack of early clinical symptoms 
induces a late diagnostic in 50-60% of HCC cases. Even though several therapies are available, late 
diagnostic cases have a poor prognosis and a 5-year survival rate of 16 and 11 months, respectively for 
intermediate and advanced HCC. New following-up tools allowing an early diagnostic and a better 
prognosis appear necessary. Over the recent years, a lot of interest has been accorded to microRNAs 
in that matter for various diseases, as miRNAs are small epigenetics factors find stable in blood 
circulation. During this thesis, we have studied some miRNAs selected from literature for their link to 
HCC, and assessed feasibility and relevance of a circulating miRNAs quantification protocol for ALD 
follow-up. We observed in a cellular model of chronic alcohol exposure an overproduction of all 
studied miRNAs. In an animal model of chronic alcohol exposure we observed variations of miRNAs 
that can be linked to given treatments. At last, we observed a significant increase of all miRNAs in 
serum of patients suffering from ALD and HCC-related to alcohol. Those results demonstrated the 
feasibility of such a protocol and the potential of these miRNAs as biomarkers for the follow-up of ALD 
cases. 
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