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INTRODUCTION

Les bactéries, organismes unicellulaires, sont les premiers étres vivants apparus sur
terre il y a environ 3,8 milliards d’années.
On identifie chez I'homme de nombreux sites colonisés de fagon continue par des
microorganismes (peau, bouche, systéme digestif..). La nature et la densité des
microorganismes qui peuplent chacun de ces sites sont variables, et I'on regroupe sous le
terme de microbiote I'ensemble des populations qui colonisent un site. Au niveau du tractus
gastro-intestinal, la communauté bactérienne est estimée a 10™ bactéries et est composée de
centaines d’especes différentes. Cette communauté, considérée comme un véritable
« organe », a la population bactérienne la plus dense est appelée microbiote intestinal. A I'age
adulte chez des sujets sains, ce microbiote est équilibré, c’est I'eubiose. Cette stabilité est
toutefois relative puisque le microbiote est soumis a de multiples facteurs pouvant le modifier
et le déréguler. Parmi ces facteurs, notre style de vie et notre mode alimentaire jouent un réle
primordial et peut modifier directement ou indirectement I’environnement gastro-intestinal. Ce
déreglement, définit par le terme de dysbiose, n’est autre qu’un déséquilibre entre les

bactéries commensales et les bactéries pathogénes du microbiote.

En raison de son importance qualitative et quantitative, le microbiote intestinal
représente un nouveau terrain d’étude pour comprendre son rble dans diverses pathologies
hépatiques telles que les hépatopathies alcooliques et non alcooliques. Dans ces deux
pathologies, I'atteinte hépatique débute par une stéatose (accumulation de triglycérides dans
les hépatocytes) pouvant évoluer vers un état inflammatoire (hépatite). La maladie peut
ensuite évoluer vers une fibrose, une cirrhose et dans les stades les plus avancés vers un
hépatocarcinome. Aprés I'ere de la bactériologie classique, les techniques d’exploration du
microbiote ont été révolutionnées. Les données ainsi générées sont considérables et ont
permis de décrire plus précisément cette communauté bactérienne intestinale, ses variations et
conduisent a formuler de nouvelles hypothéses quant au réle que pourrait jouer ce microbiote

dans les pathologies hépatiques.

Cette thése bibliographique portera dans une premiéere partie sur les généralités du
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microbiote intestinal, I’évolution de sa composition au cours de la vie chez ’'Homme, mais aussi
sur les fonctions biologiques que le microbiote apporte a son héte.

Puis, dans une deuxiéme partie, il sera fait un point sur les récentes découvertes ou la dysbiose
est mise en cause dans la survenue des pathologies hépatiques alcooliques et non alcooliques.
Seront également traitées les perspectives sur I'exploration thérapeutique avec les

prébiotiques, probiotiques et antibiotiques.
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- PARTIE 1 -

GENERALITES SUR LE MICROBIOTE INTESTINAL
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| Définitions

1.1 Les bactéries

Les bactéries sont des organismes unicellulaires, des procaryotes, de petite taille et qui
présentent une structure cellulaire simple.

Certaines d’entre elles sont enveloppées d’une couche externe, appelée capsule,
protégeant la paroi cellulaire. Dans le cas de bactéries pathogenes, cette capsule conditionne
leur virulence car elle les rend moins sensible a la phagocytose par chimiotactisme négatif.

La paroi cellulaire, riche en peptidoglycanes, est une enveloppe rigide assurant 'intégrité des
bactéries et responsable de leur morphologie. On classe les bactéries en deux groupes suivant
la teneur en peptidoglycanes de leur paroi : les bactéries a Gram positif (Gram(+)) ont une paroi
épaisse et riche en peptidoglycanes, les bactéries a Gram négatif (Gram(-)) ont une paroi plus
pauvre en peptidoglycanes. Elles contiennent un cytoplasme au sein duquel sont présents les
ribosomes, qui assurent la synthese protéique par traduction des ARN messagers (ARNm), le
matériel nucléaire ou nucleide (absence de noyau chez les procaryotes) et des plasmides,

codant pour des protéines enzymatiques.

On distingue les bactéries en fonction de leur morphologie et de leur mode respiratoire. Elles peuvent avoir des
formes rondes (cocci ou coques), des formes allongées (bacilles), des formes intermédiaires (coccobacilles) et
des formes plus ou moins spiralées (

Figure 1). Leur mode respiratoire et leur besoin en oxygene ont également permis de définir
plusieurs sortes de bactéries : les aérobies (I'oxygéne y est nécessaire pour leur survie), les
aérobies-anaérobies facultatives (la présence ou non d'oxygene leur est indifférente), les
microaérophiles (I'oxygéne y est nécessaire en faible teneur) et les anaérobies (I'oxygéne leur
est toxique). A titre d’exemple, Escherichia coli., bactérie peuplant & 80% la flore intestinale de

'Homme, est une bacille Gram- et est aérobie-anaérobie facultative.
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Figure 1 : Structure et formes des bactéries

1.2 Le microbiote

L'Homme vit tout au long de sa vie une relation symbiotique avec des microorganismes.
Cette population microbienne est trés variée et rassemble des formes bactériennes, fungiques,
virales ou encore des levures. A I'dge adulte, ’lHomme n’héberge pas moins de cent mille
milliards de bactéries sur sa peau, dans sa bouche, au niveau de son tube digestif, et dans la

totalité de ses cavités. Le corps humain abrite ainsi plusieurs microbiotes tels que le microbiote

intestinal, le microbiote vaginal ou encore le microbiote cutané.

D’apreés la revue publiée par Susan M. Huse en 2012 (1), I'étude de divers sites du corps

sur 200 sujets a révélé une répartition bactérienne comme suit (Figure 2):
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Figure 2: Nombre et répartition des espéces bactériennes chez 'Homme (1)



24
1.3 Le Microbiote intestinal

Le microbiote intestinal désigne I'’ensemble de la population de microorganismes vivant
au sein du tractus gastro-intestinal en accord avec son héte. Il est constitué d'un microbiote
commensal (essentiellement des bactéries) et d'un microbiote transitoire (bactéries,
champignons, virus). Les bactéries sont de loin les microorganismes les plus nombreux au sein
du microbiote instestinal et dans la plupart des publications le terme de microbiote intestinal
ne prend pas en compte les formes fungiques et virales.

Ainsi, le terme de microbiote intestinal sera, dans cette these, limité a la population
bactérienne.

Chez I'adulte, le microbiote intestinal tapisse les 400m?* de la surface intestinale et
constitue le plus grand réservoir du microbiote de I'organisme humain (2). Il est considéré
comme un véritable organe, effectuant la liaison entre des facteurs environnementaux
(externes) et la biologie de I'héte. Il est constitué d’au moins 10™ bactéries (cent fois plus que
les cellules composant le corps humain) et contient cent fois plus de génes que le génome
humain. En 2010, la premiere métaséquence du microbiome intestinal humain a ainsi été
publiée (3), correspondant a I'analyse d’échantillons de selles de 124 sujets européens et a la
caractérisation de plus de 3,3 millions de génes. Le poids de ce microbiote intestinal varie de 2
a5 kg et est composé de 300 a 1000 espéces différentes formant une biomasse hautement
interactive (4,5). Dans cette vaste communauté, les bactéries anaérobies sont en supériorité
par rapport aux bactéries aérobies avec une estimation de cent a mille bactéries anaérobies
pour une bactérie aérobie (6). Au niveau intestinal, I'ensemble du génome du microbiote est

appelé microbiome.

Il Composition du microbiote intestinal

II.1 Les méthodes cultures-dépendantes

Initialement, la composition du microbiote était analysée en employant des techniques
de culture utilisant une grande variété de milieux de culture afin de sélectionner différentes
populations de microorganismes selon leurs exigences nutritives.

Dans une étude publiée en 1974 sur les microbiotes intestinaux de vingt sujets sains,
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Moore et Holdeman ont pu isoler et identifer cent treize especes bactériennes a partir des
selles, par comptage au microscope (7). lls ont ainsi pu estimer le pourcentage de
représentants de chaque espece. D’apres leurs résultats, les dix espéces les plus représentées

pouvaient étre classées en trois phyla principaux : Actinobacteria, Bacteroidetes et Firmicutes.

La limite principale de ces méthodes résidait dans leur capacité a distinguer différents
groupes phylogénétiques et ne permettait pas de fournir une vision d’ensemble des
microorganismes en présence. L'étude d’'un écosysteme microbien complexe tel que celui de
I'intestin est d’autant plus compliqué que la majorité des especes en présence est anaérobie
stricte et il est donc difficile, voire impossible, de les cultiver dans des conditions aérobies. En
effet, un contact avec de I'oxygéne, méme minime, peut tuer les bactéries anaérobies. Et le
mangque d’oxygene diminue la vitalité d’autres espéces aérobies. Ainsi, il est estimé que plus de
70% du microbiote intestinal n’est pas cultivable avec les méthodes actuelles (5,8). L’avancée
des techniques d’analyses cultures-indépendantes a ainsi conduit a s’éloigner des techniques

d’études traditionnelles.
1.2 Les méthodes cultures-indépendantes

Un des principaux moteurs ayant permis une meilleure compréhension du microbiote
intestinal a été I'avénement de la biologie moléculaire, dans les années 1990, apportant de
nouveaux moyens pour I'étude du matériel génétique porté par ces organismes non cultivables
par des méthodes classiques (9). Ces méthodes permettent aujourd’hui une détection et une
reconnaissance fiable de bactéries difficilement cultivables.

Leur principe consiste a déterminer, de maniere directe ou indirecte, la séquence d’un
géne ubiquitaire commun a toutes les bactéries, le géne de I’ARN ribosomique 16S ou ADNr
16S. Les ribosomes sont des complexes ribonucléoprotéiques. Leur fonction est de synthétiser
les protéines. lls sont constitués d'ARN ribosomiques (ARNr), qui portent l'activité catalytique,
et de protéines ribosomiques. Les ribosomes sont constitués de deux sous-unités. La petite
sous-unité est composée de I'’ARNr 16S et d’une vingtaine de protéines. Elle permet la
« lecture » de ’ARNm. La grande sous-unité est composée de I’ARN ribosomal 23S, de I’ARN
ribosomal 5S et d’environ trente protéines, et une plus grosse qui se charge de la

polymérisation des acides aminés pour former la protéine correspondante a ’ARNm « lu » par
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la petite sous-unité (Figure 3).
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Figure 3: Les constituants du ribosome

L'ARNr 16S est composé d’environ 1500 nucléotides et est constitué de régions
conservées et de neuf régions hypervariables (V1 a V9) (Figure 4) (10). Ce géne code la sous-
unité 16S de I’ARNr et est essentiellement utilisé en raison de sa structure trés conservée dans
toutes les bactéries. En effet, en plus de sa petite taille (environ 1,5 kb), il est constitué d’une
succession de domaines conservés, qui permettent d’identifier des bactéries appartenant aux
mémes groupes phylogénétiques, et d’autres portions de séquences variables propres a un
groupe de bactéries, nommées séquences signatures (espéce, genre, famille). Ce géne a
également été choisi puisque des banques de données de séquences du gene 16S sont
aujourd’hui trés développées. A ce jour, plus de 92 000 séquences d’ARNr 16S sont a la

disposition des scientifiques (9).
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V9

Figure 4 : Régions hypervariables de la structure secondaire de I'ARNr 16S d'E. Coli (10).

La revue publiée par Serikov et al. en 2010 (11) présente différentes méthodes cultures-
indépendantes comportant chacune des avantages et des limites. Parmi les méthodes basées
sur l'analyse de I’ARNr 16S, on retrouve les méthodes de séquencages, les méthodes
d’empreintes (DGGE et TRFLP), les puces a ADN, la PCR quantitative (QPCR) et I'hybridation in-
situ couplée a la cytométrie en flux (FISH). Ces méthodes permettent d’évaluer la composition

mais ne donnent pas d’informations concernant les fonctions de ce microbiote.

1.2.1 Les méthodes de séquencage

Le séquencage complet et le pyroséquencage, permettent une analyse globale du
microbiote intestinal.

La technique de séquencage complet de I’ARN 16S (Full-length 16S rRNA sequencing)
permet de déterminer I'étendue de la diversité bactérienne en classant les séquences d’ARNr
16S en fonction de leurs unités taxonomiques opérationnelles (OTUs), selon leur pourcentage
d’identité de séquences. Une OTU est un regroupement d’individus d’une méme souche
bactérienne dont les séquences d’ARNs 16S présentent une similitude de plus de 99%. Des
pourcentages supérieurs ou égaux a 97%, 95% et 90% indiquent respectivement, une espéce,
un genre et une famille (12).

Le pyroséquencage amplifie des régions variables ciblées de ’ADNr 16S et permet une
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meilleure résolution taxonomique puisque l'identification peut atteindre un genre ou une

espéce. Cette méthode a haut débit est cent fois plus rapide que le séquengage complet.

1.2.2 Les méhodes d’empreintes

Ces méthodes regroupent plusieurs techniques : I'électrophorése sur gel en gradiant
dénaturant (DGGE) et le polymorphisme de longueur des fragments de restriction terminaux
(TRFLP). Ces méthodes permettent d’obtenir le profil ADN d’'une communauté bactérienne.

La DGGE est basée sur la migration électrophorétique par gradiant chimique, sur un gel
dénaturant de polyacrylamide, des fragments du gene de I’ARNr 16S. Deux fragments seront
ainsi différenciés en fonction de leur migration et leur proportion en paires de bases GC. De ce
fait, les fragments présentant une taille similaire mais des séquences différentes, peuvent étre
séparés (11,13).

Contrairement a la DGGE qui utilise des fragments de génes (régions hypervariables),

cette technique utilise les amplicons de I’ADNr 16S total.

1.2.3 Les puces a ADN

La technique des puces a ADN est une technologie basée sur I’hybridation. Elle permet
I'identification phylogénétique des bactéries du microbiote intestinal. Les régions codant pour
I’ARNr 16S sont amplifiées par PCR, marquées par fluorescence puis mises en contact avec
des sondes de fragments d’ADN connue. La fluorescence résultant de cette hybridation est

détectée et I'intensité du signal représente le niveau d’expression du gene correspondant (14).

1.2.4 L’hybridation in situ couplée a la cytométrie en flux

Cette technique (FISH), utilise des sondes d’oligonucléotides fluorescentes fabriquées
pour s’hybrider avec leurs cibles, des séquences uniques d’ARNr 16S. Ces cibles peuvent étre
des groupes bactériens (niveau de classification du phylum) mais aussi plus spécifiques et
atteindre le niveau de classification du genre ou de I'espéce. Une étude de 2002 démontre

gu’un ensemble de quinze sondes FISH peuvent identifer 90% du microbiote intestinal (15).
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1.2.5 La PCR quantitative (qPCR)

La PCR quantitative en temps réel repose sur la possibilité de suivre au cours du temps
le processus de PCR a I'aide de la fluorescence. Cette technique utilise des sondes spécifiques
ciblant des groupes bactériens pour I'amplification par PCR de I'ADNr 16S extrait de

I’échantillon.
1.2.6 La métagénomique

La métagénomique représente I'avancée la plus récente dans le développement de
I’'analyse du microbiote intestinal. Cette technique permet de passer de I'étude d’un géne ou
d’une petite fraction du génome a celle de ’ADN génomique (génome) bactérien dans son
ensemble (16). C'est aujourd’hui la méthode la plus puissante pour analyser les fonctions
métaboliques potentielles du microbiote intestinal en plus de sa composition.

La métagénomique ne permet pas un suivi des activités des micro-organismes ou de leurs
expressions géniques. Ainsi, d’autres approches permettent d’évaluer les fonctions réellement
exprimées par le microbiote intestinal. Les approches de métatranscriptomique et
métaprotéomique permettent ainsi de déterminer les ARNm ou les protéines exprimées par le

microbiote intestinal.
1.3 La composition du microbiote intestinal

Chez l'adulte sain, le microbiote fécal est dominé par des especes bactériennes
anaérobies strictes. Elles représentent plus de 99% des bactéries présentes. Le microbiote fécal
est dominé par deux phyla bactériens: Bacteroidetes et Firmicutes qui constituent pres de 90%
de la population totale (3). Les Firmicutes regroupent essentiellement des espéces anaérobies a
Gram(+), tres sensibles a I'oxygéne et les Bacteroidetes correspondent aux bactéries anaérobies
a Gram(-). Ces phyla sont présents tout le long du tractus gastro-intestinal avec des proportions
fluctuantes en fonction du compartiment de ce tractus : on observe en effet, un gradient de
concentration croissant dans le sens cesophage-colon. D’autres phyla tels que Actinobacteria,

Proteobacteria et Fusobacteria sont présents en proportion moindre (11).

Le nombre d’unités bactériennes présentes dans les différents compartiments du

tractus gastro-intestinal n’est pas homogene et varie longitudinalement tout au long de
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I'intestin (Figure 5). Ainsi, on observe une population qui s’étend de 10' & 10° UFC (Unité
formant une colonie) par millilitre de contenu au niveau de I'estomac. Ces bactéries doivent
supporter des conditions de pH tres acide (pH-2). Le genre Helicobacter Pylori du phylum
Proteobacteria est dominant mais d’autres genres comme Escherichia ou Acinetobacter sont
également présents (17,18). Les genres Veillonella, Prevotella et Rothia des phyla Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria respectivement et le phylum Fusobacteria sont aussi représentés.

On retrouve environ 10% 3 10’ UFC/gr de contenu au niveau de l'intestin gréle, avec un
niveau de colonisation bactérienne augmentant rapidement du duodénum a l'iléon. En effet,
on passe de 10% 3 10* UFC/gr dans le duodénum a environ 10° a 10° UFC/gr dans le jéjunum
pour atteindre 10° 3 10" UFC/gr dans I'iléon.
Le microbiote associé au duodénum et au jéjunum est proche de celui de I'estomac avec une
dominance des aérobies-anaérobies facultatif. Le genre Streptococcus du phylum Firmicutes est
largement dominant mais on peut retrouver également les genres Lactobacillus, Staphyloccocus
et Enterococcus de ce méme phylum. Des bactéries anaérobies strictes appartenant au phylum
Bacteroidetes et des genres Veillonellaeubaterium et Clostridium du phylum Firmicutes sont
également retrouvées (18-20).
Le microbiote de liléon est beaucoup plus riche aussi bien quantitativement que
gualitativement et proche de celui du colon. |l est composé en majorité par des bactéries
anaérobies strictes, largement représentées par les genres Bacteroides et Clostridium. D’autres
genres bactériens sont retrouvés comme les Bifidobacterium (phylum Actinobacteria), les
lactobacillus, les entérobactéries et les entérocoques.

Le colon, dépourvu d’oxygéne, a la population bactérienne la plus dense avec environ
10" & 10" UFC/gr. Elle est dominée par deux phyla. Le premier, Bacteroidetes est le plus
représenté par le sous-groupe Bacteroides fragilis. Le second, Firmicutes, rassemble des
bactéries des genres Clostridium, Eubacterium et Ruminococcus. Il est généralement
prépondérant chez les individus puisqu’il représente a lui seul deux tiers du microbiote
dominant et regroupe également des batéries appartenant aux populations sous-dominantes.
Ainsi, le groupe Clostridium leptum incluant notamment I'espece Faecalibacterium prausnitzii
fait partie de la flore dominante et les bactéries anaérobies facultatives des genres
Lactobacillus et Enterococcus appartiennent aux populations sous-dominantes. Le phylum
Actinobacteria, notamment par les genres Bifidobacterium et Atopobium, et le phylum

Proteobacteria par I'espece E. Coli sont aussi présents (18-20).
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Beaucoup de ces bactéries sont opportunistes mais la majorité sont de véritables symbiotes
puisqu’elles ont des interactions bénéfiques entre elles et avec leur héte.
Il existe également un variation transversale entre la lumiere et la muqueuse intestinale

(21).
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Figure 5: Anatomie du tractus digestif, principaux phyla bactériens, et leur abondance au sein de chaque niche

(20)

L'apport des études du métagénome (projet international MetaHIT) montre que les
individus se répartissent en trois groupes distincts, ceci de maniére indépendante de l'origine
géographique, de I'état de santé (surpoids ou maladies inflammatoires du tube digestif), du
sexe, ou de I'age de ces individus (22). Cette classification, est spécifique des individus, ce qui a
amené les chercheurs a utiliser la notion d' « entérotypes ».

Les chercheurs ont analysé le métagénome des bactéries issues d'échantillons
intestinaux de trente-neuf individus répartis sur trois continents. Les résultats indiquent que
tous ces individus peuvent étre classés en trois groupes distincts, selon la nature des bactéries
contenues dans le tube digestif mais aussi selon le type de fonctions qu'elles codent.

Ils ont pu détecter trois entérotypes distincts. L'entérotype 1 est dominé par le genre
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Bacteroides (27%-~39%), |’entérotype 2 par le genre Prevotella (12%-29%) et I'entérotype 3
dominé par le genre Ruminococcus (1%-~3%) (Figure 6). L'entérotype Bacteroides tire
principalement son énergie de la fermentation des sucres. Ce genre est riche en génes codants
pour la synthése de la biotine. L'entérorype Prevotella est riche en génes codants pour la
synthése de la thiamine. Ce genre tire son énergie a partir de la biodégradation des

glycoprotéines de mucines. L'entérotype Ruminococcus est également capable de dégrader les

mucines.
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Figure 6 : Abondance des principaux contributeurs pour chaque entérotype (22)

1.4 Origine et développement du microbiote intestinal

Le foetus humain vit dans un liquide amniotique stérile et serait colonisé par les
bactéries au moment de la naissance. Cependant, bien que cette idée soit largement acceptée
par la communauté scientifique, une étude tend aujourd’hui a prouver le contraire (23). Quoi
gu’il en soit, la mise en place du microbiote suit un processus dynamique durant les trois
premiéres années d’un individu, allant du mode d’accouchement a I'alimentation en passant
par les conditions d’hygiéne et les traitements médicamenteux éventuels. L'émergence du
microbiote stable contribue ainsi a un systéme immunitaire pleinement fonctionnel et a des

fonctions physiologiques comme les fonctions métaboliques et les fonctions de barriére.
.4.1 L’influence du mode d’accouchement

La primo-colonisation du tractus gastro-intestinal d’'un nouveau-né dépend de la voie
d’accouchement. Lors d’une naissance par voie basse, les nouveaux-nés sont rapidement

colonisés par les microbiotes vaginal et fécal de la mere, tandis que par césarienne le
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microbiote présente des similitudes avec la flore cutanée de la mere. Par conséquent, les
enfants nés par césarienne présentent un microbiote différent et ont un plus faible taux de
bifidobactéries et Bacteroides frafilis associé a une colonisation par Clostridium difficile plus
rapide et plus intense par rapport aux enfants nés par voie basse. Ainsi, les trois premiers jours
de vie du nouveau-né sont fortement influencés par le mode d’accouchement et son
microbiote initial évolue fortement les premiers mois en raison de I’exposition continuelle a des
bactéries de I'environnement (24). Apres quelques semaines de vie, les bactéries aérobies
facultatives consomment I'oxygene présent et permettent ainsi la croissance des bactéries
anaérobies strictes (25). A six mois, les différences ne sont plus aussi significatives mais la
différence de microbiote pendant cette période a des conséquences potentielles sur le systeme

immunitaire et le risque de développer diverses pathologies (allergies, infections, diabéete de

type 1...).

1.4.2 Linfluence d’'un accouchement prématuré

Les enfants nés prématurément présentent un retard de colonisation et un nombre plus
réduit d’especes bactériennes, notamment concernant les bactéries anaérobies strictes et
incluant le genre Bacteroides, comparés aux enfants nés a terme (26). Ce retard peut
s’expliquer par le fait que ces enfants sont le plus souvent nés par césarienne, placés dans un
environnement aseptisé et nécessitent parfois une lourde prise en charge (soins intensifs,

antibiothérapies) (27).

11.4.3 L’influence de I’alimentation

Le régime alimentaire apparait également comme ayant un réle déterminant pour la
définition du microbiote intestinal du tractus gastro-intestinal immature. Chez les enfants
nourris au sein, la population bactérienne est plus uniforme et plus stable que celle des enfants
nourris avec des laits industriels. Un enfant né a terme et nourri au sein possede un microbiote
intestinal au sein duquel les Bifidobacterium et Lactobacillus prédominent largement alors que
chez un enfant nourri avec une formule infantile, les entérocoques et les entérobactéries
dominent. Ces enfants ont un risque plus élevé de développer des allergies du fait de leur plus
faible taux en Bifidobacterium (~30%). Le méme taux d’E.coli est observé chez les deux types de

nouveaux-nés (28-30).
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C’est avec la diversification alimentaire que la composition de la flore augmente a la fois
en diversité et en richesse, ce qui coincide avec le passage d’une alimentation liquide a une
alimentation solide, favorisant le développement des entérobactéries, Streptococcus et
Clostridium (31). La flore anaérobie stricte plus diversifiée augmente également pendant cette
phase, avec des bactéries plus spécifiques du colon. Vers I'dge de trois ans, un équilibre des
populations bactériennes intestinales est atteint, avec une biodiversité voisine de celle de
I’adulte. Aussi, des études ont montré que I'adolescent possede un microbiote légérement
différent de celui de I'adulte avec une plus forte abondance des bactéries appartenant aux

genres Bifidobacterium et Clostridium que celui de I'adulte (32).

Les changements alimentaires peuvent expliquer 57% des variations du microbiote,
alors que les changements génétiques n’en expliquent que 12% (33).
Des études menées sur des souris axéniques (exempt de microbiote), auxquelles a été implanté
un microbiote fécal humain ont pu montrer I'influence de I'alimentation sur le microbiote. Les
souris nourries dans un premier temps par une alimentation pauvre en matiéres grasses ont
montré une modification de leur microbiote avec une augmentation du phylum Firmicutes et
une réduction en Bacteroidetes suite au passage a un régime riche en sucres et graisses, ou dit
« régime Occidental ». Les sucres entrainent différentes dysbiose en fonction de leur nature. Un
régime pauvre en sucres rapides et sucres lents provoque une croissance du phylum
Bacteroidetes (34), alors qu’un régime riche en sucres lents entraine une croissance des
Bifidobactéries bénéfiques (35). Les sucres raffinés (sucres blanc, blond, roux) induisent quant a
eux une surcroissance de |'espéce Clostridium difficile (36).
Une alimentation limitée en calories inhibe la croissance des Clostridium coccoides et des
genres Lactobacillus et Bifidobacteria, poductrices majeures de byturate (37) . Un régime
végétarien, donc riche en fibres, méne a une augmentation de la production des acides gras a
courte chaine (AGCC), ce qui previendrait la croissance d’ E. coli et des Enterobacteriaceae.

Une étude faite sur des enfants du Burkina Faso a montré un microbiote
significativement plus riche en Bacteroidetes mais aussi plus pauvre en Enterobacteraceae par

rapport aux enfants européens, sirement du a leur alimentation plus riche en fibres (38).

Toutes ces dysbioses peuvent affecter le métabolisme gastro-intestinal et I’'homéostasie

du systéme immunitaire.
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1.4.4 Linfluence de I'environnement et des conditions d’hygiéne

L’'environnement joue un role dans le développement du microbiote. En effet, des
différences de microbiote ont été observées entre les enfants nés dans les pays industrialisés et
les pays en voie de développement. Ces différences concernent notamment |'évolution de
I'implantation du microbiote. On observe un retard de colonisation par les bactéries des genres
Bifidobacterium, Bacteroides ou Enterorococcus chez les nouveau-nés des pays industrialisés,
quelles que soient les conditions d’accouchement. Les conditions d’hygiéne périnatale et les
procédures d’obstrétrique beaucoup plus strictes dans les pays industrialisés que dans les pays
en voie de développement, réduisant I'exposition aux microorganismes de la mere et de

I’environnement seraient a I'origine de ce retard (39).

11.4.5 Linfluence des traitements médicamenteux

L’antibiothérapie est le principal facteur de risque associé a I'altération du microbiote
intestinal. Le manque de spécificité attribué a certains antibiotiques peut étre responsable de
divers désordres au niveau du microbiote, le macrolide ayant un impact prononcé sur ce
dernier. D’aprées une récente étude (40), I'exposition d’un nourrisson aux antibiotiques avant
ses six premiers mois, ou a plusieurs reprises pendant la petite enfance, est associée a une
augmentation de la masse corporelle chez les enfants en bonne santé. Une autre étude a
démontré que les traitements antibiotiques réduisent la diversité des especes du microbiote
fécale des nourrissons et retardent la colonisation par des espéces bénéfiques comme les
Lactobacillus ou Bifidobacterium (41). De tels effets tendent a souligner l'importance d'une
utilisation judicieuse des antibiotiques pendant la petite enfance, en favorisant des

antibiotiques a spectre étroit.

11.4.6 L’influence du stress

Un stress psychologique peut altérer l'intégrité du microbiote pendant plusieurs jours.
Le stress peut entrainer une réduction de la diversité microbienne avec une diminution du
genre Bacteroides et une croissance du genre Clostridium (42).
Dans une étude menée sur des lycéens, il a été observé une diminution significative des

bactéries bénéfiques comme les lactobacilles pendant les périodes d’examens (43).
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Il Fonctions du microbiote

Le microbiote intestinal exerce de nombreuses fonctions physiologiques dont les
répercussions pour I’héte sont pour la plupart bénéfiques. Parmi les grandes fonctions du
microbiote, la fermentation des substrats disponibles au niveau du colon, le réle de barriére a
la colonisation par les micro-organismes pathogenes, le développement et la maturation du

systeme immunitaire intestinal ont un réle essentiel dans la santé de I’hote.
lll.1 Ses fonctions métaboliques

ll.1.1 Métabolisme glucidique

Les fibres alimentaires sont des glucides plus ou moins complexes (cellulose,
hémicellulose, pectine, amidon résistant...) qui ne peuvent étre hydrolysés en totalité par les
glycosidases des sucs digestifs de 'Homme du fait de leur trop faible diversité. Le microbiote,
avec plus de dix milles glycosidases différentes est alors pour I’"h6te un outil indispensable a la
fermentation des hydrates de carbone des céréales, des légumes ou des fruits. Les fibres
alimentaires n’étant pas digérées par l'intestin gréle, I'activité métabolique la plus intense se
retrouve au niveau du colon qui contient le plus grand nombre de bactéries. Les principaux
métabolites provenant de la fermentation saccharolytique de ces fibres alimentaires sont les
acides gras a courtes chaines (AGCC) dont le butyrate, I'acétate et le propionate, sont produits
anaérobiquement par le microbiote (44). Le butyrate, source majeure d’énergie pour les
cellules épithéliales, affecte la prolifération et la différenciation cellulaire, diminue
I'inflammation par I'activation des lipoxygénases, et influe sur la barriere gastro-intestinale par
la stimulation des jonctions serrées et de la production de mucus (45).

L'acétate et le propionate sont absorbés et métabolisés dans le foie pour étre utilisés comme
substrat pour la néoglucogéneése et la lipogénése (46). Le propionate inhibe cependant la
synthése de cholestérol. De plus, le byturate et le propionate réduiraient la prise alimentaire
(47). Pour ces propriétés, le propionate et le butyrate sont considérés comme des métabolites

potentiellement intéressants pour prévenir I'obésité et le diabéte (48).



37

l11.1.2 Métabolisme protidique

Le métabolisme des protéines est quantitativement moins important que celui des
glucides, en particulier dans le cAlon proximal, mais il est fondamental car les protéines
représentent la principale source azotée des bactéries coliques.

Contrairement aux métabolites de la fermentation des glucides, la dégradation des protéines
entraine la synthése de métabolites potentiellement toxiques pour son héte (phénol, indole,
amine, ammoniaque) (49).

Dans un premier temps, I'hydrolyse des protéines par les protéases conduit a la
libération dans le colon de peptides plus petits utilisables par la flore bactérienne, puis a des
acides aminés. Puis, la fermentation des acides aminés nouvellement obtenus met en jeu des
réactions d’oxydation et de réduction qui vont aboutir a la formation d’AGCC, d’acides gras a
chaines courtes ramifiés (isobutyrate, 2-méthylbutyrate, isovalérate), d’amines, de phénol,
d’indole et d’ammoniaque. Les composés phénoliques et indoliques sont détoxifiés par la
mugqueuse coligue et éliminés dans les urines. L'ammoniaque est majoritairement produit lors
de la désamination des acides aminés. Il suit deux voies disctinctes, la premiere étant une
absorption par la muqueuse colique suivie d’une transformation en urée dans le foie pour étre
éliminé dans les urines, la deuxiéme étant son utilisation avec des hydrates de carbones par les
bactéries pour former des acides aminés qui participeront a la synthése de protéines

bactériennes (50).

11.1.3 Métabolisme lipidique

Les lipides atteignant le cdlon subissent différentes transformations de la part du
microbiote telles que I'hydrolyse, I’hydroxylation, I'oxydation et la réduction. De nombreuses
espéces bactériennes ont la capacité, a travers leur activité de lipase, d’hydrolyser les
triglycérides a chaines longues. De plus, les bactéries a Gram(+) possédent des activités
phospholipasiques (51). Pour une méme quantité de lipides parvenant au célon, les métabolites
formés différent d’un individu a I'autre en fonction de la composition de son microbiote (52),
montrant ainsi I'influence du microbiote sur son hote.

Le colon regoit également du cholestérol dont 70% provient de la bile, 20% de la fraction
alimentaire non absorbée et 10% de la desquamation des muqueuses de l'intestin (49). Le

microbiote a la capacité de convertir ce cholestérol selon deux voies (directe et indirecte)
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réduisant le cholestérol en coprostérol et permettant ainsi son élimination (51).

Les acides biliaires primaires, produit de transformation du cholestérol par le foie, ont
un réle important pour s’assurer que les taux de cholestérol, de graisses alimentaires et de
vitamines liposolubles de I'intestin gréle soient solubles et absorbables. Ces acides biliaires sont
ensuite conjugués a la glycine et absorbés au niveau de l'iléon distal pour rejoindre la veine
porte et atteindre le foie ou ils seront a nouveau excrétés dans la bile. Cependant, une partie de
ces acides biliaires (5%) échappent a ce processus et sont déconjugués par le microbiote pour
étre transformés en acides biliaires secondaires et éliminés (46). Cette activité d’hydrolyse du
microbiote sur les acides biliaires peut alors réduire I'absorption et augmenter I'excrétion des

acides biliaires et ainsi influer sur le niveau de lipides sériques.

lll.1.4 Biosynthése de vitamines

Les vitamines sont des éléments essentiels pour le bon fonctionnement de 'organisme.
Rarement fabriquées par le corps humain, elles doivent donc étre fournies de maniére exogene
par I'alimentation. Cependant, il a été prouvé depuis longtemps que le microbiote intestinal de
I'Homme est capable de synthétiser de la vitamine K et les vitamines B hydrosolubles (53).
Contrairement aux vitamines apportées par 'alimentation qui sont adsorbées au niveau de la
partie proximale de I'intestin gréle, la majorité des vitamines synthétisées par le microbiote est

asorbée par le colon (54).

l1.1.5 Métabolisme de xénobiotiques

L'implication du microbiote intestinal dans le métabolisme des xénobiotiques est
connue depuis plusieurs décennies. Comme vu précédemment avec le métabolisme des lipides,
la circulation entéro-hépatique est une partie intégrante de la digestion et peut étre définie
comme un cycle composé d’'une excrétion biliaire suivie d’une réabsorption intestinale. Alors
gue ce cycle permet aux acides biliaires de métaboliser les lipides pour qu’ils soient réutilisés, il
influence également le métabolisme des médicaments (55). Ainsi, les xénobiotiques entrant
dans la circulation entéro-hépatique, suite a une déconjugaison par le microbiote suivie d’'une
réabsorption, augmentent fortement leur temps d’exposition dans le corps a travers leur
présence dans la veine porte et une toxicité peut alors étre redoutée. Des études ont pu
démontrer que les bactéries ayant une activité B-glucuronidase sont impliquées dans la

déconjugaison intestinale des xénobiotiques (56). Il a aussi été démontré que la forte
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consommation de viande provoquait une augmentation frappante de ['activité pB-

glucuronidases fécale (57).
I11.2 Son role de protection et de barriéere

La muqueuse intestinale présente une surface d’échange considérable d’environ 400m?
et est exposée en permanence aux antigenes, qu'ils soient d'origine alimentaire ou bactérienne.
La premiere réaction de défense fait appel aux bactéries du microbiote intestinal. La fonction
de barriere du microbiote intestinal a un effet protecteur au travers de mutliples mécanismes. Il
existe une compétition pour les nutriments et les sites d’adhérence épithéliaux entre les
bactéries pathogenes et les bactéries commensales qui sont plus adaptées a I'écosysteme
intestinal (58). La protection de l'intégrité de I’hote fait également appel a la production par les
bactéries du microbiote de composés antimicrobiens tels que les bactériocines capables de
détruire les bactéries pathogénes (59).

De plus, les cellules endothéliales faconnent également une barriére de protection grace
a leurs différents types cellulaires (Figure 7). En effet, la muqueuse intestinale comporte des
invaginations, appelées cryptes de Lieberkiihn, ou sont situées les cellules souches dont la
différenciation et la prolifération sont a I'origine du renouvellement de I'épithélium intestinal.
Celui-ci est recouvert d’une pellicule de mucus hydrophobe principalement constitué de
mucines produites par les cellules caliciformes (ou cellules a gobelet). L'épaisseur de la couche
de mucus varie le long du tube digestif et est maximale dans le célon. Le microbiote intestinal
peut intervenir sur le niveau de production et de sécrétions de ces mucines en stimulant la
différenciation des cellules caliciformes (60). Le mucus est également constitué d’un systéme
de défense antimicrobien composé de protéines anti-bactériennes Reg3 et de peptides anti-
microbiens tels que défensines et lysosymes, produits par les cellules de Paneths et les

entérocytes (61).
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Figure 7 : Les cellules de I'épithélium intestinal (61)

Le dernier mécanisme mis en jeu dans cet effet barriere est la capacité du microbiote a

stimuler le systéme immunitaire inné et adaptatif de I’hote.
l1l.3 Son role dans la maturation du systéme immunitaire

Le biofilm présent a la surface des cellules épithéliales dés les premiers jours du
nouveau-né permet de développer un lien entre la muqueuse intestinale normale de I’'h6te et
le microbiote. Le systéme immunitaire étant constamment en contact avec des antigenes du
microbiote, il se développe une immunotolérance empéchant une stimulation permanente et
non souhaitée du systéme immunitaire inné. Ce systeme immunitaire intestinal joue un réle
important dans le maintien de la barriere homéostasique épithéliale.

L'immunité innée fait appel aux cellules présentatrices de I'antigene de la lamina propria ainsi
gu’aux peptides anti-microbiens (62), et résulte de linteraction entre les récepteurs PRR
(Pattern Recognition Receptor) exprimés par les macrophages, les cellules dentritiques, les
cellules épithéliales, et des structures moléculaires microbiennes appelées motifs associés aux
pathogenes (Pathogen Associated Molecular Pattern, PAMP). L'immunité adaptative humorale
fait intervenir les immunoglobulines de type IgA, anticorps spécifiques des muqueuses. En
effet, les cellules dendritiques présentes au niveau de la lamina propria (Figure 8) peuvent
capter les bactéries grace a leurs dendrites émettant des prolongements dans la lumiere

intestinale, et induire si nécessaire la production d’IgA par les plasmocytes (63). Le microbiote
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peut lui-méme stimuler la production des IgA sécrétoires. La réponse cellulaire fait quant a elle
appel aux lymphocytes intra-épithéliaux de lintestin. La colonisation par le microbiote
intestinal commensal stimule la prolifération des lymphoblastes situés dans les follicules de la
zone T des plaques de Peyer ainsi que la migration des lymphocytes T dans la lamina propria et
I'épithélium. Ainsi, I’'expression d’interleukines IL-13 par ces lymphocytes induit une production
de mucus par les cellules caliciformes et I'activation des lymphocytes T résidents CD4+ entraine
I’expression de lymphocytes effecteurs Th 17 (ou pro-inflammatoires), ceux-ci secrétant les
interleukines IL-22. Ces interleukines contribuent alors a la stimulation de la production de

peptides anti-bactériens par les entérocytes et les cellules de Paneth (64).
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Figure 8 : Systéme immunitaire intestinal

Pour comprendre le role indispensable du microbiote dans le développement et la
maturation du systéeme immunitaire chez le nouveau-né, des études comparatives ont été
réalisées entre des souriceaux axéniques et des souriceaux conventionnelles (65). Dans ces
études, les souris axéniques présentaient de nombreuses anomalies au niveau de leur systeme
immunitaire intestinal : plaques de Peyer immatures alors que les animaux grandissent, une
lamina propria moins riche en lymphocytes intra-hépithéliaux LT CD4+ et en plasmocytes
producteurs d’ IgA (66), une production de cytokines limitées. De plus, méme si les souris

axéniques produisent une forte quantité d’lgG spécifiques en réponse a un antigene, on
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observe chez ces animaux une faible production d’IgG non spécifiques (65), ce qui leur confere
une réponse humorale non spécifique plus faible que chez les souris conventionnelles.

Les anomalies observées ne se limitent pas au systéme immunitaire des muqueuses puisque les
ganglions lymphatiques et la rate sont également peu structurés, avec des zones

lymphocytaires B et T mal formées (67).

Par ailleurs, les lacunes des souris axéniques peuvent étre corrigées par l'inoculation
d’un microbiote de souris conventionnelles. Ainsi, au bout de quelques semaines les anomalies
disparaissent (58). Au-dela de ces observations sur les fonctions globales du microbiote, il
semble que certaines especes bactériennes aient des propriétés spécifiques. Reprenant le cas
des IgA et Th 17, I'inoculation de bactéries filamenteuses segmentées apparentées au genre
Clostridum stimule particulierement la production de ces immunoglobines et lymphocytes (60).
Elle stimule également les lymphocytes T régulateurs par I'intermédiaire des AGCC synthétisés
par le microbiote. L’espéce Bacteroides fragilis stimule quant a elle le déficit en LT CD4" (68). Le

microbiote participe donc au maintien de ’"homéostasie.
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- PARTIE 2 -

INFLUENCE DU MICROBIOTE INTESTINAL DANS LA
MALADIE HEPATIQUE ALCOOLIQUE
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I L’axe Foie - Intestin

Le foie est I'organe le plus volumineux de I'organisme humain (2% du poids corporel soit

une moyenne de 1,5 kg) et appartient au systéme digestif (Figure 9).

Le foie se divise en quatre lobes inégaux ; le lobe hépatique droit est le plus volumineux,
le lobe hépatique gauche est la partie la plus étroite de I'organe. Entre ces deux lobes majeurs,
on distingue le lobe carré et le lobe caudé. La vésicule biliaire est attachée au foie a la limite du
lobe carré et du lobe hépatique droit.

Le foie est un des organes les plus densément vascularisés du corps humain. Il contient plus de
10% du volume sanguin total du corps, et est traversé par 1,4 litre de sang en moyenne par
minute, pour un adulte. Le foie recoit le sang par un systéme vasculaire double : I'artére
hépatique qui achemine le sang oxygéné de la circulation générale, a hauteur d’environ 30% ; la
veine porte qui achemine le sang désoxygéné et riche en nutriments depuis l'intestin gréle en
période post-prandiale, a hauteur de 70% (69). Le sang veineux est quant a lui pris en charge
par la veine cave inférieure. Parallelement aux vaisseaux sanguins, le foie est parcouru par un
grand nombre de voies biliaires. Il collecte la bile et la méne a sa sortie dans le canal hépatique
commun, qui prend plus loin le nom de canal cholédoque. Ce canal débouche dans le
duodénum ou la bile est utilisée pour la digestion. Une partie de la bile est stockée, sous forme
concentrée, dans la vésicule biliaire. Elle est reliée au canal cholédoque par le canal cystique

(70).
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Figure 9 : Anatomie du Foie
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Le foie assure de nombreuses fonctions vitales a [|'organisme impliquant des
mécanismes de détoxification, de synthése et de stockage (71). La détoxification car il récupére,
transforme et élimine de nombreuses substances endogéenes et exogenes potentiellement
toxiques dont les médicaments. La synthese, car le foie intervient dans le métabolisme des
glucides (glucose, fructose, galactose) et des lipides (cholestérol, triglycérides). Il stocke ainsi
I'énergie sous forme de glucose au sein des hépatocytes et répartit I'énergie dans I'organisme
en fonctions des besoins. || emmagasine aussi I'absorption de vitamines liposolubles. Le foie est
également responsable de la production de la plupart des protéines sanguines telles que
I’'albumine, les globines et les facteurs de coagulation. La seule fonction exocrine du foie est la
sécrétion de la bile en continu. Les cellules hépatiques sécrétent un liquide jaunatre contenant
bilirubine, acides biliaires (ou sels biliaires), cholestérol, phospholipides et de nombreux autres

composants.

Le lobule hépatique est I'unité fonctionnelle du foie. Comme représenté sur la Figure 10,
il est constitué de lames d’hépatocytes orientées de facon radiaire et faisant dos a la veine
hépatique centrolobulaire qui forme I'axe central du lobule. A la périphérie des lobules se
trouvent des formations étoilées nommées espaces portes, occupés par des vaisseaux issus de

la veine porte et de I'artére hépatique ainsi que par les canaux biliaires.
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Figure 10 : Schéma d'un lobule hépatique
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Le foie est également constitué de plusieurs types cellulaires (Figure 11) : les cellules
parenchymateuses que sont les hépatocytes et qui représentent environ 70% de la population
totale de cellules hépatiques, et des cellules non parenchymateuses telles que les cellules
endothéliales sinusoidales, les cellules de Kupffer (KC, macrophages résidents du foie), les
cellules des canaux biliaires, les cellules stellaires (HSC), les cellules dendritiques (DC) et
d’autres cellules de I'immunité telles que les cellules du systéme immunitaires inné (NK et NKT)
et adaptatif (LT et LB), présentes en moindre nombre. Ces cellules circulent dans les sinusoides

hépatiques, en contact étroit avec les hépatocytes (72).

Figure 11 : Les cellules constituant un foie sain (72)

Un prérequis pour une symbiose entre le microbiote et I'h6te est une barriere
intestinale fonctionnelle et intacte. La barriere intestinale de I'Homme est une barriere
physique directe contre la translocation de bactéries de la lumiére intestinale et des toxines ou
produits bactériens vers la circulation sanguine et par conséquent elle les empéche de rejoindre
le foie. Cette barriere, de structure complexe, est formée d’une couche monocellulaire de
cellules épithéliales serrées (plus de 80% sont des entérocytes absorbants), reliées entre elles
par des tight junctions, séparant la lumiéere intestinale du tissu conjonctif sous-jacent (barriére
physique) et régulant ainsi la perméabilité de la barriére intestinale (73). L’épithélium intestinal
est également recouvert d'une pellicule de mucus hydrophobe (barriere chimique)
principalement constituée de mucines produites par les cellules caliciformes, et d’un systéeme
de défense antimicrobien composé de nombreux peptides antibactériens, nommés défensines,
produits par les cellules de Paneths. Les jonctions serrées, également connues sous le nom de
zonula occludens, sont des structures dynamiques qui se renouvellent constamment. Elles sont

constituées de plusieurs protéines transmembranaires dont les deux principaux représentants
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sont I'occludine et les claudines. Ces protéines transmembranaires sont associées a d’autres
protéines telles que la ZO-1, la Z0-2 et la ZO-3. Ces jonctions serrées sont sensibles aux
composants alimentaires et bactériens. En ce sens, ces composants sont deux facteurs pouvant

jouer un réle dans l'intégrité de la perméabilité intestinale (74).
Il Epidémiologie de la consommation d’alcool

Les classifications pharmacologiques font apparaitre I'alcool parmi les substances
psychoactives les plus nocives en termes de dommages physiques, sociaux, et de dépendance
(75).

D’aprés le rapport de 2014 sur la situation mondiale sur I'alcool et la santé (76),
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) indique que 3,3 millions de morts sont liés a I'alcool,
soit 5,9% des décés mondiaux. En 2010, la consommation moyenne mondiale d’alcool pur, chez
les individus de plus de 15 ans, était de 6,2 litres par an. Le taux de consommation le plus fort
est retrouvé dans les pays développés, en particulier en Europe, en Russie et en Amérique
(Figure 12). Cependant, méme si I’Asie du Sud-Est et les pays de la Méditérranée orientale sont
les régions consommant le moins d’alcool, ce sont aussi les régions ou plus de 50% de la

consommation totale d’alcool n’est pas déclarée.
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Figure 12: Consommation mondiale d'alcool par personne >15 ans, en 2010 (en Litre) (76)

Le Comité francais d’éducation pour la santé (CFES) estime a cing millions le nombre de

personnes ayant des problemes médicaux, psychologiques ou sociaux en relation avec une
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consommation excessive d’alcool, en France. Cet exces est la deuxiéme cause de mortalité
prématurée évitable, apres le tabagisme. En 2009, la consommation d’alcool était responsable
de pres de 49 000 déces, soit 13% de la mortalité totale des hommes et 5% de la mortalité
totale des femmes, dont 49% survenus avant 65 ans (77). L'alcool représente des fractions
importantes de cette motalité prématurée puisqu’il est responsable de 22% de déces chez les
15-34 ans, 18% chez les 35-64 ans et 7% a partir de 65 ans.

Malgré une diminution réguliere de la consommation d’alcool, la proportion de personnes en

difficulté avec I'alcool reste stable a 10% de la population adulte entre 25 et 64 ans (78).
Il Evolution des maladies alcooliques du foie

Le seuil de consommation au-dela duquel le risque pour la santé devient significatif est
de 20g d’alcool par jour (deux verres) chez la femme et de 30g d’alcool (trois verres) par jour
chez ’homme.

La maladie hépatique provoquée par une consommation excessive et chronique d’alcool
surnommée ALD (alcoholic liver disease) évolue selon plusieurs stades (Figure 13): la stéatose,
I’'hépatite alcoolique (ou stéatohépatite alcoolique), la fibrose et la cirrhose. Elles peuvent
exister isolément ou étre associées.

Selon une étude, seul 11% des consommateurs excessifs montre un foie normal, 46% une
stéatose associée ou non a une fibrose, 9% une hépatite alcoolique aigué et 34% développent
une cirrhose alcoolique (79). La survie a 5 ans en cas de cirrhose et/ou d’hépatite alcoolique

sévere varie de 20% a 60%.

hépatique

!i'te
alcoolique hépatique

Figure 13: Evolution de la maladie alcoolique du foie (80)
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La stéatose hépatique est la premiere conséquence de la consommation chronique
d’alcool. Elle correspond a I'accumulation, a des degrés variés, de triglycérides (TG) sous forme
de macrovésicules, préférentiellement dans les hépatocytes de la zone centrolobulaire.

En effet, la consommation d’alcool augmente la synthése d’acides gras (AG), de triglycérides, de
la lipogénese, et diminue la lipolyse. Ces phénomeénes entrainent alors une accumulation des
lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) et le développement de la stéatose hépatique. Cette
accumulation est réversible en diminuant ou en arrétant la prise d’alcool.

Lorsque le stéatose s’installe et s’aggrave, la nécrose hépatocytaire entraine une inflammation
par infiltration de polynucléraires neutrophiles et de corps de Mallory (résidus irréguliers
correspondant a des agrégats de filaments au sein des hépatocytes), c’est I'hépatite alcoolique.
En cas de souffrance prolongée des cellules hépatiques, les cellules mortes ou endommagées
sont remplacées par un tissu cicatriciel composé principalement de collagéne de type 1 produit
par les HSC. C’'est le stade de la fibrose. L’hépatite alcoolique est une affection aiglie de gravité
variable. Au moment du diagnostic, elle correspond le plus souvent a une forme séveére,
ictérique pouvant s’atténuer avec le sevrage d’alcool et un traitement.

Sans sevrage ou traitement, la fibrose modifie le tissu hépatique, laissant place a la
cirrhose. Ce dernier stade est constitué de nodules de régénération de petites tailles
(micronodules) entourés par de la fibrose. Le foie perd alors progressivement ses fonctions
vitales limitant ainsi entre autre sa capacité a éliminer les éléments toxiques y compris |'alcool.
La cirrhose du foie est irréversible. L'encéphalopathie hépatique et le carcinome
hépatocellulaire sont des complications associées a I’hypertension portale chez les patients
cirrhotiques. Habituellement, I'encéphalopathie hépatique se manifeste par des troubles
neuropsychiatriques comme le ralentissement idéo-moteur, la confusion, la somnolence, voir le

coma (81).
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IV Métabolisme de I’alcool

Contrairement aux corps gras et au glucose, I'alcool ne peut étre stocké. Il est donc
métabolisé. L'éthanol est principalement dégradé au niveau des hépatocytes (90%) mais

également éliminé par sécrétion directe (10%) (82).

Le métabolisme de I'éthanol fait intervenir deux oxydations successives, la premiére
transformant I’éthanol en acétaldéhyde, la seconde transformant |'acétaldéhyde en acétate
(Figure 14). L'oxydation de I’éthanol en acétaldéhyde se fait selon trois voies enzymatiques,
chacune située dans un compartiment cellulaire différent. La premiere voie est celle de I'alcool
déshydrogénase (ADH), localisé dans le cytosol hépatocytaire. Lorsque l'alcoolisation devient
importante, I'activité de I'ADH diminue au profit de la seconde voie d'oxydation par le systeme
microsomal d’oxydation de I’éthanol (MEQOS), faisant intervenir le cytochrome P450 2E1
(CYP2E1) localisé dans le réticulum endoplasmique. La troisieme voie, celle de la catalase,
localisée dans les peroxysomes, est quant a elle la plus nocive, elle n'entre en jeu que lorsque
les voies ADH et MEOS sont "saturées".

L'acétaldéhyde est ensuite oxydé en acétate par I'aldéhyde déshydrogénase (ALDH), dont la
localisation est cytosolique et mitochondriale. L'acétate est libéré en grande partie dans la

circulation générale et oxydé en CO, et H,0 pour étre utilisé dans le cycle de Krebs.
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Figure 14 : Métabolisme oxydatif de I'éthanol
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L'interaction entre le microbiote et le foie est d'un intérét particulier dans les ALD
puisque l'alcool est lié a un changement de composition du microbiote et a une atteinte de

I'intégrité de la barriére intestinale et de ses fonctions (83,84).

En effet, le métabolisme de I'éthanol provoque une accumulation d’especes réactives de
I’oxygéne (ROS), principalement le peroxyde d’hydrogene H,0, et |'anion superoxyde O,". Les
mitochondries a travers leur chaine respiratoire, le réticulum endoplasmique (RE) a travers les
CYP2E1, et les KCs a travers I'oxydase NADPH sont les sources principales de ROS.

La voie du MEQS, par induction des CYP2E1, intensifie également la génération de ROS (85), de
méme que l'acétaldéhyde a travers les mitonchondries. Ces radicaux se fixent rapidement a
I’éthanol ou aux atomes de Fer pour former des métabolites réactifs tels que des radicaux
hydroxyl (*OH), des oxydes ferreux (FeO) ou des radicaux hydroxyéthyl (CH;C*HOH), conduisant
au stress oxydant, au stress du RE et a la stéatose.

Le stress oxydant est un déséquilibre entre les ROS et le systéme de défense primaire. En effet,
lors d’une alcoolisation chronique, la superoxyde dismutase voit son activité saturée par la trop
forte concentration en anion superoxyde. Ce stress altére les jonctions serrées, renforce la
perméabilité intestinale (86) ce qui, a terme, entraine la fibrose. Le stress du RE participe quant
a lui a I'inflammation par I'activation du facteur de transription NF-«B (85,87).

La génération de ces radicaux libres inhibe également I'oxydation des acides gras, favorise la

lipogenese et donc la stéatose hépatique (88).

La formation d’acétaldéhyde, élément intermédiaire au métabolisme de I’'éthanol est
hautement toxique. Il joue un réle important dans la formation d’adduits, provoquant des
lésions hépatocytaires et contribuant ainsi aux réponses immunitaires et a la sécrétion de
cytokines inflammatoires. L'acétaldéhyde et les aldéhydes peuvent, au méme titre que les
lipopolysaccharides, induire la synthése de collagene par I'activation des voies TGF-B
dépendantes et des voies profibrogéniques indépendantes, et activer les HSC, menant a la

fibrose (89).

La voie du MEOS et I'excés de NADH hépatocytaire jouent un réle dans la diminution de
I'activité du cycle de Krebs. La voie du MEOS consomme de I'O,, provoquant alors une hypoxie

et aggravant le stress métabolique. L'excés d’NADH perturbe quant a lui la B-oxydation des
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acides gras et ainsi une diminution de I’ATP dans les cellules.

Bien que I'alcool soit principalement métabolisé dans le foie, le microbiote est une cible
privilégiée car les composants intestinaux sont en contact direct avec la susbstance absorbée
(90). La prise chronique d’alcool provoque ainsi une prolifération bactérienne et une dysbiose
du microbiote, des dommages de la muqueuse intestinale et une augmentation de la
perméabilité intestinale, conduisant a une augmentation de la translocation des bactéries et de

leurs produits a travers la veine porte (Figure 15).
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Figure 15 : Conséquence de I'éthanol sur le microbiote et la muqueuse intestinale (83)
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V Effets de I'alcool sur la composition du microbiote

La consommation excessive d’alcool provoque donc une altération quantitative et
qualitative du microbiote avec entre autre une croissance bactérienne ou SIBO (small intestinal
bacterial overgrowth) et une dysbiose.

Chez la souris, Yan et al. ont mis en évidence une croissance bactérienne aprés trois

semaines de gavage par de I'alcool, en particulier au niveau de I'intestin gréle (Figure 16) (91).
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Figure 16 : Nombre de colonies viables de bactéries anaérobies totales du tractus gastro-intestinal de souris

exposées a I'éthanol pendant 3 semaines, comparé a des souris contrdle (CFUs/segment) (91)

Hormis la SIBO, il a également été relevé une dysbiose avec une diminution du phylum
Firmicutes (genres Lactococcus, Pediococcus, Lactobacillus et Leuconostoc) et une
augmentation des phyla Verrucomicrobia et Bacteroidetes dont les Bacteroidales, Bacteroides
et Porphyromonadaceae (Tableau 1). De plus, les auteurs ont observé une forte suppression du
genre Lactobacillus et une surcroissance de Akkermansia muciniphila chez les souris alimentées
avec de l'alcool, espece considérée comme responsable de la dégradation des mucines (91).
Cependant, dans une autre étude, il a été montré que la consommation d’alcool entrainait
cette fois une baisse du taux du phylum Bacteriodetes en plus de celle des phyla Firmicutes,
avec une augmentation proprotionnelle des phyla Actinobacteria et Proteobacteria (92).
D’apreés les résultats obtenus, les genres bactériens ayant montré la plus forte croissance sont
les Alcaligenes et les Corynobacterium.

Canesso et al. ont quant a eux observé que I'augmentation la plus importante concernait les
Enterobacteriaceae au niveau de l'intestin gréle, dont le genre Escherichia coli fait parti (93).

Chez 'Homme, Leclercq et al. ont constaté que seuls les patients touchés par une
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augmentation de perméabilité intestinale présentaient une dysbiose par rapport aux individus
sains (94). Une diminution de I'abondance de bactéries appartenant a la famille des
Ruminococcaceae a (genre Ruminococcus, Faecalibacterium, et Anaerofilum) ainsi que le genre
Oscillibacter été observé, contrairement a la famille des Lachnospiraceae qui a vu le taux de ses
genres Dorea et Blautia croitre. Mutlu et al. (95) ont montré une altération significative du
microbiote entre les individus alcooliques présentants ou non des atteintes hépatiques, avec
une concentration plus faible en Bacteroidaceae du phylum Bacteroidetes par rapport aux
témoins sains. Par ailleurs, seulement 31% des patients dépendants a I’alcool présentaient une
altération du microbiote, prouvant ainsi que la dysbiose n’est pas obligatoire chez ce type de
patients. Dans cette étude, les patients atteints de dysbiose présentaient des taux réduits pour
les phyla Bacteroidetes et Firmicutes (pour la classe des Clostridia) alors que les taux étaient
plus élevés pour les phyla Proteobacteria a Gram(-) (pour la classe des y-proteobacteria) et
Firmicutes (pour la classe des Bacilli).

Dans une étude comparative entre des patients alcooliques et des individus sains, Kirpich et al.
ont relevé une réduction du nombre de Bifidobacterium, Lactobacillus et Enterococcus chez ces
patients (96). Chen et al (97) ont montré une augmentation significative du taux de bactéries
potentiellement dangereuses (famille Enterobacteriaceae, Veillonellaceae et Streptococcaceae)
chez des sujets atteints de cirrhose alcoolique, comparé a des individus sains (Tableau 1).
D’autres études de ces auteurs ont permis de constater de maniére moins nette que
I’'abondance relative des bactéries du phylum Bacteroidetes diminue a mesure que le taux de
phylum Proteboacteria augmente, et que les individus cirrhotiques ne montraient qu’une
unique augmentation du taux en Fusobacteria.

Dans I'ensemble, les patients alcooliques et cirrhotiques présentent un microbiote
enrichi en phyla Proteobacteria (pour la classe des y-proteobacteria) et Firmicutes (pour la
classe des Bacillus). De plus, le taux de Clostridia du phylum Firmicutes diminue chez les
individus alcooliques alors que chez les cirrhotiques ce taux ne change pas (95). On observe
tout de méme chez ces personnes une augmentation du taux de Veillonellaceae et une
diminution du taux de Lachnospi (95). Ces études prouvent que la composition du microbiote
est différente entre les individus alcooliques et les individus atteints de cirrhose alcoolique.

Cette différence de composition peut ainsi contribuer au diagnostic de la cirrhose.
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Tableau 1: Evolution du microbiote associé a la prise chronique d'alcool lors d’études précliniques et cliniques

PHYLUM

CLASSE

ORDRE

FAMILLE

GENRE

Actinobacteria
T™92)

Actinobacteriia

Corynebactales

Bifidobaceriales

Corynebactaceae

Bifidobaceriaceae

Corynobacterium
™92)
Bifidobacterium
1 (96)

Bacteroidetes

291) 4 (92,95,97) Bacteroidia Bacteroidiales1(91) Bacteroidaceae 1,(95) Bacteroides 1M (91)
Porphyromonadaceae
T(91)
Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 1 (95)
3(91,92) ™ (95)

Clostridia,(95)

Negativicutes

Lactobacillales

Clostridiales

Selenomonadales

Enterococcaceae 1M(97)

Lactobacillaceae

Leuconostocaceae
Streptococcaceae 1 (97)
Ruminococcaceae | (94)

Oscillospiraceae
Lachnospiraceae

Veillonellaceae 1M(97)

Enterococcus {,(96)
Lactobacillus {,(91,96)

Pediococcus {,(91)
Leuconostoc |, (91)
Lactococcus . (91)

Anaerofilum 1.(94)

Faecalibacterium
1 (94)
Ruminococcus J (94)

Oscillobacter J (94)
Blautia 1M (94)
Dorea 1M (94)

Proteobacteria
1(92,95,97)

B-proteobacteria

y-proteobacteria 1(95)

Burkholderiales

Enterobacteriales

Alcaligenaceae

Enterobacteriaceae™(93)

Alcaligenes 1(92)

Verrucomicrobia

T(91)

Méme si la prise d’alcool provoque des dysbioses intestinales, une étude a démontré

gue certaines boissons alcoolisées comme le vin pourraient altérer, de maniére favorable cette

fois-ci, la composition du microbiote (98). Ainsi, il semblerait que les polyphénols contenu dans

le vin rouge soient associés a une croissance bactérienne favorisant la bonne santé du tractus

gastro-intestinal, alors que la consommation d’alcool fort tel que le Gin est dommageable pour

le microbiote. La chute du taux du genre Clostridium associée a la consommation de

polyphénols du vin rouge suggere que les polyphénols pourraient avoir une activité inhibitrice

sur la croissance des Clostridium, genre reconnu pour étre lié a la progression du cancer du

colon (99).
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VI Effets de I’alcool sur la barriere intestinale

L'intégrité de la muqueuse intestinale repose sur différents aspects: la barriére
protectrice de défensines a la surface intra-luminale de I'épithélium intestinal, les jonctions
serrées entre les cellules épithéliales et les cellules immunitaires présentes au niveau de cette
barriere (83).

En temps normal, l'intégrité de la muqueuse intestinale, la composition du microbiote et la
surveillance du systeme immunitaire suffisent pour minimiser I'extension des composants
microbiens pouvant affecter le foie. Mais lors de la consommation d’alcool, I’éthanol a un effet
direct sur ces fonctions et un effet indirect par ses métabolites (exemple de I'acétaldéhyde)
distribués dans la circulation sanguine. L’augmentation du niveau d’alcool dans la circulation
sanguine est associé a une diminution de I'expression des ARNm de protéines importantes
impliquées dans les jonctions serrées des cellules épithéliales (100). Une étude chez la souris a
démontré que l'alcool induirait une redistribution de I'occludine et des ZO-1 des jonctions
épithéliales au niveau du colon, augmentant la perméabilité de la barriere intestinale, et

entrainerait une forte élévation des récepteurs TLR-4 présents au niveau des entérocytes (101).

Leclercq et al. ont comparé la perméabilité gastro-intestinale de soixante patients
dépendants a I'alcool lors d’'un programme de détoxification. lls ont observé qu’au début du
programme (T1) 43% des patients dépendants a l'alcool et atteints de fibrose avaient une
perméabilité accrue de la barriére gastro-intestinale (AD high IP) alors que 57% avaient une
faible augmentation de la perméabilité (AD low IP), comparé aux témoins (Figure 17) (94). Dans
une autre étude du méme auteur, les résultats montrent clairement une perméabilité
supérieure dans l'intestin gréle, lieu ol I'alcool est principalement absorbé (102). Aprés dix-
neuf jours d’abstinence (T2), la majorité de ces patients présentant une perméabilité accrue

retrouvaient un niveau de perméabilité semblable aux témoins.
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Figure 17: Evolution de la perméabilité intestinale apres trois semaines d'abstinence chez des patients

alcooliques (94)

Cependant, méme si tous les patients ont consommé la méme dose d’alcool, la
conséquence sur la perméabilité intestinale n’est pas identique chez tous les sujets puisque que
nous pouvons clairement différencier deux groupes. La mise en cause de I’éthanol seul est alors
réduite dans la perturbation de la perméabilité gastro-intestinale.

La différence de perméabilité peut également étre attribuée a des changements de
composition et de I'activité du microbiote.

De récentes études ont montré qu’une intoxication alcoolique aiglie chez des volontaires sains
provoque une augmentation du niveau d’endotoxines dans le sérum et ceci corrélé a une
augmentation des ADNr 16S, suggérant donc une origine bactérienne (103). La diminution de
Bacteroidetes et I'augmentation des Proteobacteria (bactéries a Gram(-)) dans le microbiote
ayant été prouvées comme étant corrélé au haut niveau d’endotoxines (92), ceci confirme bien
cette hypothése. Le lipopolysaccharide (LPS) est un composant essentiel de la face externe de la
membrane des bactéries a Gram(-). C'est une endotoxine pyrogene. Elle provoque une réaction
immunitaire forte de la part des macrophages intestinaux qui produisent alors des médiateurs
pro-inflammatoires tels que des TNF-a, IL1-B et Nf-kB. Ceux-ci augmentent aussi la perméabilité

de la paroi intestinale en altérant les jonctions serrées (103).

Le microbiote intestinal est également capable de métaboliser I'éthanol, produisant
ainsi un grand nombre de ROS, ce qui pourrait endommager les composants de la barriére
intestinale, y compris la couche de mucus et les jonctions serrées et de ce fait participer a la

perméabilité de la barriére intestinale (83,90).
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VIl Conséquences de la dysbiose et de la perméabilité intestinale

L'augmentation de la perméabilité gastro-intestinale et la dysbiose étant des
conséquences de la consommation I'alcool, ces différents dommages permettent aux LPS et
autres produits bactériens de rejoindre le flux sanguin intra-portal. C'est la translocation

bactérienne (Figure 18).

Le terme de translocation bactérienne a été inventé par Berg et Garlington en 1979
comme étant le passage de bactéries viables du tractus gastro-intestinal a travers la muqueuse
épithéliale dans la lamina propria puis vers les ganglions lymphatiques mésentériques (MLN), et
éventuellement d'autres organes comme le foie ol ils pourront provoquer a terme un
phénomeéne inflammatoire (104).

Aujourd’hui, grace aux avancées technologiques, ce terme regroupe les bactéries viables mais
aussi des produits bactériens tels que les LPS, les peptidoglycanes (molécules appartenant a la
famille des « motif moléculaire associé aux pathogenes » ou PAMPs) et du matériel génétique

bactérien.
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Figure 18 : Causes et impacts de la translocation bactérienne
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Selon une étude clinique réalisée chez des patients cirrhotiques, la translocation
bactérienne voit son taux augmenter de facon progressive en relation avec la sévérité du score
de Child Pugh. Des données ont montré que les organismes dérivés de l'intestin étaient cinq a
six fois plus fréquemment retrouvés chez les patients ayant un score de Child pugh de classe C

par rapport aux scores A et B (105).

Les données actuelles suggerent deux voies majeures dans la perméabilité intestinale
pouvant contribuer a la translocation bactérienne: la voie transcellulaire a travers les
entérocytes, et la voie paracellulaire par le biais des tights jonctions. La voie transcellulaire
serait prédominante car elle aussi est disponible chez I'individu sain (106). De plus, il existe
deux autres voies pouvant permettre aux produits bactériens de rejoindre la circulation
systémique : par I'intermédiaire du systeme veineux entérique a la veine porte ou a la suite du
drainage lymphatique entérique (107).

Face a la translocation bactérienne, la réponse la plus forte et la plus rencontrée du
systéme immunitaire inné hépatique a des signaux de danger est I'inflammation.

Les PAMPs sont des molécules associées aux pathogenes (bactéries, virus, parasites...) et
reconnues par le systéeme immunitaire inné dont les récepteurs de type Toll Like Récepteurs
(TLRs) et Nod-like Récepteurs (NLR), récepteurs appartenant a la famille des PRR. Le microbiote
contient une large variété de PAMPs, dont les LPS, qui ne passent pas dans la circulation

sanguine quand la barriére intestinale est intacte (90).

Cependant, la consommation d’alcool fragilisant cette barriere, les LPS rejoignent la
circulation sanguine et gagnent le foie pour y stimuler les TLRs. Ces récepteurs sont alors
surexprimés a la surface des cellules de Kupffer KC, des cellules endothéliales, des cellules
stellaires HSC, des cellules dendritiques et des hépatocytes (44). Les TLR-4 peuvent
spécifiquement reconnaitre les LPS comme un signal de danger et induire la voie de
signalisation responsable de la production de cytokines pro-inflammatoires. Tous ces éléments
participent activement a la pathogénése de I'ALD.

Cependant, les TLR-4 ne pouvant pas se lier directement aux LPS, ils sont associés a des co-
récepteurs CD-14 et MD-2 (108) et une protéine de liaison de lipopolysaccharides (LBP) se lie
aux lipides A des LPS. Les LBP et les LPS sont alors respectivement reconnus par le CD-14 et le

TLR-4 (109).
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Au niveau du foie, les cellules KC sont les premieres a réagir a la présence des LPS et
contribuent a I'inflammation hépatique et aux lésions hépatocellulaires menant a la stéatose.
En effet, lorsque le LPS se lie au TLR-4 des cellules Kcs, sa signalisation conduit a la translocation
du facteur de transcription NF-kB et a I'expression des genes placés sous son contréle, tels que
les génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires dont le TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, et les
chemokines. Ces éléments participent également au recrutement des Lymphocytes T, ces

derniers ayant un impact sur les HSC (86).

Les LPS peuvent également cibler directement les cellules HSC. En effet, a I'état
guiescent, ces cellules sont impliquées dans la synthése de la matrice normale et résistent a
leur activation par la voie de signalisation induite par les TGF-B grace a I'expression d’une
protéine Bambi (bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor) capable
d’inhiber les récepteurs du TGF-B (106). Cependant, des I'activation des récepteurs TLR-4 par
fixation de LPS, I'expression de Bambi est diminuée, menant a une activation de la signalisation
via le récepteur de TGF-B. Les cellules HSCs modifient alors leur synthése de protéines et

participent activement au processus de fibrose par la sécrétion de TGF-B3, de collagene de type

1 et de MMPs (110). De plus, I'’éthanol et I'acétaldéhyde peuvent aussi activer les HSCs.
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Figure 19 : Cascade de signalisation LPS/TLR-4 chez les patients atteints d’ALD
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VIIl Traitements

Plusieurs scores ont été élaborés pour établir la sévérité de I'hépatite alcoolique aiglie
et ainsi guider le traitement. Le score de Maddrey est spécifique au pronostic de I'hépatite
alcoolique et permet d’identifier les formes séveres associées a un risque élevé de déces a
court terme. |l est calculé en utilisant le taux de bilirubine et le temps de Quick, et est a I’heure
actuelle le plus utilisé. Toutefois, le score de MELD (Model for end-stage liver disease) est de
plus en plus adopté comme alternative au score de Maddrey. Il utilise les valeurs de la
bilirubine totale, de la créatinine et de I'INR. Initialement, ce score a été développé pour
prédire la survie des patients a trois mois aprés un shunt porto-systémique intrahépatique par
voie transjugulaire mais il est aujourd’hui également utilisé pour hiérarchiser la répartition des
transplantations hépatique. Un score de Maddrey supérieur ou égal a 32 signe une forme
sévére de stéatohépatite alcoolique et demande la mise en place d’une corticothérapie, apres

confirmation par biopsie. Un score de MELD de 18 équivaut a un score de Maddrey de 32 (88).

L'évaluation ponctuelle de la sévérité de la cirrhose est quant a elle principalement
réalisée a l'aide du score de Child Pugh (111). Son calcul est dépendant de différents criteres
(Tableau 2). La valeur du score augmente avec le niveau de gravité. La cirrhose compensée
(cirrhose sans manifestation fonctionnelle ni complications) correspond a la classe A (valeur du
score entre 5 et 6). La cirrhose décompensée (dont I’encéphalopathie hépatique est un signe

clinique) correspond a la classe B (valeur entre 7 et 9 points) ou C (valeur entre 10 et 15).

Tableau 2: Calcul du score de Child Pugh

1 point 2 points 3 points
Encéphalopathie (Grade) Absente Grade l et Il Grade lll et IV
Ascite Absente Minime Modérée
Bilirubine totale (umol/L) <35 35a50 > 50
Albumine (g/L) >35 282335 <28

Taux de prothrombine (%) > 50 40 a 50 <40
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VIII.1 Les traitements classiques

VII.1.1 Les corticoides

Le traitement par corticoides est utilisé dans le but de réduire la réaction inflammatoire.
La molécule la plus utilisée est la prednisolone (112). Elle est instaurée pendant quatre
semaines, en I'absence d’infection et de réplication virale B pouvant étre majorée par les
corticoides. Malgré les effets positifs sur la survie a court terme de ce traitement, six mois apres
I'installation de la maladie, la mortalité atteint toujours 30 a 40% (87).
Sept jours apres l'initiation de la corticothérapie, temps suffisant pour prédire la réponse, le
« modele de Lille » est utilisé pour reconnaitre les patients répondeurs au traitement. Ce
modele dynamique génére un score pronostic applicable aux patients atteints d’'une hépatite
alcoolique sévere et traités par corticoides. C’'est le plus précis pour identifier le degré de
réponse au traitement. Sa formule inclut les effets des corticoides sur le taux de bilirubine. Il
identifie aussi le risque de mortalité a six mois chez ces patients. Ce modéle génére un score
variant de 0 a 1. La limite idéale est de 0,45 pour définir les patients répondeurs (Score de Lille

<0,45) et non répondeurs aux corticoides (score de Lille >0,45) (87).
VIIl.1.2 La Pentoxifylline

La pentoxifylline pourrait constituer une alternative a la corticothérapie. En effet, une
étude chez des patients atteints d’'une forme sévere d’hépatite alcoolique aigué a comparé les
effets de la pentoxifylline & ceux du placebo. A six mois, le taux de survie du groupe traité par
pentoxifylline était significativement supérieur (75%) a celui du groupe traité par placebo (54%)
(113). De plus, il semblerait que la pentoxifylline puisse étre aussi efficace voire plus efficace
que les corticoides (114,115). Cependant, I'administration concomitante de pentoxifylline et de
predisolone n’a pas amélioré le taux de survie a six mois par rapport a I'administration de
prednisolone seule (116). Aussi, malgré 'effet anti-inflammatoire de la pentoxifylline dans les
hépatites séveres, il semble que ses bénéfices soient liés principalement a une prévention du
syndrome hépatorénal (113).

Cette molécule alternative a la prednisolone a d’autres limites puisque chez les patients non
répondeurs a la corticothérapie (40% des cas), le passage a la pentoxifylline reste inefficace

puisqu’il n"améliore ni la survie ni la fonction hépatique (117).



63

VIII.1.3 Les anti-oxydants

L'utilisation d’anti-oxydants pourrait étre intéressante car le stress oxydant est un
élément clé conduisant a la stéatose par son réle dans la perméabilité intestinale.
Une étude a notamment été réalisée sur la survie de patients atteints d’hépatite alcoolique
aiglie sévere, comparant dans un cas les patients traités par |'association N-acetylcysteine et
corticoides et dans l'autre cas par corticoides seuls. Bien que la thérapie combinée ait
augmenté la survie a un mois par rapport a la monothérapie par prednisolone (24% contre 8%),
la survie a six mois n’était pas modifiée (38% contre 27%) (118). Compte tenu des résultats
concluants de la survie a un mois, le développement et I'étude d’autres composés anti-

oxydants seraient utiles.

VIIl.1.4 Les anti-TNF-a

L'approche thérapeutique, pourtant prometteuse compte tenu de I'implication de ce
médiateur dans le développement de la pathologie, avec des anticorps monoclonaux anti-TNF-
o a été abandonnée du fait d’'un exces d’infections et d’une surmortalité enregistrés chez les

patients recevant cette molécule (119,120).

VIII.1.5 La transplantation

Il est évident qu’un arrét total de I'alcool est a envisager pour ce type de pathologie.
Pour les patients en phase terminale secondaire a la cirrhose alcoolique, y compris ceux qui ne
répondent pas aux traitements médicaux, la transplantation hépatique est 'unique traitement
envisageable. Elle ne peut étre alors envisagée qu’apres une période d’abstinence d’au moins

six mois (121).

VIII.2 Les traitements ciblant le microbiote

VIII.2.1 Les antibiotiques

Les patients sous corticothérapie sont plus sujet a développer des infections. En effet,
deux mois apres l'instauration des corticoides, 22% des patients développent une infection
(122). Pour tenter d’éviter ce phénomeéne, le recours aux antibiotiques semble étre intéressant

pour purifier le microbiote.
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Des études pré-cliniques ont montré que le pré-traitement par antibiotiques pour
nettoyer le flore digestive est capable de réduire le taux des bactéries a Gram(-) et par

conséquent le taux d’endotoxines, et de prévenir les maladies alcooliques du foie (108).

Une étude clinique chez des patients souffrant de cirrhose alcoolique et traités par de la
norfloxacine associée a la néomycine pendant six mois a permis de montrer une amélioration
du score de Child Pugh, passant de 9,2 a 6,2 (123). Par conséquent, I'antibiothérapie a long
terme permettrait d’améliorer le pronostique de I'ALD et le taux de survie des patients
cirrhotiques. Toutefois, malgré I'amélioration de la fonction hépatique et de la réduction des
infections chez les patients atteints d'ALD, il est également important de prendre en compte les
effets négatifs des antibiotiques sur la muqueuse intestinale. En effet, |'utilisation prolongée
d'antibiotiques peut augmenter la vulnérabilité du microbiote et conduire a une augmentation
de la colonisation bactérienne pathogene (124).

A ce titre, les effets de la rifaximine, un antibiotique non absorbable a large spectre, ont
été évalués dans les ALD. La rifaximine est en effet une option sure et efficace pour la réduction
du risque de la récidive de I'encéphalopathie hépatique chez les patients présentant une
cirrhose hépatique (125). Que sa dose soit élevée ou faible, la rifaximine réduit de maniere
analogue le taux d’endotoxines chez les patients cirrhotiques avec une diminution significative
du taux de la famille des Veillonellaceae (Phylum Firmicutes) et une augmentation de celui des

Bacteroidaceae (Phylum Bacteroidetes) (126).

VIII.2.2 Les probiotiques

D’aprés le comité d’experts FAO/OMS (Organisation des Nations Unies pour
I’alimentation et I’agriculture/Organisation mondiale de la santé) réunis en 2001, les
probiotiques sont des « Microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantité
adéquate, conferent un bénéfice pour la santé de I'hote au-dela de l'effet nutritionnel

premier » (127).

Il a été montré que les probiotiques modifient le microbiote. Leur administration chez
I'Homme améliore les fonctions du foie, par le biais d’une amélioration de la réponse
immunitaire aux pathogenes entériques, d’'une amélioration du taux d’enzymes hépatiques,

d’une diminution des dommages et du stress oxydatif et d’une réduction du niveau
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d’endotoxines.

Les probiotiques les plus utilisés sont les Lactobacilles et Bifidobactéries.

Les Lactobacillus, bactéries a Gram(+) anaérobies facultatives, peuvent inhiber la
croissance d'une large gamme de bactéries a Gram(-), et donc diminuer le niveau
d’endotoxines. Des patients atteints d’ALD ont été traités par Bifidobacterium bifidum et
Lactobacillus plantarum 8PA3 et comparés a des patients traités par simples vitamines et a des
controles sains (96). Apres cing jours de traitement, une nette amélioration du taux de
Bifidobactéries, Lactobacilles et Entérocoques a été observée, atteignant le méme taux que les
individus témoins. De plus, les taux d’enzymes du foie étant particulierement élevés en cas de
lésions hépatique, le traitement par probiotiques a ainsi permis de réduire de maniere
significative le taux d’alanine aminotransférase ou ALT (considérée comme l'indicateur le plus

efficace de lésions hépatique), contrairement aux patients traités par vitamines (Figure 20).
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Figure 20: Evolution du taux d'ALT apres cing jours de traitement par probiotiques ou vitamines, chez des

patients atteints d'ALD, (U/L) (96)

Le prétraitement de souris par Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) avant une exposition a
I’alcool durant six heures a réduit les caractéristiques de la maladie alcoolique du foie (128). Le
prétraitement par LGG a empéché la réduction induite par 'alcool du niveau d’ARNm de la
claudine-1, ZO-1 et de l'occludine, protéines indispensables a l'intégrité de la barriére
intestinale (Figure 21). Par conséquent, le traitement par LGG a permis de réduire de maniére

significative la perméabilité intestinale et 'endotoxémie.
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Figure 21: Effets du prétraitement par LGG sur le niveau d’ARNm des protéines des jonctions serrées de l'iléon

de souris, aprés une exposition a I'alcool de 6h (128)

Dans une étude de 2007, les effets de I"'administration d’Escherichia coli Nissle a des
patients cirrhotiques ont pu étre étudiés sur le microbiote intestinale (129). Un groupe de
patients a été traité pendant quarante-deux jours par Escherichia coli Nissle et un second
groupe a été traité par un placebo. Une nette amélioration dans la restauration du microbiote
chez les patients traités par probiotiques a été observé, ainsi qu’une tendance a la baisse de
I'endotoxémie et I'amélioration des fonctions hépatiques, évaluées par le score de Child Pugh.

L’altération de la barriere intestinale due aux effets de l'alcool est associée a la
production locale de cytokines proinflammatoires. Une étude sur des modeéles animaux a
montré que I'administration des probiotiques Lactobacillus rhamnosus R0011 et acidophilus
R0O052 diminue le taux de TNF-a et IL-1B, ce qui pourrait contribuer aux effets bénéfiques des
probiotiques sur l'intégrité de la barriére intestinale dans les ALD (130). Cette étude a
également montré une diminution de I'expression des TLR-4 chez ces sujets, diminuant ainsi

I'inflammation.

Enfin, I'administration de probiotiques permettrait aux neutrophiles de retrouver leur
capacité de phagocytose. Des patients atteints de cirrhose alcoolique ont été traités par

Lactobacillus casei Shirota trois fois par jour pendant quatre semaines (131). Les résultats
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obtenus ont été comparés a des témoins et a des individus cirrhotiques non traités. La capacité
phagocytaire des patients traités par Lactobacillus casei Shirota a nettement augmenté pour
atteindre la capacité de phagocytose des contréles sains (Figure 22), contrairement a celle des

patients non traités qui n’a pas évoluée.
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Figure 22: Capacité phagocytaire des témoins, des patients traités et des témoins cirrhotiques (131)

VIII.2.3 Les prébiotiques

Selon Bengmark et Martindal (132), les prébiotiques sont des « ingrédients alimentaires
non digestibles qui présentent un effet bénéfique sur leur hote en stimulant la croissance et/ou
I'activité d’'une ou d’un nombre limité de bactéries résidant dans le colon, améliorant ainsi la
santé de leur hote » .

Contrairement aux probiotiques, les prébiotiques ne sont pas des bactéries vivantes
mais des carbohydrates non digestibles dans la lumiere intestinale et métabolisés par le
microbiote. lls sont utilisés comme source d’énergie par les bactéries bénéfiques et stimulent la
croissance ainsi que l'activité de celles-ci. Les prébiotiques les plus utilisés sont les
oligosaccharides tels que le galacto-oligosaccharide (GOS) et le fructo-oligosaccharide (FOS)
(133), et sont présents dans des produits alimentaires comme |'asperge, le poireaux, |'endive,

I’ail, I'oignon, I'avoine ou I'orge (134).

Des études pré-cliniques ont montré que I'administration de prébiotiques pouvait
atténuer les dommages hépatiques chez le rat. Pendant douze semaines, des rats ont été gavés

avec de l'alcool, avec ou sans traitement par de I'avoine (composé a 25% d’oligosaccharides et
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aux propriétés anti-oxydantes) (135). L'expérience a montré que la supplémentation en avoine
prévenait en parti les dommages de la barriére intestinale liés a l'alcool, en inhibant
I’'augmentation du stress oxydatif et des dommages oxydatifs des tissus intestinaux.

L'administration de FOS permet également une action sur le niveau des Reg3g (protéines
antibactériennes de la barriere intestinale). Chez des souris alimentées a base d’alcool,
certaines d’entre elles ont regu un traitement FOS pendant trois semaines (91). Les résultats
ont montré que les souris traitées par probiotiques présentaient un niveau de protéines Reg3g
pratiquement semblable aux souris saines (Figure 23A). Cette restauration partielle permet
alors l'inhibition de la surcroissance bactérienne aérobie (Figure 23C, graphique du haut) et
anaérobie (Figure 23C, graphique du bas) et la réduction de la stéatohépatite alcoolique chez

ces souris, ceci passant par la diminution du taux d’ALT (Figure 23B).

Cependant, il n’existe a I’"heure actuelle aucune étude clinique chez ’'Homme souffrant
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Figure 23: Amélioration de la stéatohépatite alcoolique par induction de I'expression des Reg3g et réduction de

la prolifération bactérienne intestinale (91)
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VIIl.2.4 Les symbiotiques

Les symbiotiques sont composés de probiotiques et de prébiotiques qui exercent leurs effets
bénéfiques, stimulant la croissance des bactéries intestinales protectrices. Les prébiotiques
sont d’autant plus bénéfiques qu’ils sont utilisés avec les probiotiques car leur association

pourrait favoriser la survie et I'activité des probotiques (136).

La supplémentation en symbiotiques (Floraguard®) chez des rats alimentés par de
I'alcool a été comparée a des témoins (136). Il a été observé un impact positif sur le taux de TG
et sur la réponse inflammatoire par inhibition de I'élévation du taux de TNF-a, IL-1B et IL-6. Le
traitement par symbiotiques a également permis d’agir sur le niveau plasmatique d’endotoxine
en inhibant 'augmentation de la perméabilité intestinale et en rééquilibrant la composition du
microbiote par augmentation du taux de lactobacilles et bifidobactéries.

Chez 'Homme, trente patients cirrhotiques dont la moitié ayant recu une préparation
de symbiotiques (association de quatre probiotiques et quatre prébiotiques) ont également
montré une amélioration de leur microbiote avec une augmentation du nombre de
Lactobacillus (Figure 24). Chez 44% des sujets, une amélioration du score de Child Pugh a pu
étre observée et les endotoxines plasmatiques sont devenues indétectables dans un tiers des

cas (137).
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Figure 24: Variation du nombre de Lactobacillus fécal pré- et post- traitement par symbiotique ou placébo

(CFU/g) (137)
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- PARTIE 3 -

INFLUENCE DU MICROBIOTE INTESTINAL DANS LA
MALADIE HEPATIQUE NON ALCOOLIQUE
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I Epidémiologie de I'obésité et de la NAFLD

Le surpoids et I'obésité sont en hausse de maniere alarmante dans le monde puisque
depuis 1980 la prévalence de I'obésité a plus que doublé. Chez I'adulte, le surpoids et I'obésité
sont définis par I'indice de masse corporel (IMC) qui est le ratio du poids en kilogramme par le
carré de la taille en metre. Le surpoids est défini par un IMC compris entre 25 et 30, I'obésité

est définie par un IMC supérieur a 30 (Tableau 3).

Tableau 3 : Interprétation de I'lMC chez I'adulte

IMC (kg/m?) INTERPRETATION
+de 40 Obésité morbide ou massive
35-40 Obésité sévere
30-35 Obésité modérée
25-30 surpoids
18,5-25 Corpulence normale
16,5-18,5 Maigreur
-de 16,5 Famine

D’aprés I'OMS, en 2014, 1,9 milliards d’individus de plus de 18 ans étaient en surpoids dans le
monde, dont 600 millions étaient obéses, soit 39% de surpoids et 13% d’obésité mondiale
(Figure 25) (138). Les complications associées a I'obésité entrainent le déces de pres de 2,8

millions d’individus chaque année.
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Figure 25 : Prévalence de I'obésité (chez 'hnomme) >18 ans, d'IMC >30, en 2014 (138)
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Selon la 6° édition de I’'étude ObEpi conduite par les laboratoires Roche, I'obésité
touchait en France 6,9 millions d’individus en 2012, soit 15% de la population adulte totale

(139) (Figure 26).
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Figure 26: Evolution de I'obésité en France (139)

L'obésité et linsulino-résistance sont associées a un risque accru de maladies
hépatiques telles que les stéatoses hépatiques non alcooliques ou NAFLD (Nonalcoholic fatty
liver disease). Cette derniére représente la premiere cause de maladie hépatique dans les pays
développés affectant prés d’un tiers de la population (140). La prévalence de la NAFLD a ainsi
doublé ces vingt derniéres années, contrairement a celle d’autres maladies hépatiques
chroniques restée stable voire méme ayant diminué (141). La NAFLD affecte 20% a 30% des
adultes, plus de 80% des obéses dans le monde et 40% a 50% des individus atteints de NAFLD
ont développé un diabéete de type 2 et présentent une insulino-résistance (142). De plus, 10% a
30% des patients atteints de stéatose développeront une stéatohépatite non alcoolique (NASH)

et 10% a 29% de ces NASH évolueront en cirrhose dans les 10 ans (Figure 27) (143,144).
Il Définition de I’hépatopathie stéatosique non alcoolique

La NAFLD regroupe un ensemble de pathologies allant de la stéatose hépatique non
alcoolique a la cirrhose, en passant par la stéatohépatite non alcoolique ou NASH. La NAFLD
étant souvent associée a I'obésité, la résistance a l'insuline au diabéte, les interactions entre le
foie et I'intestin, nommé aussi « axe intestin — foie », jouent un réle crucial dans son apparition

et sa progression.
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La stéatose hépatique non alcoolique est caractérisée par une stéatose pure du tissu
hépatique caractérisée par une accumulation excessive de TG sous forme de gouttelettes
lipidiques dans les cytoplasmes des hépatocytes. La stéatose est considérée comme
pathologique lorsqu’elle affecte plus de 5% des hépatocytes. Elle n’est ni accompagnée
d’inflammation ni de fibrose. La stéatose se développe lorsque que le taux d’acides gras
entrants (estérifié par la suite en TG) est supérieur au taux d’acides gras sortants (par oxydation

et sécrétion). Il y a alors une augmentation significative des TG dans les hépatocytes.

La NASH, forme la plus sévere de la NAFLD, se distingue de la stéatose pure par la
présence de lésions hépatocytaires s'accompagnant d’une inflammation du tissu hépatique et
d’une ballonisation hépatocellulaire, avec ou sans fibrose. Seule une biopsie hépatique permet
de faire la distinction entre une stéatose simple et une NASH et de déterminer le degré de
sévérité de la maladie.

Selon lI'ampleur des dommages subis par le foie, la fibrose peut-étre plus ou moins importante,
et I'on distingue plusieurs stades. Le stade F1 désigne une fibrose légére, le stade F3, une

fibrose sévére. On parle de cirrhose a partir du stade F4.
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Figure 27: Evolution de la NAFLD (142)
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Actuellement, la classification histologique la plus souvent utilisée est le score NAFLD
Activity Score (NAS), développée en 2005 par Kleiner et al. Ce score d'activité de la maladie est
basé sur les principales lésions histologiques de NAFLD (145). Le score NAS est la somme des
scores individuels pour la stéatose (0-3), l'inflammation lobulaire (0-2) et la ballonisation
hépatocellulaire (0-2), et varie de 0 a 8 (Tableau 4). Il est également associé au score de fibrose.
Ainsi, un score NAS égal a 1 ou 2 confirme I'absence de la NASH alors qu’un score de 5 a 8

confirme une NASH. Un score de 3 ou 4, qualifié de “borderline” ne permet pas d’établir un
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diagnostic.

Le score SAF (Steatosis Activity Fibrosis), créé en 2012, permet la classification des
mémes lésions hépatiques que le score NAS (146). Cependant I'évaluation de la stéatose,
réalisée séparément, et le regroupement des scores de fibrose de Kleiner (1a, 1b, 1c) en un seul
stade 1 permettent de mieux discriminer la NASH. Ainsi la présence d'une stéatose supérieure a
5% des hépatocytes confirme le diagnostic de NAFLD (S21). Les patients ayant une NAFLD sans
ballonisation ou avec une ballonisation minime et sans inflammation lobulaire (A<3) sont
classés comme stéatose simple. La présence d'une stéatose hépatique (S>1) associée soit a une

inflammation sévere (A>3) soit a une ballonisation ou une inflammation lobulaire, définit la

NASH.
Tableau 4 : NAFLD Activity Score
Degré d’activité de la NASH NAFLD activity score (NAS)
0 1 2 3
Stéatose (grade) <5% 5% - 33% >33% - 66% >67%
Inflammation lobulaire
Sans infiltrat < 2 Infiltrats 2 - 4 infiltrats > 4 infiltrats
(x200/champ)
Ballonisation Absence Quelques Nombreuses -
Stade de la fibrose de la NASH Stade
Aucune 0
Légere, fibrose périsinusoidale, zone 3 1a
Modérée, fibrose périsinusoidale, zone 3 1b
Fibrose portale/périportale uniquement 1c
Fibrose périsinusoidale et portale/périportale zone 3 2
Ponts fibreux 3
Cirrhose 4

Par ailleurs, la distinction entre la NASH et la stéatohépatite alcoolique est uniquement
possible par la réalisation d’une anamnese ciblée, car les deux affections sont identiques sur le
plan histologique.

La progression de la stéatose vers une NASH augmente de fagon dramatique le risque de
cirrhose et d'insuffisance hépatique (147). Le lien entre le passage de la stéatose a la NASH
n’est pas clairement défini mais il pourrait étre d( a une modification du microbiote produisant

de I'’éthanol de maniére endogéene, amenant ainsi au développement de la NASH. (148). Il n’est
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cependant pas certain que la stéatose précéde obligatoirement la NASH (134).

Il Métabolisme hépatique lipidique

La stéatose hépatique provient du déséquilibre entre le taux de TG entrant et sortant au
niveau du foie. Les acides gras utilisés pour la formation des TG hépatiques proviennent de

différentes sources que sont I'alimentation, la synthese de novo et le tissu adipeux.

Les lipides apportés par I'alimentation sont hydrolysés par le microbiote au niveau
intestinal en acides gras et monoglycérol. Ceux-ci sont absorbés par les entérocytes et
rapidement réestérifiés en TG. Apres leur resynthese, les TG passent dans la circulation
systémique sous la forme de chylomicrons pour atteindre le foie. 80% de ces TG sont
hydrolysés par les lipoprotéines lipases (LPL) présentes a la surface des cellules adipeuses et
musculaires, relarguant les acides gras libres pour une absorption par ces types cellulaires. La
synthése des LPL est sous le contréle du facteur de transcription PPAR. Les 20% restant, appelés
chylomicrons remnants, rejoindront le foie. Chez une personne ayant adopté une alimentation
riche en lipides, ces 20% correspondent a la moitié de la teneur en TG total du foie. Les lipases
hépatiques hydrolyseront a leur tour les TG restants qui rejoindront le pool de cholestérol
hépatique.

Les carbohydrates contenus dans I'alimentation participent a la synthése de novo des acides
gras libres, a partir de I'acétyl-coenzyme A, en augmentant le taux d’insuline. L'insuline stimule
alors le facteur de transcription SREBP-1c par le biais d’'une cascade de signalisation,
provoquant l'activation d’enzymes catalisant la lipogéneése. Les carbohydrates peuvent
également stimuler la lipogénése de novo en activant un autre facteur de transcription ChREBP.
En période post-prandiale, I'hydrolyse des TG a lieu par les hydrolases adipocytaires des TG. Les

acides gras seront alors transportés vers le foie (142,149).

Le devenir des acides gras libres hépatiques suit différentes voies. Ceux-ci peuvent étre
métabolisés par B-oxydation au niveau des mitochondries, estérifiés ou associés a des
apolipoprotéines pour former les VLDL. Ces lipoprotéines initient la voie centrifuge, elles

transportent les TG d’origine hépatique vers les tissus périphériques, sous I'action des LPL.



76

Chez les patients atteints de NAFLD, l'augmentation du glucose plasmatique et de
I'insuline associée a la stéatose hépatique stimule la lipogénése de novo et inhibe I'oxydation
des acides gras en affectant les SREBP-1c et les ChREBP, provoquant une accumulation de ces
derniers dans le foie. De plus, I'insuline inhibe la lipolyse dans le tissu adipeux en supprimant les
hydrolases adipocytaires des TG.

L’augmentation du taux d’acides gras par I'alimentation, le tissu adipeux et par la lipogénése de
novo amplifie donc la stéatose hépatique. L'éthanol synthétisé de fagcon endogéne par le

microbiote a également un impact sur le métabolisme lipidique.
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Figure 28 : Métabolisme hépatique des acides gras libres (142)

Insulin

IV Dysbiose et SIBO dans la NAFLD

En dépit des preuves sur le role joué par le microbiote intestinal dans la pathogénése de
I'obésité, la composition du microbiote des individus atteints de NAFLD n'avait encore jamais
été clairement caractérisée. Grace aux progres des méthodes analytiques, il est aujourd’hui
possible d’identifier de maniere plus poussée les bactéries constituant le microbiote intestinal

de ces personnes.

Les personnes obéses sans NAFLD présentent un microbiote différent de celui des

individus de corpulence normale. Ley et al. ont réalisé une étude sur douze patients obéses qui
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a montré une plus forte abondance en phylum Firmicutes et plus faible en Bacteroidetes par
rapport aux sujets de corpulence normale (150). Malgré d’autres études allant dans ce sens, de
récentes études ont parfois contredit ces résultats puisqu’elles ont montré un taux plus faible
en Firmicutes et plus élevé en Bacteroidetes et Proteobacteria, le ratio Bacteroidetes/Firmicutes
augmentant (151-153). Ainsi dans le phylum Firmicutes, les familles Ruminococcaceae (pour les
genres Ruminococcus et Faecalibacterium) et Lachnospiraceae (pour les genres Roseburia,

Blautia et Coprococcus) ont été diminuées.

Tableau 5 : Evolution du microbiote chez I'adulte obése (IMC >30)

PHYLUM CLASSE ORDRE FAMILLE GENRE
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae ™ Prevotella 1
4(150) M (151-153)

Firmicutes Clostridia Clostridiales Eubacteriaceae Eubacterieum 1

150) 1 (151-153)
Ruminococcaceae, Faecalibacteriumd

Ruminococcus

Lachnospiraceael Blautial,
Coprococcus,
Roseburial,
Proteobacteria 1 y-proteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Escherichia 1

Le microbiote des individus atteints de stéatose simple est également différent de celui
des obeses. Raman et al. ont observé une augmentation du taux de Firmicutes chez les patients
atteints de stéatose simple avec une élévation des taux des genres Lactobacillus, Dorea,
Roseburia et Robinsoniella. Toutefois, le taux de la famille Ruminococcaceae et du genre
Oscillobacter est réduit (154). Ces patients ont aussi une diminution du niveau en Bacteroides

et une augmentation du niveau en Prevotella (148).

Zhu et al. ont rapporté des différences dans la composition du microbiote chez des
enfants NASH par rapport a des enfants obeses et des enfants de corpulence normale. lls ont
en effet remarqué que Proteobacteria, Enterobacteriaceae et Escherichia étaient les seuls types
de phylum, famille et genre a avoir un taux significativement supérieur chez les enfants NASH
que chez les obeses (151). Dans cette étude, la famille prevotellaceae (dont le genre majoritaire
était Prevotella) était en nombre largement supérieur chez les NASH et obeses que chez les

individus normaux. Les patients NASH ont également un taux supérieur pour l'ordre des
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Aeromonadales, les familles des Succinivibrionaceae et Porphyromonodaceae et pour les genres
Parabacterroides et Allisonella par rapport aux contréles sains (155). D’aprés une étude menée
par Mouzaki et al., les patients atteints de NASH ont une augmentation significative du
pourcentage de Blautia coccoides (anciennement Clostridium coccoides) et un pourcentage plus
faible en Bacteroidetes par rapport aux patients a stéatose simple et aux individus sains, mais
aucune différence significative du taux d’Escherichia coli n’est observée. Cette étude suggére
une association indépendante de I'IMC entre Bacteroidetes et I'état d’avancement de la
maladie hépatique (156). Cette diminution pourrait participer a la libération de LPS,
responsable de Iésions inflammatoires hépatiques, I'inflammation étant un facteur essentiel de
gravité de I’hépatopathie. Ce résultat constraste avec I'étude de Zhu et al. qui avait montré une
augmentation des Bacteroidetes, pouvant étre due au déséquilibre de I'MC entre les groupes
dans cette étude. Les patients NASH ont également des taux inférieurs pour le phylum
Firmicutes, les genres Faecalibacterium et Anaerosprobacter appartenant a |‘ordre des
Clostridiales (155).

Munukka et al. ont trouvé une faible abondance de Faecalibacterium prausnitzii et un rapport
Faecalibacterium prausnitzii/ Bacteroides diminué en cas de stéatose (157). Cette bactérie
Faecalibacterium prausnitzii a des propriétés anti-inflammatoires, et il a été montré que sa
diminution entrainait une augmentation de la perméabilité intestinale.

Des bactéries telles que Akkermansia muciniphila, méme si présente en faible quantité
(inférieure a 1%) sont capables d’affecter profondément le métabolisme de I'hote. Ces
bactéries dégradant les mucines intestinales ont été reconnues comme étant capables de jouer
sur les troubles métaboliques induits par une alimentation riche en graisses, y compris la prise
de poids, I'endotoxémie métabolique, I'inflammation du tissu adipeux et la résistance a
I'insuline (158). Elles sont également capables d’augmenter le taux intestinal

d’endocannabinoides qui contrélent I'inflammation et la perméabilité intestinale.
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Tableau 6 : Evolution du microbiote chez les patients atteints d'ALD

REFERENCE PHYLUM CLASSE ORDRE FAMILLE GENRE
Bacteroidetesy  Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella 1
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus 1
Stéatose . e .
Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae Dorean
Vs
Roseburian
obésité
Robinsoniellat
(154)
Oscillospiraceae Oscillobacter |
Ruminococcaceae,
NASH
Vs .
Proteobacteria  _proteobacteria Enterobacteriales  Enterobacteriaceaet Escherichia (coli)
obésité t
(151)
Bacteroidetesl  Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae 1 Prevotella 1
. o Porphyromonodaceae ]
Bacteroidia Bacteroidiales Parabacteroides
T
NASH
— Anaerosporobacter
Vs Iilrmlcutes Clostridial, Clostridiales, Clostridiaceae P
N2
controle
Ruminococcaceae, Faecalibacterium |,
(151,155)
Negativicutes Selenomonadales  Veillonellaceae Allisonellat
Proteobacteria ) L
N y-proteobacteria  Aeromonadales?™  Succinivibrionaceae?
NASH Bacteroidetes,
Vs
stéatose Firmicutes Clostridial, Clostridiales Lachnospiraceae Blautia (coccoides)
N2

(156)
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V Ll’inflammation de bas grade

Les maladies métaboliques telles que I'obésité et I'insulino-résistance sont caractérisées
par une inflammation chronique, dite inflammation de bas grade, dans laquelle le microbiote
est impliqué (Figure 29).

Un régime hyperlipidique ou hyperglucidique provoque dysbiose et SIBO. L’altération du
microbiote entraine une altération de lintégrité de la barriere intestinale avec pour
conséquence la perméabilité aux endotoxines. La présence de LPS dans la circulation
systémique provoque l'activation du systeme immunitaire inné et une forte sécrétion des
cytokines pro-inflammatoire, en particulier le TNF-a. L'inflammation de bas grade implique un
réseau complexe de signaux interconnectés au foie, tissu adipeux et muscles. Au niveau
hépatique, le LPS provoque une inflammation hépatocellulaire en stimulant les cellules de
Kupffer et les cellules stellaires aprés reconnaissance par les recepteurs TLR-4, entrainant alors

le développement d’une inflammation et d’une fibrose comme décrit précédemment.
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Figure 29 : L'intéraction entre les facteurs alimentaire, le microbiote et la barriére intestinal dans la NAFLD (159)

Selon une étude réalisée chez la souris, I'endotoxémie était augmentée ou diminuée
apres un repas ou lors du je(ine, respectivement. Aprés quatre semaines nourries par un régime
riche en matiéres grasses, la concentration en LPS plasmatique avait doublé voire triplé,
atteignant un seuil désigné comme endotoxémie métabolique (160). Cette étude a également
prouvé que ce type de régime était associé a une augmentation des bactéries contenant des

LPS, les bactéries a Gram(-). Quand I'endotoxémie métabolique était induite par infusion de LPS
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pendant quatre semaines chez des souris, la prise de poids du foie et des tissus adipeux étaient
similaires a une alimentation riche en lipides. Cette prise de poids survenait en parallele a
I'insulino-résistance. Ces réactions ne se produisaient pas avec des souris mutantes CD-14,

indiquant que la signalisation LPS/CD-14 est nécessaire.

Chez 'Homme, il est reconnu qu’un repas riche en lipides entraine une hyperlipidémie
postprandiale et que celle-ci est associée a une augmentation de médiateurs de I'inflammation
(161). De plus, comme évoqué précédemment, un changement de régime alimentaire
notamment riche en lipides, induit une surcroissance des bactéries capables d’augmenter la
récupération énergétique mais aussi une dysbiose aboutissant a une augmentation de la
proportion en LPS (Figure 30). L'inflammation postprandiale pourrait alors étre en partie liée a

I’élévation de I'endotoxémie.
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Figure 30 : Concentration plasamatique des LPS chez I'Homme en fonction des habitudes alimentaires (162)

Miele et al. ont démontré pour la premiere fois que la stéatose chez I'homme était
associée a une augmentation de la perméabilité de I'intestin gréle. Le suivi de patients atteints
de stéatose hépatique pendant six mois a montré une augmentation de la perméabilité
intestinale ainsi qu’une augmentation de la prévalence de la SIBO (163). L'augmentation de
cette perméabilité est liée a une rupture des jonctions serrées (jonctions ZO-1) de l'intestin.
Cette augmentation de la perméabilité est significative chez les patients NAFLD par rapport aux
controles sains (Figure 31A), et elle est encore plus visible pour les patients NAFLD ayant une
stéatose modérée a sévere (Figure 31B). La prévalence de la SIBO est quand a elle corrélée avec

la sévérité de la stéatose (Figure 32). Ceci peut suggérer que I'augmentation de la perméabilité
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intestinale est la condition sine qua non pour la contribution de I'axe foie-intestin dans le

développement de la NAFLD.

De plus, la prévalence de la perméabilité intestinale et de la SIBO ont été prouvées comme

étant corrélées a la sévérité de la stéatose mais ne sont pas liées a la présence d’'une NASH.
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Figure 31 : La perméabilité intestinale entre (A) contrdles sains et NAFLD et entre (B) sévérité de la stéatose
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Figure 32 : Prévalence de la SIBO en fonction de la sévérité de la stéatose (163)

L'augmentation de la perméabilité intestinale permet alors, comme dans le cas des
pathologies alcooliques, la translocation de LPS dans la circulation systémique via la formation
des chylomicrons, pour rejoindre le foie, les tissus adipeux ou encore les tissus musculaires

(164). L'inflammation a bas bruit qui s'installe dans ces tissus de facon chronique favorise

I'insulinorésistance préalable au diabéete et a I'obésité.
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Chez la souris NASH déficiente en choline, Rivera et al. ont observé une endotoxémie
portale et une élévation de I'expression des TLR-4, CD-14 et MD-2 au niveau des KC, menant a
la production des cytokines pro-inflammatoires (165).

La prévalence de la NAFLD est dépendante de I’expression en TLR-4 ou TLR-9 et en récepteur au
TNFa (151). De méme que l'activation des TLR-4 et TLR-9 est requise pour I'évolution de la

sévérité de la NASH (166).

VI Conséquences fonctionnelles de la dysbiose et de la perméabilité

intestinale

Les patients atteints de NAFLD dans le monde sont obéses dans 80% des cas (142). L’évolution
du microbiote intestinal discutée précédemment et ses mécanismes joueraient un role dans les
NAFLD (90). Il aurait en effet un impact sur ’lhoméostasie énergétique, le production endogéne
d’alcool, la modulation du systéme endocannabinoide et de la bile, ainsi que sur le

métabolisme de la choline.

VI.1 Larégulation de ’lhoméostasie énergétique

Malgré le fait que les études ne s’accordent pas sur le rapport Bacteroidetes/Firmicutes,
il en ressort clairement que la composition du microbiote d’un individu obése est associée a
I'augmentation de sa capacité a collecter I'énergie depuis I'alimentation, et plus

particulierement a travers les acides gras a courtes chaines (AGCC).

Les AGCC, principalement constitués d’acétate, propionate et butyrate, sont les produits
de fermentation majeurs des fibres par le microbiote intestinal. L’acétate et le propionate sont
absorbés, métabolisés dans le foie et utilisés comme substrats pour la néoglucogénese et la
lipogénese (46). Les AGCC seraient impliqués dans la pathogénése de la NAFLD du fait de leur
contribution dans I'obésité.

La premiére preuve a été fournie par I'équipe de Turnbaugh et al. qui a remarqué que
le microbiote des souris obéses était enrichi en genes métabolisant les carbohydrates et que la

concentration en AGCC étaient augmentée au niveau du cOlon de ces animaux (167). Chez
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I'Homme, Schwiertz et al. ont notifié que les patients obéses avaient une moyenne totale
d’AGCC 20% supérieure aux témoins (153).

Bien que les phyla Firmicutes et Bacteroidetes soient tout deux producteurs d’AGCC, il
semblerait que le phylum Bacteroidetes et plus particulierement le genre Prevotella soit
majoritaire dans la production des AGCC (38). Comme vu précédemment, ce genre est retrouvé
en proportion élevée chez les obeses et les patients atteints de NAFLD (Tableau 5 et Tableau 6).
Il semblerait également qu’une alimentation riche en fibres végétales fournisse des substrats
de fermentation pour Prevotella et ainsi stimule sa prolifération (38). L'élévation du taux
d’énergie extrait passe alors par les AGCC produits par le microbiote intestinal et semble

contribuer au développement de I'obésité et de la NAFLD.

De plus, le microbiote inhibe la synthése d’'une molécule "signal", le facteur FIAF
(fasting-induced adipocyte factor aussi connu sous le nom d’ANGPTL4). Ce facteur est un
inhibiteur circulant de la LPL (impliguée dans le métabolisme des TG) au niveau des cellules
épithéliales. L'expression de FIAF a été soulignée suite a I'étude de souris déficientes en FIAF
suivant un régime hyperlipidique (168). Ces souris ont eu une prise de poids supérieure aux
souris témoins. La réduction du niveau des FIAF permet alors une activité plus élevée des LPL
endothéliales ce qui engendre une perturbation de stockage des TG au sein des lipoprotéines,
au profit des adipocytes pour permettre un stockage des graisses plus important au niveau des
tissus adipeux, du foie et du cerveau (168,169). Ces expériences n’ont toutefois été conduites

gue sur des modeéles de souris.
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Figure 33 : Régulation par le microbiote intestinal du stockage énergétique (37)
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VI.2 La production endogene d’alcool

Il est prouvé depuis longtemps que I'éthanol, en plus d’étre ingéré par voie orale, peut
aussi étre produit de maniere endogéne par le microbiote, comme suggéré en 1971 par une
élévation du taux d’alcool sanguin suite a une alimentation exempte I'alcool (170).

L'implication possible de I'alcool produit de facon endogéne dans les NAFLD a d’abord
été évaluée chez des souris ob/ob par Cope et al.. La concentration d’alcool sérique,
déterminée par test respiratoire, a été comparée entre des souris obeses et des souris témoins
(171). L’air expiré des souris obéses avait une teneur en éthanol supérieure a celui des souris
témoins (Figure 34A). De plus, chez les sujets obeses, une augmentation liée a I'age du taux
d’éthanol reflete une production accrue d'éthanol par le microbiote intestinal qui subit une
dysbiose de plus en plus importante avec I'age (Figure 34B). Par conséquent, la production
d'éthanol intestinal peut contribuer au développement de la stéatose hépatique associée a

|'obésité.
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Figure 34 : taux d'éthanol expiré en fonction du type et de I'dge des souris (171)

D’apres une étude réalisée par Zhu et al., il a été montré que les enfants atteints de
NASH présentent des concentrations d’éthanol sériques plus élevées que les obéses a taux de
transaminases normales et que les sujet sains (151). L'étude concernant des enfants, ces
résultats ne peuvent vraisemblablement pas étre biaisés par une prise d’alcool. Une nouvelle
hypothese est alors évoquée pour expliquer la NAFLD : le microbiote de ces patients serait

enrichi en bactéries produisant de I'alcool endogéne.
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Cette méme équipe a également remarqué que les génes ADH et ALDH étaient parmi les génes
a croissance accrue au niveau du foie des patients atteints de NASH, se traduisant par un niveau
élevé de NADH ce qui favorise la syntheése d’acides gras, amplifiant la stéatose (172). De plus,
les CYP2E1 sont également élevés dans le foie de ces patients, entrainant une élévation des
ROS et menant a l'inflammation hépatique. La raison la plus probable est qu’une forte
concentration d’alcool circulant chez ces patients active significativement le métabolisme de
I’éthanol (173).

Le microbiote intestinal serait donc responsable de la hausse de production de I'alcool

endogene chez les patients atteints de NASH.

Des différences importantes ont été observées au niveau des phyla, familles et genres
entre des patients obéses (avec ou sans NASH) et des sujets sains. Cependant, peu de
différences ont été révélées entre le microbiote de personnes obéses et celui de patients NASH,
excepté pour le genre Escherichia, qui est présent de maniere significativement
disproportionnée entre des enfants obeses et des enfants atteint de NASH (151).

De nombreuses autres bactéries ont également la capacité d’induire la fermentation des
carbohydrates en éthanol. La surcroissance gastrique d’Helicobacter pylori participe a cette
production endogéne. Les bactéries colifomes telles que Klebsiella pneumoniae, et Escherichia
coli au niveau de l'intestin gréle, et Clostridium spp. au niveau du colon, peuvent aussi

participer a la production d’alcool endogéne (85).

L'abondance croissante, chez les patients atteints de NASH, de bactéries productrices
d’éthanol, I'élévation du taux d’éthanol sanguin chez ces patients et le rble établi du
mécanisme de I'alcool dans le stress oxydatif et par conséquent I'inflammation du foie, suggere

un role du microbiote producteur d’éthanol dans les NASH.

VI.3 La modification du métabolisme de la choline

La choline pourrait également étre impliquée dans le développement de la NAFLD.
Elle est apportée chez I’'Homme par la phosphatidylcholine (PtdCho) de I'alimentation avec une
prédominance dans les ceufs, le lait, le foie, la viande rouge, la volaille, les fruits de mer et le

poisson (174).
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Chez I'individu sain, la choline rejoint intacte le foie. Elle y est alors oxydée en bétaine (qui sera
renvoyée dans la circulation sanguine) ou redevient PtdCho pour permettre la synthese de

VLDL et le transport des TG hépatiques vers les tissus ayant besoin d’énergie (Figure 35) (175).

Cependant, des études sur 'Homme ont montré que le faible taux de choline favorise
I’engraissement du foie ainsi que des dommages au niveau de cet organe (176,177). En effet,
chez les patients consommant une alimentation riche en graisses la choline est métabolisée en
triméthylamine (TMA) par le microbiote. La TMA rejoint alors le foie pour étre oxydée, via des
flavine-monooxygénase de type 3 (FMO3), en triméthylamine-N-oxide (TMAOQO). Le TMAO est
ensuite relargué dans la circulation sanguine (Figure 35). Cette derniére molécule contribue au
développement de maladies cardiovasculaires et a |'athérosclérose (178). Du fait de la
réduction de la biodisponibilité de la choline a cause de sa conversion en méthylamine par le
microbiote, on observe une réduction du taux de PhdCho dans le foie. Ce mécanisme mime
alors une alimentation carencée en choline. Cette réduction de la biodisponibilité de la choline
liée au microbiote se traduit par une diminution de la sécrétion hépatique de VLDL et une
accumulation des TG hépatocytaires (179). De plus, la choline et la bétaine ont pour fonction
d’étre donneurs de méthyl dans la voie concernant la méthylation des histones, éléments

jouant potentiellement un role dans les NAFLD (175).

Par conséquent, un faible taux plasmatique en PtdCho et une forte excrétion urinaire de
méthylamines engendrés par le microbiote intestinal sont donc associés a une altération de

I'homéostase du glucose et a une NAFLD.
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Figure 35 : Métabolisme de la Choline (175)
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VI.4 La modulation de la bile

En plus d’étre la voie principale d'élimination du cholestérol de |'organisme, I'élément
indispensable a la solubilisation et I'absorption intestinale des lipides et des vitamines
liposolubles alimentaires, les acides biliaires ont également un role dans le maintien de
I’hnoméostasie. lls ont en effet une fonction de molécule signal en se liant a des récepteurs

nucléaires FXR (farnesoid X receptor), au niveau intestinal et hépatique.

Les acides biliaires ainsi formés dans le foie a partir du cholestérol sont |'acide cholique
(hydrophile) et l'acide chénodésoxycholique (hydrophobe) chez 'Homme. Ces acides sont
conjugués dans le foie a la taurine ou la glycine pour permettre leur solubilisation dans la bile.
Les acides biliaires primaires sont transformés en acides biliaires secondaires par le microbiote
intestinal, via leur activité d’hydrolase, en acide désoxycholique (a partir du cholique) et
lithocholigue (a partir du chénodésoxycholique) pour étre éliminés.

Les acides biliaires synthétisés par le foie sont soumis a un cycle entérohépatique qui permet la
conservation de 95% du pool des acides biliaires. Ce cycle implique la réabsorption intestinale,
le transport dans le sang portal, le captage par le foie, le transport intrahépatocytaire, la

sécrétion biliaire et I'excrétion dans la lumiére intestinale des acides biliaires.

Le récepteur FXR, activé par un niveau trop élevé d’acides biliaires au niveau hépatique,
stimule leur élimination dans la bile, et inhibe le captage hépatique des acides biliaires
plasmatiques. Ce récepteur régule également I'expression du géne codant pour la 7-alpha-
hydroxylase (CYP7A1), enzyme limitante dans la synthése des acides biliaires a partir du
cholestérol, évitant ainsi I'accumulation hépatique des acides biliaires. Une diminution de la

concentration cellulaire de ces acides biliaires peut lever cette inhibition.

L'activité d’hydrolyse du microbiote sur les acides biliaires peut alors réduire
I’'absorption et augmenter I'excrétion des acides biliaires et ainsi influer sur le niveau de lipides

sériques.

Des récentes études chez la souris ont montré que I'altération du microbiote change la

composition des acides biliaires, notamment en altérant les acides biliaires tauro-conjugués,
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acides pouvant inhiber I’activation de FXR au niveau intestinal (180,181).

Chez la souris, apparait une famille supplémentaire d’acides biliaires constituée des acides a et
B-muricholiques, dérivant de I'acide chénodésoxycholique.

Le changement de composition du pool biliaire menerait alors au dysfonctionnement
métabolique dont I'obésité et I'insulino-résistance, et par conséquent ménerait a la NAFLD. Les
acides biliaires pourraient également participer a cette pathologie par I'activation des FXR

hépatiques.

Une étude menée chez la souris atteinte de NAFLD a permis d’observer une forte action
du microbiote dans la déconjugaison des acides biliaires dans I'intestin gréle, pour permettre
leur métabolisme en acides biliaires secondaires au niveau du colon (182). Chez ces souris
malades, le microbiote est enrichi en Lactobacillus, fort producteur en hydrolase permettant la
déconjugaison. Une réduction du pool biliaire avec une diminution de 71% de |‘acide tauro-p-
murocholique (antagoniste des FXR) a alors lieu, levant I'inhibition de FXR et provoquant la
synthése d’acides gras hépatiques, via les céramides (Figure 36). La diminution du taux de
I‘acide tauro-B-murocholique, inhibe également au niveau hépatique les CYP7A1 nécessaires a

la synthése des acides biliaires (180).

.

Figure 36 : Développement de la NAFLD médiée par le microbiote a travers I'axe acide biliaire/FXR

intestinal/céramide (181)
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Le récepteur FXR intestinal controlant le métabolisme hépatique lipidique et glucidique, il
pourrait étre une cible thérapeutique idéale dans la prévention de la progression des patients

atteints de NAFLD.
VI.5 La modulation du systéeme endocannabinoide

Le systéme endocannabinoide (systeme eCB) est un systeme composé de lipides
endogenes qui activent spécifiquement une famille de récepteurs couplés aux protéines G
appelés récepteurs cannabonoides 1 et 2 (Récepteurs CB; et CB,). L’activation spécifique des
récepteurs CB; stimule I'appétit et le systéme eCB controlerait la perméabilité de la barriere
intestinale ainsi que I'adipogénése (183,184).

Chez l'individu obese, le systeme eCB est surexprimé au niveau du colon et du tissu
adipeux et entraine une croissance de I'expression des récepteurs CB;. Une étude chez des
souris obeses montre que le récepteur CB; régulerait la perméabilité intestinale. A la suite de
I'expérience, il a été montré que l'inhibition du récepteur CB; réduisait le niveau de LPS
plasmatique, l'indice de masse adipeuse et I'expression des facteurs inflammatoires
hépatiques. Le role du récepteur CB; dans la perméabilité intestinale est confirmé et son
inhibition protégerait les souris de I'obésité, de la stéatose et de I'inflammation de bas grade
(183,185). On peut donc supposer un lien entre obésité, inflammation et systéme eCB.

De plus, le microbiote contrélerait I'activité du systeme eCB au niveau intestinal et
adipocytaire. Chez des souris axéniques et témoins, des variations de I'expression intestinale du
systéeme eCB en réponse a la modification du microbiote ont été observées au niveau du colon
(183). Il a aussi été montré que les récepteurs CB; contrblaient la perméabilité intestinale a
travers les interactions du microbiote avec ces derniers. En effet, le microbiote interagit avec
les récepteurs CB; au niveau du colon en stimulant I'expression de leur ARNm. (183). Les

endotoxines sont également un stimulateur puissant du systeme eCB.

En somme, l'activation du systeme eCB intestinal altére la perméabilité intestinale,
augmentant le niveau de LPS plasmatiques, aggravant a son tour la perturbation de la barriere
intestinale et de I'activité du systeme eCB dans l'intestin et le tissu adipeux. On a donc a faire a

un cercle vicieux puisque le déreglement de la boucle au sein du colon et des adipocytes
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retrouvés dans [|'obésité perpétue le déséquilibre initial. Ce cycle maintient donc
I'accroissement de perméabilité, I'activité du systeme eCB et I'adipogenese qui caractérisent
I'obésité (Figure 37).

Le réle du systéme eCB dans le controle de la perméabilité, de I'endotoxémie et dans le
développement de I'obésité est clair mais les mécanismes par lesquels le microbiote participe a

cette régulation restent encore a étudier.

Le systéme eCB peut également étre mis en cause dans la NASH et particulierement
dans la fibrogénése hépatique puisqu’au cours de la NASH, le récepteur CB; se retrouve
surexprimé dans le foie. Or, I'activation des récepteurs CB; des myofibroblastes hépatiques
entraine une augmentation de la fibrose alors que |'effet inverse est obtenu lors de I'activation
de CB,. Ainsi, les dérivés cannabinoides et le microbiote peuvent aggraver les lésions

hépatiques (186).
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Figure 37 : Implication de la communication systéme eCB/LPS a travers le microbiote (187)
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VIl Traitements

VII.1 Les traitements classiques

VII.1.1 Les mesures hygiéno-diététiques

Les mesures hygiéno-diététiques restent I'option actuellement la plus efficace a visée
hépatique. Les effets des interventions diététiques sur la stéatose n’ont toutefois été évaluées
que récemment. Une perte de poids supérieure a 7% est nécessaire pour observer une
amélioration histologique et les meilleurs résultats sont observés avec une perte de poids
supérieure a 10% (188,189). Toutefois, la perte de poids ne doit pas étre trop rapide, ne pas
excéder 0,5 a 1 kg/semaine, car un amaigrissement brutal aggrave les lésions hépatiques en

mobilisant les acides gras toxiques (134).

Une alimentation réduite en apport calorique telle que la restriction en carbohydrates
et matiéres grasses pourrait permettre 'amélioration du taux d’ALT et de la stéatose. Des
études ont pu évaluer le role de la perte de poids a travers une modification, celle de
I'alimentation, en réduisant I'apport en carbohydrate et matiéres grasses. Dans une étude
menée par Haufe et al., 170 personnes obéses ou en surpoids ont suivi un régime réduit soit en
carbohydrates soit en matieres grasses pendant six mois, avec un apport calorique total limité
(30% de consommation d’énergie réduite/jour) pour tous les participants (190). Les deux
groupes ont montré une perte de poids et une diminution du taux de lipides intrahépatiques,
sans différence significative entre les deux groupes. Cette étude suggere alors qu’un régime
hypocalorique prolongé, faible en carbohydrates mais riche en matieres grasses a les mémes
effets bénéfiques sur I'accumulation de lipides intrahépatiques et le niveau d’ALT qu’un régime
hypocalorique traditionnel a faible teneur en matiéres grasses.

Les acides gras oméga-3, acides gras polyinsaturés (AGPI), sont classés comme acides
gras essentiels pour 'Homme. lls sont issus de végétaux terrestres (la noix, I’huile de colza, de
soja, de lin, etc.) et d’animaux marins (les poissons gras tels que le saumon, le thon, la sardine,
etc.) (191). Des études suggeérent que la NAFLD est associée a une diminution des AGPI
hépatiques, au profit des acides gras saturés (192).

Chez les patients ayant une NAFLD et suivant une supplémentation en oméga-3, aucune

amélioration du taux d’ALT, du poids, de la stéatose ou du NAS score n’a été constatée. La
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résistance a I'insuline pourrait méme se retrouver augmentée (193,194).

Il est donc prématuré de recommander les oméga-3 pour le traitement spécifique de la NAFLD,
mais, selon I'association américaine pour I'étude des maladies du foie (AASLD), ils peuvent étre
considérés comme des agents de premiére intention pour traiter I'hypertriglycéridémie chez les

patients atteints de NAFLD (195).

L'exercice physique a également montré une amélioration de la stéatose. Une étude a
été menée sur 23 adultes sédentaires obéses engagés a suivre quatre semaines d’exercice
aérobic (vélo) et sur un groupe contrdle suivant des séances d’étirements. Le groupe pratiquant
de I'aérobic a montré une réduction de 21% de la concentration en TG hépatiques et de 14% en

acides gras libres, bien qu’aucune perte de poids n’ait été constatée (196).

Des modifications alimentaires associées a de l|'exercice physique ont montré de
meilleurs résultats. Dans une étude réalisée sur 261 patients atteints de NASH, un régime
hypocalorique et une activité physiqgue modérée ont montré qu’une perte de poids supérieure
a 5% était associée a une réduction du score NAS et que chez 90% des participants ayant perdu
10% de poids, la NASH n’était plus détectable (189).

Une autre étude a été réalisée sur 31 patients obéses atteints de NASH. Pendant six mois ces
patients ont subi un changement de style de vie intense: association d'un régime
hypocalorique a une activité sportive et a des changements comportementaux. Leur perte de
poids d’environ 9% a entrainé des améliorations significatives des lésions histologiques de
stéatose, de ballonisation, d’inflammation et du score NAS (188). De plus, 67% d’entre eux
avaient une réduction du score NAS supérieure a trois points.

Néanmoins, il n'a pas été observé de changement significatif dans le degré de fibrose hépatique
un an apres I'étude, indiquant que I'effet de la perte de poids sur la fibrose pourrait étre plus

faible que I'effet sur la stéatose.

VII.1.2 Les molécules cytoprotectrices

Les résultats d’études concernant l'acide ursodésoxycholique (UDCA) sont trés
hétérogenes. Certaines montrent une amélioration du niveau d’ALT, de la stéatose, de
I'inflammation ou de la fibrose (197,198), alors que d’autres ne montrent aucune différence de

résultats comparé a des placebo (199-201). Une étude récente a permis de montrer que
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I'UDCA combiné a d’autres molécules entrainait des meilleurs résultats dans la stéatose et
I'inflammation (198). De plus, il pourrait y avoir des variations dans les résultats suivant la dose
du traitement par UDCA (197). Plus d’études sont donc nécessaires et 'UDCA n’a actuellement

aucune autorisation de mise sur le marché (AMM), en France, pour cette indication.

VII.1.3 Les molécules anti-oxydantes

Le stress oxydatif est un des médiateurs clés dans les dommages hépatiques,
contribuant au passage de la stéatose a la NASH.
Les traitements anti-oxydants par la vitamine E ont montré un intérét du fait de 'amélioration
du taux d’ALT uniquement chez les patients NASH non diabétiques et non cirrhotiques (195). La
prise de vitamine E n’a pas affecté I'insulino-résistance, laissant penser que I'amélioration de la
NASH est indépendante a l'insulino-résistante (202). La prise de vitamine E a néanmoins été
associée a une augmentation du risque d’AVC hémorragique et de mortalité associée a une
dose élevée de vitamine E (203).
Si certaines études apportent des effets d’amélioration des composantes histologiques de la

NASH, aucune n’a jusqu’a présent été convainquante.

La vitamine C est un anti-oxydant hydrosoluble qui agit comme piégeur de radicaux
libres. 'Homme n’étant pas capable de synthétiser la vitamine C, il doit I'apporter par
I'alimentation. Une déficience en vitamine C est mesurée chez les sujets n’ayant pas un style de
vie équilibré. Certaines études ont recherché le niveau de vitamine C chez les patients atteints
de NAFLD. L’effet de la vitamine C n’a pu étre évalué que sur deux essais randomisés controlés.
Dans l'une d’entre elles, le traitement par vitamine C associé a la vitamine E pendant six mois
chez des patients NASH a montré une amélioration concernant le score de fibrose mais aucune
amélioration n’a été observée concernant I'inflammation et le taux d’ALT (Figure 38) (204). De
plus, cet essai n'a pas permis de déterminer si les améliorations étaient dues a I'association
thérapeutique ou a seulement I'une des deux molécules.

Il n’existe ainsi aucune donnée affirmant ou réfutant l'utilisation d’'une supplémentation en

vitamine C chez les patients atteints de NAFLD.
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Figure 38 : Evolution de la fibrose et de I'inflammation hépatique chez des sujets NASH, aprés 6 mois de

Vitamins

traitement par vitamines C et E (204)

A ce jour, les vitamines E et C n’ont d’ailleurs aucune autorisation de mise sur le marché dans

cette indication.

VIl.1.4 Les molécules hypolypémiantes

La dyslipidémie est un des facteurs de risque cardiovasculaire et elle joue un réle
important dans le syndrome métabolique, lui-méme facteur de risque pour la NAFLD. Le
traitement a long terme par les statines réduit la fréquence des risques cardiovasculaires mais
I'efficacité et la sécurité chez des patients atteints de NAFLD ne sont pas clarifiées. Selon
I’étude GREACE, en plus de I'amélioration du taux de transaminases, de la stéatose et du niveau
de lipides, les statines pourraient réduire la morbidité cardiovasculaire de 39% (205). Dans une
autre étude utilisant la pravastatine, une diminution des TG et du taux de cholestérol ont été
remarquées sans agir de fagon significative sur le taux d’ALT (206). Sur la base des résultats de
cette étude, le risque d’hépatotoxicité induite par les statines semble étre diminué.

Etant donné le manque d’informations concernant le risque pour les patients atteints de NAFLD
de développer des lésions hépatiques induites par les statines, celles-ci peuvent étre utilisées

chez ces patients dans d’autres indications (195,207)

Les preuves nécessaires affirmant que les fibrates, activateurs des aPPAR et LPL, ont un
role bénéfique dans la thérapie de la NAFLD ne sont également pas suffisantes. Les résultats
d’une étude réalisée sur des patients souffrant de stéatose ou de NASH, traités pendant
qguarante-huit semaines par fénofibrate, n’ont indiqué aucune amélioration concernant le taux
d’ALT, la stéatose, I'inflammation ou la fibrose (208). Une autre étude a méme révélé une

|égere augmentation de la mortalité par maladie coronarienne par rapport au placébo (7,3%
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contre 6,6%) (209).

VII.1.5 Les anti-diabétiques

Etant donné la forte association de I'insulino-résistance avec la NAFLD et les taux élevés
d’aminotransférases, tout traitement pouvant augmenter la sensibilité a I'insuline pourrait étre
apprécié pour améliorer la NAFLD. La metformine est une biguanide régulant a la baisse la
glucogénese hépatique et I'oxydation des acides gras.

Les études sur le role de la metformine sont délicates a interpréter car il est difficile de
différencier un effet direct de la metformine sur le foie de celui lié a la perte de poids.

Les méta-analyses sur ce theéme montrent que la metformine ne permet pas d’obtenir
d’amélioration significative de la NAFLD car aucune amélioration n’est observée ni sur le niveau
de stéatose, ni sur I'inflammation, ni sur le niveau de fibrose (210). En effet, 'une d’elles a
conclue qu’un traitement par metformine associé a un changement de style de vie pendant six
a douze mois n"améliore d’aucune facon le taux d’ALT ou I’histologie hépatique, comparé a un
simple changement de style de vie, indépendemment de la dose de metformine (211). N’'ayant
aucun effet significatif, elle n’est pas recommandée en premiére intention dans le traitement

de la NASH.

Une nouvelle classe de molécules anti-diabétiques, celle des thiazolidinediones, dont
font partie la rosiglitazone et la pioglitazone, a également été testée dans les cas des NAFLD.
Ces molécules sont des agonistes des aPPAR qui entrainent I'oxydation des acides gras
hépatiques, augmentant la lipogénese et la sensibilté a [linsuline. Elles améliorent les
composantes histologiques telles que la stéatose et I'inflammation chez ces patients (212).
Toutefois, ces effets ne semblent pas durer dans le temps puisque la récurrence d’une NASH
peut étre observée apres la fin du traitement (213).

La rosiglitazone améliore la stéatose, le niveau d’ALT et la sensibilité a I'insuline mais pas
la fibrose ni le score NAS (214). L’essai PIVEN est un essai randomisé multicentrique, en double
aveugle, réalisé chez 247 patients non diabétiques et atteints de NASH pour évaluer les effets
de la pioglitazone. Ces patients ont été séparés en trois groupes: ceux traités par la
pioglitazone, par la vitamine E et le placébo. Le traitement par pioglitazone n’a ni amélioré le
score NAS ni la fibrose mais a montré une amélioration au niveau du taux d’ALT, de la stéatose

et de I'inflammation (202).
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Bien que la plupart des études n’aient prouvé aucun effet sur la réduction de Ila fibrose,
les thiazolidinediones pourraient jouer un rdle dans le retardement de la progression de celle-ci
chez les patients atteints de NASH, malgré la possibilité que les effets soient inversés apres
I'arrét du traitement. Néanmoins, ces molécules sont a utiliser avec précaution en raison de
leurs effets indésirables cardiovasculaires (215). Pour cette raison, ils ne sont pas autorisés en

France pour cette indication.

VII.1.6 Les Inhibiteur de lipases

Orlistat est une substance dérivée de la lipstatine. Elle est présente dans trois
médicaments, Alli®, Xenical et le générique Orlistat EG. Ce sont des inhibiteurs de lipases
gastro-intestinales, empéchant I'hydrolyse des TG alimentaires en monoglycérides et acides
gras libres absorbables. L'orlistat est le seul médicament contre I'obésité ayant une AMM en
France, non remboursé (216). Il doit étre utilisé en association avec un régime hypocalorique et

hypolipidique.

Dans une étude dirigée par Ziegler-Sagi et al., il a été montré que I'Orlestat pourrait
améliorer le taux d’ALT et la stéatose, mais ses effets sur I’histologie hépatique n’ont pas pu
étre évalués (217).

Des patients NAFLD ont suivi un traitement par Orlistat pendant six mois, associé a un régime
alimentaire. Le taux d’ALT a été diminué chez ces patients de maniere significative par rapport
aux contréles traités par placebo qui suivaient eux aussi un régime. Néanmoins, aucun progres
concernant la fibrose et I'inflammation n’a été observé. La perte de poids n’a quant a elle pas
été significative entre les patients (8%) et les contréles (6%).

Selon Harrison et al., Orlistat n’aurait aucune action sur le poids des patients ni sur I’histologie
hépatique (218). 50 personnes obéses NASH ont subi un traitement pendant six mois par
Orlistat, associé a régime alimentaire. Une amélioration de la stéatose, du niveau d’ALT, de
I'inflammation, de la ballonisation et du score NAS a été remarquée mais sans perte de poids

liée a Orlistat, les controles ayant eu une perte de poids similaire.

Au regard de son efficacité modeste, des effets indésirables, notamment digestifs, et
des interactions médicamenteuses (entre autres avec les anticoagulants et les contraceptifs

oraux), la prescription d’Orlistat n’est pas recommandée selon la Haute Autorité de Santé (216).
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VII.1.7 La chirurgie bariatrique

La chirurgie bariatrique est indiquée en deuxieme intention apres un échec
thérapeutique, nutritionel, diététique et psychothérapeutique bien conduit pendant six a douze
mois. Elle pourra étre envisageable en I'absence de perte de poids suffisante ou en I'absence du
maintien de perte de poids.

Il existe deux grands types de techniques chirurgicales : Les techniques dites restrictives
pures, qui réduisent la taille de I'estomac (anneau gastrique, gastrectomie longitudinale et
gastroplastie verticale ou sleeve) et les techniques mixtes dites restrictives et
« malabsorptives », qui réduisent la taille de I'estomac (restriction) et diminuent I'assimilation
des aliments par l'organisme (malabsorption). C'est le cas du bypass gastrique et de la
dérivation biliopancréatique (Figure 39).

Le rapport bénéfice/risque des différentes techniques ne permet pas d’affirmer la supériorité
d’une technique par rapport a une autre. La perte de poids attendue (40% a 75% de I'excés de
poids) mais également la complexité de la technique, le risque de complications
postopératoires et la mortalité augmentent avec les interventions suivantes : anneau gastrique,

gastroplastie verticale, gastrectomie longitudinale, bypass, dérivation biliopancréatique (219).
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Figure 39 : Les techniques de la chirurgie bariatrique (219)

Une revue réunissant 21 études sur la chirurgie bariatrique pratiquée chez des patients
obeses atteints de NAFLD a permis de regrouper leurs résultats (220). Une amélioration au

niveau de la stéatose et de I'inflammation a été observée dans la plupart des études, excepté
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pour quatre d’entre elles qui ont montré une aggravation de la fibrose.

Parmi elles, une étude francaise dirigée par Mathurin et al., a permis de comparer les résultats
de la chirurgie chez des patients souffrant d’obésité sévere, un an et cinq ans aprés I'opération
(221). Une amélioration de la stéatose, de la ballonisation et du score NAS a été remarquée
chez les patients NASH cing ans apres lI'intervention. L'impact sur la NASH a été significative au
bout d’un an, puis aucune évolution jusqu’a la cinquieme année. Aussi, dans prés de 20% des
cas, une aggravation significative de la fibrose aprés cing ans a été observée, mais dans plus de
95% des cas le score de fibrose restait inférieur a F1. La raison de cette aggravation n’a pas été
identifiée mais il est a considérer que ces patients étaient ceux présentant le plus fort IMC ainsi
gu’une stéatose, une inflammation et une résistance a l'insuline élevées.

Bien que des améliorations soient faites notamment au niveau de la stéatose et de
I'inflammation, le fait que certaines études aient montré une aggravation de la fibrose
hépatique ne peut étre négligée. De plus amples études seront nécessaires pour répondre a ces

questions.

VII.2 Les traitements ciblant le microbiote

En I'absence de stratégie thérapeutique pharmaceutique définie, I'idée est aujourd'hui
de développer des stratégies personnalisées pour la prise en charge de l'obésité et des
pathologies hépatiques non alcooliques, dans lesquelles I'apport de prébiotiques, probiotiques
ou symbiotiques serait adapté aux spécificités individuelles du patient. A plus long terme, des

traitements préventifs pourraient étre développés afin de prévenir la survenue de ces maladies.

VIl.2.1 Les antibiotiques

Selon de récentes études, différentes approches ont été développées pour moduler

I'activité des TLR. Parmi elles, la modulation des ligands aux TLR produits par le microbiote, les
endotoxines, serait possible par traitement antibiotiques.
Chez la souris obése, 'administration de norfloxacine et ampicilline pendant deux semaines a
diminué le taux de bactéries anaérobies et aérobies (222). Seule la norfloxacine était capable
de réduire le taux d’entérobactéries alors que I'ampicilline éliminait de maniére plus efficace les
bactéroides.

Les deux molécules ont toutes deux agi sur les niveaux de Lactobacilli and Bifidobacteria.
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L’élévation de la B-oxydation des acides gras libres a jeun et la diminution des TG hépatiques
peuvent expliquer I'amélioration de la stéatose hépatique chez les souris traitées.

Une amélioration des fonctions hépatiques a aussi été observée par une réduction de 40% du
taux d’ALT. La diminution des taux de LPS plasmatiques et de TNF-a au niveau du jéjunum est
corrélée a la diminution des bactéries E. coli intestinales (Figure 40). La diminution des LPS et
TNF-a permet alors une meilleure sensibilité a I'insuline.

Cependant, aux vues des conséquences sévéeres apres un long traitement par antibiotiques, ce
genre de traitement devrait étre réservé aux patients a risque élevé de développer une cirrhose

et non aux patients au stade précoce d’'une NAFLD (224).
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Figure 40 : Evolution du taux de LPS plasmatique (A), d'E. coli (B) et de I'’expression des TNF-a au niveau du

jéjunum chez les souris traitées par Norfloxacine (222)

Les résultats d’'une étude menée par Gangarapu et al. ont suggéré que le traitement par
Rifaximin, antibiotique non absorbable, pourrait agir sur les bactéries Gram(-) et de ce fait
inhiber la production de LPS chez les patients atteints de NAFLD (223). Des patients souffrant
de stéatose ou NASH ont été traités par la rifaximine. Apres vingt-huit jours de traitement, une
diminution significative du niveau d’endotoxines et des AST, ALT a été observée chez les
patients NASH. Cependant, seul le niveau d’ALT a été modifié chez les patients stéatosés. De
plus, la rifaximin n’a pas affecté les taux de TLR-4, IL-1 et IL-6, ou TNF-a chez les deux types de
patients. Le traitement a court terme par la rifaximine parait alors efficace chez les patients

atteints de NAFLD et plus particulierement chez ceux ayant une NASH.

La prise d’antibiotiques pour réduire la production d’éthanol endogéne par le

microbiote semble également étre une alternative efficace. Un antibiotique, la néomycine
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(famille des aminosides), a été ajouté a I’eau de boisson de souris obéses pendant cing jours
(171). La concentration d’alcool sérique a été déterminée par test respiratoire. Apres
seulement un jour de traitement, le taux d’éthanol contenu dans I'air expiré des souris obéses
diminuait de plus de 30%. Ce taux est retombé a 50% du taux initial apres les cinq jours de
traitement (Figure 41). Du fait de la chute du taux d’éthanol suite a la prise de néomycine,
molécule faiblement absorbable, il est fort probable que le traitement ait agi sur les bactéries

productrices d’éthanol endogene comme E. coli.

Ethanol (pmol/mi CO2)

Day 0 Day 5

Figure 41 : Taux d'éthanol dans I'air expiré de souris obéses traitées par néomycine pendant 5 jours (171)

Le traitement par antibiotique a prouvé son efficacité dans le métabolisme des acides
biliaires. Des souris atteintes de NAFLD et suivant un régime riche ont été traitées pendant sept
semaines par antibiotiques (182). Une diminution des Clostridium et Lactobacillus (espéce
produisant des hydrolases de sels biliaires, a été observée. Une augmentation du taux d’acides
tauro-B-murocholique, acides biliaires primaires, a ainsi permis le retour a linhibition du

récepteur intestinal FXR et de ce fait la diminution du taux de TG hépatiques (Figure 42).
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Figure 42 : Impact des antibiotiques sur I'axe acides biliaires/FXR intestinal/céramide et le taux de TG (182)

VII.2.2 Les probiotiques

La SIBO est présente dans 50% des NASH et le changement de microbiote pourrait étre
lié a la pathogénese de la NASH, du fait de son action sur la perméabilité intestinale, |’activation
de cytokines pro-inflammatoires et I'absorption des LPS. C’est pourquoi les probiotiques, en
modifiant I'état du microbiote, pourraient étre une option de traitement intéressante chez ces

patients.

Chez la souris NASH, le traitement par VSL#3, une association de probiotiques (dont
Streptococcus, Bibidobacterium et Lactobacillus) a permis d’améliorer les lésions histologiques
du foie et de diminuer le taux de TG hépatiques et les ALT (228,229). Il a également permis de
réduire les dommages hépatiques inflammatoires et oxidatifs (230).

Chez 'Homme, divers essais cliniques ont été réalisés chez les patients atteints de
NAFLD. Deux essais cliniques randomisés en double aveugle ont montré une diminution
significative des taux d’aminotransférases, de TNF-a et de cholestérol total apres un traitement
de deux mois par Lactobacillus rhamnosus chez des enfants obéses (231), et par trois mois sous
Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus chez des adultes NASH (232). Dans une
autre étude, 66 patients ont été traités par Bifidobacterium longum et FOS (prébiotique)
associé a une modification du style de vie (régime et exercice physique), comparé a des

témoins ne suivant que la seule modification du style de vie, pendant six mois. La combinaison
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des traitements a mené a une diminution des AST et TNF-a, LPS sériques, de la stéatose et du
score NAS (233). Une association de cing probiotiques (dont Lactobacillus et Bifidobacterium)
chez des patients NASH pendant six mois a permis une diminution des TG hépatiques et des

AST (234).

L’administration orale de Lactobacillus paracasei ssp paracesei F19 pourrait avoir la
capacité d’induire une augmentation de I'expression intestinale du facteur FIAF et du niveau de
FIAF circulants. Des souris axéniques suivant une régime alimentaire riche en lipides se sont
vues administrer la souche F19 pendant dix semaines alors qu’un deuxieme groupe de souris
axéniques n’ont suivi qu’un régime alimentaire lipidique (235). Le taux de facteur FIAF intestinal
et circulant a été augmenté, la charge de TG au sein des VLDL et la charge lipidique des sujets a
été réduite (Figure 43). L'augmentation du taux sérique des TG serait la conséquence de
I’'augmentation des FIAF circulants. Lors de cette étude, une comparaison a été faite avec
I’'administration d’autres probiotiques. Il s’est avéré que Bacteroidetes thetaiotaomicron
(bactérie anaérobie) était incapable d’induire I'expression des facteurs FIAF et que F19 est

meilleur inducteur de FIAF que Bifidobacterium lactis.

5 =

m 4

Z

5 3

& 2

=

< 1

A
0 Y )
HF HF+F19
; Triglhycarid
ek T I HF " - 0 HF
mHF+F10 — B HF+F1G
1 =
l
E -+
E ] e
E
B +—
m N N c
LoL HDL Tobal Abdominal tal

Figure 43 : A) Taux sérique du facteur FIAF. B) Charge des lipoprotéines en TG. C) Pourcentage de graisse

corporelle (235)
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VII.2.3 Les prébiotiques

Bifidobacterium étant reconnu comme réduisant le taux de LPS et améliorant les
fonctions de la muqueuse intestinale, une étude a été réalisée dans le but d’augmenter le taux
de Bifidobacterium chez la souris suivant une régime riche en lipides (225). Ces derniéres ont
été traitées par prébiotique FOS. Ce traitement a permis au microbiote intestinal de s’appauvrir
en bactéries Gram(-) et de s’enrichir en bactéries Gram(+) dont les bifidobactéries pour
retrouver un taux normal. Dans cette étude, Bifidobacterium spp. est corrélé fortement et
positivement a I'amélioration de la tolérance au glucose et a la diminution de I'inflammation

(amélioration du taux de LPS et cytokines pro-inflammatoire plasmatiques et adipocytaires).

Une étude sur 48 personnes en surpoids (IMC >25) a montré qu’une supplémentation
en FOS pendant douze semaines améliorerait la perte de poids et réduisait I'absorption

énergétique, indépendamment d’un changement de style de vie (226).
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Figure 44 : Evolution du poids, de la masse grasse et de la graisse abdominale, chez les sujets traités par FOS vs

témoins (226)

Une méta-analyse regroupant 26 essais cliniques randomisés chez des sujets sains et
obeéses a révélé que dans les deux groupes, la prise de prébiotiques augmente la satiété et les
taux d’insuline et de glucose en période postprandiale (227). Les effets concernant une
éventuelle modification concernant I'absorption énergétique, le poids, la sensibilité a I'insuline
et les marqueurs inflammatoires sont toutefois contradictoires. D’autres essais sont donc

nécessaires pour recommander les prébiotiques dans le cas de la NAFLD.
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VIl.2.4 Les symbiotiques

Eslamparast et al. ont rapporté les effets bénéfiques des symbiotiques par |’association
de sept souches bactériennes (L. casei, L. rhamnosus, S. thermophilus, B. breve, L. acidophilus,
B. longum, et L. bulgaricus) au prébiotique FOS chez des patients atteints de NAFLD. Dans cette
étude, le traitement de vingt-huit semaines associé a un changement de style de vie a permis
une nette diminution des taux d’ALT et d’AST ainsi que du cholestérol total, d’inhiber
I’activation des NF-kB et de réduire la production de TNF-a (236). La perte de poids a également

été accentuée par la prise de symbiotiques (Figure 45).
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Figure 45 : Evolution de I'|MC chez les patients traités par symbiotiques et des ceux traités par placébo (236)

Le symbiotique composé par le probiotique Lactobacillus paracasei B21060 et les
prébiotiques arabinogalactane et FOS diminuerait également la progression de la NAFLD en
prévenant l'inflammation, la stéatose et I'insulinorésistance. L'expérience a été réalisée chez la
souris suivant un régime riche en lipides (237). Une diminution de la glycémie a jeun et de
I'insulinémie a été observée. La perméabilité intestinale a été améliorée par I'augmentation de
I’expression des protéines Z0O-1 et occludines. De plus, il a été révélé une diminution de
I’expression des TNF-a et IL-6, limitant ainsi I'inflammation et I'insulinorésistance. En réduisant
ces cytokines pro-inflammatoires, le symbiotique modulerait l'activation de la voie de
signalisation NF-kB. Le niveau des aPPAR étant également amélioré par la traitement, la B-

oxydation des acides gras libres est restaurée. Le traitement par symbiotique entraine une
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limitation de I'expression des TLR hépatiques comme TLR-4, son co-récepteur CD-14, TLR-9 et
restaure le déséquilibre des bactéries a Gram(-) dont E. coli (Figure 46).

Ce symbiotique basé sur Lactobacillus paracasei B21060 peut donc étre considéré comme
approche thérapeutique potentielle, limitant les principaux événements pathogéniques

impliqués dans I'apparition de la stéatose non alcoolique.
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Figure 46 : Effet du symbiotique sur les taux de TLR4 et CD14 hépatique, de E. coli intestinal (237)
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CONCLUSION

Les avancées technologiques récentes permettant des travaux plus poussés sur le
microbiote intestinal ont permis d’en démontrer l'importance et de bouleverser nos
connaissances. Au vu de la densité bactérienne vivant en symbiose et des fonctions biologiques
(fonctions métaboliques, immunologiques et de protection) apportées a I'héte, il apparait
évident que le microbiote joue un réle majeur pour la santé humaine.

Le microbiote intestinal désigne I'ensemble de la population de microorganismes vivant
au sein du tractus gastro-intestinal en accord avec son hote, et plus particulierement les
bactéries. La communauté bactérienne y est composée de plusieurs centaines d’espéeces
différentes et est considérée aujourd’hui comme un véritable « organe ». Plus de 90% des
bactéries appartiennent aux phyla Firmicutes et Bacteroidetes. Cependant, cette stabilité est
toute relative puisque le microbiote de patients atteints de pathologies hépatiques, soumis a
des facteurs environnementaux et alimentaires, a montré une altération quantitative et
gualitative du microbiote avec entre autre une croissance bactérienne et une dysbiose.
L'alcoolisme et I'obésité sont en effet associés a un risque accru de développer une pathologie
hépatique alcoolique ou non alcoolique. Dans les deux cas, |'atteinte hépatique débute par une
stéatose (accumulation de triglycérides dans les hépatocytes) qui peut évoluer vers un état
inflammatoire (stéatohépatite). La maladie peut ensuite évoluer vers une fibrose, une cirrhose
et dans les stades les plus avancés vers un hépatocarcinome.

Chez ces patients, I'alcool et un régime alimentaire riche en lipides et en hydrocarbures
seraient a l'origine du déséquilibre Bacteroidetes/Firmicutes et de la surcroissance bactérienne.
A partir de ce déséquilibre, plusieurs mécanismes métaboliques et inflammatoires ont pu étre
mis en évidence, prouvant que la dysbiose est un composant a ne pas négliger dans ces
pathologies.

L'éthanol d’'une part, et le régime alimentaire d’autre part, modifient considérablement le
microbiote intestinal et augmente, avec I'implication de ce dernier, la perméabilité intestinale.
La surcroissance bactérienne pourrait initier I'état inflammatoire des lipopolysaccharides

transloquant a travers la barriére intestinale perméable pour rejoindre le foie.
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Actuellement, la base du traitement des stéatopathies liées a I'alcool et au syndrome
métabolique sont I'abstinence, associée a une corticothérapie, et des mesures hygiéno-
diététiques, associées a des molécules aux propriétés cytoprotectrices, anti-oxydantes ou
hypolipémiantes. Il semble maintenant possible d’intégrer la modification du microbiote dans
de nombreuses stratégies thérapeutiques. Un apport d’éléments nutritifs pour certaines
bactéries, voire un apport de ces bactéries, peuvent devenir la clé d’'une amélioration de I'état
pathologique. Selon de récentes études, les probiotiques diminueraient I'endotoxémie, le stress
oxydatif, la perméabilité intestinale et la sévérité des lésions hépatiques. Les prébiotiques ainsi
gue les symbiotiques (mélanges de probiotiques et de prébiotiques), ont présenté, eux aussi,

des résultats encourageants.

Toutefois, les recherches sur le microbiote étant encore tres récentes, beaucoup de
guestions restent en suspens, que ce soit au niveau bactériologique avec la mise en évidence
d’une famille ou d’'un germe pathogéne, mais aussi au niveau thérapeutique avec le role des
probiotiques et prébiotiques. De plus, on ne connait pas aujourd’hui I'impact des traitements
traditionnels sur le microbiote. La dysbiose apparaissant souvent avant la symptomatologie de
la maladie, un diagnostic préventif pourrait étre réalisé sur des sujets a risque ainsi qu’un

traitement pour rétablir la symbiose.
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Résumé

La bonne santé du corps humain est assurée par un assemblage complexe de signaux
moléculaires, cellulaires et tissulaires dans tous les organes. Les avancées technologiques récentes
et les découvertes scientifiques qui en découlent ont permis de démontrer I'importance d’un
«nouvel » organe : le microbiote intestinal. Son étude a permis de montrer son influence sur de
nombreuses voies métaboliques et sa capacité a modifier un état de bonne santé ou un état
pathologique. Son influence ne se limite pas au niveau intestinal, mais a des répercussions sur de
nombreuses fonctions physio-pathologiques comme c’est le cas dans les pathologies hépatiques
alcooliques et non alcooliques. Il semble en conséquence possible d’intégrer aujourd’hui la
modification du microbiote dans les stratégies thérapeutiques de ces maladies.

Cette thése bibliographique porte dans une premiere partie sur la description du microbiote
intestinal, ’évolution de sa composition au cours de la vie chez I'Homme, mais aussi sur les
fonctions métaboliques, immunitaires et protectrices contre les organismes pathogénes que le
microbiote apporte a son hote.

Puis, la deuxiéme partie, présente des études récentes ou la dysbiose est mise en cause dans la
survenue des pathologies hépatiques alcooliques et non alcooliques. En perspective, I'exploration
des effets thérapeutiques de prébiotiques, probiotiques et antibiotiques est exposée.
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