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Résumé

Introduction : La stéatohépatite non alcoolique (NASH) est une pathologie fréquemment associée au
diabéte de type 2 et a I'obésité. Elle se caractérise par une atteinte hépatique chronique en I'absence
de consommation excessive d’alcool. Malgré de nombreuses molécules en cours d’évaluation pour le
traitement de la NASH, son seul traitement actuel est la perte de poids. Dans le contexte de NASH chez
I’'homme et dans les modeéles animaux, les fonctions de I'intestin sont modifiées avec en particulier
une altération des jonctions intercellulaires, de I'immunité intestinale et une dysbiose. L’objectif de ce
travail est de caractériser la barriére intestinale dans un modéle murin de NASH associée a I'obésité et

a l'insulinorésistance.

Matériel et Méthodes : Des souris ont été ou non soumises a un régime induisant la NASH. Aprés 24

semaines, I'état du foie et de la barriéere intestinale ont été évalués par une étude histologique et
génique. La caractérisation de la barriere immunologique intestinale a été réalisée par cytométrie en

flux.

Résultats : Les résultats montrent que conformément a la littérature, le régime a bien induit en 24
semaines la NASH chez nos souris, avec une stéatose, une inflammation et une fibrose hépatique. Nous
ne mettons pas en évidence de modification du tissu intestinal mais I’expression des 2 protéines de
jonction cellulaires Zo-1 et Jam-a est diminuée dans le jéjunum des animaux sous régime NASH. En
parallele, nous montrons une diminution des lymphocytes T CD8* dans la lamina propria de I'intestin

gréle des souris NASH.

Discussion : Bien que les mécanismes moléculaires de I'altération de la barriere immune intestinale ne
soient pas encore identifiés, nos résultats renforcent I'idée que la NASH est aussi une pathologie
intestinale. Cibler la barriére intestinale pourrait s’avérer intéressant pour limiter la pathologie

hépatique.
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Introduction

Les maladies du foie gras non alcoolique (NAFLD) regroupent un spectre de pathologies hépatiques
induites par I'alimentation. L’absence totale de consommation d’alcool étant difficile a affirmer chez
ces patients, la différenciation avec les pathologies hépatiques liées a I'alcool se fait sur la définition
de l'alcoolisme de I'organisation mondiale de la santé. Pour qu’une maladie hépatique soit qualifiée
de NAFLD, la consommation d’alcool doit étre inférieure a 3 verres standards d’alcool par jour pour un
homme et de 2 pour une femme (1,2). Fortement liées aux autres pathologies du métabolisme
énergétique comme |'obésité et le diabete de type 2, ces maladies s’inscrivent dans un contexte de
syndrome métabolique. Certaines publications parlent désormais des MAFLD, les maladies du foie gras
associées a une dysfonction métabolique (3) méme siles NAFLD existent aussi chez des personnes sans
autre comorbidité (4). D’autres facteurs de risques sont connus, comme |'dge, le sexe masculin, les
dyslipidémies ou I’hypertension artérielle (5). Les NAFLD entrainent un sur-risque de mortalité pour

les patients, en particulier de causes cardiovasculaires (6).

Les NAFLD ont une prévalence importante a travers le monde, estimée jusqu’a 25 % de la population
mondiale (7), et constituent la pathologie hépatique la plus fréquente a travers le monde (8,9). Sous
I'acronyme NAFLD, on retrouve I'évolution de la dégradation du foie en différents stades
pathologiques identifiés sur la base de criteres histologiques sur une biopsie hépatique (10) : le stade
de foie gras (NAFL), de stéatohépatite non alcoolique (NASH), de cirrhose hépatique et de carcinome

hépatocellulaire.

L’histoire naturelle des NAFLD débute par un déséquilibre de I'apport énergétique alimentaire. Un
régime alimentaire trop calorique, avec un apport important de graisses, de sucres et en particulier de
fructose, entraine un sur-risque de développement des NAFLD (11). Cet apport énergétique trop
important sera stocké d’abord dans le tissu adipeux blanc sous forme de triglycérides et d’esters de
cholestérol, induisant une obésité ainsi qu’une insulino-résistance (12). L'insulino-résistance du tissu
adipeux blanc aura pour conséquence une augmentation de la lipolyse, et donc une augmentation de
la concentration des lipides dans la circulation périphérique. Cet exces d’acide gras sera capté par le
foie, induisant la synthese hépatique des triglycérides, qui aura pour conséquence une augmentation

de la stéatose hépatique et une aggravation de la NAFL en NASH (figure 1).
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Figure 1 : Conséquences de I'hyperglycémie sur le foie et le tissu adipeux. Adapté d’aprés (13).

La stéatose sera d’abord qualifiée de micro-stéatose, c’est-a-dire des petites gouttelettes lipidiques
qui fusionneront a mesure que la pathologie s’aggrave pour former une macro-stéatose (14).
Progressivement, la stéatose hépatique se compliquera des autres altérations histologiques qui
caractérisent la NASH. Certains hépatocytes présenteront une morphologie altérée, vus comme

gonflés en histologie : ce sont les cellules ballonnisées.

NAFLD
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Figure 2 : Les NAFLD - évolution de la pathologie et critéres histologiques. Adapté d’apres (9,10).
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La présence importante de ces lipides induira également une augmentation du stress oxydatif et une
inflammation localisée, caractérisée en histologie par le recrutement localisé de cellules immunes (10).
Si cette inflammation devient chronique, la NASH s’installe et se complique d’une fibrose hépatique :
les cellules stellaires, autre type cellulaire retrouvé dans le foie, sont activées dans la pathologie car
synthétisent des fibres de collagéne en réponse au stress oxydatif et a I'inflammation (10). La fibrose
pourra évoluer jusqu’aux stades de cirrhose ou de carcinome hépatocellulaire, et entrainer le besoin

pour les patients d’'une transplantation hépatique (figure 2) (15).

Différents criteres sont évalués sur la biopsie hépatique et permettent de catégoriser la maladie de
chaque patient. Différents scores existent, mais le plus utilisé reste le NAFLD activity score, ou NAS
Score (16). Il repose sur I’évaluation, par champ observé, du pourcentage de stéatose hépatique, du
nombre de foyers de cellules inflammatoires, et du nombre de cellules ballonnisées. Ces différents
criteres sont regroupés dans le tableau 1. Un NAS Score supérieur ou égal a 5 correspond a un

diagnostic de NASH, un score de 2 ou moins correspond a un stade NAFL.

Tableau 1 : Calcul du NAS score. Adapté d’aprés (9).

Critére histologique Valeur Score
Pourcentage de stéatose <5% 0
Compris entre 5 et 33% 1
Compris entre 33 et 66% 2
> 66% 3
Inflammation lobulaire Absente 0
< 2 foci par champ x200 1
Comprise entre 2 et 4 foci par champ x200 2
> 4 foci par champ x200 3
Cellules ballonnisées Aucune 0
Rares 1
Abondantes 2
Somme des scores NAS
score

La fibrose est également évaluée (tableau 2) mais n’entre pas dans la composition de ce score (tableau
1), mais participe a d’autres scores diagnostic comme le score SAF (17). Des scores plus spécifiques de
la fibrose existent comme le score Metavir® ou le Fibrotest® mais ne sont pas développés pour la

fibrose liée a ce contexte métabolique particulier.
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Tableau 2 : Gradation de la fibrose. Adapté d’apres (9).

Critere histologique Grade de la fibrose
Aucun
Fibrose péri-sinusoidale ou Péri-portale 1
Légere, zone 3, péri-sinusoidale 1A
Modérée, zone 3, péri-sinusoidale 1B
Portale, péri-portale 1C

Fibrose péri-sinusoidale et péri-portale

Présence de ponts fibrotiques

Cirrhose

D’autres techniques moins invasives que la biopsie, basées sur de l'imagerie par résonnance
magnétique, sont également utilisées et fortement corrélées a I'histologie du foie (18). La stéatose
hépatique peut étre mesurée par ultrasonographie ou par IRM (18,19), alors que les mesures
d’élastographie permettent d’évaluer I'élasticité du foie, mesure indirecte de la fibrose (20). De
nombreuses recherches sont en cours sur |’évaluation de biomarqueurs présents dans la circulation
sanguine périphérique pour le diagnostic et le suivi des NAFLD. Certaines études évaluent |’évolution
et I'amélioration de I'état du foie dans les NAFLD par le dosage sanguin périphérique de la
concentration en alanine aminotransférase, mais cela reste peu spécifique. Parmi les différents tests
non invasifs mis au point, le score NIS4 basé sur le dosage de I'HbAlc, du miR-34a-5p, de I'a2
macroglobuline et du YKL-40 pourrait étre une solution pour limiter les biopsies hépatiques chez les
patients a risque, avec sa valeur prédictive positive a 79,2 % et sa valeur prédictive négative a 77,9 %
(21). Le gold standard pour le diagnostic reste aujourd’hui la biopsie hépatique, associée a |'expertise

de I'anatomopathologiste pour I'attribution de scores.

Le traitement recommandé pour les NAFLD est une réduction du poids corporel par I'instauration de
régles hygiéno-diététiques. Une perte de poids de 7 a 10 % liée a une diminution de I'apport calorique

combinée a de I'exercice physique est aujourd’hui le traitement de choix des NAFLD (9).

La perte de poids liée a une intervention de chirurgie bariatrique montre également des résultats dans
la réversion de la NASH (22). Une équipe lilloise a pu montrer une réversion de la NASH un an apreés la
chirurgie chez 70 parmi 82 patients obéses morbides opérés par roux-en-y gastric bypass, réversion
confirmée par une nouvelle biopsie chez ces patients (23). Cette régression de la NASH est durable, les
patients présentant un foie toujours sain 5 ans aprés la chirurgie (24). La NASH fait partie, avec le

diabete de type 2, des comorbidités permettant aux personnes ayant un IMC compris entre 35 et 40
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d’accéder a cette chirurgie, alors qu’en I'absence de comorbidités un IMC supérieur a 40 est nécessaire

(25).

Avant le stade cirrhose, les NAFLD sont des pathologies réversibles (10). Une fois ce stade atteint, la
transplantation hépatique est nécessaire. La NASH est devenue aux Etats-Unis la seconde indication a
la transplantation hépatique des patients souffrant de carcinome hépatocellulaire, derriere les
carcinomes survenus chez des patients atteints d’hépatites virales (15). Elle devient méme en 2019 la
premiere indication a la transplantation chez les femmes ne souffrant pas de carcinomes
hépatocellulaires. Cette indication, d'importance croissante, est en passe de devenir la plus importante

indication a la transplantation hépatique aux Etats-Unis (15).

De nombreuses molécules sont actuellement en essai clinique pour le traitement des NAFLD. Parmi les
molécules en phase Il et lll chez I’'homme, certaines présentent des résultats publiés de leur phase Il

et peuvent étre classées dans différentes catégories.

Comme l'insulino-résistance est une des composantes majeures des NAFLD, des thérapeutiques
disposant déja d’une Autorisation de Mise sur le Marché dans le traitement du diabéte de type 2 sont

en cours d’évaluation dans le traitement de la NASH.
Metformine

La metformine est le traitement de premiére intention du diabéte de type 2 apres échec des regles
hygiéno-diététiques seules (26). Antidiabétique oral, elle fait partie de la classe pharmacologique des
biguanides. Elle agit en réduisant la néoglucogenese et la glycogénolyse hépatique, en augmentant la

sensibilité a I'insuline des cellules musculaires et en limitant I'absorption intestinale du glucose.

Une premiére étude a montré chez 26 patients atteints de NASH et sous 2000 mg de metformine une
diminution significative du nombre de patients NASH aprés 2 ans (27). Cette amélioration de
I’histologie est supposée en lien avec la perte de poids induite par la metformine car les patients ayant

perdu le plus de poids sont ceux qui ont eu la plus nette amélioration de la pathologie hépatique.

Dans le contexte plus général des NAFLD, ce traitement a été évalué chez 24 patients et comparé a 24
patients sous placebo pendant 6 mois. Seuls 8 patients du groupe placebo et 4 du groupe metformine
étaient diabétiques a l'inclusion. Les doses quotidiennes de metformine étaient de 500 mg et
augmentées a 2500 ou 3000 mg en cas de poids corporel supérieur a 90 kg. Aucune amélioration de la
stéatose hépatique, critere de validité principal de I'étude, n’a été rapportée aprés 6 mois de

traitement, qu’elle soit évaluée sur une nouvelle biopsie ou par imagerie (28). Les auteurs restent
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prudents quant a leurs conclusions, pointant le fait que la perte de poids, la diminution de la
cholestérolémie et du LDL cholestérol ainsi que celle de la glycémie a jeun et de I'hémoglobine glyquée
(HbA1c) constituent dans leur ensemble des éléments intéressants pour la prévention des risques

cardiovasculaires chez ces patients.
Liraglutide

Le liraglutide est un analogue du glucagon-like peptide 1 (GLP-1) humain, incrétine qui a pour effet la
diminution de la glycémie par une augmentation de la sécrétion d’insuline par le pancréas de fagon
glucose-dépendante. Il est indiqué en association d’autres thérapeutiques et de regles hygiéno-
diététiques dans le traitement du diabéete de type 2, méme s’il peut étre administré seul en cas de
contre-indications a la metformine. L’étude LEAN (Liraglutide Efficacy and Action in NASH) a montré
chez 9 des patients 23 patients traités au liraglutide pendant 48 semaines une résolution de la NASH
sans aggravation de la fibrose, contre 2 des 22 patients traités au placebo (29). Cette amélioration de
I’histologie hépatique s’est accompagnée chez les patients traités au liraglutide d’'une perte de poids,
ainsi que d’une diminution de la glycémie a jeun, de I'HbAlc et des y-glutamyl-transférases

plasmatiques.

Une seconde étude s’est intéressée a la diminution de la stéatose hépatique induite par la perte de
poids, qu’elle soit liée a la prise de liraglutide ou a une restriction calorique alimentaire associée a de
I’exercice physique. Chez 30 patients atteints de NAFLD, 15 ont pris du liraglutide pendant 26 semaines,
contre 15 patients qui ont suivi un programme de limitation des apports énergétique associé a du
sport. La diminution de la quantité de masse grasse hépatique n’a pas été montrée comme différente
entre ces deux groupes apres ces 26 semaines, indiquant que le traitement médicamenteux est aussi
efficace que les modifications de I'hygiene de vie des patients NAFLD. Cependant, les bénéfices
obtenus avec le traitement au liraglutide ne sont pas pérennes dans le temps et perdus aprés 26
semaines sans traitement (30), ce qui souligne I'importance des régles hygiéno-diététiques dans le

traitement des NAFLD.
Sémaglutide

Le sémaglutide est, comme le liraglutide, un analogue du GLP-1. Il est indiqué dans le traitement du
diabete de type 2 en troisieme intention aprés les regles hygiéno-diététiques et la metformine seule.
L’efficacité par rapport au placebo du sémaglutide injecté a été évaluée pendant 72 semaines sur 320
patients. La dose de 0,4 mg par semaine, la plus forte des trois doses évaluées, a montré son efficacité
pour guérir la NASH (OR 6,87 ; IC95% : 2,60-17,63), mais n’a pas montré d’effet bénéfique sur la fibrose
hépatique (31). Cependant, nous ne pouvons pas exclure que cette amélioration de I'histologie

hépatique soit liée a I'effet bénéfique apporté par le sémaglutide sur la réduction de I’'HbAlc ou la
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réduction du poids corporel des patients traités. Ce traitement est intéressant car il possede désormais

|"avantage pour le patient d’étre formulé et disponible par voie orale.
Pioglitazone

La pioglitazone est un agoniste du récepteur nucléaire peroxysome proliferator activated receptor y
(PPARy) de la famille des thiazolidinediones. Elle cible également les protéines de la famille des
transporteurs mitochondriaux du pyruvate (MPC1 et MPC2) (32). Elle permet une augmentation de la
sensibilité a I'insuline au niveau hépatique, musculaire et adipeux. Elle n’est plus disponible en France
depuis 2011, retirée du marché a cause d’un risque accru de développement de cancer de la vessie,
mais est toujours approuvée par la food and drug administration en monothérapie aux Etats-Unis pour
le traitement du diabéte de type 2 en association avec des régles hygiéno-diététiques, ou en
combinaison avec d’autres traitements du diabéte. Une étude a été menée cherchant a montrer une
réduction des critéres histologiques définissant la NASH aprés 18 mois de traitement chez 50 patients
traités par pioglitazone contre 51 patients sous placebo. Vingt-neuf patients du groupe pioglitazone
ont montré une amélioration histologique de leur NASH, contre 9 seulement dans le groupe placebo,
montrant une efficacité du traitement dans la résolution de la pathologie hépatique (33). Les patients
traités présentent également une meilleure sensibilité a I'insuline, une HbA1lc plus basse malgré un

poids corporel plus important.

Une seconde étude, menée chez des patients diabétiques traités par 2 g/jour de metformine et
diagnostiqués NAFLD par des scores non invasifs, a montré une efficacité supérieure de la pioglitazone
aux sulfamides hypoglycémiants pour réduire la souffrance hépatique a 1 an (34). Les scores Liver Fat
Equation (LFE), Hepatic Steatosis Index (HSI) et Index of NASH (ION) qui servaient au diagnostic de
NAFLD ainsi que les concentrations plasmatiques en transaminases sont réduits uniqguement dans le

groupe traité a la pioglitazone.
MSDC-0602K

Le MSDC-0602K est une thiazolidinedione de seconde génération, modulant préférentiellement les
transporteurs MPC plutdét que PPARy (35). L'efficacité de 3 doses du composé sur la résolution
histologique de la NASH a été évaluée sur des groupes d’environ 100 patients atteints d’une NASH
prouvée sur biopsie hépatique contre 94 patients traités par un placebo pendant 12 mois. Sur les
parametres glucidiques, on peut noter une diminution a 12 mois de la glycémie a jeun et de I'HbAlc,
ainsi qu’une augmentation de la sensibilité a I'insuline évaluée par le calcul de 'THOMA-IR (Homeostasis
Model Accessment of insulin resistance) chez les patients traités (36). Sur la pathologie hépatique, le

critere d’évaluation principal n’a pas été atteint, malgré une diminution du NAS Score dans les groupes
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traités par les doses les plus importantes de MSDC-0602K essentiellement due a une diminution de la

stéatose hépatique, en particulier pour la dose 250 mg du composé.

Elafibranor

L’elafibranor est un agoniste des récepteurs PPARa et 6. C’est une molécule de la classe des fibrates
utilisés comme hypotriglycéridémiants avec un effet modéré sur la diminution des LDL cholestérol
circulants et un effet modeste sur I'augmentation du HDL cholestérol circulant. Une étude pilote sur 6
patients a montré que I'activation de PPARS diminue le contenu lipidique du foie (37). Puis, I'étude
GOLDEN-505 a cherché a évaluer la réversion de la NASH sans aggravation de la fibrose chez 93
patients traités par 80 mg d’elafibranor une fois par jour et 91 patients traités par 120 mg une fois par
jour par rapport a un traitement placebo pendant un an. Seuls les patients ayant une NASH modérée
ou sévere (NAS score > 4) traités par une dose quotidienne de 120 mg d’elafibranor ont montré une
rémission de leur pathologie avec disparition des cellules ballonnisées et une absence de forte
inflammation hépatique aprés un an de traitement (38). Les patients des deux bras de I'étude traités
avec l'elafibranor présentent cependant une amélioration de leur bilan lipidique, avec une diminution
de leur concentration plasmatique en LDL cholestérol et en triglycérides et une augmentation de leur
concentration plasmatique de HDL cholestérol. lls présentent une amélioration de leur bilan glucidique
avec une glycémie a jeun, une HbAlc et une insulino-résistance plus basses que les patients traités au
placebo. Cependant, le laboratoire a communiqué des résultats de I'essai clinique de phase 3 indiquant
gue ce composé ne permettait pas une résolution de la NASH sans aggravation de la fibrose hépatique

par rapport au placebo (39).
Saroglitazar

Le saroglitazar est un agoniste des récepteurs PPARa et y. Il posséde les mémes propriétés
hypolipidémiantes que les autres fibrates, alors que I'agonisme de PPARy les rapproche des
thiazolidinediones avec des effets positifs sur la NASH. Il est actuellement en phase Ill dans le
traitement de la NASH, sans que les résultats des phases précédentes soient disponibles. Cependant,
les résultats chez la souris montrent une amélioration de toutes les composantes du NAS score et de
la fibrose hépatique apres 1 an de traitement, ainsi qu’une réduction du poids et une amélioration des

parametres métaboliques des animaux traités (40).
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Vitamine D

La vitamine D possede de nombreux roles décrits dans la littérature, bien au-dela de son réle dans le
remodelage osseux. Des carences en vitamines D ont été montrées chez les patients atteints de
pathologies entrant dans le spectre du syndrome métabolique (41). Chez les patients atteints de
NAFLD, les carences en vitamine D sont associées a un risque plus élevé d’aggravation de la fibrose
hépatique (42). Un essai clinique de phase Il a cherché a évaluer I'efficacité sur les NAFLD d’un
traitement quotidien a 1000UI de vitamine D chez 201 patients par rapport a 110 patients traités avec
un placebo pendant 6 ou 12 mois. Par élastographie (Fibroscan®), le traitement a prouvé une réduction
de la stéatose hépatique et de la fibrose chez les patients du groupe traité par rapport au groupe
placebo dés 6 mois de traitement (43). Chez les patients du groupe traité par la vitamine D, une

diminution de la glycémie a jeun et de ’'THOMA-IR sont également rapportées.
Vitamine E

Sous le terme vitamine E sont regroupés différents composés chimiques dont la forme naturellement
la plus courante est I'a-tocophérol. Elle est utilisée pour le traitement des carences dans des contextes
de malabsorption, ainsi que dans les préparations pour la nutrition entérale et parentérale. Elle est
principalement utilisée en France pour ses propriétés anti-oxydantes, et dispose du statut de
complément alimentaire pour les formes orales. Son efficacité seule ou en association avec la
pioglitazone a été évaluée sur la réduction du NAS score chez des patients atteints de NAFLD et de
diabete de type 2. Les 36 patients traités par deux prises quotidiennes de 400 Ul de vitamine E seule
ne présentent pas d’amélioration de leur histologie hépatique mais présentent une diminution de leur
glycémie a jeun ainsi qu’une diminution de leur contenu hépatique en triglycérides évalué en IRM. Les
37 patients traités par une bithérapie avec la pioglitazone présentent, quant a eux, une amélioration
de leur histologie hépatique (44). L'essai clinique ne possédant pas de groupe de patients traités
uniquement par la pioglitazone, on ne peut pas savoir si la vitamine E améliore les résultats obtenus

par rapport a un traitement a la pioglitazone seule.

Acide obéticholique

L'acide obéticholique est un agoniste de FXR, récepteur nucléaire aux acides biliaires exprimé

notamment dans le foie et I'intestin. Il dispose d’une autorisation de mise sur le marché en France
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pour le traitement de la cirrhose biliaire primitive chez I'adulte, en seconde ligne associé avec I'acide
ursodéoxycholique. FXR est connu pour son implication dans ’'homéostasie des acides biliaires, mais
son activation a été montrée comme réduisant chez I'animal la synthése de novo des acides gras, la
synthése des VLDL par le foie, et permet une augmentation de I’"hydrolyse des triglycérides. L’activation
de FXR a également un role dans I'insulino-résistance, permettant une réduction de la néoglucogenése
et de la glycolyse hépatique, et favorisant la glycogénogenese (45). Outre ces roles métaboliques, il a
été montré que chez la souris sous régime NASHogéne, un traitement avec un agoniste de FXR permet
une diminution de I'inflammation hépatique (46). En clinique humaine dans I’étude FLINT, 283 patients
atteints de NASH ont été randomisés en deux groupes, traitement a I'acide obéticholique contre
traitement avec un placebo pendant 72 semaines, pour une amélioration de leurs parametres
histologiques d’au moins 2 points sans aggravation de leur fibrose hépatique. Parmi les patients ayant
complété I'étude, 50 % ont amélioré leurs parameétres histologiques sous traitement a I'acide
obéticholique, contre 21 % dans le groupe placebo (47). Les parametres mesurés pour la NASH,
stéatose, inflammation lobulaire hépatique, nombre de cellules ballonnisées et fibrose, sont tous
réduits chez les patients du groupe traités. Les patients traités avec I'acide obéticholique perdent plus
de poids que les patients sous placebo, mais présentent une concentration plasmatique de LDL
cholestérol circulant ainsi qu’'un HOMA-IR plus importants (47). Une seconde étude a également
montré une amélioration de la fibrose hépatique et des parameétres histologiques de la NASH (48). Une
dose quotidienne de 25 mg d’acide obéticholique chez des patients souffrant de NASH avec fibrose
hépatique diagnostiquée sur une biopsie permet une diminution significative du score de fibrose d’au
moins un point, ainsi qu’une réduction des scores histologiques d’inflammation lobulaire et de

ballonnisation hépatique (48).
NGM282 - Aldafermin

Le NGM282 est un analogue de I’hormone intestinale Fibroblast Growth Factor 19 (FGF19) synthétisée
lorsque FXR intestinal est activé par ses ligands. Au niveau hépatique, FGF19 est un régulateur de la
synthese des acides biliaires, agissant comme inhibiteur de I'activité du cytochrome P450 7A1, enzyme
nécessaire a la synthése des acides biliaires a partir du cholestérol (49). L’efficacité sur la réduction de
la stéatose a été évaluée par IRM sur deux doses de NGM282 (3 et 6 mg par jour) chez des patients
atteints d’'une NASH diagnostiquée sur une biopsie hépatique. A 12 et 24 semaines, les patients traités
avec ce composé montraient une diminution significative du pourcentage de graisse hépatique par
rapport aux patients traités au placebo (50,51). Le traitement permet une diminution du cholestérol
total liée a une diminution du LDL cholestérol, ainsi qu’une diminution de la concentration sérique des
triglycérides uniguement chez les patients traités avec 6 mg de NGM282. Le traitement ne montre

aucun effet sur I'insulino-sensibilité ni sur la glycémie a jeun. Le laboratoire NGMBio, qui développe ce
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produit, a décidé de ne pas poursuivre les essais de cette molécule pour la résolution de la NASH car
le critére principal d’évaluation, la diminution du score de fibrose hépatique d’au moins un point, n’a

pas été atteint (52).

Selonsertib

Le selonsertib est un inhibiteur de la kinase ASK1, Apoptosis signal-regulating kinase 1. La voie
d’activation d’ASK1 est connue pour étre induite chez les patients atteints de NASH, et corrélée avec
la fibrose hépatique (53). Quand le selonsertib est associé au simtuzumab, un anticorps monoclonal
ciblant I'enzyme lysyl oxydase-like molecule 2 impliquée dans le remodelage de la matrice
extracellulaire, il a montré en phase Il une diminution de la fibrose chez les patients traités par rapport
aux patients n’ayant recu que le simtuzumab (54). En phase I, I'efficacité du selonsertib seul sur la
réduction de la fibrose hépatique avancée (F3 — essai STELLAR-3) et de la cirrhose compensée (Fibrose
F4 — essai STELLAR-4) associée a la NASH a été évaluée. D’une durée initiale de 240 semaines, les deux
doses de traitement ont été arrétées aprés 48 semaines car les patients traités au selonsertib (320
patients par dose dans STELLAR-3, 350 dans STELLAR-4) ne présentaient aucune régression
histologique de leur fibrose par rapport aux patients traités par un placebo (159 patients dans STELLAR-
3, 174 dans STELLAR-4) (55). Les patients traités ne présentent pas d’amélioration de leur bilan

lipidique ou de leurs parametres glycémiques.

Resmetirom (MGL-3196)

Le resmetirom est candidat médicament ciblant spécifiquement le foie et qui agit comme agoniste du
thyroid receptor 6 (THR-B). Ce récepteur est connu pour étre impliqué dans les voies métaboliques
altérées dans le contexte pathologique des NAFLD (56). Le critére d’évaluation principal a été la
diminution du pourcentage de graisse hépatique évalué par IRM aprés 12 semaines de traitement,
mais des criteres d’évaluation secondaires se sont intéressés a I'impact du traitement a 36 semaines
et a la diminution du NAS score des patients traités au resmetirom par rapport au placebo. A 12
semaines, les 78 patients sous resmetirom ont présenté une diminution du pourcentage de graisse
hépatique en moyenne de l'ordre de 36%, contre 10% pour les 38 patients sous placebo, avec un
intervalle de confiance a 95% de la différence égal a -22,5% [-32,9% ; -12,2%] (57). Cette diminution
de la stéatose hépatique sous traitement agoniste THR-B reste vraie a 36 semaines. Le traitement

permet également une diminution de la concentration plasmatique de LDL cholestérol et de
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triglycerides. On retrouve également a 36 semaines une diminution de la concentration sérique des
transaminases ainsi que de la fibrose chez les patients qui en présentaient une au début de I'étude

(57).

Acides gras omega-3 : Omacor®

Les acides gras polyinsaturés de type eicosapentanoique et docosahexanoique sont utilisés dans le
traitement de certaines dyslipidémies, associées ou non a des statines. lls agissent par diminution de
la synthese hépatique des VLDL, permettant une diminution de la triglycéridémie. L'étude WELCOME
a cherché a évaluer I'efficacité d’une prise quotidienne pendant 15 a 18 mois de 4 g d’omacor® par
rapport a une prise d’huile d’olive (placebo) sur la réduction des lipides hépatiques mesurés par
spectroscopie a résonance magnétique. La diminution de la fibrose, évaluée par le NAFLD fibrosis score
basé sur des biomarqueurs, a également été étudiée. Chez les patients traités, aucune diminution du
pourcentage de lipides hépatiques induite par le traitement n’a été observée. L'augmentation de la
richesse en oméga-3 erythrocytaire retrouvée chez les patients traités est corrélée négativement avec
la stéatose hépatique, montrant un effet modéré sur ce paramétre hépatique de NAFLD (58). Le
traitement avec I'omacor® n’a pas permis d’amélioration des scores de fibrose hépatique. Aucun suivi

des autres parametres cliniques n’a été évalué au cours de I'étude.
Pentoxifylline

La pentoxifylline est un médicament utilisé comme vasodilatateur périphérique dans le traitement des
artérites au cours de la marche ainsi que dans les troubles du comportement et de la mémoire liés au
vieillissement. Le mécanisme d’action de la pentoxifylline est lié a un effet vasodilatateur artériel, a
une diminution du taux de fibrinogéne et a une augmentation de la déformabilité érythrocytaire. Ces
effets seraient en partie expliqués par un effet anti-TNFa. Un traitement de patients atteints de NASH
a la pentoxifylline 400 mg 3 fois par jour a été évalué pendant un an. Le critere d’évaluation principal
était la diminution des ALAT, mais I'un des criteres secondaires était la diminution du NAS score. Chez
les 19 patients traités, aucune diminution du taux d’ALAT n’a été observée par rapport aux 7 patients
traités au placebo (59). Cependant, le traitement montre des effets positifs sur la réduction des
composantes du NAS score, avec une diminution de la stéatose hépatique ainsi que de I'inflammation
lobulaire. Ni le poids ni les parametres du bilan lipidique n’ont été améliorés par le traitement a la

pentoxifylline.
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L'intestin est un organe constitutif du tube digestif subdivisé en quatre parties (figure 3) :

- Le duodénum : la partie proximale de I'intestin gréle. Il est situé juste apres le pylore, qui fait
la jonction avec I'estomac;

- Le jéjunum : la partie médiane de l'intestin gréle. Il est situé aprés la partie ascendante du
duodénum, appelée partie D4 ;

- L'iléon : la partie distale de I'intestin gréle. La séparation jéjunum-iléon est anatomiquement
peu claire. L'iléon se termine par la valve iléo-caecale, sa jonction avec le caecum, qui donnera
suite au gros intestin ;

- Legros intestin : il est composé du colon (ascendant, transverse et descendant) et du rectum.

Bouche
Fole — o | Oesophage
.
Vésicule biliaire - —
Estomac
uodénum .
D Pancréas
Jéjunum et lléon <
. ; Rectum
Colon -
Anus

Figure 3 : Tractus gastro-intestinal.

Macroscopiquement, c’est une structure faite de nombreux replis permettant une augmentation de
sa surface. Au niveau microscopique, l'intestin gréle contrairement au colon est formé de villosités,
replis de I'épithélium dans la lumiere du tube digestif permettant également une augmentation de la
surface d’échange avec le lumen (figure 3). Ces villosités sont plus nombreuses et plus grandes dans le
jéjunum, partie de l'intestin dont la fonction principale est I'absorption des nutriments. A la base de
ces villosités, on retrouve des cryptes intestinales, ol sont retrouvées les cellules souches permettant

le renouvellement du tissu.

L'intestin est composé de plusieurs types cellulaires, comme présenté en figure 4 :

29



- Les entérocytes

Ce sont les cellules majoritaires de I'épithélium, ayant pour fonction principale I’'absorption des
nutriments et de I'eau. Ce sont des cellules polarisées, disposant d’un pole apical tourné vers la lumiere

intestinale et d’un pole basolatéral tourné vers la lame basale de I'épithélium.
- Lescellules entéro-endocrines

Sous cette dénomination, on retrouve un ensemble de cellules dont la fonction est la sécrétion
d’hormones vers leur pdle basolatéral. On estime qu’elles composent environ 1% de I'épithélium.
Historiquement, ces cellules étaient classées en fonction des hormones sécrétées (Cellule L sécrétant
GLP-1, cellule K sécrétant GIP...). Elles possedent, en fonction des hormones, des réles variés comme
le contréle de la vidange gastrique, la potentialisation de la sécrétion d’insuline par les cellules B

pancréatiques, la contraction de la vésicule biliaire, la régulation de I'appétit...
- Lescellules caliciformes a mucus

Appelées également goblet cell, le role des cellules caliciformes a mucus est la sécrétion de mucus du

c6té luminal, une couche glycoprotéique hydratée servant a la protection de I'épithélium.
- Les cellules de Paneth

Situées au fond des cryptes intestinales, les cellules de Paneth ont pour réle la protection de

I’épithélium par la sécrétion de peptides anti-microbiens.
- Lescellules Tuft

De découverte plus récente, les tuft cells sont des cellules impliquées dans I'immunité anti-parasitaire.
Elles sécretent également l'interleukine 25 impliquée dans le développement de certaines populations

immunes de I'épithélium.
- LescellulesM

Les cellules M sont des cellules permettant I'’éducation et la tolérance du systéme immunitaire au
niveau de l'intestin. Elles permettent le passage d’antigenes captés dans la lumiere intestinale
jusqu’aux cellules dendritiques du tissu. Ces cellules peuvent ensuite présenter ces antigenes via les

molécules du CMH afin d’induire une tolérance immunitaire ou une réponse inflammatoire.
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Figure 4 : Structure de l'intestin gréle. (60)

Les fonctions de l’intestin et leurs modifications dans le contexte
pathologique des NAFLD

La fonction premiére de I'intestin gréle est I'absorption des nutriments provenant de I'alimentation
lors de la digestion. L'eau, quant a elle, est principalement réabsorbée au niveau du célon ou les
entérocytes ont une morphologie un peu différente, avec peu de microvillosités, et sont appelés

colonocytes (61).
a. L’absorption des glucides

Durant la digestion, les glucides sont hydrolysés par des enzymes en oses simples, comme le glucose
et le fructose. Leur transport a travers I'épithélium se fait via des transporteurs, comme SGLT1 pour le
glucose ou GLUTS5 pour le fructose, qui permettent un transport de ces sucres simples de la lumiére
intestinale vers I'entérocyte. lls passent ensuite dans la circulation porte par un autre transporteur de

monosaccharides, GLUT2.
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b. L’absorption des graisses

Afin de pouvoir absorber les lipides provenant de I'alimentation, une étape enzymatique préalable est
nécessaire et requiert I'action d’enzymes de type lipases, majoritairement d’origine pancréatique. Les
acides biliaires sécrétés lors de la prise alimentaire au niveau du duodénum permettent une
émulsification des lipides dans la lumiere intestinale sous forme de micelles, permettant leur
absorption (62). Les vitamines liposolubles (A, D, E et K) sont absorbées de maniére concomitante par
les entérocytes. Le cholestérol est quant a lui absorbé de maniere sélective par le transporteur NPC1L1
présent au poOle apical des entérocytes. Des transporteurs d’efflux (ABCG5 et ABCGS8) rejettent le

cholestérol dans la lumiere apicale, ce qui permet d’en limiter I'absorption.

Les entérocytes synthétisent des lipoprotéines, en particulier les chylomicrons qui permettent le
transport des lipides alimentaires vers le foie. L'intestin est également capable de synthétiser des HDL.
Il est responsable de la concentration élevée en HDL cholestérol dans la circulation portale (63). Ces
HDL ont un réle protecteur en séquestrant le LPS, endotoxine bactérienne responsable en particulier

de l'initiation de la réponse inflammation hépatique (63).
c. L’absorption des acides aminés

Les peptides provenant des protéines de I'alimentation sont hydrolysés par I'acidité gastrique ainsi que
par les nombreuses protéases présentes dans |'intestin. Les acides aminés, les di- et les tripeptides
sont absorbés majoritairement via le transporteur PEPT1 peptide transporter 1. lls sont ensuite
excrétés du coté basolatéral par différents transporteurs, en fonction du type d’amino-acides, pour

rejoindre la circulation porte (61).
d. L’absorption des vitamines

Les vitamines hydrosolubles sont transportées via les protéines de la famille SLC, solute carrier family.

Chaque vitamine possede son transporteur spécifique.
e. Altérations de I'absorption intestinale dans le contexte des NAFLD

Dans le contexte pathologique de NAFLD, la fonction d’absorption de I'intestin a été décrite comme
altérée. Les patients obéses et diabétiques de type 2, c’est-a-dire les patients a risque de
développement de NAFLD, présentent une dyslipidémie post-prandiale, avec une augmentation de
leur chylomicronémie, conséquence d’une augmentation de la production intestinale de ces
lipoprotéines (64). L'absorption des triglycérides, reflétant le métabolisme lipidique de I'intestin, a été
montrée comme augmentée chez les patients NAFLD, ce qui contribue a l'insulino-résistance des

patients (65).
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a. Les cellules sécrétrices d’incrétines

Parmi la grande diversité de types de cellules entéro-endocrines, les cellules L et les cellules K ont un

role important dans le métabolisme énergétique de leur hote.

Les cellules L sont retrouvées plutot au niveau de I'intestin distal, iléon et cOlon. Lors d’une absorption
de glucose, ces cellules vont pouvoir sécréter le GLP-1 dans la circulation porte pour permettre ensuite,
apres fixation sur son récepteur GLP-1R, une potentialisation de la sécrétion d’insuline par les cellules
B des flots de Langherans pancréatiques (66). Cette sécrétion hormonale est également retrouvée par
d’autres stimuli, comme les peptones, les acides biliaires, les lipides et les acides gras a chaine courte
(67). La conséquence de I'activation du GLP-1R, récepteur membranaire couplé aux protéines G, est
une fusion membranaire des vésicules contenant I'insuline, et une diminution de la glycémie (68). Les
cellules L sécretent également le peptide PYY, autre entérohormone qui régule I'appétit par son action

sur le systeme nerveux central et qui agit aussi sur la contraction du pylore (69).

Les cellules K sont retrouvées dans l'intestin gréle proximal, au niveau du duodénum. Elles sécretent
I’'hormone GIP (gastric inhibitory polypeptide) en réponse a une prise alimentaire, au glucose, mais
surtout a une ingestion de lipides (69,70). La fixation du GIP sur son récepteur (GIP-R) situé également
sur les cellules B de Langherans permet aussi un effet incrétine par un mécanisme identique a la voie

GLP-1 (68).
b. Altérations de la voie incrétine dans les NAFLD

Chez les patients atteints de NAFLD, I'insulino-résistance est un élément central et un élément ciblé
par beaucoup de molécules en cours d’évaluation pour soigner la pathologie hépatique (voir chapitre
précédent). La stéatose hépatique a en effet été montrée comme plus importante chez les patients
insulino-résistants que chez les patients normoglycémiques (71). La sécrétion de GLP-1 mais pas celle
de GIP en réponse a une prise orale de glucose a été montrée comme diminuée chez les patients
atteints de NAFLD par rapport a des patients sains (72). Cependant, des données précliniques ont
montré une diminution de I'expression pancréatique du GIP récepteur chez le rat diabétique,
expliquant peut étre la faible exploration en thérapeutique des agonistes du récepteur du GIP par

rapport aux agonistes du récepteur du GLP-1 (73).
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a. Labarriere physique

Pour limiter le passage paracellulaire du contenu intestinal, I’épithélium se doit d’étre une barriére

sélectivement « imperméable ».
Les jonctions inter-cellulaires

Des complexes multi-protéiques entre les cellules permettent la délimitation entre le p6le apical et le
pOle basolatéral des cellules : les jonctions serrées. On y retrouve différentes classes de protéines

(figure 5) :
o Occludine

C'est une protéine transmembranaire qui interagit par son extrémité C-terminale avec le
cytosquelette d’actine via ZO-1. Elle est formée de deux boucles extracellulaires qui interagissent avec

I’occludine d’une cellule adjacente pour former la jonction inter-cellulaire (74).
o Claudines

Les claudines représentent une famille d’au moins 24 molécules différentes participant aux jonctions
serrées. Protéines transmembranaires, I'expression de chacune differe selon les sections de I'intestin.
Elles peuvent laisser sélectivement passer les cations (claudine 2 et 15) ou les anions (claudine 17)

permettant de conférer a I'intestin une résistance électrique transépithéliale (75).
o Junctional adhesion molecules JAMs

Les trois protéines de la famille JAM (JAM-A, JAM-B et JAM-C) sont des protéines transmembranaires
disposant d’un domaine extracellulaire de type immunoglobuline-like. Seule JAM-A semble participer

a la régulation de la formation des jonctions serrées dans I'intestin (76).
o Zonula Occludens proteins

Ce sont les protéines intracellulaires ZO-1, ZO-2 et ZO-3. Elles assurent I'interaction entre les protéines

transmembranaires des jonctions serrées et le cytosquelette des entérocytes.
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Figure 5 : Structure des jonctions serrées. (77)

Le mucus et les cellules caliciformes

Le mucus est synthétisé par les cellules caliciformes. Son organisation est différente selon la partie de
I'intestin a laquelle on s’intéresse, constitué d’une mono-couche dans l'intestin gréle alors gqu’il est
constitué de deux couches dans le colon (78). Il est composé de glycoprotéines de la famille des
mucines, avec en particulier la protéine MUC2 qui est synthétisée sous forme de polymeres, puis clivée
et hydratée pour former la protéine majoritaire du mucus. Le réle principal du mucus est de protéger
I’épithélium du bol alimentaire ainsi que du microbiote intestinal en régulant par exemple la taille de
ses pores et son hydratation. Il participe également a la protection face aux bactéries, en limitant
I'acceés direct du microbiote intestinal a I'épithélium (78). Les cellules caliciformes dialoguent
également avec le systeme immunitaire intestinal et sont sensibles aux cytokines de type Th2 et en

particulier a I'lL-13. Cette interleukine induit une hyperplasie des goblet cells ainsi qu’une

hyperproduction de MUC2, épaississant la couche de mucus (79).
b. La barriere immunologique intestinale

L'intestin possede un systeme immunitaire complexe, composé d’une richesse et d’'une diversité
importante en cellules immunes (figure 6). Organisées en structures macroscopiques ou simplement
infiltrées dans le tissu, les cellules immunes contribuent a la défense de I'organisme contre les

pathogénes extérieurs ainsi qu’a I'instauration d’une tolérance immunologique.
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Figure 6 : La barriéere immunitaire intestinale. (80)

Les plaques de Peyer, retrouvées majoritairement dans I'intestin distal, font partie du tissu lymphoide
associé a la muqueuse (mucosa associated lymphoid tissue — MALT). Il s’agit d’un ensemble de
structures en forme de dome dans la lamina propria qui contribuent a I'éducation du systeme
immunitaire de I'individu. Les cellules dendritiques qui y résident peuvent y présenter les antigenes du
lumen intestinal captés via les cellules M, afin d’augmenter le répertoire d’antigenes reconnus par les
cellules immunitaires majoritairement présentes, les lymphocytes B. Ces lymphocytes, devenus
plasmocytes producteurs d’anticorps dans le tissu intestinal, participent a la barriére intestinale en
produisant et en sécrétant les immunoglobulines A (IgA) (81). Les plaques de Peyer sont organisées en
follicules au sein desquels des zones centrales composés des cellules B sont entourées par de petites

zones périphériques composées de lymphocytes T (81).

En dehors de ces structures immunologiques particulieres, des cellules immunes sont retrouvées au
sein du tissu intestinal entre les cellules épithéliales. Il s’agit principalement de lymphocytes T, mais
ces lymphocytes different de ceux retrouvés dans le sang circulant. En effet, I'intestin est un organe
riche en lymphocytes T exprimant I'isoforme y& du TCR, permettant la reconnaissance d’antigenes
lipidiques et non uniquement protéiques (82). Certaines populations de lymphocytes T sont mémes
résidentes du tissu, avec des roles de diminution de I'activation lymphocytaire T par une diminution

de l'avidité entre le TCR et les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) (82,83).
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Apparentés aux lymphocytes, les innate lymphoid cells (ILC) peuplent également le tissu intestinal.
Divisés en trois familles, ces ILCs ont des roles distincts : les ILC1, apparentés aux cellules natural killer
NK, ont un role de protection contre les virus et bactéries intracellulaires, les ILC2 jouent un réle dans
la protection face aux infections aux helminthes et les ILC3 participent a la protection contre les
bactéries extracellulaires (84). Enfin, I'intestin possede également des populations de macrophages
résidents qui participent a '"homéostasie du tissu, a sa vascularisation et au développement du

systeme nerveux entérique (85).
c. Le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal regroupe un ensemble de bactéries, virus, parasites, champignons, archées...
non pathogenes vivants qui colonisent le tube digestif. Il est difficile de définir ce qu’est un microbiote
intestinal sain, c’est pourquoi sous ce terme seront décrits les fonctions et la composition du

microbiote des patients non atteints de pathologies métaboliques (86).

Les espéces bactériennes composant le microbiote intestinal sont nombreuses, rendant son étude
complexe. Elle repose généralement sur I’évaluation de la richesse en certains phyla bactériens par le

séquencage des séquences d’ARN 16S bactérien (86).

Le microbiote intestinal joue un réle protecteur contre les bactéries pathogenes par de multiples
mécanismes comme la compétition pour les nutriments et I'oxygéne, la stimulation du systéme
immunitaire de I’'h6te ou I'élimination directe de ces bactéries pathogenes par la sécrétion de

bactériocines (87).

Parmi les molécules produites par le microbiote qui régulent la virulence des pathogénes, on retrouve
les acides gras a chaine courte (short chain fatty acid - SCFA) acétate, propionate et butyrate (88). Issus
de la dégradation des polysaccharides complexes (89), ils servent de substrat énergétique
principalement pour les cellules de I’épithélium du c6lon, |a ou ils sont majoritairement produits (90).
lIs agissent également sur le métabolisme des individus, réduisant par exemple la néoglucogenese
hépatique (91) et augmentant la sécrétion du GLP-1 par les cellules L entéroendocrines, en particulier
par I'activation du récepteur membranaire GPR43 (92). Les acides biliaires sécrétés dans le lumen
intestinal lors de la digestion possédent un effet antiseptique (93) et certaines bactéries expriment
I’enzyme Bile Salt Hydrolase (BSH) et sont capables de transformer les acides biliaires primaires en
acides biliaires secondaires (94). La grande diversité d’acides biliaires permet, au-dela de I'effet sur
I’absorption des lipides, des modulations précises de récepteurs sensibles aux acides biliaires dans
I'intestin comme FXR, TGR5 ou VDR (94). Le microbiote intestinal produit aussi d’autres métabolites
comme I'éthanol endogene ou le lipopolysaccharide (LPS), constituant de la paroi bactérienne des

bactéries GRAM négatives, qui influent sur la barriére intestinale (95).
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d. Altérations de la barriere intestinale dans le contexte de NAFLD

Il apparait assez clair dans la littérature que la perméabilité intestinale est augmentée dans le contexte
de NAFLD, aussi bien chez I’homme que dans les modeéles précliniques de la maladie (96,97). Chez la
souris soumise a un régime pauvre en fibres, il a été montré que la couche de mucus dans le colon
était plus fine, ce qui permet I'acces de certaines bactéries déléteres a I’épithélium intestinal (98). Or,
les régimes de type « western diet », riches en graisse et en saccharose qui induisent chez I'animal
obésité et NAFLD, sont également pauvres en fibres ce qui suggere un impact sur I'épaisseur de la

couche de mucus chez ces souris.

Chez la souris, la mesure de la fluorescence du plasma sanguin aprés un gavage au dextran-FITC, un
polymeére couplé a un marqueur fluorescent et peu absorbé par 'intestin en condition physiologique,
est une technique courante de mesure de l'intégrité de la barriére intestinale. Par cette technique,
Luther et ses collégues ont montré que dés les premiéres semaines de régime MCD, un régime déplété
en choline et en méthionine qui induit une NASH sans insulino-résistance, la perméabilité intestinale
des souris augmente (96). De plus, on retrouve chez ces souris une diminution de I'expression
protéique de Zo-1, une des protéines constituant les jonctions serrées (96). Lorsqu’on soumet des
souris invalidées pour Jam-a a un régime qui induit obésité et NAFLD, I'histologie hépatique est
aggravée, démontrant I'importance de cette protéine des jonctions serrées dans la protection du foie

(99).

Une modification de la barriere immunologique intestinale est également retrouvée dans le contexte
des NAFLD. Chez la souris, un régime induisant I'obésité augmente le pool de macrophages pro-
inflammatoires dans la lamina propria du célon (100). On retrouve cette inflammation chez la souris
soumise a un régime MCD pendant 5 semaines (101). Cette inflammation augmentée a pour
conséquence une diminution de la profondeur des cryptes et une augmentation du passage du LPS
pro-inflammatoire dans la circulation portale (100). Ce méme type de régime induit également une
diminution du nombre de plasmocytes producteurs d’IgA dans la lamina propria du c6élon (102). Or,
chez des souris déficientes en IgA soumise a ce régime gras, une augmentation de la perméabilité

intestinale et de I'endotoxémie a été montrée (102).

Chez 'Homme, une évaluation indirecte de la perméabilité intestinale est possible grace a un test a
I’EDTA radiomarqué au chrome 51 par voie orale. Le comptage de la radioactivité des urines des
patients avec une gamma-caméra a été montré comme positivement corrélé a la stéatose hépatique
(97). L'expression des protéines de jonctions a également été étudiée, montrant notamment une
diminution de I'expression de ZO-1 dans le duodénum de patients atteints de NAFLD (97). Une

diminution de I'expression de JAM-A est retrouvée dans le c6lon des patients atteints de NAFLD (99).
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Au-dela des jonctions épithéliales, certains auteurs s’intéressent a la perméabilité de I'endothélium
vasculaire. Mouries et ses collegues ont montré que I'endothélium vasculaire de souris sous régime
gras était plus perméable, et donc plus propice au passage dans le systeme porte des endotoxines

provenant de la lumiére intestinale (103).

Le systeme immunitaire intestinal est également perturbé chez I'homme. Dans le contexte
pathologique d’obésité, la densité en macrophages et en lymphocytes T dans le jéjunum est
augmentée (104). Parmi les lymphocytes T dans le jéjunum des patients obéses, les CD4* expriment
plus d’IL-17 et d’IL-22, deux cytokines pro-inflammatoires et les CD8+ expriment plus de la forme
CD8af du récepteur, montrant une augmentation de I'inflammation du tissu intestinal (104). Chez ces
patients, le NAS score est corrélé positivement a la densité de lymphocytes T CD8* dans I'épithélium

(104).

La condition métabolique des patients a un impact sur leur microbiote intestinal. Il est cependant
difficile d’extrapoler les données obtenues sur des modeles animaux a ’lhomme, car le microbiote
intestinal et I'architecture de I'intestin sont différents selon I'espéce étudiée (105). Des expériences
sur les souris germ-free, des souris dépourvues de microbiote nées en isolateur stérile, ont démontré
un réle causal du microbiote intestinal par leur protection contre I'obésité induite par un régime gras
(106). De plus, apres transplantation du microbiote provenant de donneurs sains, des patients atteints
de syndrome métabolique présentent apres 6 semaines une meilleure sensibilité a I'insuline, ce qui
prouve qu’une approche centrée sur la modulation du microbiote intestinal est intéressante en dehors
du traitement des infections a Clostridium difficile (107). La colonisation abondante par certaines
bactéries particulieres comme Akkermansia muciniphila est bénéfique pour le statut métabolique des
patients (108). Dans le cadre des NAFLD, de nombreuses études rapportent des résultats parfois
discordants sur les différences entre les populations bactériennes des patients sains et malades (105).

Cependant, les facteurs dérivés du microbiote, LPS en téte, aggrave la pathologie hépatique (105).

L’ensemble de ces arguments montrent que les fonctions intestinales sont altérées dans le contexte
pathologique de NAFLD (figure 7). Un certain nombre de thérapeutiques évaluées en clinique humaine

sont basées sur des mécanismes liées a I'axe intestin-foie (109).
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Figure 7 : Altérations des fonctions intestinales dans le contexte de NAFLD et de diabéte de type 2.
(109)

Or, pour mieux comprendre la pathologie, la caractérisation physiopathologique compléte est
nécessaire, et les modeles pré-cliniques de NASH s’intéressent rarement a I'ensemble des fonctions
intestinales, indiquant parfois que I'intestin est une conséquence de la pathologie hépatique (96). Au
laboratoire, nous travaillons sur I’hypothése inverse, a savoir que I'altération des fonctions intestinales
est préalable a la pathologie hépatique et que c’est par les défaillances de ses fonctions que la NASH
s’aggrave. Afin de tester cette hypothése, nous travaillons sur un modele de NASH induite par un
régime chez la souris, modeéle déja publié mais étudié du point de vue du foie uniquement (110). Ce
travail de these s’intéressera a la caractérisation de ce modele, d’abord par une caractérisation
compléte de la maladie hépatique, avant de s’intéresser aux altérations des fonctions de barriere

intestinale.
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Matériel et méthodes

Protocoles animaux

Les souris males de fond génétique C57BI6/J sont obtenues auprés de Charles River. Regues dgées de
7 semaines au maximum, les souris ont été maintenues a I'animalerie de I'Institut Pasteur de Lille, a
une température contrélée de 21°C et selon un cycle jour-nuit de 12h. A 8 semaines d’age, les
protocoles de régime sont débutés, en accord avec les autorisations éthiques (CEEA 02/2008). Aprés
randomisation des souris selon leur poids, les animaux sont mis sous un régime connu pour induire la
NASH (régime TD08811 + 1 % cholestérol — Takeda Custom Diet) pendant 24 semaines, temps
nécessaire a I'établissement de la maladie pour ce régime (110) ou sous un régime standard (A04 —
Safe). La prise de poids des animaux est réalisée toutes les semaines. Trois prélevements sanguins
rétro-orbitaux sont effectués dans des tubes traités a I'EDTA (20-1341 — Sarstedt) aprés 5h de mise a
jeun et anesthésie a I'isoflurane (1000 mg/g, Axience) respectivement la premiére semaine de régime,
amirégime et au terme du régime. Ce sang prélevé est centrifugé 10 min a 4500 rpm pour en récupérer
le plasma avant de le congeler a -20°C. Ce plasma est utilisé pour le dosage des transaminases, dosage

effectué par un automate Konelab 20 (Thermo scientific).

Les animaux sont sacrifiés par dislocation cervicale le matin a 7h, non a jeun pour les animaux utilisés

pour I'immunophénotypage des cellules immunitaires intestinales ou a jeun pour les autres.

L'intestin est récupéré avant d’étre séparé en différentes parties. Deux trongons d’un demi centimétre
sont prélevés et placés dans du paraformaldéhyde (P6148 — Sigma) 4 % a pH 7,3 pour les analyses
histologiques. Les pieces intestinales sont ensuite nettoyées au PBS 1X froid avant prélevement d’un
segment mis en cryotube et congelé dans I'azote liquide pour les analyses d’expression génique. Les
parties restantes de I'intestin gréle et du c6lon ont été ouvertes longitudinalement, rincées au PBS 1X,
pesées puis découpées en trongcons de 0,3 a 0,5 cm et placées dans des tubes Falcon® contenant du

PBS 1X a 4°C. L'intestin gréle et le c6lon sont gérés séparément.

Le contenu du caecum est récupéré et congelé dans I’azote liquide. Sa masse est estimée par calcul en

retranchant le poids du caecum vide au poids du caecum plein.

Le foie des souris est également prélevé et pesé. Deux tranches du lobe gauche — le plus volumineux —
sontimmergées dans du paraformaldéhyde 4 % a pH 7,3 pour les analyses histologiques. Le lobe caudal
est prélevé et découpé en morceaux puis congelé dans I'azote liquide pour les analyses d’expression

génique.
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Extraction et dosage des lipides hépatiques

Chaque échantillon de foie de 50 mg est broyé dans 1 mL de set buffer composé d’une solution a 250
mM de saccharose (477187 — Carlo Erba reagent), 2 mM d’EDTA (A15161 — Alfa Aesar) et 10 mM de
TRIS base (T3253 — Sigma) dans de I'eau distillée. Ce broyat est placé dans I'azote liquide pendant 15
min, puis décongelé a température ambiante a deux reprises. Il est ensuite aspiré a I'aiguille 26 G avant
deux nouveaux cycles de congélation-décongélation. Les échantillons sont ensuite dosés sur un
Konelab 20 (Thermo scientific). Pour normaliser ces résultats, ils sont rapportés aux protéines extraites
de chaque échantillon dosés par le kit BCA protein assay reagent kit (Interchim) sur un NanoQuant

infinite M200 Pro (Tecan).

Isolement des cellules immunitaires intestinales

Le protocole d’isolement des cellules immunitaires intestinales pour immunophénotypage est une

adaptation d’un protocole interne au laboratoire et du protocole publié par Qiu et Sheridan (111).

Trois séquences « agitation vigoureuse — centrifugation d’'une minute a 4°C 1500 rpm — élimination du
surnageant — remise en suspension » des piéces intestinales contenues dans le falcon® dans du PBS 1X
froid sont réalisées pour l'intestin gréle, et deux seulement pour le c6lon. Aprés la derniere séquence,
le surnageant est éliminé. Sur les pieces intestinales, 20 mL d’une solution de DTE a 1ImM (A10138 —
Alfa Aesar) dans de I'HBSS (14170-088 — Gibco) avec 10% de SVF (500105H1 — Dutscher) et 15mM
d’HEPES (H4034 — Sigma) a 37°C sont ajoutés et les tubes mis sous agitation a 110 rpm dans un
incubateur orbital a 37°C pendant 20 minutes. Aprés 10 secondes de Vortex®, le surnageant est filtré
sur des filtres 70 um en prenant garde de ne pas perdre de piéces intestinales sur le filtre. Cette étape

sera répétée une seconde fois.

Les tubes contenant le filtrat sont centrifugés a 400 g et 4°C pendant 5 minutes. Le surnageant est
éliminé et les cellules re-suspendues dans du PBS 1X froid. Ces suspensions sont les fractions de cellules

intra-épithéliales.

Aprés les deux filtrations permettant d’isoler les fractions de cellules intra-épithéliales, les piéces
intestinales sont mises dans 20 mL de solution d’EDTA a 5 mM dans de I’'HBSS avec 15mM d’HEPES a
37°C et 30 minutes sous agitation a 110 rpm avant élimination du surnageant. Cette étape sera répétée
une fois. Dix mL de la solution de collagénase IV (17104-019 — Gibco) a 2 mg/mL dans de I’HBSS avec
10% de SVF et 15mM d’HEPES et sont ensuite ajoutés et les échantillons sont placés dans un incubateur
orbital sous agitation a 220 rpm et 37°C pendant 1h30. Cette solution est ensuite filtrée a I'aide d’un
filtre 70 um. Ce filtre est ensuite lavé par 10 mL de PBS 1X froid. Les suspensions ainsi obtenues sont

les fractions de cellules de la lamina propria.
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Une fraction enrichie en cellules immunitaires est obtenue a I'aide d’un gradient de Percoll (17-0891-
01 — Dutscher). Brievement, aprés centrifugation a 1500 rpm pendant 10 minutes des fractions de
cellules intra-épithéliales et de la lamina propria, le surnageant est éliminé. Une solution mere de
percoll est préparée en ajoutant 10% de PBS 10X a la solution commerciale de percoll. Elle sera ensuite
diluée avec du PBS 1X en deux solutions, a 40 % et a 80 % qui serviront a faire un gradient de séparation.
Le culot cellulaire est re-suspendu dans 6 mL de la solution de Percoll 40%. Deux mL de la solution de
Percoll 80 % sont injectés sous la suspension cellulaire afin de créer le gradient. Aprés 20 minutes de
centrifugation a 1000 g et 4°C sans frein, la fraction enrichie en cellules immunitaires est visible a
I'interphase du gradient. Elle est récupérée dans 2 mL de la phase supérieure du gradient et lavée dans
15 mL de PBS 1X froid. Un échantillon de cette solution sera prélevé et coloré au bleu trypan (15250-
061 — Gibco) pour comptage sur cellule de Malassez. Le reste de la suspension sera centrifugé a
nouveau 10 min a 1500 rpm. Le culot cellulaire sera resuspendu dans 100 uL de PBS 1X et déposé en

plague 96 puits a fond conique pour le marquage.

Marquage et cytométrie en flux

Les anticorps utilisés pour la cytométrie en flux ainsi que leur dilution sont détaillés dans le tableau 3.
Aprés centrifugation a 1500 rpm 4°C pendant 3 minutes, les cellules sont marquées initialement au
Zombie dilué au 1/100%™ dans du PBS 1X froid pendant 20 minutes a I'obscurité. Aprés un lavage au
PBS, les cellules sont marquées a I'aide de I'anticorps anti CD16/30 non couplé dilué au 1/150%™ dans
du PBS + 0,5 % de sérumalbumine bovine pendant 20 minutes a I'obscurité a 4°C. Les cellules sont
ensuite marquées avec le cocktail regroupant tous les autres anticorps. Des billes (552845 et 552843
— BD CompBeads) seront marquées avec chaque anticorps individuellement a la méme dilution que les
cellules pour régler le cytomeétre, exception faite des anticorps anti-chaines A qui seront remplacés par
d’autres anticorps couplés dans les mémes canaux de fluorescence. Apres centrifugation et un lavage,
les cellules seront resuspendues dans 250 uL de PBS 1X + 0,5 % de sérumalbumine bovine (04-100-
812-E — Euromedex) dans des tubes pour passage sur le cytometre de flux (Fortessa X20 — BD). Les

résultats sont exploités avec le logiciel FlowJo®.

Fixation des tissus pour I’histologie

Les biopsies hépatiques et intestinales sont conservées a 4°C une nuit dans la solution de
paraformaldéhyde 4 % pH 7,3. Elles sont lavées a deux reprises au PBS 1X froid. Pour chaque animal,
une biopsie de chaque organe est a destination d’une inclusion en paraffine et I'autre est utilisée pour

des coupes congelées au cryostat.
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Tableau 3 : Anticorps utilisés en cytométrie

CD11b
CDA45.2
Zombie - UV
TCR y6
TCRB
CD4
IA-IE
CD19
F4/80
CD11c
CD103
Siglec F
CD8b
CD3
CD8a
CD16/30
CD8a

CD4

BUV 395
BUV 737
BUV 496
BV 421
BV 510
BV 605
BV 650
BV 711
BV 786
FITC
PE — Cya7
PE —Texas Red
APC
AF 700
APC — Cya7
Non couplé
BV510

FITC

Rat 1gG2b, k

Humain IgG2a, k

Hamster I1gG
Hamster Ig, A
Rat IgG2a, k
Rat I1gG2b,
Rat IgG2a, k
Rat IgG2a, k
Hamster 1gG, A
Hamster I1gG
Rat IgG2a, k
Rat IgG2a, k
Rat 1gG2b,
Rat IgG2a, k
Rat I1gG2b,
Rat IgG2a, k

Rat IgG2a, k

1/200%me
1/200%me
1/100°me
1/100%me
1/100°me

1/200%™e

1/1500%™e

1/200°me
1/200°me
1/100°me
1/200°%me
1/250°me
1/200°me
1/100°me
1/400°™¢
1/150°me
1/100°me

1/100%™

Inclusion et coloration des coupes en paraffine

BD Biosciences 563553
BD Biosciences 564880
Biolegend 423107/8
Biolegend 118120
Biolegend 109233
Biolegend BLE100548
Biolegend BLE107641
BD Biosciences 563157
Biolegend BLE123141
BD Biosciences 553801
Biolegend 121426
BD Biosciences 562757
Biolegend 140410
Biolegend BLE152316
Biolegend BLE100714
BD Biosciences 553142
Biolegend 100752

eBiosciences 11-0042-85

Les biopsies fixées pour inclusion paraffine sont déshydratées par des bains d’éthanol de concentration

croissante : 3 bains de 30 minutes d’éthanol 96° puis 3 bains de 30 minutes d’éthanol absolu. Les

échantillons sont ensuite placés dans 3 bains successifs de xylene de 30 minutes, 1h et 1h30 avant

d’étre mis dans un bain de paraffine liquide a 60°C pendant 1h. Les biopsies seront ensuite laissées

une nuit dans un second bain de paraffine liquide a 60°C avant inclusion avec un distributeur de

paraffine (Leica — EG1150C).

44



Les blocs inclus en paraffine sont coupés a 5 um d’épaisseur au microtome (RM2255 — Leica) sur des

lames superfrost gold® (Fisher Scientific).

Les colorations sont réalisées au moins en partie a I'aide d’'un automate de coloration (Autostainer XL
— Leica). Elles débutent par des étapes de déparaffinage et de réhydratation. Les coupes sont plongées
dans 2 bains successifs de Clearéne® (3803600E — Leica) de 5 minutes, puis un bain d’éthanol absolu

de 2 minutes et un bain d’eau osmosée de 2 minutes.

Pour la coloration a I'éosine et a I’hématoxyline, les lames sont immergées dans les bains successifs
suivants : 3 minutes dans une solution d’hématoxyline (HHS128 — Sigma) pure, 2 minutes dans un bain
d’eau osmosée, 6 secondes dans un bain d’éthanol 70° + 750 puL d’HCI (H/1196/PB08 — Fisher chemical),
2 minutes dans un bain d’éthanol 96°, 2 minutes dans un bain d’éosine alcoolique (HT1101128 —
Sigma), 2 minutes dans un bain d’éthanol 96°, 2 minutes dans un bain d’éthanol absolu, 1 minute dans

un bain de xylene.

Pour la coloration au sirius red fast green, les lames déparaffinées sont immergées manuellement 15
minutes dans un bain d’acide picrique saturé 1,3% (6744 — Sigma) + 0,4% de fast green (BP123-10 —
Fisher bioreagents), 2 minutes dans un bain d’eau osmosée, 60 minutes dans une solution d’acide
picrique saturé 1,3% + 0,1% de sirius red (363440-0005 — RAL reactifs) et 0,4% de fast green, 2 minutes
dans un bain d’eau osmosée, 3 minutes dans un bain d’hématoxyline pure, 2 minutes dans un bain
d’eau osmosée, 6 secondes dans un bain d’éthanol 70° + 750 uL d’HCI, 2 minutes dans un bain d’eau
osmosée, 2 minutes dans un bain d’éthanol 96°, 2 minutes dans un bain d’éthanol absolu puis 1 minute

dans un bain de xylene.

Les lames sont montées entre lame et lamelle une fois le xylene évaporé avec un milieu de montage

xyléne-soluble (Eukitt®).

Inclusion et coloration des coupes cryoconservées

Les biopsies fixées pour coupes congelées sont placées dans une solution de tris-HCL (T3253 — Sigma)
a 12,1 g/L pH 6,5 et de saccharose (477187 — Carlo Erba reagents) a 30% pendant une journée. Les
échantillons sont placés dans des moules remplis de milieu Neg-50 (6502B — Thermo Scientific) et
congelés dans un fond de 2-méthylbutane (M32631 — Sigma) refroidi avec de la glace carbonique,

avant d’étre conservés a -80°C.

Les blocs inclus en Neg-50 sont coupés a 10 um d’épaisseur au cryostat (CM3050S — Leica) et les coupes

déposées sur des lames superfrost gold® (Fisher Scientific) gélatinées.
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Pour le marquage Bodipy 493/503 (D3922 — Molecular probes), les lames sont hydratées 1 heure dans
de I'eau osmosée a température ambiante. Les coupes sont ensuite entourées a 'aide d’un crayon
hydrophobe avant marquage avec une solution de Bodipy reconstituée a 200 pug/mL puis diluée au
1/200%™¢ et de Dapi (H3569 — Invitrogen) au 1/1000°™ dans du PBS 1X a 'obscurité. Les lames sont
ensuite lavées 3 fois au PBS 1X puis une fois a I'’eau osmosée, avant le montage avec une lamelle et du

milieu de montage aqueux (Dako fluorescent mounting medium — Dako).

Immunohistochimie CD3

L'immunomarquage des lymphocytes T a été réalisé sur des coupes en paraffine. Aprés déparaffinage,
les lames sont réhydratées pendant 15 min dans de I'eau osmosée puis les coupes sont perméabilisées
par une solution de PBS 1X + 0,2 % de triton (T8787 — Sigma) pendant 30 minutes. Une étape de
démasquage des antigenes par immersion dans du tampon citrate (AP-9003-500 — Epredia) et
chauffage au micro-ondes est réalisée, en suivant la séquence suivante : chauffage 5 min a 730 W,
repos 1 minute a température ambiante, chauffage 10 minutes a 160 W avant de laisser refroidir 45
minutes. Les coupes sont ensuite détourées au crayon hydrophobe (A-PAP Pen — Daido Sangyo). Un
blocage des peroxydases endogénes est réalisé par une incubation 10 min avec une solution de Bloxal
(SP-6000 — Vector Laboratories). Aprés 3 lavages de 5 minutes avec une solution de lavage de PBS 1X
a 0,1 % de tween20 (TB0560 — Bio Basic Canada Inc), le blocage des sites de fixation aspécifique des
anticorps est réalisé pendant 1 heure a 4°C par dép6t d’une goutte de la solution Normal Horse Serum
2,5 % du kit de marquage (MP7401 — Vector Laboratories). L’anticorps anti CD3y (ab134096 — Abcam)
dilué au 1/500%™¢ dans la solution de Normal Horse Serum est utilisé pour marquer les lymphocytes T
pendant une nuit a 4°C. Le lendemain, apres 3 lavages, la solution d’anticorps secondaire couplé a la
HRP est déposée sur chaque coupe pendant 1 heure a température ambiante. Aprés trois lavages, le
substrat de la HRP reconstitué selon les instructions du fournisseur (SK-4800 — Vector Laboratories) est
déposé sur les coupes pendant 7 minutes, avant trois autres lavages, une coloration des noyaux a
I’hématoxyline pure (Sigma — HHS128) d’une minute, et un dernier lavage de 5 min a I’'eau osmosée.
Les lames sont ensuite déshydratées 10 secondes dans I’éthanol 96 %, 10 secondes dans I'éthanol 100
% et 1 minute dans du xylene. Les lames sont enfin montées entre lame et lamelle avec un milieu

xylene-soluble (Eukitt®) avant observation.

Quantification de la stéatose hépatique

La quantification de la stéatose est réalisée en collaboration avec la plateforme d’histologie du CHU de
Lille (UMS 2014 — Plateforme d’imagerie cellulaire — Faculté de Médecine de Lille P6le Recherche). Sur
des scans de lames colorées en éosine et hématoxyline, une macro codée en langage javascript

compatible avec le logiciel ImagelJ quantifie I'aire totale de chaque coupe ainsi que I'aire correspondant
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aux zones optiquement vides, représentant la stéatose. Le rapport de ces deux mesures donne pour
chaque coupe le pourcentage de stéatose hépatique. Pour éviter le biais des gros vaisseaux, les zones
de taille supérieure a 1800 pixels, jugées comme trop importantes pour étre de la stéatose, sont

exclues du comptage.

Extraction d’ARN

Les pieces intestinales ou hépatiques sont broyées a I'aide d’un polytron (PT1600E) dans 1 mL de
TRIzol® (15596018 — Ambion). Les broyats sont repris dans 200 pL de chloroforme (C/4920/15 — Fisher
Chemical) puis centrifugés pendant 20 minutes a 13200 rpm a 4°C. La phase aqueuse est récupérée et
un volume équivalent de propane-2-ol est ajouté. Les échantillons sont centrifugés a nouveau 20
minutes a 13200 rpm 4°C. Les culots contenant les ARN précipités sont lavés a deux reprises a |I’éthanol
70°, puis laissés sécher hors glace avant d’étre solubilisés dans 30 pL d’eau ultrapure et placés a -20°C
jusqu’au lendemain. Les échantillons sont placés au bain marie 10 minutes a 65°C avant dosage par
spectrométrie a I'aide d’'un NanoDrop One (Fisher Scientific). Les rapports d’absorbance 260/280 nm
et 260/230 nm, qui reflétent les contaminations respectivement par des protéines et des sels, doivent

étre supérieurs a 1,8 et 1,5 pour correspondre a des échantillons non contaminés.

RT-PCR

Un traitement a la DNase (kit Fisher Scientific) est réalisé. Brievement, 1 uL d’ARN extrait est dilué dans
8 uL d’eau ultrapure avant ajout d’1 plL de solution de DNasel et d’1 pL de tampon MgCl,, et placé dans
un thermocycleur (Mastercycler gradient — Eppendorf) pendant 30 minutes a 37°C. La réaction est
ensuite stoppée par ajout d’1 pL d’EDTA et un nouveau cycle d’incubation au thermocycleur de 10
minutes a 65 °C. La rétrotranscription des ARN est réalisée avec un kit commercial (High capacity cDNA
reverse transcription kit, Applied Biosystems). A chaque échantillon est ajouté un mix de réactifs
provenant du kit commercial composé de 2 ulL de RT Buffer 10X, 0,8 puL de dNTP mix 25X a 100mM, 2
uL de random primers 10X, 1 puL de multiple reverse transcriptase, 1 uL de RNAsin et 3,2 uL de nuclease-
free H;0. Les échantillons sont ensuite placés dans un thermocycleur pour un cycle en trois étapes :
10 minutes a 25°C, 120 minutes a 37°C puis 5 minutes & 85°C. L’ADNc ainsi obtenu est dilué au 1/10%™¢

et stocké a -20°C.

qPCR

Les gPCR sont réalisées a I'aide du kit low ROX SYBR® (Takyon®). Pour chaque puits contenant un
échantillon de 2 uL de dilution d’ADNc, un mix constitué de 10 puL de Low ROX SYBR®, de dilution des
oligonucléotides pour chaque géne d’intérét (tableau 4) gqsp 18 L avec de I'eau ultrapure est déposé.

Le mélange réactionnel est ensuite placé dans une machine qPCR (MX3005 — Agilent) et suit un
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programme de 3 minutes a 95°C, 40 cycles d’amplification de 30 secondes a 60°C et d’extension d’1
minute a 95°C, 30 secondes a 60°C et 30 secondes a 95°C. Les résultats sont analysés a I'aide du logiciel

MXpro (Stratagene — version 4.10).

Tableau 4 : Séquence des oligonucléotides utilisés en qPCR

Tnf-a AGCACAGAAAGCATGATCCG CCCGAAGTTCAGTAGACAGAAGAG
-1 GCCACCTTTTGACAGTGATGAG CCTGAAGCTCTTGTTGATGTGC
F4/80 CTTTGGCTATHHHCTTCCAGTC GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG
Collal AGGCATAAAGGGTCATCGTGG GAGACCGTTGAGTCCGTXTTT
Col3al TGGCAATGTAAAGAAGTCTC CCCAGTGTGTTTAGTACAGC
Zo-1 CGCTAAGAGCACAGCA AGGATTATCTCTTCCACCAG
Jam-a AGCCGGGAGGAAACTGTTGT GCAGGTCAATTTGATGGACTCGT
Occludine AAGAGCTTACAGGCAGAACT CTGCAGATCCCTTAACTTG

Statistiques

Les figures ainsi que les analyses statistiques des protocoles animaux sont réalisées avec le logiciel
GraphPad Prism® (version 6). Le test statistique de Mann-Withney est utilisé pour les comparaisons
entre deux groupes, et considéré significatif lorsque la p-value est inférieure a 0,05. Pour I'analyse du
gain de poids des souris en fonction du temps, un two-way ANOVA a été utilisé, et sa p-value a été

considérée comme significative si inférieure a 0,05.
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Résultats

Afin d’obtenir un bon modele préclinique de pathologie NASH, des souris sauvages adultes ont été
mises sous un régime NASH, riche en graisse, en glucides dont surtout le saccharose et supplémenté
en cholestérol pendant 24 semaines, et comparées a des souris de méme portée sous un régime
standard. Elles ont été suivies et pesées toutes les semaines pendant toute la durée du régime (24
semaines). La premiére étape de ce travail est de pouvoir confirmer qu’on se trouve dans les mémes

conditions que celles déja publiées par le laboratoire (110).

Suivi du poids

Le premier parameétre de suivi de ces souris est la prise de poids en réponse au régime. Nous
retrouvons une prise de poids significativement plus importante aprés 24 semaines de régime NASH
que la prise de poids des souris sous régime contrble, reproduisant ainsi I'induction de I'obésité

(figure8).

b

8- Régime Standard
Régime NASH

Poids (g)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Temps (semaines)

Figure 8 : Suivi de la prise de poids des souris
Les données sont exprimées en moyenne +/- écart type. n = 18-19 souris par groupe. 2-way ANOVA.

P-value : *** < 0,001

Evaluation du poids du foie et de la cytolyse hépatique

La souffrance hépatique de ces souris est également évaluée. Au sacrifice, la pesée du poids du foie
nous permet de conclure que les souris NASH présentent une hépatomégalie (figure 9A). Cette
augmentation importante du poids du foie reste vraie lorsqu’il est normalisé au poids de la souris

(figure 9B).
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Figure 9 : Suivi hépatique des souris sous régime

A : Poids du foie au moment du sacrifice. B : Poids du foie normalisé par le poids de chaque souris. n =
16-19 souris par groupe. Données exprimées en nuage de points +/- écart type. Test de Mann-Withney.
p-value : *** <0,001.

De plus, la concentration plasmatique des transaminases, signe d’une cytolyse hépatique, est
retrouvée significativement plus importante chez les souris obéses dés 12 semaines de régime. Cette

cytolyse hépatique est encore plus importante aprés 24 semaines de régime (figure 10A-B).
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Figure 10 : Suivi hépatique des souris sous régime

A : Concentration sérique en Alanine Aminotransférase. B : Concentration sérique en Aspartate
Aminotransférase. n = 9-14 souris par groupe. Données exprimées en nuage de points +/- écart type.
Test de Mann-Withney. p-value : ** < 0,01 ; *** <0,001.

Les parametres d’évaluation de la pathologie, comme la stéatose, I'inflammation hépatique ou la
fibrose sont également contrélés dans ce modeéle afin de vérifier I'induction de la pathologie
hépatique. Cependant, d’autres altérations histologiques sont plus difficiles a mettre en évidence chez
la souris, comme les corps de Mallory Denk, agrégats protéiques de kératine 8/18 ubiquitinylées

retrouvés dans la NASH (112), ou comme la ballonnisation, absente de ce modele de souris (110).
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Stéatose hépatique

Pour confirmer la stéatohépatite, I’histologie du foie a été réalisée. La présence de lipides, évaluée par
la coloration au Bodipy 493/503 en microscopie a fluorescence, est confirmée chez les souris sous
régime (figure 11A-B). Sur la coloration éosine et hématoxyline, on retrouve un tissu d’aspect tres
différent entre les deux conditions de régime (figure 11C-D). Les zones optiquement vides sont de
tailles différentes, correspondant a des zones de micro- et de macro-stéatose telles que décrites dans
la pathologie humaine. L’évaluation de la quantité de stéatose confirme I'aspect histologique, avec
une trés forte augmentation chez les souris NASH (figure 11E). Les concentrations tissulaires
hépatiques de triglycérides (figure 11F) et de cholestérol (figure 11G) sont également augmentées chez

ces souris, confirmant par un dosage biochimique ces observations histologiques.
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Eosine &
Hématoxyline
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Figure 11 : Evaluation de la stéatose hépatique

A-B : Image représentative de la coloration de sections du foie d’une souris sous régime contrdle (A)
ou NASH (B) au Bodipy 493/503 (vert) et au DAPI (bleu). Echelle 200 pm. C-D : Image représentative
de la coloration de sections de foie d’une souris souris sous régime contrdle (C) ou NASH (D) a I'éosine
et hématoxyline. Echelle 100 um. E : Quantification de la stéatose sur les images de coloration a
|’éosine et hématoxyline. n = 5-7 souris par groupe, 1 a 4 réplicas par souris. F-G : Mesure de la quantité
de cholestérol (F) et de triglycérides (G) dans le foie des souris sous régime standard ou régime
contrdle, normalisée par la quantité de protéines totales extraites. n = 16-19 souris par groupe. Test
de Mann Withney. p-value : ** < 0,01 ; *** < 0,001

Inflammation hépatique

Au-dela de la stéatose, I'inflammation hépatique a également été évaluée dans ce modele. D’abord,
on retrouve chez les animaux NASH une induction de I'expression génique par RT-gPCR de génes
impliqués dans les processus inflammatoires. En particulier, on retrouve une augmentation de
I'expression de Tnf-a (figure 12A), de I'll-1B (figure 12B), et de F4/80 (figure 12C). On retrouve
également des foci inflammatoires sur les coupes colorées en éosine et hématoxyline des souris NASH,

absentes des coupes de souris sous régime contréle (figure 12D-E).

52



TNF-a IL1B
* %k * %k
20 1 6 1 1
® L o :
[ o <
> = 2 =
s = 7 m sz
?.) o B Q_4'
- o - o
o 2 10 s 2
o O » O
§ £ § g 27 0.
g = 51 2—2
o x
w < w < [ ]
0 0 * T
C F4/80
81 * ok Kk
1 ® Régime Standard
© (0]
> £ Hgn B Régime NASH
ER
T o
-
o £ 41 =
n O ]
n ~ ] [ |
[}
s £, %
5o ® m
23| el
0 T T
Régime Régime
Standard NASH

Figure 12 : Evaluation de I'inflammation hépatique

A-C : Quantification de I'expression relative par qPCR de Tnf-a (A), II-1B (B) et F4/80 (C) dans le foie des
souris sous régime standard ou NASH, normalisée par rapport a I’expression de la cyclophilline. n = 16-
19 souris par groupe. Test de Mann Withney. p-value : *** < 0,001. D-E : Images représentatives des
colorations éosine et hématoxyline du foie des souris sous régime standard (D) ou NASH (E). Les fleches
correspondent a des foci inflammatoires. Echelle : 100 um.
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Fibrose hépatique

La fibrose hépatique est également induite par ce régime. L'expression des génes Collal (figure 13A)
et Colla3 (figure 13B), deux génes codant pour des types de collagéne, est induite chez toutes les
souris sous régime NASHogene par rapport a leurs contréles. Chez les souris sous régime contréle,
aucune fibrose n’est visible hormis les fibres autour des vaisseaux des triades porte (veine porte, artere
centro-lobulaire et canalicule biliaire) (figure 13C-D). Chez les souris NASH, la fibrose est tres

hétérogéne sur les coupes et entre les différents individus (figure 13C-D).
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Figure 13 : Evaluation de la fibrose hépatique

A-B : Quantification de I'expression relative par qPCR de Collal (A) et Col3al B (B) dans le foie des
souris sous régime standard ou NASH, normalisées par rapport a I'expression de la cyclophilline. n =
16-19 souris par groupe. Test de Mann Withney. p-value : *** < 0,001. C-D : Image représentative des
colorations Sirius Red Fast Green du foie des souris sous régime standard (C) ou NASH (D). En rouge :
la fibrose ; en vert : contre-coloration du cytoplamse des cellules ; en violet : les noyaux. Echelle 200
pm.
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Altérations de l'intestin

Cet ensemble d’expériences nous permettent de confirmer que nous nous trouvons dans les
conditions de NASH, comme publiées au laboratoire (110). Cependant, I'impact au niveau de la
barriére intestinale d’un régime riche en graisse, en saccharose et en cholestérol n’a pas été décrit

dans la littérature.
Impact du régime sur I'intégrité de la barriére intestinale

L'intégrité du tissu intestinal a été évaluée par une coloration a I'éosine et a I’'hématoxyline. Dans le
jéjunum, une différence est observée quant a la structure de I'épithélium, montrant des vacuoles
optiquement vides, probables gouttelettes lipidiques, au niveau des pointes des villosités intestinales
des souris NASH (figure 14 A-B). Cette observation n’est faite que dans le jéjunum, I'iléon et le cOlon
de ces souris présentent une structure identique entre les souris controle et les souris sous régime
NASH (figure 14C-D). Il serait intéressant de comparer la profondeur des cryptes intestinales et la

longueur des villosités pour savoir si le régime influe sur ces deux parametres.

Régime Régime
standard NASH

Jéjunum

lléon

Figure 14 : Structure de l'intestin de souris sous régime contrdle ou sous régime NASH

A-B : Images représentatives de la coloration éosine et hématoxyline des coupes de jéjunum des souris
sous régime standard (A) ou NASH (B). C-D : Images représentatives de la coloration éosine et
hématoxyline des coupes de jéjunum des souris sous régime standard (C) ou NASH (D). Echelle 100 um
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Par marquage au Bodipy 493/503 et observation au microscope a fluorescence, nous pouvons
confirmer que les vacuoles observées en lumiere blanche sont de nature lipidique. Elles ne sont
retrouvées que dans I’épithélium des souris NASH, montrant une augmentation de I'absorption ou du
stockage des lipides chez ces souris (figure 15A-B).

Régime Régime
Standard NASH

100 ym

Figure 15 : Absorption des lipides dans I'intestin

A-B : Images représentatives de la coloration bodipy des coupes de jéjunum des souris sous régime
standard (A) ou NASH (B). En bleu : DAPI, les noyaux ; en vert : bodipy, les lipides neutres. Echelle 100
um.

L’expression des genes codant pour les protéines des jonctions serrées a été quantifiée par gPCR. Dans
le jéjunum et I'iléon, une diminution de I'expression génique de Zo-1 chez les souris sous régime NASH
est retrouvée (figure 16A-D), alors que ce régime ne semble réduire I'expression de Jam-A que dans le
jéjunum (figure 16B-E). Le régime ne semble pas modifier I'expression de I'occludine dans le jéjunum

ni dans l'iléon (figure 16C-F).
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Figure 16 : Impact du régime NASH sur I’expression des protéines des jonctions serrées dans I'intestin
gréle

A-F : Quantification de I'expression relative par gPCR dans le jéjunum de Zo-1 (A), Jam-A (B), Occludine
(C) et dans l'iléon de Zo-1 (D), Jam-A (E) et Occludine (F) normalisées par rapport a I'expression de la
cyclophilline. n = 16-19 souris par groupe. Test de Mann Withney. p-value : * < 0,05 ; ** < 0,01.

Impact du régime sur la barriere immunologique intestinale

Par cytométrie, nous avons cherché a évaluer les modifications de la barriere immunologique
intestinale dans le contexte de NASH. L’arbre de décision qui permet l'identification des différentes

populations immunitaires est disponible en figure 17.

Dans l'intestin gréle, les populations immunitaires infiltrées entre les cellules épithéliales sont tres
différentes des cellules de la lamina propria, c’est pourquoi elles sont traitées séparément dans les
analyses. La fraction de cellules immunes dans I'épithélium du colon étant tres faible, nous nous
sommes concentrés exclusivement sur les populations de la lamina propria dans cette partie de

I'intestin.
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Figure 17 : Arbre de décision FlowJo© pour I'identification des populations immunitaires a partir des
données de cytométrie en flux
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Dans la lamina propria de I'intestin gréle apres 24 semaines de régime, on observe une diminution de
la proportion des lymphocytes T par rapport a I'ensemble des leucocytes vivants, ainsi qu’une
augmentation de la proportion des autres cellules non lymphocytes, et une tendance a I'augmentation
de la proportion des lymphocytes B (figure 18A). On ne retrouve pas de différences sur ces familles de

cellules dans I'épithélium de I'intestin gréle ni dans la lamina propria du célon (figure 18B-C).

A Intestin gréle B Intestin gréle
Lamina propria Leucocytes intra-épithéliaux
100 100
" 2]
0 @ " (o]
[ o =
o £ 804 - S 80+ [ ]
N * o ol 0
L = £ - 0.088 L=
= s p=0. a >
£+ 604 g+ 6011%
w
e 3 hd ° o <
[a] c 0O
_S O 40 Py X © O 404
T o o # T oo ®o_0
s 2 s @
w 5 20 ® 5 204 ° -
E Y ° EY
(3] [5) @
0 T T T T T T 0 T T T T T
LT LB Autres LT LB Autres
leucocytes leucocytes
C Célon

Lamina propria

1001

w 2 ® Régime Standard
@
g S 804 Régime NASH
L >
el >
£+ 604 o m®
o W
w <

a
_g O 404 o® [ ]
)
s 2 [ J
® 5 204
S I%

© \

0 T T T T
LT LB Autres
leucocytes

Figure 18 : Proportions des grandes familles de cellules immunitaires dans I'intestin

A-C : Proportions des lymphocytes T CD3* (LT), lymphocytes B CD19* (LB) et des autres leucocytes CD3"
CD19 parmi I'ensemble des cellules immunitaires vivantes isolées (CD45* Zombie °) dans la lamina
propria de l'intestin gréle (A), I'épithélium de I'intestin gréle (B) et la lamina propria du célon (C). n =
10 souris par groupe. Test de Mann Withney. p-value : * < 0,05 ; *** < 0,001.

Afin de confirmer nos résultats de cytométrie et de s’assurer que ces diminutions de nombre de
lymphocytes T ne sont pas liées a un biais technique, nous avons cherché a marquer ces cellules sur
des coupes histologiques d’intestin. Des résultats préliminaires de marquage CD3 sur des coupes de
jéjunum et d’iléon de ces souris montrent une diminution de l'infiltration lymphocytaire dans le tissu
intestinal des souris sous régime NASH par rapport a leurs contrdles sous régime standard (figure 19).
En particulier, on observe moins de cellules CD3* marquées dans le jéjunum des souris NASH (figure
19A-B) que dans le jéjunum des souris contréle. Pour l'iléon, cette différence est difficile a estimer, et

en l'absence d’une quantification il n’est pas possible de dire si elle est présente ou non (figure 19C-D)
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Figure 19 : Immunomarquage des lymphocytes T dans l'intestin

A-B : Images représentatives du marquage du CD3y en immunohistochimie sur des coupes de jéjunum
des souris sous régime standard (A) ou NASH (B). C-D : Images représentatives du marquage du CD3y
en immunohistochimie sur des coupes d’iléon des souris sous régime standard (C) ou NASH (D). En
rouge : les lymphocytes T, en bleu : les cellules intestinales. Echelle 200 um.

Afin d’explorer plus précisément cette diminution de la proportion de lymphocytes T, I'étude de
I’expression membranaire des TCR et des marqueurs CD4 et CD8 rend possible la caractérisation plus

fine de ces cellules.

Parmi les lymphocytes exprimant I'isoforme TCRa, on ne retrouve aucun impact du régime sur les
proportions de lymphocytes CD4* qui sont les lymphocytes T helper, producteurs de cytokines pro- ou
anti-inflammatoires selon leur orientation Th1, Th2 ou Th17 (figure 20A). Les proportions de cellules
co-exprimant CD4 et CD8 ou n’exprimant aucun des deux, populations minoritaires dans l'intestin, ne
semblent pas étre différentes entre les deux conditions de régime (figure 20A). La différence de
composition de la barriere immunitaire intestinale semble, pour les lymphocytes T TCRaf, limitée aux

cellules exprimant le CD8 seul.

Pour ce qui est des lymphocytes T exprimant le TCRyS, dans la lamina propria de I'intestin gréle les
proportions des deux sous-types de lymphocytes, CD8* et CD4  CD8", diminuent chez les souris NASH
(figure 20B).
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Figure 20 : Proportions des différents types de lymphocytes T dans la lamina propria de I'intestin
gréle

A-B : Proportions des différents types de lymphocytes T (LT) en fonction de I'expression de leur TCR
parmi I'ensemble des cellules immunitaires vivantes isolées a partir de la lamina propria de l'intestin
gréle des souris sous régime standard ou sous régime NASH. A : LT exprimant le TCRa/B. B : LT
exprimant le TCRy/&. n = 10 souris par groupe. Test de Mann Withney. p-value : ** < 0,01 ; *** <0,001.

Grace aux autres marqueurs du panel, I'analyse plus fine des populations permet d’identifier les sous-
types de cellules immunes. Bien qu’il y ait au total une proportion de cellules immunitaires dans la
lamina propria des souris sous régime NASH inférieure a celle des souris sous régime standard évaluée
par comptage sur cellule de Malassez, la différence ne concerne, parmi les cellules identifiables avec

le panel de marqueurs utilisé, que les lymphocytes T CD3* (figure 21).
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Figure 21 : Proportions des grandes familles de cellules immunitaires identifiables dans la lamina
propria de l'intestin gréle

Chaque section du diagramme circulaire représente la moyenne de la proportion d’'une famille de
cellule immunitaire isolée de la lamina propria de I'intestin gréle de souris sous régime standard ou
NASH. Ces proportions sont identifiées par I’expression de marqueurs membranaires représentatifs de
familles de cellules immunes. n = 10 souris par groupe. Test de Mann Withney. p-value : *** < 0,001.

Avec une analyse plus fine des marqueurs membranaires des lymphocytes T CD8+, nous pouvons en

identifier les sous-types. En particulier, le co-récepteur CD8 est un hétérodimere composé de deux
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chaines. Sur les lymphocytes T CD8* dits conventionnels, il est formé d’une chaine a et d’une chaine B.
Cependant, dans l'intestin certains lymphocytes CD8* sont composés d’un co-récepteur formé de 2
chaines a, et agissent alors comme répresseurs de l'activation des lymphocytes T cytotoxiques

conventionnels en diminuant I'affinité de la liaison entre le TCR et le CMH (83).

Parmi les lymphocytes T, les différences entre souris NASH et non NASH se retrouvent dans tous les
types de cellules CD8, gu’ils soient conventionnels (TCRa CD8af3*, TCRyd CD8a*) ou plus spécifiques
du tissu intestinal (TCRap CD8aa*, TCRyd CD8aa*, TCRyS CD4CDS8) (figure 22).
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Figure 22 : Proportions des familles de lymphocytes T dans la lamina propria de I'intestin gréle

Chaque section du diagramme circulaire représente la moyenne de la proportion d’un type de
lymphocyte T isolé de la lamina propria de I'intestin gréle de souris sous régime standard ou NASH.
Ces proportions sont identifiées par I'expression du type de TCR, de I'expression du CD4 et par la nature
du dimeére formant le CD8. n = 10 souris par groupe. Test de Mann Withney. p-value : * < 0,05 ; ** <
0,01 ; *** <0,001.

62



Discussion

L’étude du foie des souris aprés 24 semaines de régime NASH reproduit les résultats précédemment
publiés par le laboratoire (110). L'insulino-résistance n’a pas été explorée dans ces expériences mais
elle est attendue, car induite par des régimes gras qui induisent une obésité. Des tests de tolérance
orale au glucose pourraient étre réalisés, montrant ainsi I'impact potentiel de ce régime sur Ila

sécrétion de GLP-1 intestinal, et donc sur I'effet incrétine dans ce modeéle.

Comme en pathologie humaine, I'histologie a une place centrale dans I’évaluation de la NASH. Les
souris sous régime présentent une stéatose et une inflammation hépatique, ainsi qu’une fibrose non
homogene chez certains individus. Bien que beaucoup plus induite chez la souris que chez I’homme,
on retrouve une augmentation de la concentration plasmatique en ALAT, marqueur fréquemment
utilisé dans le développement des scores non invasifs de diagnostic de la NASH. Cependant, certains
paramétres hépatiques de la NASH ne sont pas induits par ce régime, montrant les limites du modele

a reproduire I'’ensemble des altérations de la pathologie humaine.

Dans l'intestin, I'étude de la fonction barriere reproduit également des données de la littérature dans
d’autres modeéles de NASH. La diminution de I'expression de certaines protéines de jonctions est
reproduite dans le modele. Ce n’est toutefois qu’un résultat d’analyse transcriptomique et il serait
intéressant de savoir si ces diminutions de I'expression en ARN sont corrélées a I’expression protéique
de ces genes. Pour ce faire, des techniques de western-blot ou d'immunofluorescence pourraient étre

mises en ceuvre.

De méme, I'impact du régime sur la couche de mucus est en cours d’exploration. Sur des coupes
histologiques, une coloration a I'acide périodique et au réactif de Schiff permet de colorer le mucus
ainsi que les cellules caliciformes. Une mesure de I'épaisseur du mucus ainsi que du nombre de cellules
caliciformes par villosité intestinale est possible. Ces mesures nécessitent encore des optimisations

guant a la normalisation des résultats, c’est pourquoi elles ne font pas partie de ce travail.

Les résultats obtenus par I'immunophénotypage intestinal sont contre-intuitifs par rapport a la
littérature. Les publications qui s’intéressent a I'inflammation intestinale dans la NASH montrent plutot
une augmentation de celle-ci (101). Cependant, les auteurs travaillent dans un modéle de NASH non
métabolique, induite par un régime carencé en choline et en méthionine qui n’induit ni insulino-
résistance, ni obésité. Ce régime est congu pour induire un carcinome hépatocellulaire, et ne reproduit
chez la souris que I'histologie hépatique de la NASH et non la pathologie dans son ensemble. Il est donc
difficile d’interpréter les résultats obtenus avec ce modeéle et de les rapprocher de ce qui se passe chez

I'homme atteint de NASH. Chez ’lhomme obése, une corrélation positive entre le NAS score et la
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densité de lymphocytes T CD8* a été démontrée (104). Ces patients ne présentent toutefois qu’un NAS
score moyen maximum de 3 pour le groupe de patient obese et diabétique, démontrant que tres peu
d’entre eux ont une NASH établie (104). Il serait intéressant de regarder si des résultats équivalents

sont trouvés chez des patients ayant une NASH établie prouvée par une biopsie hépatique.

Nos résultats montrent une diminution de la proportion de lymphocytes T CD8* dans I'intestin gréle
des souris NASH en cytométrie en flux. Les premiers résultats d'immunomarquage des lymphocytes T
sur coupe histologique nous rendent confiants sur le fait que cette diminution n’est pas un artefact
technique rencontré lors de I'isolement des cellules. Afin d’explorer cette diminution, des expériences
seront menées pour évaluer le recrutement a l'intestin des lymphocytes T. L’équipe de Rai a publié
|’été dernier les résultats de cytométrie en flux sur les cellules immunitaires circulantes. Les auteurs
montrent chez des souris invalidées pour Jam-a sous régime NASH une augmentation du recrutement
a l'intestin des lymphocytes T CD4* par une augmentation de la population exprimant I'intégrine
CD103, intégrine qui permet le recrutement dans I'épithélium intestinal des lymphocytes (113). Une
stratégie équivalente peut étre mise en place au laboratoire, mais en s’intéressant cette fois aux
lymphocytes T CD8*. Nous préléverons le sang de souris soumises a un régime NASH ou a un régime
standard et, aprés lyse des hématies et marquage avec un cocktail d’anticorps, nous comparerons les

proportions de lymphocytes T CD8*CD103* obtenues apres passage au cytométre.

Afin d’étudier la relevance humaine de ces données, nous travaillons en collaboration avec ’'UMR 1190
dirigée par le Pr. Pattou au CHU de Lille. Cette équipe pratique en routine des opérations de chirurgie
bariatrique chez I’'homme, un ensemble d’opérations destinées a faire perdre du poids aux patients
obeses séveres. Par un essai clinique (NCT01129297, ClinicalTrials.gov), ils ont fondé la bio-banque
ABOS — Atlas Biologique de I'Obésité Sévere - en récupérant les données cliniques et certains tissus de
patients opérés. Nous avons pu obtenir via cette banque de tissu des biopsies de jéjunum d’un peu
plus de 500 patients, ainsi que leurs données clinico-biologiques. Au laboratoire, nous avons obtenu
par technologie Affymetrix les données transcriptomiques de I'ensemble de ces patients. Mon projet
de these d’université s’intéresse au transcriptome intestinal du patient obése et cherche a répondre a
la question suivante : le jéjunum d’un patient obése métaboliquement sain est-il différent du jéjunum
d’un patient obése et atteint de NASH et/ou diabétique de type 2 ? Par des analyses avec et sans a
priori, nous avons pu obtenir des données montrant un lien entre histologie hépatique et immunité
intestinale T, montrant qu’au sein du phénotype obese les patients NAFLD présentent une barriére
immunologique intestinale altérée. Nous pourrons obtenir d’autres échantillons biologiques afin de
confirmer ces résultats par d’autres techniques (immunohistochimie, cytométrie en flux...) et de relier

les résultats que nous avons obtenus chez la souris a réalité clinique humaine. Cela permettrait de
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considérer de nouvelles approches thérapeutiques dans la NASH, en ciblant directement la fonction

barriére immunologique intestinale pour limiter ou guérir la pathologie hépatique.
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Introduction : La stéatohépatite non alcoolique (NASH) est une pathologie
fréeguemment associée au diabéte de type 2 et a I'obésité. Elle se caractérise par
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Matériel et Méthodes : Des souris ont été ou non soumises a un régime induisant
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cellulaires Zo-1 et Jam-a est diminuée dans le jéjunum des animaux sous régime
NASH. En parallele, nous montrons une diminution des lymphocytes T CD8* dans
la lamina propria de l'intestin gréle des souris NASH.

Discussion : Bien que les mécanismes moléculaires de l'altération de la barriere
immune intestinale ne soient pas encore identifiés, nos résultats renforcent I'idée
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pourrait s’avérer intéressant pour limiter la pathologie hépatique.
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