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d’examiner mes travaux. 

 

Un grand merci à Jean-Marc ALBERTO pour tous les conseils et les idées 

précieuses, pour sa disponibilité, sa gentillesse et son travail acharné. Je 

voudrais également remercier Remy UMORET pour son aide essentielle dans la 

manipulation du protocole animal et pour sa disponibilité. Mes remerciements 

particuliers vont également à Jérémie RASO pour le "coup de main" qu'il m'a 

accordé pour mener à bien ce projet. 

 

Mes collègues du bureau, Jeremy, Lynda, Pauline et Remy, merci pour 

l’ambiance de bureau calme qui était à la fois sérieuse et marrante. Des belles 

pauses et des bons moments ! 

 

Je remercie tout particulièrement Natacha pour ses précieux conseils et 

son intelligence. Un grand merci au Pr. Brigitte LEININGER pour m'avoir 



2 

permis de construire une expérience d'enseignement à la Faculté de Pharmacie 

en paralèlle de mon travail de thèse . 

Merci à tous les membres du laboratoire NGERE de m’avoir aidée à 

réaliser ce projet : David, Shyue-Fang, Carine, Rosa-Maria, Céline, Franck, 

Abderrahim, Racha, Tunay, Dominique, Catherine, Frédérique, Aline, Feresteh, 

Philippe, Thierry, Pierre, Aurélie, Amélia, , Viola, Darlène, Rashka, Djésia, 

Ramia, Ziad et Sébastien. 

Je voudrais remercier également nos collaborateurs, le Pr. Laurent 

LAGROST, le Dr. Valérie DECKERT et le Dr. Aude MARCHAL. J'ai envie 

d’adresser mes sincères appréciations pour vos efforts en nous fournissant des 

données précieuses pour réaliser ce travail. 

 

Enfin et surtout, mes remerciements et mon amour tout particuliers vont à 

mon mari qui me soutient. Tu as toujours été à mes côtés et j'ai beaucoup 
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1. La maladie non-alcoolique de foie adipeux (NAFLD) et la 

stéatohépatite non -alcoolique (NASH) 

1.1. Définition 

La maladie non-alcoolique de foie adipeux (NAFLD) est définie par un spectre 

d'anomalies histologiques dans le foie, allant de la stéatose isolée sans activité inflammatoire 

avec aucune preuve de dommages cellulaires (dénommé NAFL ou non-NASH) à la 

stéatohépatite non alcoolique (NASH), cette dernière étant caractérisée par une stéatose, une 

inflammation et une lésion hépatocellulaire avec ballonnements et avec différents degrés de 

fibrose (Brunt et al. 2015 ; Bedossa 2017 ; Leoni et al. 2018) (Figure 1). La plupart des 

patients avec NAFLD restent asymptomatiques, seuls 20 % des patients sous NASH ont une 

mortalité accrue (Caldwell et al. 1999 ; Shimada et al. 2002 ; Propst et al. 1995). La stéatose 

est définie comme la présence d'excès de graisse dans le parenchyme hépatique dans plus de 5 

% d'hépatocytes en l'absence d'une consommation excessive d'alcool (20 g/jour pour les 

hommes et 10 g/j pour les femmes), d'infection virale ou de toute étiologie spécifique de 

maladie hépatique chez l'homme (Jia et Rajani 2018 ; Neuschwander‐Tetri et Caldwell 2003). 

Les caractéristiques pathologiques de la NASH incluent la stéatose, des lésions 

hépatocytaires, une inflammation et divers degrés de fibrose (W. Liu et al. 2016). La stéatose 

reflète un métabolisme désordonné des lipides associé à une lipotoxicité et à des stress 

cellulaires entraînant des lésions hépatocytaires. Cela déclenche des signaux pro-

inflammatoires tels que la libération de diverses cytokines et chimiokines par les hépatocytes 

et l’activation des cellules de Kuppfer conduisant à une inflammation et une fibrose, sachant 

que la plupart des patients présentent une stéatose simple. 
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Figure 1 Principale différence entre le foie adipeux non alcoolique (NAFL) et la 

stéatohépatite non alcoolique (NASH). A: foie gras non alcoolisé ; B: stéatohépatite 

non alcoolique. Le NAFL se caractérise par un infiltrat inflammatoire minimal sans 

gonflement des hépatocytes (flèche). La NASH est associée à un infiltrat 

inflammatoire lobulaire et à une dégénérescence des hépatocytes (flèche).  

Leoni et al, 2018. 

 

           La NAFLD est actuellement la cause la plus fréquente de maladie chronique du foie 

chez les enfants et les adultes dans le monde entier, avec une prévalence mondiale estimée à 

25,2 % (Z. M. Younossi et al. 2016a). Des études sur l’histoire naturelle de la NAFLD ont 

montré que certains patients atteints de stéatose isolée (90 – 95 %) ou de foie gras non-NASH 

semblent avoir une évolution clinique non progressive (Marengo, Jouness, et Bugianesi 

2016). En revanche, jusqu'à un tiers des patients atteints de NASH (5 – 10 %) pourraient 

évoluer vers une fibrose avancée ou une cirrhose, ce qui se traduirait par une augmentation de 

la mortalité hépatique liée aux complications de la cirrhose, notamment le carcinome 

hépatocellulaire (CHC) (Marengo, Jouness, et Bugianesi 2016 ; Goh et McCullough 2016 ; 

Buzzetti, Pinzani, et Tsochatzis 2016) (Figure 2). 
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Figure 2 Prévalence de NAFLD dans la population générale. Une prévalence élevée de 

NAFLD dans la population générale (20 – 30 %) où la grande majorité des patients 

ont une stéatose simple. Seulement 5 à 10 % des patients NAFLD diagnostiqués 

développeront une NASH et 30 % d'entre eux développeront une cirrhose. 

Abréviations : NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease, CVD: Cardiovascular 

disease, NASH: Non-alcoholic steatohepatitis, HCC: Hepatocellular carcinoma. 

Elena Buzzetti et al, 2016. 

 

La NAFLD est un trouble métabolique chronique décrit comme la manifestation hépatique du 

syndrome métabolique (Marchesini et al. 2003). Elle a un impact significatif sur la mortalité 

globale (Söderberg et al. 2010). Le mécanisme sous-jacent du développement et de la 

progression de la NAFLD est complexe et multifactoriel. Différents facteurs tels que la 

résistance à l'insuline, les hormones sécrétées par le tissu adipeux, les facteurs nutritionnels, le 

microbiote intestinal, le stress oxydant et les facteurs génétiques et épigénétiques doivent être 

pris en considération chez les sujets génétiquement prédisposés afin de mieux comprendre la 

pathogénie de la NAFLD (Buzzetti, Pinzani, et Tsochatzis 2016; Schuster et al. 2018; Than et 

Newsome 2015; W. Liu et al. 2016). 
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1.2. Epidémiologie de la NASH 

En 2018, on estime qu'environ 25 % de la population mondiale est atteinte d'un syndrome 

NAFLD (Z. M. Younossi et al. 2016a). L'incidence de la NAFLD est estimée entre 43 et 60 

% chez les diabétiques, ≈ 90 % chez les patients hyperlipidémiques et 91 % chez les patients 

souffrant d’obésité morbide (Than et Newsome 2015 ; Jia et Rajani 2018). Les facteurs de 

risque associés au développement de la NAFLD incluent le sexe masculin, l’âge, l’obésité, 

l’insulinorésistance, le diabète et l’hyperlipidémie (Attar BM, Van Thiel DH, Sci World J, 

2013:481893, 2013, Gaggini M, Morelli M, Buzzigoli E, DeFronzo RA, Bugianesi E, 

Gastaldelli A, Forum Nutr, 5:1544-1460, 2013). Une étude systématique récente portant sur 

88 978 personnes atteintes de diabète et provenant de 28 pays a révélé que la prévalence 

globale de la NAFLD chez les personnes atteintes de diabète était de 57,80 % (Golabi 

P,2017). Parmi ces patients, 65,26 % avaient une NASH comme le montrent les biopsies. La 

prévalence de la NAFLD en Amérique variait selon les régions, non seulement en fonction de 

facteurs tels que l’obésité et le DT2, mais également en fonction de facteurs génétiques. La 

prévalence de la NASH dans la population américaine est estimée entre 1,5 % et 6,45 % (Z. 

M. Younossi et al. 2016b). En Amérique du Sud, la prévalence de la NAFLD est de 29%, 

dont 35 % sont obèses (Z. M. Younossi et al. 2016a). Après contrôle de l’âge, du sexe, de 

l’indice de masse corporelle (IMC), du tour de taille, de l’hypertension, du taux sérique de 

lipoprotéines de haute densité, du taux de triglycérides, de la protéine C réactive et de la 

résistance à l’insuline, les facteurs génétiques semblaient jouer un rôle central. Les Mexicains 

ont une prévalence de NAFLD plus élevée que les populations des Caraïbes dominicaines et 

portoricaines (33 % contre 16 % respectivement, p <0,01). 

En Asie, la prévalence varie de 15 à 40 %. La NASH est déjà considérée parmi les principales 

étiologies du cancer hépatocellulaire (CHC) et des indications de transplantation hépatique 

aux États-Unis. (Z. Younossi et al. 2018 ; Z. M. Younossi et al. 2015). En dépit de sa 

prévalence, les NAFLD représentent un réel défi en termes de prévention et de traitement. 
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Figure 3 La prévalence de la NAFLD dans la population mondiale ; en Europe 23,71 %, en 

Asie 27,37 %, en Afrique 13,48 %, au moyen-orient 31,79 %, en Amérique du sud 

30,45 %, en Amérique du nord 24,13 %.  

Zobair Younossi et al, 2018. 

  



22 

1.3. Les facteurs impliqués dans la pathogénie de la NAFLD/NASH 

Les composantes du syndrome métabolique, le diabète, l'hypertension et la dyslipidémie 

favorisent la NASH dans un continum de pathogenèse métabolique (Farrell, Haczeyni, et 

Chitturi 2018). Ainsi, les mécanismes sous-jacents au développement et à la progression de la 

NAFLD sont complexes et multiples (Figure 3). 

1.3.1. La stéatose  

Elle est l'une des caractéristiques histopathologiques de la NASH. Au sein des 

hépatocytes, la graisse s'accumule dans le cytoplasme sous forme de gouttelettes lipidiques 

(GLs) conduisant à la stéatose hépatique. Lorsque l'apport en lipides excède les capacités 

digestives des lipides utilisés dans les hépatocytes, il se produit une rupture de l’homéostasie 

du stockage des lipides. La forme principale des lipides stockés dans les GLs est le 

triglycéride (TG), composé de trois acides gras et d'un glycérol. Les graisses alimentaires, les 

acides gras libres (AGL) circulants issus de la lipolyse du tissu adipeux et la lipogenèse de 

novo (LDN) constituent trois sources de lipides pour les hépatocytes contribuant 

respectivement pour 15, 59 et 26 % des lipides hépatiques chez les patients NAFLD 

(Donnelly et al. 2005). 

1.3.2. La résistance à l'insuline 

C'est l'un des facteurs clés dans le développement de la stéatose/NASH. Il en résulte 

une lipogénie de novo accrue et une inhibition réduite de la lipolyse du tissu adipeux (E. 

Bugianesi et al. 2010). Cela favorise également le dysfonctionnement du tissu adipeux en 

modifiant la production et la sécrétion d'adipokines et de cytokines inflammatoires 

(Guilherme et al. 2008). La graisse s'accumule dans le foie des patients atteints de NAFLD 

sous forme de triglycérides, d'où lipotoxicité, dysfonctionnement mitochondrial avec stress 

oxydatif du réticulum endoplasmique (Cusi, Kenneth. 2009) . 

1.3.3. L’autophagie 

C’est un processus de dégradation dépendant du lysosome qui permet de recycler les 

constituants cellulaires et de maintenir l’homéostasie énergétique cellulaire régulant le 

métabolisme des lipides et par conséquent permet la régression de la stéatose hépatique. La 

dégradation des gouttelettes lipidiques induite par l'autophagie est appelée lipophagie. Des 

études ont montré que l'inhibition de l'autophagie dans les hépatocytes de souris provoquait 
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l'accumulation de triglycérides sous forme de gouttelettes lipidiques, suggérant que la 

lipophagie pouvait prévenir la stéatose (R. Singh, Kaushik, et al. 2009). 

1.3.4. Le tissus adipeux 

Il est le principal organe de stockage des lipides, et contribue à la pathogenèse de la 

NASH de différentes manières. L’excès de stockage lipidique dans le tissu adipeux entraîne 

une hypertrophie des adipocytes. Le tissu adipeux sécrète alors des adipokines parmi 

lesquelles l'adiponectine et la leptine sont directement impliquées dans le développement de la 

stéatose hépatique. 

1.3.5. Les dysfonctionnements mitochondriaux 

Des preuves s’accumulent quant au rôle d’un dysfonctionnement mitochondrial, 

notamment une déficience de la chaîne respiratoire, dans la physiopathologie de la NASH 

(Begriche et al. 2006 ; Rector et Ibdah 2010). Des études portant sur des patients obèses, 

diabétiques ou atteints de NASH ont montré des anomalies fonctionnelles et structurelles des 

mitochondries hépatiques (Spahr et al. 2003 ; Sanyal et al. 2001). L’augmentation de 

l’oxydation et de la lipotoxicité des acides gras est l’un des principaux facteurs de la 

détérioration mitochondriale dans la NASH (Fujii et Kawada 2012). Un flux constant d'acides 

gras à travers les mitochondries et l'élévation du cycle de Krebs génèrent des espèces 

d'oxygène réactif (ROS pour "reactive oxygen species"), qui peuvent à leur tour endommager 

les complexes protéiques de la chaîne respiratoire mitochondriale et l'ADN mitochondrial 

(mtDNA). Les mutations de l'ADNmt peuvent produire des altérations des protéines de la 

chaîne respiratoire, causant une détérioration du transfert des électrons en augmentant encore 

plus la production des ROS mitochondriaux, générant ainsi un cercle vicieux. 

1.3.6. Le stress oxydant 

Il constitue une condition de déséquilibre de la balance entre les espèces réactives de 

l’oxygène ("reactive oxygen species", ROS) et de l’azote ("reactive nitrogen species", RNS) 

et les défenses antioxydantes de la cellule, en faveur des espèces oxydantes (W. Liu et al. 

2016). Ce stress oxydant se produit en cas de stéatose ; il est considéré comme une cause 

principale dans la pathogenèse de la NASH et dans sa progression vers la fibrose et la cirrhose 

(Araya et al. 2004 ; Nakatani et al. 2002). Les ROS ont des effets délétères qui sont connus 

depuis des décennies : la peroxydation lipidique, qui rend les membranes cellulaires instables 

et fragiles ; l'oxydation des protéines qui altère leur fonction et peut causer la formation 
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d’agrégats cytotoxiques ; et l’oxydation des acides nucléiques avec un risque accru de 

mutations génétiques. Il a été montré que les ROS peuvent avoir différentes fonctions dans la 

signalisation cellulaire, en stimulant la prolifération ou la différenciation, ou encore en 

déclenchant des réponses adaptatives en fonction de l’intensité oxydative (due à la fois à la 

concentration en ROS et à la durée de leur production intracellulaire) (Hamanaka et Chandel 

2010). 

 

Les ROS jouent un rôle crucial dans différentes voies de signalisation impliquées dans 

la pathogenèse de la NAFLD : la réponse cellulaire à l’hypoxie (Chandel et al. 1998 ; Bell et 

Chandel 2007), la régulation de l’activité des phosphatases (Kwon et al. 2004) et la mort 

cellulaire induite par le TNFα (Kamata et al. 2005). 

1.3.7. Les facteurs alimentaires 

Le régime alimentaire joue un rôle dans la pathogenèse de la NAFLD et certains 

nutriments sont directement associés à l'inflammation du foie. Le fructose alimentaire a été 

proposé comme un facteur de risque important pour la NAFLD, l'obésité et le DT2 (W. Liu et 

al. 2016). Le fructose est un facteur pro-inflammatoire censé favoriser la NASH par plusieurs 

mécanismes, notamment la régulation des gènes inflammatoires hépatiques (Yang et al. 2012; 

J. Liu et al. 2014) et la réduction de la bêta-oxydation mitochondriale hépatique et des taux 

d'ATP (Crescenzo et al. 2013 ; Rebollo et al. 2014). Près d’un tiers des patients atteints de 

NAFLD subissent des perturbations de l'homéostasie des métaux (fer et cuivre) (Aigner, 

Weiss, et Datz 2015 ; Aigner et al. 2008). La surcharge en fer hépatique conduit à la 

formation de ROS, induisant ainsi un stress oxydatif et favorisant l'activation des cellules 

immunitaires et des lésions hépatocellulaires (Ceccarelli et al. 1995 ; Galaris et Pantopoulos 

2008 ; Dixon et Stockwell 2014). L'augmentation de l'apport alimentaire en acides gras 

saturés induit la lipogenèse de novo et le cholestérol alimentaire conduit à l'apoptose et au 

stress cellulaire (Al-Rasadi et al. 2015 ; Min et al. 2012). Des études ont montré qu'un rapport 

élevé d'acide gras polyinsaturé n-6: n-3 dans les hépatocytes et dans la circulation est associé 

à la sévérité de la NAFLD (Araya et al. 2004). 

1.3.8. Les déterminants génétiques 

Grâce à l’’étude de gènes candidats et l’étude d’association portant sur l’ensemble du 

génome, une longue liste de gènes potentiellement impliqués dans l’apparition et la 

progression de la NAFLD a été documentée . Un polymorphisme mononucléotidique (SNP) 
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dans le gène (PNPLA3), codant pour des protéines membranaires localisées dans le réticulum 

endoplasmique et à la surface de GLs des hépatocytes, des cellules stellaires hépatiques et des 

adipocytes (Bettermann, Hohensee, et Haybaeck 2014 ; Musso, Gambino, et Cassader 2010), 

est un facteur génétique prédisposant de la stétatose. Ce SNP a pour résultat une mutation 

faux sens sur le codon 148 du gène PNPLA3 substituant la méthionine à l'isoleucine (I148M). 

Le variant du gène PNPLA3 I148M a été identifié dans des études d'association indépendantes 

menées à l'échelle du génome (Speliotes et al. 2011 ; Krawczyk, Bonfrate, et Portincasa 

2010). Les différences de survenue de NAFLD chez différentes populations peuvent être 

expliquées par la prévalence de la mutation de PNPLA3 I148M chez les différentes ethnies 

(Hassan et al. 2014 ; Birkenfeld et Shulman 2014 ; Williams et al. 2013 ; Matherly et Puri 

2012 ; Romeo et al. 2008). 

La protéine PNPLA3 purifiée possède une activité phospholipase, TG lipase et 

acylglycérol transacylase (G. Musso, Gambino, et Cassader 2010). Ses fonctions sont 

impliquées dans le remodelage des gouttelettes lipidiques et la sécrétion de VLDL. Les 

variants de PNPLA3 I148M et TM6SF2 E167K (SNP rs58542926) sont associés au risque de 

NAFLD, de fibrose et de NASH (Dongiovanni, Romeo, et Valenti 2015 ; Anstee et Day 

2013). 

1.3.9. Les facteurs épigénétiques 

Les modifications épigénétiques, telles que la méthylation de l’ADN, les modifications 

des histones (par exemple acétylation) et l’activité des microARN (miARN), sont des 

altérations qui ne modifient pas les séquences de l’ADN et contribuent à l’homéostasie 

cellulaire (Zeybel, Mann, et Mann 2013). La méthylation de l'ADN est considérée comme l'un 

des processus importants menant au développement de la stéatose simple à la NASH et est 

principalement affectée par les carences alimentaires des donneurs méthyles fondamentaux 

tels que la bétaïne, le folate et la choline (Jaenisch et Bird 2003). Le folate influence 

l'expression des gènes impliqués dans la synthèse des acides gras libres et son déficit induit 

une accumulation de triglycérides dans le foie (Pooya et al. 2012). Dans une étude sur des 

modèles murins de NASH induite par un régime alimentaire déficient en méthionine, choline 

et folate, une association entre la diminuition de méthylation des cytosines (en particulier au 

niveau des séquences répetées) et le développement de NASH a été observée (Pogribny et al. 

2009). L'alimentation des souris avec un régime déficient en méthionine et en choline produit 

une NASH par l'épuisement de la S-adénosyl-L-méthionine mitochondriale et du glutathion 

(Caballero et al. 2010). Un régime déficient en donneurs de méthyle n’est pas forcement 
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associé à une hypométhylation de l’ADN . En effet, la méthylation du promoteur du gène 

mitochondrial codant pour la NADH déshydrogénase 6 (MTND6) est plus élevée chez les 

patients atteints de NASH que chez les patients présentant une stéatose simple. Elle est 

directement associée à une expression plus faible de MTND6 et à un score plus élevé de 

NAFLD (Pirola et al. 2013).. Les modifications épigénétiques permettent ainsi une régulation 

fléxible de l’expression des gènes, qui peut être modifiée par le régime alimentaire, l’activité 

physique et les facteurs environnementaux.  

1.3.10. Microbiote intestinal altéré 

La NAFLD est associée à une modification de la composition du microbiote intestinal 

qui est une source de ligands (LPS) des récepteurs de type Toll-like (TLR). Leur changement 

de composition peut augmenter la quantité de LPS transloqué dans le foie (Miura 2014). Le 

rôle de la dysbiose intestinale et de l’endotoxémie métabolique est présenté dans le chapitre 

suivant. 
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Figure 4 Hypothèses complexes pour le développement de NAFLD. Des facteurs 

alimentaires et environnementaux, associés à l'obésité, entraînent une augmentation 

des taux sériques d'acides gras libres (FFA) et de cholestérol (CH), un 

développement de la résistance à l'insuline, une prolifération et un 

dysfonctionnement des adipocytes et des modifications du microbiome intestinal. 

La résistance à l'insuline agit sur l'aggravation du dysfonctionnement des 

adipocytes, induit une lipolyse et la libération d'adipokines et de cytokines pro-

inflammatoires telles que TNF-α et IL-6, qui contribuent également au maintien de 

l'état de résistance à l'insuline. Dans le foie, la résistance à l'insuline amplifie la 

lipogénèse de novo (DNL). L’augmentation du flux de FFA hépatiques, qui découle 

des processus susmentionnés et d’une activité modifiée du microbiome intestinal, 

conduit à deux situations différentes: la synthèse et l’accumulation de triglycérides 

(TG) et les taux «toxiques» d’acides gras, de cholestérol libre et d’autres 

métabolites lipidiques qui provoquent un dysfonctionnement mitochondrial avec la 

production de ROS et un stress du réticulum endoplasmique (RE) par l’activation 

de l'UPR, le tout conduisant à une inflammation hépatique. En outre, la 

perméabilité de l'intestin grêle peut être augmentée avec des molécules en 

circulation qui contribue à l'activation de l'inflammasome et du stress du RE , tels 
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que le LPS, et à la libération de cytokines pro-inflammatoires. Les facteurs 

génétiques ou les modifications épigénétiques affectent la teneur en graisses des 

hépatocytes, les processus enzymatiques et l'environnement inflammatoire du foie, 

influençant ainsi le risque de progression vers l'inflammation et la fibrose (NASH) 

ou la persistance à un stade stable de la maladie (NAFLD).  

Abréviations : FFAs: Free fatty acids, DNL: de novo lipogenesis, VLDL: Very low 

density lipoproteins, CH: Cholesterol, TNF-α: Tumor necrosis factor alpha, IL-6: 

Interleukin 6, TG: triglycerides, ROS: reactive oxygen species, ER: endoplasmic 

reticulum, UPR: unfolded protein response, LPS: lipopolysaccharide, NAFLD: 

non-alcoholic fatty liver disease, NASH: non-alcoholic steatohepatitis.  

Elena Buzzetti et al, 2016. 

1.4. La dysbiose intestinale 

Des données récentes ont montré une association étroite entre les changements de 

composition du microbiote intestinal et le développement de la NAFLD mettant en jeu l'axe 

intestin-foie. Le microbiote intestinal joue un rôle important chez l'homme et chez le rongeur 

(Tremaroli et Bäckhed 2012). La modification du microbiote intestinal peut modifier 

l'absorption et le stockage nutritionnels. Backhed et al. ont clairement montré que les souris 

élevées de manière conventionnelle avaient une teneur en graisse corporelle et en triglycérides 

hépatiques supérieure de 42 % par rapport aux souris axéniques en dépit du fait que les souris 

élevées de manière conventionnelle consommaient moins de calories (Bäckhed et al. 2004). 

Certaines bactéries intestinales sont capables de fermenter des glucides complexes, qui ne 

sont pas digérés par les enzymes de mammifères. La digestion de glucides produit des acides 

gras à chaîne courte, qui représentent 10 % de l'apport énergétique quotidien (Conterno et al. 

2011) et ils stimulent la lipogenèse de novo (LDN) (Zambell, Fitch, et Fleming 2003). Ainsi, 

le microbiote intestinal contribue au développement de la NAFLD. Des modifications du 

mode de vie caractérisé par un apport calorique accru, des régimes riches en graisses et des 

habitudes sédentaires peuvent entraîner une modification de la composition de la flore 

intestinale appelée dysbiose, et qui aboutissent à un déséquilibre entre les médiateurs 

tolérogènes et les médiateurs inflammatoires du microbiote. La dysbiose intestinale 

qualitative et quantitative a été documentée au cours de la NAFLD, tant chez les patients 

atteints de stéatose hépatique simple que chez ceux atteints de stéatohépatite non alcoolique 

(NASH) (Raman et al. 2013; Mouzaki et al. 2013; Spencer et al. 2011; Wong et al. 2013; 

Miele et al. 2009; Wigg et al. 2001). 
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Le genre Bacteroides et le genre Ruminococcus ont été associés indépendamment à la 

NASH. Les échantillons de microbiote provenant de patients atteints de NASH ont une 

proportion plus faible de membres de la famille des Ruminococcaceae que ceux provenant de 

sujets en bonne santé (Raman et al. 2013). Le genre Prevotella se trouve en plus faible 

abondance chez les patients atteints de NASH (Boursier et al. 2016) tandis que Clostridium 

coccoides montre un pourcentage significativement plus élevé chez les patients NASH que 

chez ceux atteints de stéatose simple (Mouzaki et al. 2013) . 

Ainsi, l'analyse du microbiote intestinal ajoute des informations aux facteurs prédictifs 

classiques de la sévérité de la NAFLD et suggère de nouvelles cibles métaboliques pour les 

traitements pré ou probiotiques pour lesquels l'équilibre entre absorption nutritionnelle, 

stockage et dépense d'énergie est compromis. 

1.5. L’endotoxémie métabolique 

Plusieurs mécanismes suggèrent que le microbiote intestinal contribue au dépôt de graisse 

dans le foie, à l'inflammation et à la fibrose. Le microbiote permet l’absorption et le stockage 

de l'énergie, par contre il est une source de ligands LPS des TLR qui est un composant 

glycolipidique majeur de la paroi cellulaire des bactéries à Gram négatif (GN) qui, s'il est 

absorbé dans la circulation, active la libération de médiateurs inflammatoires dérivés de l'hôte 

pour induire une réponse inflammatoire systémique. Premièrement, les produits bactériens 

hépatotoxiques, c’est-à-dire les motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP) et les 

motifs moléculaires associés aux dommages (DAMP), atteignant le foie via la circulation 

portale, peuvent activer des TLR sur différentes cellules hépatiques. Dans ce contexte, le 

composant le plus reconnu parmi les constituants bactériens est le LPS, qui peut activer le 

TLR4 sur les cellules de Kupffer et les hépatocytes, mais également sur les cholangiocytes et 

sur les cellules progénitrices hépatiques (Vespasiani-Gentilucci et al. 2012, 2015), 

déclenchant ainsi la cascade de signalisation et la sécrétion de plusieurs cytokines 

inflammatoires. Récemment, chez des patients atteints de NAFLD, l’expression de TLR4 sur 

les voies biliaires et les cellules progénitrices hépatiques était associée de manière 

significative à l’inflammation, à l’activation des cellules fibrogènes et à la fibrose, indiquant 

la clairance biliaire de l'excès de LPS en tant que déclencheur possible de l'inflammation 

(Vespasiani-Gentilucci et al. 2015 ; Carotti et al. 2015). De manière constante, la protéine de 

liaison au LPS (LBP), un marqueur sensible de l'activité du LPS, s'est avérée être élevée chez 

les patients atteints de NAFLD et en corrélation avec le stade de fibrose (Vespasiani-
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Gentilucci et al. 2015). De plus, le LPS n'est pas le seul moteur de l'inflammation systémique, 

d'autres produits bactériens dérivés du microbiote intestinal peuvent réguler la sensibilité à 

l'insuline et produire une inflammation également en réduisant les médiateurs anti-

inflammatoires (Moschen, Kaser, et Tilg 2013). 

Ainsi, l'axe intestin-foie présente un intérêt majeur dans la pathogenèse de la 

NAFLD/NASH. De nombreuses études récentes ont montré que la progression de la NAFLD 

est associée à des altérations intestinales (Cani et al. 2007, 2008 ; Farhadi et al. 2008 ; Miele 

et al. 2009). L’altération de la fonction de la barrière intestinale causée par l’exposition aux 

facteurs de stress (médicaments, dysbiose, régime riche en graisses, régime déficient en 

donneurs de méthyle) est un facteur qui contribue à l’endotoxémie métabolique, qui peut à 

son tour entraîner un afflux excessif de LPS dans le foie (Henao-Mejia et al. 2012 ; Cani et al. 

2007, 2008). Les TLR jouent un rôle majeur dans la physiopathologie de la NAFLD en raison 

de l'exposition du foie à des quantités relativement importantes de PAMP dérivées de 

l'intestin et délivrées via la circulation portale (Seki et al. 2007 ; Rivera et al. 2007 ; Miura et 

al. 2010). Plusieurs modèles animaux ont montré le rôle de la translocation du LPS et de 

l'activation subséquente de la voie du TLR4 dans les pathomécanismes de la NASH. Des 

souris nourries avec un régime déficient en choline et méthionine (MCD) développent une 

stéatohépatite par endotoxémie portale et par une expression accrue du récepteur TLR4 

(Rivera et al. 2007). Les souris nourries avec un régime riche en graisses (HF) et traitées avec 

le DSS ont une augmentation du taux de LPS portal et des niveaux d'ARNm de TLR4 et 

TLR9 (Gäbele et al. 2011). Une augmentation du LPS portal est associée à une fibrose chez 

des souris nourries avec un régime déficient en choline et riche en graisses (CDHF) et traitées 

avec le DSS (Achiwa et al. 2016). De plus, il a été démontré chez la souris TLR4 sauvage en 

comparaison de la souris TLR4 mutante que la fibrose et l'inflammation hépatiques sont 

augmentées via les voies du TGF-ß et du MYD88-NFκB (Seki et al. 2007). 

1.6. Co-absorption de LPS avec les lipides alimentaires 

Comme mentionné précédemment, les endotoxines sont des composants de la paroi 

cellulaire des bactéries à GN. Comme de nombreuses bactéries à GN sont présentes dans la 

microflore intestinale, il a été suggéré que plus de 1 g. de LPS était présent dans la microflore 

intestinale, cela pourrait être une source potentielle pour ces LPS circulants, éventuellement 

par translocation (Berg 1996). La proportion de bactéries à GN dans la microflore est plus 

élevée chez les sujets obèses que chez les sujets maigres (Ley et al. 2006). En outre, le 
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réservoir de LPS pro-inflammatoire dans l'intestin peut être altéré lorsque le régime 

alimentaire est déséquilibré (Ley et al. 2006) . 

     Des études récentes ont montré le lien entre un régime alimentaire riche en graisses (HF) et 

l’endotoxémie. Plusieurs études ont montré qu'un repas HF entraîne une augmentation de 

l'endotoxémie postprandiale (Erridge et al. 2007 ; Laugerette et al. 2011). Il a été rapporté 

qu'un régime riche en graisses de 4 semaines chez des souris de type sauvage augmentait les 

taux d'endotoxines plasmatiques et l'inflammation par rapport à un régime témoin (Cani et al. 

2007). Huit sujets en bonne santé ont été soumis à un régime alimentaire de type occidental 

(teneur élevée en graisse et faible en glucides et fibres) pendant 1 mois, entraînant une 

augmentation de 71 % de l'activité plasmatique de l'endotoxine (endotoxémie), alors qu'un 

régime alimentaire prudent, pauvre en graisses et riche en glucide et fibres contenant 11% de 

plus de oméga-3 «nutriments anti-inflammatoires», de vitamine C et de vitamine E, a réduit 

les taux de 31 % (Pendyala, Walker, et Holt 2012). Le régime alimentaire de type occidental 

pourrait contribuer à l'endotoxémie en modifiant la fonction de la barrière gastro-intestinale 

ou la composition du microbiote (Pendyala, Walker, et Holt 2012). Les taux plasmatiques de 

LPS sont modulés en fonction de la teneur en aliments : plus la teneur en matières grasses est 

élevée, plus la concentration en LPS plasmatique est élevée (Amar et al. 2008). De petites 

quantités de LPS sont absorbées par l'intestin chez des animaux en bonne santé (Ravin et al. 

1960), et il existe des preuves que les chylomicrons transportent probablement aussi des 

quantités significatives de LPS absorbées dans l'intestin (Laugerette et al. 2011 ; Ghoshal et 

al. 2009 ; Vreugdenhil et al. 2003 ; Hersoug, Møller, et Loft 2016). 



32 

 

Figure 5 Les moyens de transport du LPS issu du microbiote intestinal. Les transports 

transcellulaires et paracellulaires représentent des voies distinctes pour les 

mouvements du lipopolysaccharide (LPS) à partir de la lumière entérique dans la 

lymphe et plus loin dans la circulation. Dans la voie trans-cellulaire, l’absorption 

des lipides sert de véhicule au LPS, qui est activement transporté dans la cellule 

proportionnellement à la teneur en graisse du chyme. Les acides gras absorbés 

(AG) et le cholestérol sont transportés dans le réticulum endoplasmatique lisse 

(RE). Dans les RE, les triglycérides et les esters de cholestérol sont incorporés dans 

les pré-chylomicrons (CM) avec l'apo B48. Ces lipoprotéines sont ensuite 

transportées dans des vésicules pré-CM vers l'appareil de Golgi où l'apo A-I est liée 

à des lipides supplémentaires pour former des CM matures, qui sont exportés dans 

la lymphe par des vésicules de transport.  

Abréviations : LPS : Lipopolysaccharide, AG : Acide gras, RE : Réticulum 

endoplasmique, CM : Chylomicrons.  

Hersoug et al ; 2016 . 

De plus, il a été démontré que le LPS est impliqué dans le développement de l'obésité en tant 

que molécule de ciblage direct pour la libération et le stockage des lipides dans le tissu 
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adipeux, où les lipoprotéines riches en LPS sont absorbées principalement par des adipocytes 

de grande taille à activité métabolique élevée (Hersoug, Møller, et Loft 2016). 

2. Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) 

2.1. Définition 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) sont un groupe d’affections 

idiopathiques incluant la rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn (MC). Ce 

sont des affections inflammatoires chroniques, invalidantes et incurables du tractus gastro-

intestinal. La maladie de Crohn atteint n’importe quel segment du tube digestif de la bouche à 

l’anus. L’inflammation s’étend de façon transmurale et est caractérisée par la diminution des 

villosités et des déformations des cryptes. La RCH est caracterisée par l’atteinte du rectum et 

du côlon. Ni l’anus ni l’intestin grêle ne sont concernés. Elle est caractérisée par la présence 

de lésions continues et superficielles. Les patients souffrant de MICI présentent  des diarrhées,  

du sang dans les selles, des douleurs abdominales, une perte de poids, une asthénie et de 

l’anémie. Des manifestations articulaires, cutanées et oculaires sont les principales 

conséquences systémiques des MICI. Les complications se manifestent par une sténose, 

l’apparition de fistules, des occlusions et des abcès. 

2.2. Epidémiologie 

Les MICI représentent un véritable problème de santé publique compte tenu de leur 

fréquence (3 millions en Europe et 200,000 en France) (Kappelman et al. 2007), leur coût de 

prise en charge (Nguyen et al. 2007 ; Sonnenberg et Chang 2008), leur pronostic à court et à 

long terme (Faubion et al. 2001 ; Bernstein et Nabalamba 2006), leur retentissement sur la 

qualité de vie, et du handicap fonctionnel qu’elles engendrent (Peyrin-Biroulet et al. 2012). 

Les MICI sont moins fréquentes dans les pays asiatiques que dans les pays développés. Les 

MICI touchent aussi bien les hommes que les femmes. Cependant, la prévalence de la MC 

montre une discrète prépondérance chez la femme alors qu’aucune différence n’est observée 

suivant le sexe dans le développement d’une RCH . 

2.3. Les facteurs impliqués dans la pathogénie de MICI 

La pathogénie des MICI reste encore mal connue. Les concepts actuels de la pathogénie 

des MICI suggèrent une interaction complexe entre des facteurs génétiques, nutritionnels et 
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environnementaux, et le microbiote intestinal qui pourrait être modulé en fonction des 

déterminants nutritionnels et génétiques. 

Des études d’association ont identifié de nombreux variants génétiques impliqués dans la 

prédisposition aux maladies inflammatoires de l'intestin. Les modifications dans les gènes du 

système immunitaire inné, comme NOD2 (nucleotide- binding oligomerization domain 

protein 2), ATG16L1 (autophagy related 16-like protein 1), IRGM (immunity-related GTPase 

family, M) et LLRK2 (leucine-rich repeat kinase 2) sont spécifiques de la maladie de Crohn et 

ne sont pas associés à la RCH. En revanche, plusieurs gènes impliqués dans la voie de l'IL-23, 

y compris IL23R, IL-12B et STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) ont 

été associés à la fois à la maladie de Crohn et à la RCH. 

La protéine NOD2 est un récepteur intracellulaire pour un composé de la paroi 

bactérienne, le muramyl-dipeptide. Elle est exprimée par les macrophages, les cellules 

dendritiques et les cellules de Paneth (Lesage et al. 2002 ; Rosenstiel et al. 2003). Les 

mécanismes qui sous-tendent la relation entre NOD2 et la maladie de Crohn restent mal 

connus. Une diminution significative de l’expression des α-défensines a été observée chez les 

patients atteints de la maladie de Crohn qui sont porteurs du variant de NOD2 (Wehkamp et 

al. 2005). Dans le gène ATG16L1, un SNP (Ala281Thr) est très significativement associé à la 

maladie de Crohn (Naser et al. 2012). 

L’absence de concordance totale chez les jumeaux monozygotes (Halfvarson et al. 2003) 

et l’agrégation familiale dans les MICI (Hugot et al. 2003) sont autant d’éléments en faveur 

de l’intervention de facteurs environnementaux comme le microbiote dans la genèse des MICI 

(Baumgart et al. 2007). Deux facteurs d’environnement ont un rôle établi : le tabac et 

l’appendicectomie. La perte de poids a été significativement plus fréquente chez les patients 

fumeurs atteints de la MC par rapport aux fumeurs atteints de RCH (p <0,02), et la diarrhée 

était plus fréquente chez les patients fumeurs atteints de la maladie de Crohn par rapport aux 

non-fumeurs (p <0,01) (Russel et al. 1998). Plusieurs études concordantes ont démontré qu’un 

antécédent d’appendicectomie avait un effet "protecteur" vis-à-vis de la RCH en réduisant le 

risque d’environ 70 %. De nombreux autres facteurs d’environnement font l’objet de 

recherches actives. Il s’agit d’agents infectieux, alimentaires, du stress et de facteurs socio-

économiques. 

 

 



35 

2.4. L’homocystéine et les médiateurs pro-inflammatoires 

Il a été montré in vitro que l’homocystéine pouvait stimuler la production de plusieurs 

facteurs pro-inflammatoires tels que MCP-1 (monocyte chemo-attractant protein-1), une 

chimiokine pour les monocytes, et interleukine IL-8, une chimiokine pour des lymphocytes T 

et neutrophiles, ceci via l’activation de Necrosis Factor kappa B (NFκB). Par ailleurs, 

l’homocystéine est capable de moduler la réponse inflammatoire en stimulant l’expressions de 

molécules d’adhésion comme VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 

(intercellular adhesion molecule- 1) et PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) (G. Wang et 

al. 2002), l’expression de ces 3 molécules étant augmentée chez les patients atteints de 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) (Jones et al. 1995). 

L’homocystéine pourrait également provoquer des lésions de la muqueuse intestinale par 

un effet cytotoxique médié par le Tumor necrosis factor-alpha (TNF- ). L’accumulation de 

l’homocystéine est associée à  de perturbation du potentiel membranaire mitochondrial induite 

par le TNF-  (Ratter et al. 1999). L’homocystéine induit ainsi une inflammation sur 

l’endothélium microvasculaire d’intestin humain en stimulant l’expression de VCAM-1, MCP 

1 et la phosphorylation de p38 (Danese et al. 2005) . 

Au total, l’homocystéine via une augmentation de molécules d’adhésion, de cytokines et 

de chimiokines pourraient participer au maintien d’une inflammation chronique de la 

muqueuse intestinale chez les patients atteints de MICI. 

3. Les MICI et la NASH 

Les données épidémiologiques 

Des études épidémiologiques ont montré une association entre la maladie intestinale 

inflammatoire (MICI) et un risque accru de développement de stéatose hépatique non 

alcoolique (NAFLD) (Lapumnuaypol et al. 2018). Il existe actuellement 29 articles 

scientifiques décrivant la NAFLD chez les patients atteints de MICI. 

La NASH s’avère plus fréquente chez les patients atteints de MICI que dans la population 

générale (McGowan et al. 2012). La NASH est plus fréquente chez les patients atteints de 

MICI à un plus jeune âge (Principi et al. 2018) et les facteurs métaboliques tels que le diabète 

et la circonférence abdominale font partie des facteurs liés aux pathogènèse de MICI et de 

NAFLD (Principi et al. 2018) . 
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Chez 928 patients, qui présentaient une MICI, 8.2 % étaient atteints d’une NAFLD par 

imagerie (Sourianarayanane et al. 2013a). Dans une étude rétrospective, il a été démontré que 

la NAFLD avait une prévalence de 33 % chez les patients atteints de MICI (Bessissow et al. 

2016). Dans une étude de cohorte de 384 patients parmi lesquels 64,6 % étaient atteints de la 

maladie de Crohn, la prévalence de la NAFLD était de 12,2 % (Saroli Palumbo et al. 2018). 

Une autre cohorte de 465 patients atteints de MICI et 189 non-MICI, la prévalence de 

NAFLD était de 28 % et 20,1 % respectivement (Principi et al. 2018). Une méta-analyse de 

sept études observationnelles portant sur un total de 1610 patients montre qu’il n’existe pas 

d’association entre l'utilisation de médicaments tels que les glucocorticoïdes, les immuno-

modulateurs et les inhibiteurs du TNF et l'incidence de la NAFLD (Lapumnuaypol et al. 

2018). Ceci suggère que l'inflammation intestinale systémique pourrait augmenter le risque de 

NAFLD/NASH indépendamment du traitement grâce à des mécanismes qui doivent être 

disséqués. 

4. Les différents modèles expérimentaux de la NASH  

Un certain nombre de modèles animaux ont été développés pour l'étude de la NAFLD ou de la 

NASH. Différents régimes ont été utilisés pour établir des modèles expérimentaux NASH 

chez les rongeurs, notamment des régimes carencés en méthionine/choline (MCD), en choline 

(CD), riches en lipides (HF) ou carencés en donneurs de méthyle (MDD) (Lau, Zhang, et Yu 

2017a) et le modèle DIAMOND (modèle animal induit par le régime alimentaire de la 

stéatose hépatique non alcoolique) caractérisé par l’alimentation de souris isogéniques à 

régime riche en graisses, avec consommation ad libitum de glucose et de fructose à des 

concentrations physiologiquement pertinentes. L’avantage de ce modèle est qu’il récapitule 

les principaux changements physiologiques, métaboliques, histologiques, transcriptomiques et 

de signalisation cellulaire observés chez les humains atteints de NASH progressive 

(Asgharpour et al. 2016). Le modèle de régime classique à haute teneur en graisses (HF) 

utilise des rats nourris avec un régime composé de 71 % de matières grasses, 11 % de 

glucides et 18 % de protéines pendant 3 semaines ou des souris nourries au même régime 

pendant 16 semaines. La stéatose hépatique est produite par ce modèle avec augmentation du 

taux de triglycérides hépatiques, ballonisation des hépatocytes, corps de Mallory, taux de 

glucose sérique plus élevés à jeun et résistance à l'insuline (IR). Ce modèle imite à la fois 

l'histopathologie et la pathogenèse de la NAFLD humaine à mesure qu'elle développe les 

caractéristiques distinctives, à savoir l’ obésité et l’IR. 
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Le régime alimentaire déficient en méthionine et en choline est un modèle nutritionnel 

reproductible de la NASH fréquemment utilisé. Le régime consiste généralement en une 

quantité considérable de saccharose (40 % d'énergie) et n'est que modérément enrichi en 

graisse (10 %), mais est déficient en méthionine et en choline. Les animaux privés de choline 

seule ont une diminution de la sécrétion hépatique de lipoprotéines de très basse densité 

(VLDL) et une hépatostéatose, avec stress oxydatif, mort des cellules hépatiques et 

modification de l’expression des cytokines proinflammatoire et des adipocytokines, mais ne 

provoque pas d’inflammation hépatique, ni de fibrose. Cependant, le fait de priver les rats de 

choline et de méthionine entraîne une inflammation et une fibrose hépatiques étendues 

(Corbin et Zeisel 2012). 

Les souris db/db sont homozygotes pour le gène diabétique autosomique récessif (db). 

Ce gène  code pour une mutation ponctuelle du récepteur de la leptine (Ob-Rb), ce qui conduit 

à une signalisation défectueuse de la leptine (Trak-Smayraetal et al. 2011).  Par conséquent, 

les souris db/db ont des taux de leptine normaux ou élevés, mais résistent à ses effets.  Les 

souris ob/ob portent une mutation autosomique récessive dans le gène de la leptine. 

Contrairement aux souris db/db, les souris ob/ob possèdent des récepteurs de leptine 

fonctionnels, mais une leptine non fonctionnelle. Ces souris présentent un surpoids important, 

sont hyperphagiques, hyperinsulinémiques, hyperglycémiques et résistantes à l'insuline, et 

développent une stéatose hépatique spontanée (NAFLD) mais pas une stéatohépatite (NASH). 

Ces souris doivent être exposées à des agressions ultérieures telle qu'un régime MCD, HF, de 

petites doses d'endotoxine lipopolysaccharidique (LPS) (Yang SQ et al.1997), d'éthanol ou 

une provocation par ischémie-reperfusion hépatique (Anstee QM et al.2006) pour déclencher 

une stéatohépatite. L'avantage de ce modèle réside dans le fait qu'il présente les 

caractéristiques du syndrome métabolique humain. Toutefois, le déficit congénital en leptine 

et la résistance à la leptine provoqués par la mutation de gènes chez l'homme obèse sont 

extrêmement rares (Paz-Filho et al. 2010). Les modèles de souris db/db et ob/ob sont donc 

limités dans leur capacité à refléter l’étiologie de l’obésité humaine, de la RI et de la stéatose 

hépatique. D'autres modèles existent également pour l'étude de la pathogenèse de la NASH. 

Ces modèles comprennent un régime alimentaire riche en cholestérol, des souris foz/foz 

(régime alimentaire riche en graisses déficient en choline), un régime alimentaire déficient en 

acides aminés L-déficients en choline, un régime alimentaire déficient en acides aminés L-

déficients en choline et du tétrachlorure de carbone, un régime alimentaire riche en graisses 

chez des souris déficientes en PTEN spécifique de l'hépatocyte streptozotocine et souris db/db 

+ DEN. 
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Le modèle MDD est caractérisé par la carence en donneurs de méthyle alimentaires tels 

que les folates (vitamine B9) et la cobalamine (vitamine B12). La description du modèle de 

NASH produit par le régime MDD et le rationel d’implication dans la NASH et les  

MICI  seront développés dans le chapitre suivant.  

5. Les donneurs de méthyle alimentaires : Les monocarbones  

Les folates (vitamine B9) et la cobalamine (vitamine B12) . 

5.1. Définitions et rôles 

L’acide folique (vitamine B9), nommé aussi acide ptéroylmonoglutamique, est une 

vitamine hydrosoluble. Le terme "folique" tire sa racine du mot feuillage, à cause de 

l’abondance de la vitamine B9 dans les végétaux foliacés. Les folates facilitent le transfert des 

unités mono-carbonées à partir de multiples biomolécules vers des nombreuses réactions 

biosynthétiques telles que la synthèse de purine et de pyrimidine, la synthèse de la méthionine 

à partir de l’homocystéine (Hcy) (Bottiglieri 2005). 

La vitamine B12, également appelée cobalamine (Cbl), est une vitamine hydrosoluble qui 

doit son nom à l'atome de Cobalt qu'elle contient. Cette vitamine est indispensable pour le 

maintien des fonctions hématologiques et neurologiques. La vitamine B12 est un nutriment 

essentiel jouant le rôle de coenzyme dans deux processus métaboliques : la conversion du 

méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA par la méthylmalonyl-CoA mutase (MCM) au niveau 

de la mitochondrie et la reméthylation de l'homocystéine en méthionine par la méthionine 

synthétase (MTR) au niveau du cytoplasme des cellules (Rafnsson et al. 2011 ; Rosenberg 

2008). 

5.2. Les apports nutritionnels 

Notre organisme étant incapable de synthétiser les folates et la vitamine B12, leur apport 

est donc exclusivement alimentaire. Les aliments constituant une source importante de folates 

sont le foie, les légumes à feuilles vertes, les haricots, les germes de blé, les levures, le jaune 

d’oeuf, le lait, les produits laitiers, les betteraves, le jus d’orange et le pain complet (Iyer et 

Tomar 2009). La vitamine B12 est exclusivement présente dans les aliments d'origine animale 

comme les abats (foie, rognons), la viande, les œufs, les poissons, les crustacés et les laitages. 

Les besoins en vitamine B12 sont variables en fonction des périodes de la vie, mais les 

apports conseillés restent toujours très faibles (environ 2 μg par jour chez l’adulte). 
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5.3. La prévalence de la carence en vitamine B9 et vitamine B12 et leurs 

conséquences cliniques 

La carence en vitamine B9 ou en vitamine B12 est répandue dans de nombreuses régions 

du monde que ce soit dans les pays industrialisés ou non industrialisés. La prévalence 

mondiale de la carence en folate dans la population est inconnue en raison du manque de 

données provenant de nombreuses régions du monde (McLean, de Benoist, et Allen 2008). De 

nombreux pays, notamment dans les pays à faible revenu, n'évaluent pas systématiquement le 

statut en folate de la population (Ramakrishnan 2002). Dans les pays qui disposent de données 

sur le statut en folate, les données déclarées sur les carences en folate varient en raison de 

l'utilisation de méthodes de test différentes, de plages de variation et d'hétérogénéité par race, 

groupe ethnique ou région géographique (de Benoist 2008). 

La carence d'apport alimentaire en vitamine B9 reste la principale cause de carence. Elle 

résulte de la malnutrition, des régimes amaigrissants, de la cuisson excessive des aliments ou 

de l'inadéquation entre les apports et les besoins (accrus au cours de la grossesse, de la 

lactation et en cas de cancer). La carence en folates peut entraîner de nombreux troubles 

comme des malformations congénitales, des troubles neurologiques, des spina bifida (Scott 

2001 ; Van Der Put et Blom 2000) et des maladies cardiovasculaires (Gerhard et Duell 1999 ; 

Ueland et al. 2000). Cette carence conduit à une accumulation d’homocystéine, celle-ci étant 

toxique pour notre organisme. La reméthylation de l’homocystéine étant bloquée, cette 

dernière s’accumule et provoque une hyperhomocystéinémie (Masalha et al. 2002). 

Les carences d'apport en vitamine B12 sont assez rares chez l'adulte dans les pays 

industrialisés, en bonne santé et ayant une alimentation variée, mais plus fréquentes chez les 

sujets végétaliens. Différentes maladies digestives et une malabsorption de la vitamine B12 

peuvent être à l'origine d'une carence. Les gastrectomies totales ou partielles, la pullulation 

bactérienne de l'intestin grêle (ou syndrome de l'anse borgne), des maladies provoquées par 

des parasites intestinaux (la bothriocéphalose par exemple), des maladies chroniques 

intestinales (maladie de Crohn, colite ulcéreuse, maladie coeliaque) (Akbulut et al. 2010 ; 

Ward et al. 2015 ; Murray 1999), la pancréatite chronique, les lymphomes, la tuberculose 

intestinale et l'anémie pernicieuse de Biermer en sont des exemples (Guéant et al. 2013). Les 

déficits congénitaux du métabolisme de la vitamine B12 sont liés à un déficit en 

transcobalamine II ou en récepteurs de la facteur intrinsèque (maladie d’Imerslund-Gräsbeck) 

(Tanner et al. 2004). Plusieurs perturbations du métabolisme intracellulaire de la vitamine 

B12 peuvent avoir lieu également, à différentes étapes, suite à des mutations de gènes jouant 

un rôle dans le transport ou le métabolisme de la vitamine B12 : CblA, CblB, CblC, CblD, 
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CblE, CblF, CblG, CblH et méthylmalonyl-CoA mutase. Selon le gène touché, il y aura soit 

défaut de synthèse d'adénosylcobalamine (AdoCbl), coenzyme de la méthylmalonyl-CoA 

mutase au niveau de la mitochondrie, soit de méthylcobalamine (MeCbl), coenzyme de la 

méthionine synthase au niveau du cytoplasme, ou alors des deux simultanément (Coelho et al. 

2008). Ces troubles entraînent une acidurie méthylmalonique combinée ou non à une 

homocystéinurie (Coelho et al, 2008 ; Watkins et Rosenblatt 1989 ; Watkins et Rosenblatt, 

2011). 

Parmi les conséquences cliniques de la carence en vitamine B12, on retrouve des 

pathologies neurologiques (polynévrites sensitives, ataxie, sclérose combinée de la moelle), 

hématologiques (macrocytose, anémie mégaloblastique) et digestives (glossite de Hunter). Il 

est important de noter que la plupart de ces pathologies peuvent être associées à des carences 

en folates combinées ou non avec une carence en vitamine B12 . 

5.4. Les conséquences métaboliques de la carence en donneurs de 

méthyle sur les cycles des monocarbones  

Une carence en vitamine B12 ne perturbera pas seulement le cycle de la méthionine mais 

aussi le cycle des folates. La carence en vitamine B12 provoque une diminution de la 

méthionine et donc de la S-adenosylméthionine (SAM). Sachant que la SAM est un effecteur 

allostérique de la méthylène-tétrahydrofolate réductase (MTHFR), la diminution de la SAM 

induira une baisse de l’inactivation de la MTHFR. Le N5,10-méthylene tétrahydrofolate 

(N5,10 MTHF) sera alors converti en N5- méthyle tetrahydrofolate (N5-MeTHF) en 

abondance. Il y aura donc une accumulation de N5-MeTHF et une diminution de N5,10-

MTHF ce qui inhibe la conversion de dUMP en dTMP et rend ainsi l’ADN plus instable. La 

carence en vitamine B12 empêche également la réaction de régénération des folates qui se 

trouvent alors piégés sous la forme de N5-MeTHF. En effet, au cours du cycle des folates, le 

N5- MeTHF doit être régénéré en N5,10-MTHF actif, par un transfert du groupement méthyle 

vers la cobalamine lors de la synthèse de méthylcobalamine (MeCbl), catalysée par la 

méthionine synthase (MS) (Figure 6). 
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Figure 6 Le cycle des monocarbones, à droite le cycle de la méthionine (ou de 

l’homocystéine), à gauche le cycle des folates.   

Abréviations : Met : méthionine, SAM : S-adénosyl méthionine, SAH : S-adénosyl 

homocystéine, MS : méthionine synthase, THF : tétrahydrofolate, HCys : 

homocystéine, ADN : Acide désoxyribonucléique, ARN : acide ribonucléique, 

MTHFR : Méthylènetétrahydrofolate réductase. 

5.5. Les donneurs de méthyles, la programmation fœtale et les 

mécanismes moléculaires épigénétiques  

En 1986, Barker a observé que les individus nés avec un faible poids avaient un taux de 

mortalité cardiovasculaire plus élevé une fois l'âge adulte atteint (théorie de Barker). Cette 

théorie postule que des facteurs nutritionnels pourraient agir durant les phases précoces de la 

vie et entraîner le risque de souffrir de maladies cardiovasculaires ou d'un syndrome 

métabolique à l'âge adulte (Barker et Osmond 1986b, 1986a).  

Les donneurs de méthyles jouent un rôle clé dans les interactions entre la nutrition, la 

programmation fœtale et l’épigénome (Guéant et al. 2013, 2014). Différentes 
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expérimentations et études de populations ont montré qu'une carence en donneurs de méthyles 

pourrait avoir un impact sur les mécanismes épigénétiques et épigénomiques, notamment la 

programmation fœtale, ainsi que sur le retard de croissance intra-utérin (Forges et al. 2007 ; 

Stover 2011). 

En effet, les donneurs de méthyles sont indispensables pour le bon développement du 

fœtus (Antony 2007 ; Kim, Friso, et Choi 2009 ; Smith, Kim, et Refsum 2008). Le statut 

maternel en vitamines B9 et B12 influence la méthylation de l'ADN et de l'ARN des 

embryons ainsi que l'expression des gènes soumis à empreinte chez les jeunes rongeurs 

(Guéant et al. 2013). 

Il a été montré dans notre laboratoire que des jeunes rats issus d’une mère carencée en 

folates et vitamine B12, présentent plusieurs perturbations de leur métabolisme. En effet, cette 

carence induit chez les jeunes rongeurs des cas de stéatose cardiaque et hépatique, des 

hypertrophies myocardiques, des hépatocarcinomes, des troubles neurodégénératifs (Garcia et 

al. 2011 ; Pooya et al. 2012 ; Guéant et al. 2013, 2014 ; Ghemrawi et al. 2013 ; Blaise et al. 

2007), des malformations congénitales du tube neural ainsi que des cardiopathies congénitales 

(Blom et Smulders 2011 ; Guéant et al. 2003 ; Weingärtner et al. 2007). D'après l'analyse bio-

informatique des données protéomiques, le peroxisome proliferators-activated receptor 

gamma coactivator-1 α (PGC1-α), le peroxisome proliferator-activated receptor α (PPAR-α) 

et le estrogen related receptor α (ERR-α) étaient les facteurs les plus déterminants des 

changements produits par le régime alimentaire carencé en donneurs de méthyles (Garcia et 

al, 2011). L'acétylation de PGC-1α diminue son activité et est régulée par l'histone 

désacétylase SIRT1 (Silent information regulator 1) (Holness et al, 2010 ; Teyssier et al, 2005 

; Jeninga et al, 2010). Une acétylation accrue et une diminution de la méthylation de PGC-1α 

ont été mises en évidence dans le myocarde des animaux carencés (Garcia et al, 2011). Un 

régime MDD induit un stress du RE via une diminution de l’expression et de l’activité de 

SIRT1 provoquant une hyperacétylation du facteur de transcription HSF1 (Heat Shock Factor 

Protein 1) et une diminution de l’expression des molécules chaperonnes dans le cœur et le 

cerveau. La carence en donneurs de méthyles est également associée à une 

N-homocystéinylation des protéines structurales de l’estomac, une inflammation ainsi qu'à 

une apoptose des cellules gastriques (Bossenmeyer-Pourié et al. 2013). Cette même 

programmation fœtale entraîne également des troubles au niveau du cerveau. En effet, une 

carence maternelle en folates et vitamine B12 affecte les cellules neuronales des ratons 
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(prolifération, migration, différenciation, survie, transport vésiculaire et plasticité synaptique). 

Ces modifications apparaissant suite à des variations épigénomiques et épigénétiques ainsi 

qu'une importante augmentation de la N-homocystéinylation des protéines neuronales 

(Akchiche et al. 2012 ; Blaise et al. 2009 ; Zhang et al. 2009). Elle engendre des difficultés 

d’apprentissage et une faible coordination locomotrice (Blaise et al. 2007 ; Daval, Blaise, et 

Guéant 2009 ; Guéant et al. 2013). La carence en folates et en vitamine B12 est également liée 

à l’apparition de maladies neurodégénératives (Guéant et al. 2013) (Figure 7) . 

 

Figure 7 Les mécanismes moléculaires expliquant le lien entre les modifications 

épigénétiques et le métabolisme énergétique dans le foie.   

Abréviations : Ac : Acétyl, ER- α : Estrogen receptor alpha, ERR- α : Estrogen 

related receptor alpha, HNF -4α : Hepatocyte nuclear factor 4 alpha, Me : Méthyl, 

PGC-1 α : Peroxisome proliferator activated receptor gamma co-activator- 1 

alpha, PRMT1 : Protein arginine methyl transferase 1, SIRT1 : Silent information 

regulator 1, HSF1: Heat shock factor 1, HSP : Heat shock protein, BiP : Binding 

immunoglobulin protein. 

                  Guéant et al ; 2013. 

5.6. Implication de la carence en donneurs de méthyle dans les 

pathogénies de la NASH et des MICI 

5.6.1. La NASH  

Les animaux soumis à un régime MDD ont un petit poids de naissance et une 

expression modifiée des principaux régulateurs du métabolisme et des maladies liées à 
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l'obésité, tels que SIRT1, PGC1-α et Mir-124 (Guéant et al. 2013 ; Akchiche et al. 2012 ; 

Cantó et Auwerx 2012 ; Kerek et al. 2013). Les donneurs de méthyle jouent un rôle essentiel 

dans les mécanismes épigénétiques et épigénomiques (méthylation, acétylation) qui 

influencent l'expression des gènes et la signalisation cellulaire. Dans notre laboratoire, le 

régime MDD a été utilisé dans différents modèles expérimentaux dans lesquels l’acide folique 

(vitamine B9) et la cobalamine (vitamine B12) étaient déficients. Les ratons nés de mères 

ayant subi un régime MDD pendant la gestation et la lactation développent une stéatose 

microvésiculaire, avec augmentation des triglycérides, diminution de l'activité de la 

méthionine synthase (MS), de la S-adénosylméthionine (SAM) et du rapport SAM/SAH (S-

adénosylhomocystéine). Aucune modification de l'apoptose et des marqueurs oxydants de 

réticulum et de l'activité de la carnityl-palmitoyle transférase 1 n'est observée. Cependant, les 

modifications prédominantes sont une altération de la béta-oxydation des acides gras, une 

diminution de la carnitine libre et totale avec une augmentation du rapport d'acylcarnitine et 

une diminution du taux d'oxydation de la palmitoyl-CoA déshydrogénase. Ces changements 

sont liés à une diminution de l’expression protéique de ER-α, ERR-α et HNF-4α. 

L’hypométhylation du récepteur activateurs des proliférateurs et des peroxysomes, le co-

activateur gamma 1 alpha (PGC-1 α) a diminué sa liaison à ces récepteurs en raison de 

l'oxydation des acides gras (Pooya et al. 2012). Les mécanismes moléculaires sous-jacents de 

ces changements sont liés à la diminution de la méthylation de PGC-1α dans le régime 

alimentaire des MDD . 

Dans un autre modèle expérimental, l’ajout d’un régime riche en graisses (HE) à l’âge 

adulte aux descendants soumis au régime MDD pendant la vie fœtale et pendant l’allaitement 

a révélé une fibrose et une inflammation du foie (Bison et al. 2016). Un régime HE engendre 

une stéatose hépatique et une NAFLD par le biais de mécanismes complexes déclenchés par 

la résistance à l'insuline, notamment le déséquilibre entre l'absorption et la lipogenèse de novo 

(LDN) d'acides gras non estérifiés, l'élimination par oxydation des acides gras et la sécrétion 

de lipoprotéines riches en triglycérides (Kawano et Cohen 2013). Des rats âgés de deux jours 

de mères nourries avec un régime HE présentent une inhibition du cycle cellulaire hépatique 

en relation avec des modifications de la méthylation de l'ADN et de l'expression génique de 

l'inhibiteur de la kinase dépendant de la cycline 1A, altération pouvant contribuer à la 

NAFLD (Dudley et al. 2011). L'alimentation HE produit une hyperacétylation de PGC-1α et 

une expression régulée à la baisse des gènes dépendants de PGC-1α en augmentant 

l'expression des deux acétylases SRC-3 et GCN5 et en diminuant l'expression et l'activité de 
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SIRT1 (Cantó et Auwerx 2009 ; Coste et al. 2008). Les régimes HE et la suralimentation 

altèrent la phosphorylation de PGC-1α dépendante de l'AMPK. 

5.6.2. Les MICI 

Un dérèglement au niveau nutritionnel, métabolique ou génétique du métabolisme des 

monocarbones peut influencer la gravité de la pathogénie des MICI (Peyrin-Biroulet et al. 

2007). Des travaux antérieurs réalisés dans notre laboratoire ont montré qu’un régime MDD 

aggrave les lésions gastriques et l’inflammation intestinale et conduit à des altérations de la 

barrière intestinale chez le rat (Bossenmeyer-Pourié et al. 2010 ; Blaise et al. 2009 ; Bressenot 

et al. 2013 ; Chen et al. 2011 ; Peyrin-Biroulet et al. 2012) . 

Il a été documenté que le stress du RE joue un rôle important dans la pathogénie des MICI 

(Bogaert et al. 2011 ; Kaser et al. 2011). Certaines études mettent en évidence l’implication de 

régime MDD dans la mise en place d’un stress du RE. Dans notre laboratoire, il a été montré 

que le régime MDD déclenche des voies pro-inflammatoires, notamment le facteur de nécrose 

(TNF) -, la phospholipase cytosolique A2 et la cyclooxygénase 2, et produit de stress 

cellulaire par diminution de l'expression de SIRT1 (Chen et al. 2011 ; Melhem et al. 2016). 

D’autres études ont montré l’implication de SIRT1 dans l’homéostasie intestinale (Cui et al. 

2010 ; U. P. Singh et al. 2010) . 

Par conséquent, une dysrégulation dans l'un des composants régulateurs (nutritionnels, 

métaboliques ou génétiques) du métabolisme des monocarbones (1CM) ou des effets 

environnementaux peuvent modifier l'axe de l'épigénome du 1CM et peut influencer la 

pathogenèse de la NASH et des MICI. 
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La NASH est plus fréquente chez les patients atteints de maladies inflammatoires de 

l'intestin (MICI) que dans la population générale. Il est généralement admis que 

l'augmentation de la perméabilité intestinale et de la translocation des endotoxines 

bactériennes (LPS) sont des mécanismes majeurs de ces manifestations systémiques.  

Le premier objectif de ma thèse est d’étudier si l'inflammation intestinale favorise 

l'inflammation hépatique et la fibrogenèse par le biais de mécanismes pathogènes 

systémiques. Pour ce faire, nous avons étudié des rats adultes soumis à un régime MDD et 

exposés au DSS. Notre laboratoire a montré qu'un régime MDD a un effet proinflammatoire 

sur la muqueuse digestive et fragilise la barrière intestinale chez le rat. Le régime MDD 

produit une colite expérimentale sévère chez les animaux exposés au DSS. D’autres travaux 

du laboratoire montrent que le régime MDD pendant la gestation et la lactation produit une 

NASH chez les animaux soumis à un régime riche en graisses et en énergie (régime hyper 

énergétique ; HE) pendant l'âge adulte. Notre modèle experimental est donc adapté pour 

disséquer les mécanismes pathogènes systémiques qui favorisent l'inflammation hépatique et 

la fibrogenèse chez des animaux ayant une colite inflammtoire sévère liée à la carence en 

donneurs de méthyle. Cette situation expérimentale correspond à un substratum clinique, dans 

la mesure où les formes sévères de maladie de Crohn étendues produisent des malabsorptions 

en vitamine B12 et folates. Nous avons focalisé notre intérêt sur l'inflammation du foie 

déclenchée par les cytokines/chemokines et par l’activation de TLR4 liée à la translocation du 

LPS.  

Nous avons précédemment montré que la programmation fœtale par le régime MDD 

augmente le risque de NASH chez des rats exposés à un régime HE à l’âge adulte. Notre 

deuxième hypothèse est donc que la programmation fœtale par le régime MDD, le régime HE, 

les LPS du microbiote et l'immunité innée peuvent faire partie d’un même scénario 

conduisant à la NASH. Nous avons donc étudié l’effet du LPS injecté directement au niveau 

péritonéal chez des animaux soumis à un régime enrichi en énergie et lipides (HE) et nés de 

mères soumises ou non à un régime MDD.  

Plus spécifiquement, les deux approches expérimentales nous permettent de répondre aux 

questions suivantes :  
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1) Une inflammation périphérique est-elle contributrice à la NASH ? 

Quels sont les rôles spécifiques et/ou combinés de l’activation de TLR4 par le LPS, ou 

des médiateurs cytokines /chimiokines? 

2) Quel est l’effet modulateur d’un régime riche en graisse (HE)? Le régime HE 

aggrave-il les effets du LPS ? 

3) Quel est l’effet modulateur de la carence en donneurs de méthyles MDD ?  

4) Quel est l’effet modulateur de la programmation fœtale par la carence en 

donneurs de méthyles? 

 

Pour répondre à ces questions nous avons utilisé deux approches expérimentales:  

 

PROTOCOLE 1 : MDD - DSS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PROTOCOLE 2 : MDD – HE +/- LPS. 

 

 

 

 

 

 

  

MDD 

 

Fœtal 

programming 

par MDD 

(iMDD). 

5 % DSS. 

 

HE +/- LPS 

 
exposition 

 

exposition 

 



49 

 

 

 

 

 

 

Partie 1 

 
Influence de la colite inflammatoire induite par le 

DSS dans le développement de la NASH chez des 

rats adultes carencés en donneurs de méthyles. 

(Article en soumission) 
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La colite induite par le dextran sulfate de sodium chez des rats 

soumis à un régime alimentaire carencé en donneurs de méthyles 

déclenche une stéato-hépatite non alcoolique par augmentation de 

la protéine chimioattractante des monocytes 1 et de l'interleukine-

1beta. 
 

1. Introduction 

 

       Un certain nombre de modèles animaux ont été développés pour l'étude de la NASH. 

Différents régimes ont été utilisés pour établir des modèles expérimentaux NASH chez les 

rongeurs, notamment les régimes déficients en méthionine/choline (MCD), déficients en 

donneur de méthyle (MDD), déficients en choline (CD) et des régimes riche en graisse (HF) 

(Lau, Zhang, et Yu 2017b). Nous avons montré que les ratons MDD développaient la NAFLD 

par altération de la béta-oxydation des acides gras (Pooya et al. 2012a). De plus, l'addition 

d'un régime riche en graisses à l'âge adulte a révélé une fibrose et une inflammation du foie 

chez les rats soumis au régime MDD pendant la vie fœtale et pendant l'allaitement (Bison et 

al. 2016a). Le régime MDD à l’âge adulte aggrave la gravité des MICI chez les rats exposés 

au sulfate de dextran de sodium (DSS). Le régime MDD déclenche des voies pro-

inflammatoires, notamment le facteur de nécrose (TNF)-α , la phospholipase A2 cytosolique 

et la cyclooxygénase 2, ainsi que le stress réticulum endoplasmique (RE) provoqué par une 

diminution de l'expression de SIRT1 (Chen et al. 2011; Melhem et al. 2016). 

        L'augmentation de la perméabilité intestinale du "syndrome de l'intestin qui fuit" est l'un 

des mécanismes de la maladie inflammatoire de l'intestin qui produit des manifestations 

systémiques, y compris des maladies du foie. Une barrière intestinale altérée entraîne un 

afflux excessif d'endotoxines d'origine intestinale dans le foie (Matsushita et al. 2016). 

L'induction d'une inflammation intestinale favorise la translocation des LPS, l'inflammation 

hépatique et la fibrogenèse, soulignant le rôle physiopathologique de l'axe intestin-foie 

(Achiwa et al. 2016; Gäbele et al. 2011). Les lipopolysaccharides (LPS) sont des ligands du 

récepteur de toll-like 4 (TLR4) qui influent sur l'immunité innée par l'activation de la voie de 

signalisation TLR4/NFκB et la libération ultérieure de cytokines pro-inflammatoires (Miura 

2014). Un rôle direct de la voie LPS/TLR4 a été établi dans la NASH (Bressenot et al. 2013; 

Bossenmeyer-Pourié et al. 2010b, 2013), l’obésité et la résistance à l’insuline chez les 

rongeurs (Delzenne 2009). 
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       Le régime MDD affaiblit la barrière intestinale chez les rats exposés au DSS (Bressenot 

et al. 2013). Par conséquent, on peut supposer que le MDD favorise la translocation des 

toxines microbiennes dans la circulation systémique. Dans cette étude, nous avons examiné si 

la colite induite par le DSS chez le rat soumis à un régime MDD augmentait le risque de 

NASH et nous avons disséqué les mécanismes sous-jacents. 
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2. Matériels et Méthodes 

 

2.1.Traitements des animaux 

        Les manipulations in vivo ont été effectuées sur des rats Wistar mâles adultes âgés de 

deux mois (Laboratoires JanvierLabs, Le Genest-St-Isle, France). Les animaux ont été 

maintenus à une température ambiante de 22 à 23 °C, un cycle lumière/obscurité de 12 h, avec 

un libre accès à la nourriture et à l'eau. L'accord éthique relatif à l'expérimentation animale a 

été obtenu auprès du Ministère français de l'Enseignement supérieur et de la Recherche 

(enregistrement auprès de l'APAFIS n ° 1521-2015082611014308). Les rats ont été divisés en 

deux groupes distincts: un groupe témoin recevant un régime alimentaire normal (régime 

d'entretien A04, Scientific Animal Food and Engineering, France) et un groupe recevant un 

régime carencé en donneurs de méthyle, vitamine B12, folate et choline (Special Diet Service, 

Argenteuil, France) selon Blaise et al (S. Blaise et al. 2005). La choline a été éliminée du 

régime car elle pourrait constituer un autre donneur du groupe méthyle par le biais de son 

métabolite, la bétaïne. La concentration des autres composés était similaire dans les deux 

régimes. Ces régimes ont été maintenus pendant 6 mois. 

 

2.2.Induction de colite, indice d'activité de la maladie (DAI) et endoscopie 

          La colite a été provoquée par l'administration de DSS à 5 % (poids moléculaire 36 000–

50 000 Da, MP Biomedical, Strasbourg, France) dissous dans de l'eau pendant 7 jours. Six 

mois après le début de la déficience, les rats mâles ont été séparés en quatre groupes: (1) rats 

nourris avec un régime alimentaire standard, non traités avec du DSS et utilisés comme 

témoins (noté C, n = 6) ; (2) rats nourris avec un régime alimentaire déficient et non traités 

avec DSS (noté MDD, n = 6) ; (3) rats nourris avec un régime alimentaire standard, traités 

avec DSS et utilisés comme témoins (notés C/DSS, n = 6) et (4) rats nourris avec un régime 

alimentaire déficient traités avec DSS (notés MDD/DSS, n = 6). Le poids quotidien, l'état 

physique, la consistance des selles, la consommation d'eau/de nourriture et la présence de 

sang grossier et occulte dans les excréments et à l'anus ont été déterminés. Le score d’indice 

d’activité de la maladie (DAI) a également été calculé à l'aide des paramètres suivants: perte 

de poids, consistance des selles et presence ou non du sang dans les selles (Murthy et al. 

1993). Le score varie de 0 à 4 (score total), ce qui représente la somme des scores de perte de 

poids, de consistance des selles et de saignements rectaux divisée par trois. Avant la 
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procédure endoscopique, les souris ont été anesthésiées par inhalation d'isoflurane (Forene®, 

Abbvie, France). Les 3 cm distaux du côlon et du rectum ont été examinés à l'aide d'un 

miniendoscope Storz Hopkins II rigide (longueur 30 cm, diamètre 2 mm ; Storz, Tuttlingen, 

Allemagne) couplé à un système de base Coloview (avec une source de lumière au xénon 175 

et un endovision SLB Telecam ; Storz). L'air était insufflé via une pompe à air de calibre 9 

français et une pompe basse pression personnalisée à régulation manuelle du débit (Rena Air 

200 ; Rena, Meythet, France). Toutes les images ont été affichées sur un écran d’ordinateur et 

enregistrées avec un logiciel de capture vidéo (Studio Movie Board Plus de Pinnacle, Menlo 

Park, Californie, États-Unis). Le score endoscopique a été calculé par un gastro-entérologue 

en aveugle comme décrit précédemment (Becker et al. 2005). 

 

2.3.Prises de sang et prélèvement de tissus du côlon et de tissus hépatiques 

        Les rats ont été sacrifiés par décapitation six jours après le début du traitement par DSS. 

Le sang a été recueilli au moment du sacrifice dans un tube contenant de l'héparine. Le 

plasma a été recueilli et stocké à -80 ° C et le côlon et le foie ont été rapidement retirés et 

lavés doucement dans du PBS1X (2,7 mmol/L de KCl, 140 mmol/L de NaCl, 6,8 mmol/L de 

Na2HPO4 • 2H2O, 1,5 mmol/L de KH2PO4 , pH 7,4), congelés dans de l'azote liquide et 

conservés à -80 ° C jusqu'à l'analyse des protéines et de l'ARN. Les échantillons de tissus pour 

les études histologiques ont été récupérés par dissection et conservés dans des blocs FFPE 

(Fixin-Enaffarine-Fixed-Enoline) fixés au formol. 

 

2.4.Analyses biochimiques 

         Les concentrations plasmatiques de vitamine B12 et de folate ont été déterminées par 

dosage isotopique par radio-dilution (simulTRAC-SNB, MP Biomedicals, Eschwege, 

Allemagne). Les concentrations d'homocystéine, d'acide méthylmalonique, d'acide 

succinique, de SAM et de SAH ont été mesurées dans le plasma par chromatographie en 

phase liquide à haute performance (Waters, Saint-Quentin, France) couplées à la 

spectrométrie de masse (Api 4000 Qtrap Applied Biosystems, Courtaboeuf, France), comme 

décrit précédemment (Battaglia-Hsu et al. 2009; Kleiner et al. 2005). Les lipides, la glycémie, 

l'ASAT, l'ALAT et d'autres paramètres biochimiques de routine ont été déterminés dans le 

plasma comme décrit précédemment (Pooya et al. 2012a). Les concentrations plasmatiques de 

cytokines et de chimiokines ont été mesurées à l’aide d’un panneau à billes magnétiques de 

cytokines/chimiokines de rats Milliplex MAP (RECYTMAG-65k Merck Millipore). 
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2.5.Analyses histologiques et immunohistochimiques (IHC) dans le foie 

        Des coupes de foie ont été traitées de manière systématique et une coloration à 

l'hématoxyline et à l'éosine (H & E), au Trichrome du Masson et au Rouge Sirius a été 

réalisée pour évaluer l'inflammation et la stéatose. Pour l'analyse histologique, un 

système de notation a été utilisé pour quantifier la stéatose (<5 % = 0 ; 5–33 % = 1;> 

33–66 % = 2;> 66 % = 3), une fibrose (aucune = 0 ; périsinusoïdale ou périportale = 1, 

périsinusoïdale et portale/périportale = 2 ; fibrose de pontage = 3 ; cirrhose = 4) et 

inflammation (pas de foyer = 0 ; <2 foyers/champ = 1 ; 2–4 foyers/champ = 2;> 4 

foyers/champ = 3) dans 10 champs par section selon Kleiner et al., par deux 

investigateurs en aveugle. Avec la coloration Rouge Sirius, les vésicules stéatosiques 

étaient colorées en vert et la ségmentation était faite avec le logiciel KS400 (Zeiss). La 

stéatose était quantifié selon les paramètres suivants (% surface stéatose/surface 

champs microscopique, % macrostéatose/toute stéatose et la taille de macrovésicules). 

L'analyse immunohistochimique (IHC) pour tester la translocation nucléaire du facteur 

nucléaire kappa B (NFκB) a été réalisée comme décrit (Chen et al. 2011). Une analyse 

IHC a également été réalisée pour rechercher la chimiokine, la protéine 

chimioattractante des monocytes -1 (MCP-1), dans le foie et dans l'intestin. 

  

2.6.Dosage du LPS 

            La concentration plasmatique en LPS a été déterminée par quantification directe de 

3β-hydroxymyristate, un composant majeur du fragment Lipid A, comme décrit 

précédemment (Pais de Barros et al. 2015). En bref, un étalon interne (3β-

hydroxytridécanoate) a été ajouté aux échantillons avant l'hydrolyse avec HCl pendant 4 h à 

90 ° C. Les acides gras libres résultants ont été extraits avec une solution d'hexane/acétate 

d'éthyle et redissous dans de l'éthanol absolu après évaporation sous vide. Les acides gras ont 

été séparés par HPLC en utilisant une colonne Poroshell 120 SB-C18 et un système LC 1260 

Infinity (Agilent Technologies), et quantifiés avec un spectromètre de masse 6490 Triple 

Quadrupole (Agilent Technologies). 
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2.7.Extraction de protéines et Western Blotting 

            L’extraction des protéines totales du foie a été effectuée par la lyse de tissu 

homogénéisé dans un tampon RIPA (phosphate de sodium anhydre dibasique, phosphate de 

potassium dihydrogène, NaCl 150 mM, 1 % de IGEPAL® CA-630, 0,5 % de désoxycholate 

de sodium, 0,1 % de sodium dodécyl sulfate et Cocktail d'inhibiteurs de protéases (Sigma-

Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) après deux lavages avec du PBS froid 1X, puis 

quantifiées à l'aide de la méthode de dosage de l'acide bicinchoninique (BCA) (Thermo-Fisher 

Scientific, Illkirch, France). Un total de 30 µg de protéines a été mélangé avec un volume égal 

de 2x tampon de Laemmli, dénaturé par chauffage pendant 5 min à 100 ° C, puis séparées par 

SDS-PAGE à 6-15%. Afin de maintenir la structure et l'intégrité des protéines phosphorylées, 

un tampon GERDY (Tris-HCl 50 mM PH 6,8, EDTA 20 mM, SDS à 5%) a été utilisé. Après 

séparation électrophorétique, les protéines ont été transférées sur une membrane (polyfluorure 

de vinylidène (PVDF) ou nitrocellulose) comme décrit précédemment (26). Après avoir été 

bloquées dans du lait en poudre écrémé à 5 % ou de la sérum albumine bovine (BSA) en Tris- 

solution saline tamponnée (Tris 20 mM et NaCl 150 mM, pH 7,4) et 0,1 % de Tween 20 

pendant 1 heure, les membranes ont été incubées avec divers anticorps primaires à 4 ° C 

pendant une nuit: anti-NFκB (1: 1000 ; Cell Signaling), anti-pNFκB (1: 1000 ; Cell 

Signaling), anti-IκB α (1: 1000 ; Cell Signaling), anti-pIκB (1: 1000 ; Cell Signaling), anti-

IKK α (1: 1000 ; Cell Signaling), anti-IKK β (1: 1000 ; Cell Signaling), anti-pIKK α/β (1: 500 

; Cell Signaling), anti-IL-1β (1: 500 ; Abcam), anti -IL-1R1 (1: 500 ; bioss), anti-caspase 1 (1: 

1000 ; Abcam), anti-MMP2 (1: 1000 ; Abcam), anti-α SMA (1: 500 ; Abcam), anti-Col1A1 

(1: 500 ; Santa Cruz), anti-MCP-1 (1: 1000 ; Abcam), anti-TNF-α (1: 500 ; Abcam), anti-

TNFR1 (1: 1000 ; Abcam), anti-IL-6 (1: 1000 ; Acam), anti-IL6Ra (1: 200 ; bs), anti-IL-17 

(1: 700 ; Abcam), anti-IL-10 (1: 1000 ; Abcam), anti-TLR4 (1: 500 ; Abcam), anti-CD14 (1: 

1000 ; Abcam), anti-MD2 (1: 2000 ; Cell Signaling), anti-Myd88 (1: 1000 ; Cell Signaling), 

anti-IRAK 1 (1: 500 ; Abcam), anti-IRAK 4 (1: 500 ; Abcam), anti-TRAF6 (1: 700 ; Cell 

Signaling), anti-TRIF (1: 1000 ; Abcam), anti-IRF 3 (1: 1000 ; Cell Signaling). Des IgG anti-

lapin d'âne marquées par HRP (1: 10000 ; Santa Cruz Biotechnology) ou des IgG anti-souris 

d'âne marquées par HRP (1: 10000 ; Santa Cruz Biotechnology) ont été utilisées en tant 

qu'anticorps secondaires. L'immunoréactivité a été détectée à l'aide d'un kit de 

chimioluminescence (AmershamTM ECL SelectTM de GE Healthcare) et d'un détecteur de 

chimiluminescence (Fusion FX7, Thermo Fisher Scientific). Pour normaliser la quantité totale 

de protéines par voie, les membranes ont été décapées et incubées avec un anticorps 
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monoclonal de lapin dirigé contre l'alpha tubuline (1/7000). L'analyse par densitométrie de 

l'intensité des bandes a été réalisée à l'aide du logiciel Image J 5.1 (Freeware ; nih.gov). 

 

2.8.Analyses statistiques 

      L'analyse statistique a été réalisée à l'aide du logiciel Statview V.5 pour Windows (SAS 

Institute, Berkley, Californie, États-Unis). Les analyses de densitométrie ont été rapportées 

sous forme de moyenne ± SEM. Les données brutes ont été comparées à l’aide de l’analyse de 

variance unidirectionnelle (ANOVA) et du test de Fisher. Le test Z a été utilisé pour étudier la 

corrélation entre les variables. Le niveau de signification a été fixé à une valeur p <0,05. Les 

résultats sont indiqués par des astérisques en chiffres (* valeur p <0,05 ; ** valeur p <0,01 et 

*** valeur p <0,001). 

 

3. Résultats 

 

3.1.Efficacité du régime déficient en donneurs de méthyles (MDD) 

           Le régime MDD a diminué les concentrations plasmatiques de vitamine B12 (357 ± 52 

vs. 66 ± 40 pmol/l, P< 0,001) et folate (67 ± 13 vs. 15 ± 10 nmol/l, P< 0,001). Ce déficit en 

B12/folate a été reflété par une augmentation de la concentration plasmatique d'homocystéine 

chez les rats MDD comparés aux témoins (7 ± 1,8 vs. 34 ± 8,2 µmol/l, P < 0,005). Le 

traitement des rats avec le DSS n'a pas influencé les concentrations plasmatiques de folate, de 

vitamine B12 et d'homocystéine (Tableau 1).  
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Tableau 1 : Paramètres biochimiques de rats âgés de 8 mois séparés en 4 groupes 

différents. Le régime MDD a diminué les concentrations plasmatiques de 

vitamine B12 (357 ± 52 vs. 66 ± 40 pmol/l, P< 0,001) et folate (67 ± 13 vs. 15 ± 

10 nmol/l, P< 0,001) avec une augmentation de la concentration plasmatique 

d'homocystéine (7 ± 1,8 vs. 34 ± 8,2 µmol/l, P < 0,005) comparés aux témoins 

(C).  

Abréviations : régime contrôle (C), régime contrôle et traitement DSS (C/DSS), 

régime carencé en donneurs de méthyles (MDD) et régime carencé en donneurs 

de méthyles et traitement DSS (MDD/DSS), SAM :S-adénosyl méthionine, 

SAH : S-adénosyl homocystéine.  

†Moyenne ± écart type. Différence statistiquement significatives *p <0.05, 

**p<0.01 (n=6). 

 

3.2.La concentration plasmatique de la protéine chimiotactique 

monocytaire 1 (MCP-1, également appelée CCL2, ligand chimiokine c-c de 

type 2) et du VEGF augmente considérablement chez les rats traités avec le 

MDD/DSS 

           La concentration du LPS plasmatique a diminué dans C/DSS, MDD et n'a pas été 

différente dans le groupe MDD/DSS, par rapport aux animaux témoins C (Figure 8A).  
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Le traitement par DSS a entraîné une augmentation du taux plasmatique d'IL-1β chez les rats 

soumis à des régimes contrôle et à des régimes MDD. Nous avons observé une augmentation 

marquée des taux plasmatiques de MCP-1 et de VEGF chez les rats traités au MDD/DSS, par 

rapport aux 3 autres groupes (Figure 8B). Inversement, les taux plasmatiques d'IL-10 et IL 4 

étaient diminués chez les rats traités avec le MDD et traité avec le MDD/DSS (Figure 8B). 

Nous avons observé une corrélation significative entre MCP-1 et IL-1β (r = 0,611 ; IC (0,165 

- 0,849) ; valeur p 0,0105), MCP-1 et VEGF (r = 0,525 ; IC (0,039 - 0,810) ; valeur p 0,0355). 

 

 

Figure 8 : Taux plasmatiques d'endotoxines lipopolysaccharidiques (LPS), de cytokines 

et de chimiokines chez des rats âgés de 8 mois séparés en 4 groupes 

différents, régime contrôle (C), régime contrôle et traitement DSS (C/DSS), 

régime carencé en donneurs de méthyles (MDD) et régime carencé en donneurs 
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de méthyles et traitement DSS (MDD/DSS) . (A) Ni l'administration de DSS, ni 

le régime pauvre en méthyle (MDD) n'ont produit de modifications du niveau de 

LPS plasmatique. (B) La chimiokine (MCP-1) a montré une augmentation 

spectaculaire chez les rats traités au MDD/DSS par rapport aux autres groupes. 

Parmi les cytokines, IL-1β présentait une augmentation significative chez les rats 

traités avec du DSS et chez les rats nourris avec un régime MDD et traités avec 

du DSS. Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± SEM (n = 6 dans 

chaque groupe), * p <0,05, ** p <0,01. 

3.3.La colite déclenche une inflammation du foie 

           L'administration de DSS dans l'eau de boisson a provoqué une colite plus grave chez 

les rats soumis au régime MDD que chez les témoins, comme décrit précédemment (Chen et 

al. 2011; Melhem et al. 2016; Melgar, Karlsson, et Michaëlsson 2005; Rivera et al. 2007). Le 

score DAI et le score endoscopique étaient plus élevés dans le groupe MDD/DSS que dans le 

groupe C/DSS (* p <0,05) (Figure 9A et B). 
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Figure 9 : La carence en donneurs de méthyles aggrave la colite induite par le dextrane 

sulfate de sodium (DSS). (A) Indice d'activité de la maladie (DAI): animaux 

déficients traités avec DSS (MDD/DSS) par rapport aux animaux témoins traités 

avec DSS (C/DSS) ** P <0,01. (B) L'examen endoscopique du côlon des groupes 

C, C/DSS, MDD, MDD/DSS montre une colite plus grave chez les rats nourris 

avec un régime MDD et traités avec du DSS (MDD/DSS) que dans le groupe 

C/DSS, ** p <0,01. Les données sont rapportées sous forme de moyenne ± SEM 

(n = 6 dans chaque groupe), ** p <0,01. Abbréviations : régime contrôle (C), 

régime contrôle et traitement DSS (C/DSS), régime carencé en donneurs de 

méthyles (MDD) et régime carencé en donneurs de méthyles et traitement DSS 

(MDD/DSS). 

L'examen histologique du foie chez des rats déficients traités par DSS a révélé une 

inflammation et une stéatose microvésiculaire (Figure 10). En revanche, nous n'avons pas 

observé de fibrose dans la coloration au trichrome du tissu hépatique chez ces rats. 
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Figure 10 : La carence en donneurs de méthyles (MDD) induit une inflammation et une 

stéatose microvésiculaire dans une colite induite par le dextran sulfate de 

sodium (DSS). Analyse histologique de coupes de foies avec la coloration 

Hématoxyline et Eosine (H & E), le Trichrome de Masson et le Rouge Sirius.  

La coloration au Rouge Sirius montre les vésicules stéatosiques segmentées 

colorées en vert (image x 200 centrées par une veine centrolubulaire) surtout 

chez des rats déficients en donneurs de méthyles et traités avec du DSS 

(MDD/DSS). La coloration au trichrome ne présentait aucune fibrose chez ces 

rats. Abréviations : régime contrôle (C), régime contrôle et traitement DSS 

(C/DSS), régime carencé en donneurs de méthyles (MDD) et régime carencé en 

donneurs de méthyles et traitement DSS (MDD/DSS). 
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3.4.La colite de rats déficients exposés au DSS active la voie NFκB dans le 

foie 

           Nous avons observé une translocation nucléaire accrue de NFκB p65 uniquement dans 

les tissus hépatiques de rats déficients exposés au DSS (Figure 11A). Cela concordait avec 

une expression et/ou une phosphorylation plus élevées des protéines impliquées dans la voie 

d'activation de NFκB, dans l'analyse par Western blot (Figure 11B). L’expression protéique 

de NFκB p65 et sa forme phosphorylée ont été nettement augmentées dans le groupe 

MDD/DSS. De manière constante, nous avons observé une expression accrue de pIKKα/β, 

une expression diminuée d’ IκB α et une phosphorylation accrue de pIκB α. 
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Figure 11 : La colite induite chez des rats déficients exposés au dextrane sulfate de 

sodium (DSS) active la voie NFκB dans le foie. (A) L'analyse 

immunohistochimique a montré une translocation significative de NFκB p65 

dans le noyau de rats déficients traités avec DSS (MDD/DSS) par rapport aux 

autres groupes: régime contrôle (C) sans translocation, régime contrôle et 

traitement DSS (C/DSS) 10 % des cellules transférées, régime carencé en 

donneurs de méthyles (MDD) 22 % des cellules transférées et régime carencé en 

donneurs de méthyles et traitement DSS (MDD/DSS) 29 % des cellules 

transférées. (B) La protéine NFκB et ses différents modulateurs sont activés 
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comme indiqué par Western blot dans le foie de rats traités par MDD/DSS en 

comparaison aux autres groupes. Les bandes de protéines ont été quantifiées par 

densitométrie, normalisées avec la tubuline α. Les données sont exprimées sous 

forme de moyenne ± SEM (n = 3 dans chaque groupe), * p <0,05, ** p <0,01. 

OD: densité optique.  

 

3.5.Augmentation des médiateurs pro-inflammatoires dans le foie et le 

côlon de rats déficients traités avec le DSS 

            Nous avons observé une augmentation de l'expression de IL-1β, de caspase-1 clivée 

(Figure 12A) et de MCP-1 (Figure 13A), mais aucune augmentation de TNFα , IL17 et IL6 

dans le foie du groupe MDD/DSS, par rapport aux 3 autres groupes (Figure 12A). Nous 

n'avons pas observé d'augmentation des marqueurs de la fibrose hépatique, à l'exception de 

MMP2, dans le groupe MDD/DSS (Figure 12B). 
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Figure 12 : Augmentation de l’expression des médiateurs pro-inflammatoires et du 

marqueur MMP2 fibrotique dans le foie de rats déficients en donneurs de 

méthyles traités avec DSS (MDD/DSS). (A) On observe une augmentation 

progressive de l’expression de IL-1β entre les groupes contrôle (C), traités avec 

DSS (C/DSS), déficients en donneurs de méthyles (MDD) et déficients en 

donneurs de méthyles traités avec DSS (MDD/DSS), respectivement. La 

caspase-1 clivée a montré une expression accrue dans les groupes déficients 

(MDD et MDD/DSS) par rapport aux groupes témoins (C et C/DSS). (B) Une 

expression protéique plus élevée du marqueur fibrotique MMP2 a été rapportée 

chez les rats traités au MDD/DSS, alors que d'autres marqueurs fibrotiques (α 

SMA et COL1A1) n'ont montré aucun changement d'expression entre les 

différents groupes. Les bandes de protéines ont été quantifiées par 

densitométrie, normalisées avec de la tubuline α. Les données sont exprimées 

sous forme de moyenne ± SEM (n = 3 dans chaque groupe), * p <0,05, ** p 

<0,01. OD: optique. 

 

         La protéine MCP-1 est augmentée dans le côlon des rats C/DSS et MDD/DSS tandis 

que IL-1β est augmentée dans les groupes C/DSS, MDD et MDD/DSS, par rapport au groupe 
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témoin (C) (Figure 13B). En revanche, le médiateur anti-inflammatoire IL-10 a montré une 

diminution  dans les 3 groupes, comparés aux témoins (Figure 6B). L’expression accrue de 

MCP-1 a été confirmée par un examen histologique des tissus du foie et de l’intestin. Cette 

surexpression est plus prononcée au niveau du foie des rats traités par MDD/DSS (Figure 

13C). 
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Figure 13 : Augmentation de la chimiokine pro-inflammatoire (MCP-1) dans le foie et 

le côlon de rats déficients en donneurs de méthyles traités avec dextran 

sulfate de sodium (MDD/DSS). (A) MCP-1 a montré une augmentation 

progressive dans le foie des rats témoins traités avec du DSS (C/DSS), des rats 

déficients en donneurs de méthyles (MDD) et des rats déficients en donneurs 

de méthyles traités avec du DSS (MDD/DSS) respectivement par rapport aux 

rats témoins (C). Aucun changement d'expression n'a été observé pour les 

cytokines TNF, IL-6, IL-17 et leurs récepteurs dans les différents groupes 

d’étude. (B) L'expression de MCP 1 était également augmentée dans le côlon 

de rats témoins traités avec DSS (C/DSS) et dans le côlon de rats déficients 

traités avec DSS (MDD/DSS). La protéine IL-1 a augmenté dans le côlon des 

groupes C/DSS, MDD et MDD/DSS par rapport aux témoins, alors que l'IL-10 

a diminué progressivement dans ces groupes par rapport aux témoins. (C) 

L'examen histologique du côlon et du foie a confirmé l'augmentation de 

l'expression de MCP-1 chez les rats traités par MDD/DSS, avec une 

augmentation plus prononcée au niveau hépatique. Les bandes de protéines ont 

été quantifiées par densitométrie, normalisées avec de la tubuline α. Les 

données sont exprimées en moyenne ± SEM (n = 3 dans chaque groupe), * p 

<0,05, ** p <0,01, OD: densité optique. 

 

3.6.La voie LPS/TLR4 n'est pas activée et ne joue aucun rôle dans la 

stéatohépatite des rats MDD/DSS 

            Nous n'avons observé aucune différence significative de concentration de LPS 

plasmatique entre les groupes, avec des concentrations de 81 ± 14, 59 ± 11, 62 ± 20 et 79 ± 17 

pmol/ml dans les groupes témoins C, C/DSS, MDD et MDD/DSS, respectivement. Cette 

observation était cohérente avec l'absence d'activation de la voie TLR4, malgré une 

expression accrue de CD14, le partenaire de TLR4 nécessaire à la liaison du LPS. Nous 

n'avons observé aucune augmentation de l'expression des protéines TLR4 phosphorylées et 

non phosphorylées et des protéines en aval, y compris les protéines IRF 3, TRIF, TRAF 6, 

IRAK 4 et MYD 88 (Figure 14). 
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Figure 14 : La stéatohépatite n'est pas liée à l'activation de la voie du TLR4 par son 

ligand (lipopolysaccharide, LPS). La voie TLR4 et ses médiateurs en aval ne 

présentent  aucune variation d'expression significative entre les différents groupes, 

à l'exception de CD14. Les bandes de protéines ont été quantifiées par 

densitométrie, normalisées avec la tubuline α. Les données sont exprimées sous 

forme de moyenne ± SEM (n = 3 dans chaque groupe), * p <0,05, ** p <0,01. 

OD: densité optique. 
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4. Discussion 

 

Différents régimes ont été utilisés pour étudier la NASH expérimentale chez les rongeurs. 

Ces régimes comprennent les régimes HF, CD, CDHF, MCD et MDD. Ce dernier produit 

également une colite sévère avec une perméabilité intestinale accrue chez les rats adultes 

traités par DSS dans l'eau de boisson (Melhem et al. 2016; Bressenot et al. 2013). Ce modèle 

est donc adapté pour comprendre si les MICI influencent le développement de la NASH par le 

biais de deux types de mécanismes, l’exposition du foie aux endotoxines dérivées de l’intestin 

(LPS) de la circulation systémique et les effets systémiques des cytokines et des chimiokines 

pro-inflammatoires. Notre modèle de rat soumis à un régime MDD a montré une 

inflammation du foie chez des animaux atteints de colite provoquée par le DSS. Il produisait 

également une stéatose hépatique et activation du marqueur profibrotique MMP2, mais pas de 

fibrose, comme l’illustre l’absence de modifications histologiques et le niveau d’expression 

de αSMA et de collagène 1A1. Ceci est cohérent avec nos données précédentes montrant que 

le MDD pendant la gestation et la lactation des femelles de rat produit une forme bénigne de 

NASH, avec une stéatose microvésiculaire chez des ratons âgés de 21 jours et une 

inflammation et une fibrose limitée chez les ratons soumis ultérieurement à un régime riche 

en graisses au jour 50 (Pooya et al. 2012a; Bison et al. 2016a). En comparaison, le régime 

MCD produit une NASH plus sévère avec inflammation et fibrose marquées et des effets 

généraux comprenant une réduction de la survie à long terme et une perte de poids (Rivera et 

al. 2007). Ces effets généraux pourraient constituer une limitation à l’utilisation du régime 

MCD en association avec le DSS comme modèle des effets systémiques de la colite. 

 

Plusieurs modèles animaux ont montré le rôle de la translocation du LPS et de l'activation 

subséquente de la voie du TLR4 dans les pathomécanismes de la NASH. Des souris nourries 

au régime MCD développent une stéatohépatite par endotoxémie portale et une expression 

accrue du récepteur TLR4 (Rivera et al. 2007). Les souris nourries avec un régime HF et 

traitées avec le DSS ont une augmentation du taux de LPS portal et une augmentation des 

taux d'ARNm de TLR4 et TLR9 (Gäbele et al. 2011). Une augmentation des taux de LPS 

portal est associée à une fibrose chez des souris nourries de CDHF traitées par DSS (Achiwa 

et al. 2016). De plus, il a été démontré chez la souris TLR4 sauvage en comparaison de la 

souris TLR4 mutante que la fibrose et l'inflammation hépatiques sont augmentées via les 

voies du TGF-ß et du MYD88-NFκB (Seki et al. 2007). Contrairement à ces données, nous 

n'avons trouvé aucune activation de la voie TLR4 et aucune augmentation du taux sérique de 
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LPS dans le groupe MDD/DSS. En accord avec nos données, il est connu que de nombreux 

patients atteints de NASH présentent des taux sériques normaux d'endotoxines, ce qui indique 

que la pathogénie de la NASH peut également résulter d'autres mécanismes (Volynets et al. 

2012; Thuy et al. 2008; Harte et al. 2010; Alisi et al. 2010; U. P. Singh et al. 2016). 

 

             Nous avons montré un niveau plasmatique accru de MCP-1 et de IL-1β, ce qui était 

corrélé à leurs expressions accrue dans les tissus hépatiques et intestinaux dans le modèle 

MDD/DSS (Figure 13). Ces chimiokines/cytokines sont également élevées chez les patients 

atteints de MICI ( Singh et al. 2016). L'homocystéine accrue est associée à une augmentation 

de MCP-1 et IL-1β chez les patients atteints de MICI (Danese et al. 2005; Poddar et al. 2001). 

Dans notre modèle MDD, l'inflammation du foie des rats MDD/DSS a été mise en évidence 

par l'activation de la voie NFκB et la translocation du phospho-p65 ; la forme active de NFκB, 

dans le noyau (Figure 11). Nous avons observé une augmentation de pIKK α/β, une 

augmentation de la phosporylation (phospho- IκBα) et une diminution de l’expression de 

IκBα. Cela concorde avec l’activation de la voie classique NFκB. En effet, le complexe IKK 

conduit à la phosphorylation de IκBα et NFκB p65 et la dégradation de IκBα par 

l'ubiquitination libère NFκB, conduisant à la translocation de son unité p65 dans le noyau 

(Viatour et al. 2005). L'activation de la voie classique NFκB est généralement déclenchée par 

des cytokines pro-inflammatoires, l'IL-1β et TNF-α. L'augmentation du niveau de MCP-1 

peut être une conséquence de l'activation de NFκB par IL-1β observée dans les astrocytes de 

rat (Thompson et Van Eldik 2009). Nous avons déjà observé une augmentation des taux 

d'ARNm de TNF-α chez des rats déficients en donneurs de méthyl et traités avec du DSS  

(Chen et al. 2011). Cependant, il est peu probable que la production accrue de TNF-α dans le 

côlon joue un rôle dans l'activation de NFκB dans le foie des rats MDD/ DSS, car nous 

n'avons observé aucune variation significative de sa concentration sérique dans les quatre 

groupes de rats. 

 

           L'augmentation de MCP-1 et de VEGF chez les rats MDD/DSS et les corrélations de 

MCP-1 avec IL-1β et avec VEGF concordent avec le rôle de ces cytokines/chimiokines dans 

la NASH. La MCP-1 est produite par les hépatocytes et les cellules étoilées hépatiques après 

induction de l'inflammation par le stress oxydatif et les cytokines proinflammatoires, y 

compris l'IL-1β (Yoshimura et al. 1989). La voie MCP-1-CCR2 joue un rôle critique dans le 

recrutement hépatique de macrophages pro-inflammatoires qui libèrent TNF-α, IL-1β et IL-6 

(Ju et Tacke 2016; Miura et al. 2012; Deshmane et al. 2009). CCR2 et MCP-1 recrutent des 
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sous-ensembles de monocytes dans le foie. Les macrophages dérivés de ces monocytes 

libèrent des cytokines proinflammatoires et peuvent directement activer les myofibroblasts 

profibrogènes hépatiques (Bocca et al. 2015). Des études expérimentales ont également 

montré que MCP-1 contribuait de manière systémique à la pathogénie de la NASH. 

L'inhibition pharmacologique de la MCP-1 diminue l'infiltration de macrophages dans le foie 

et la stéatohépatite dans les maladies hépatiques chroniques produites par le régime MCD 

(Baeck et al. 2012). Dans une autre étude, l'inhibition du récepteur de l’MCP-1 a entraîné une 

atténuation de la résistance à l'insuline induite par l'alimentation, de l'inflammation du tissu 

adipeux et de la NASH (Mulder, van den Hoek, et Kleemann 2017). 

 

            En conclusion, nous avons trouvé que l'inflammation du foie déclenchée par la colite 

induite par le DSS chez le rat MDD est médiée par MCP-1/IL-1β, mais pas par l'activation de 

TLR4 par translocation de LPS, au moins dans nos conditions expérimentales. Cela confirme 

le rôle important joué par MCP-1 et IL-1β dans la production de NASH dans notre modèle. 

Ces données suggèrent que les patients atteints de MICI presentant une augmentation 

systémique du médiateur pro-inflammatoire MCP-1 sont plus à risque de développer la 

NASH et l'inhibition de la MCP-1 pourrait être une cible thérapeutique. 
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Partie 2 

 

Influence du régime hyperénergétique (HE) associé 

à un traitement chronique inflammatoire par le LPS 

sur des rats adultes nés de mères soumises à un 

régime carencé en donneurs de méthyles. 
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1. Introduction 

       Dans le modèle presenté ci-dessous, nous voulions vérifier si l'effet de la programmation 

fœtale induit par le régime MDD pendant la gestation et l'allaitement chez le rat Wistar, le 

régime HE moyennement riche en graisses introduit à l'âge adulte ainsi que l'inflammation 

viscerale créée par les injections répétitives du LPS par voie intrapéritonéale pour reproduire 

une endotoxémie métabolique, peuvent jouer un rôle dans les mécanismes pathologiques de la 

NASH. 

2. Matériels et Méthodes 

 

2.1.Modèle animal 

 

       Les expérimentations ont été réalisées avec des rats Wistar (JanvierLabs, France). Les 

animaux ont été maintenus dans une animalerie à une température ambiante de 22-23°C. Un 

cycle lumière/obscurité de 12 h, avec un libre accès à la nourriture et à l'eau. Les 

expérimentations ont été réalisées selon l’autorisation du Ministère de la recherche et 

enregistrées sous le numéro #6623-2016090515161817. 

       Des rates Wistar ont initialement été séparées en deux groupes, un groupe de rates 

"contrôles" recevant de la nourriture standard (A04) ainsi qu'un groupe de rates "carencées" 

recevant de la nourriture carencée en folates et vitamine B12 ; ces régimes étant reçus avant 

les accouplements, pendant la gestation et jusqu'au sevrage des petits (J21). 

Puis les ratons des deux groupes ont tous reçu le même régime, à savoir le régime standard, de 

21 jours à 50 jours. A ce stade J50, deux groupes sont toujours identifiables : le groupe de 

ratons "contrôle" nés de mères contrôles et le groupe de ratons "iMDD" nés de mères 

initialement carencées en donneurs de méthyles. A J50, un régime hyper-énérgetique (HE) 

était introduit et l’injection de l'endotoxine LPS à 50μg/kg en voie intraperitoniale était 

appliquée une fois par semaine à partir du J60 jusqu'à la fin du protocole au jour 185 pour 

certains rats (Figure 15). 

A ce stade ultime J185 huits groupes existent : 

- le groupe de rats "C", nés de mères contrôles et recevant un régime contrôle (n=4). 

- le groupe de rats "C/LPS", nés de mères contrôles et recevant un régime contrôle et 

injectés avec le LPS (n=5). 

- le groupe de rats "C/HE", nés de mères contrôles et recevant un régime HE (n=5). 
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- le groupe de rats "C/HE/LPS", nés de mères contrôles et recevant un régime HE et 

injectés avec le LPS (n=6). 

- le groupe de rats "iMDD", nés de mères carencées et recevant un régime contrôle 

(n=10). 

- le groupe de rats "iMDD/LPS", nés de mères carencées et recevant un régime contrôle 

et injectés avec le LPS (n=9). 

- le groupe de rats "iMDD/HE", nés de mères carencées et recevant un régime HE (n=10). 

- le groupe de rats "iMDD/HE /LPS", nés de mères carencées et recevant un régime HE et 

injectés avec le LPS (n=10).  

 

Figure 15 : Représentation schématique du protocole animal.  

Les rats sont soumis à un régime déficient en donneurs de méthyles (iMDD) 

pendant la grossesse et l'allaitement (J21). Un régime alimentaire normal est 

introduit à partir du jour 21 (J21) jusqu'au jour 50 (J50). À J50, un régime 

hyperénergétique (HE) est introduit et une injection intra-péritonéale chronique 

de lipopolysaccharides (LPS) commence du J60 jusqu’à fin de protocole (J185). 

A J185, les rats sont divisés en 8 groupes.  

LPS : 50 ug/kg une fois /semaine.  

Abbreviation : le groupe de rats "C", nés de mères contrôles et recevant un 
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régime contrôle (n=4), le groupe de rats "C/LPS", nés de mères contrôles et 

recevant un régime contrôle et injectés avec le LPS (n=5), le groupe de rats 

"C/HE", nés de mères contrôles et recevant un régime HE (n=5), le groupe de 

rats "C/HE/LPS", nés de mères contrôles et recevant un régime HE et injectés 

avec le LPS (n=6), le groupe de rats "iMDD", nés de mères carencées et recevant 

un régime contrôle (n=10), le groupe de rats "iMDD/LPS", nés de mères 

carencées et recevant un régime contrôle et injectés avec le LPS (n=9), le groupe 

de rats "iMDD/HE", nés de mères carencées et recevant un régime HE (n=10), le 

groupe de rats "iMDD/HE /LPS", nés de mères carencées et recevant un régime 

HE et injectés avec le LPS (n=10). 

2.2.Prélèvement des échantillons tissulaires et sanguins  

 
          Au jour 185, les rats ont été sacrifiés par décapitation. Le sang est recueilli au moment 

du sacrifice dans un tube contenant de l'héparine. Le sérum est récupéré après centrifugation 

du sang total. Le foie a été rapidement retiré, ouvert longitudinalement et doucement lavé 

dans du PBS 1X (2,7 mmol/L de KCl, 140 mmol/L de NaCl, 6,8 mmol/L de 

Na2HPO4.2H2O, 1,5 mmol/L de KH2PO4, pH 7,4). Les tissus ont été récupéré après 

dissection et conservé dans du paraformaldéhyde à 4 % afin d'être inclus dans la paraffine 

pour les études histologiques. Ceux destinés aux extractions d’ARN et de protéines ont été 

congelés dans de l’azote liquide et stockés à -80 ° C. 

 

2.3.Analyses biochimiques 

 

        Les concentrations plasmatiques de vitamine B12 et de folate ont été déterminées par 

dosage isotopique et radio-dilution (simulTRAC-SNB, ICN, Costa Mesa, USA). Les 

concentrations d'homocystéine, d'acide méthylmalonique, d'acide succinique, de SAM et de 

SAH ont été mesurées dans le plasma par chromatographie en phase liquide à haute 

performance (Waters, St Quentin, France) couplée à la spectrométrie de masse (Api 4000 

Qtrap Applied Biosystems, Courtaboeuf, France), comme décrit précédemment (Pooya et 

al.2012). L'insuline a été dosée par dosage radioimmunologique (MP, Biomedicals, Solon, 

OH, USA). Les lipides, la glycémie, l'ASAT, l'ALAT et d'autres paramètres biochimiques de 

routine ont été déterminés dans le plasma. 
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2.4.Analyses Western blot 

 
        L’extraction des protéines totales du foie a été réalisée par la lyse de tissu homogénéisé 

dans un tampon RIPA (phosphate de sodium anhydre dibasique, phosphate de potassium 

dihydrogène, 150 Mm NaCl, 1 % de Igepal, 0,5 % de désoxycholate de sodium, de sodium 

dodécylsulfate et des inhibiteurs de protéases  (Roche, Boulogne-Billancourt, France) après 

avoir lavé deux fois avec du PBS 1X glacé puis dosé à l'aide de la méthode de dosage de 

l'acide bicinchoninique. Un total de 30 µg de protéines a été mélangé avec un volume égal de 

2x tampon de Laemmli, dénaturé en chauffant le mélange pendant 5 min à 100°C, puis séparé 

par SDS-PAGE à 6 -15%. Après séparation électrophorétique, les proteines ont été transférées 

sur une membrane (polyfluorure de vinylidène (PVDF) ou nitrocellulose) comme décrit 

précédemment. 

        Les protéines ont été révélées à l'aide d'un kit de détection ECL (Amersham, Vélizy-

Villacoublay, France) et les bandes ont été quantifiées par densitométrie à l'aide du 

programme Image J 5.1. La β actine a été utilisée comme contrôle de référence interne. 

 

2.5.Analyses statistiques 

 

       L'analyse statistique a été réalisée à l'aide du logiciel Statview V.5 pour Windows (SAS 

Institute, Berkley, Californie, États-Unis). Les variables continues des analyses RT-qPCR et 

densitométrique des Western blot ont été rapportées sous forme de moyenne ± écart-type. Les 

données brutes ont été comparées à l'aide de l'analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) 

avec le test de Fisher. Le niveau de signification a été fixé à une valeur p <0,05. Les résultats 

sont indiqués par des astérisques en chiffres (* valeur p <0,05 ; ** valeur p <0,01 et *** 

valeur p <0,001). 

3. Résultats 

 

3.1. Influence du traitement LPS sur la prise de poids des animaux soumis à 

un régime riche en graisses  
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Le poids initial (J60 ; semaine 1) et le gain de poids corporel après l’exposition au 

régime HE avec ou sans LPS était moins prononcé dans les quatre groupes de rats iMDD en 

comparaison avec les groupes contrôles (***p< 0,001). A la fin de protocole (J185 ; semaine 

19), nous observons une augmentation du poids chez les animaux soumis à un régime HE et 

traités avec le LPS (iMDD vs. iMDD/HE/LPS **p <0,01) (Figure 16). 

 

 

 

Figure 16 : Evolution de la masse corporelle entre les huits groupes de rats de J60 au 

J185. 

 Le poids initial (J60 ; semaine 1) et la teneur en poids corporel après exposition 

au régime HE avec ou sans LPS étaient moins prononcés dans les quatre groupes 

de rats iMDD en comparaison avec les quatres groupes contrôles (***p< 0,001). 

Tout au long de protocole, le gain de poids était pronncé à l’ajout du régime HE 
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et plus prononcé par l’exposition au LPS jusqu’à fin du protocole (iMDD vs. 

iMDD/HE /LPS**p<0,01). Abréviations : J60 : 60 jours, C : nés de mères 

contrôles et recevant un régime contrôle (n=4), C/LPS : nés de mères contrôles 

et recevant un régime contrôle et injectés avec le LPS (n=5), C/HE : nés de 

mères contrôles et recevant un régime HE (n=5), C/HE/LPS : nés de mères 

contrôles et recevant un régime HE et injectés avec le LPS (n=6), iMDD : nés de 

mères carencées et recevant un régime contrôle (n=10), iMDD/LPS : nés de 

mères carencées et recevant un régime contrôle et injectés avec le LPS (n=9), 

iMDD/HE : nés de mères carencées et recevant un régime HE (n=10), 

iMDD/HE /LPS : nés de mères carencées et recevant un régime HE et injectés 

avec le LPS (n=10).   

Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± SEM * p <0,05, ** p 

<0,01.  

 

3.2. Efficacité du régime MDD 

         Les niveaux plasmatiques de Hcy, Met, SAM et SAH ont été mesurés pour évaluer 

l'efficacité du régime alimentaire MDD pendant la gestation et l’allaitement sur ces 

paramètres. Dans les groupes recevant un régime iMDD, les concentrations en Hcy (16,4 ± 

2,75 vs. 6,12 ± 0,54, **p value = 0,0015) et SAH (193 ± 52,4 vs. 97,63 ± 15,6) ont été 

significativement augmentées et le ratio SAM /SAH a été significativement diminué en 

comparaison aux témoins (3,34 ± 0,36 vs. 5,3± 0,76, *p value = 0,014) (Tableau 2). 
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Tableau 2 : Marqueurs biochimiques dans le plasma de rats âgés de 21 jours issus de 

mères carencées (iMDD) et de mères témoins (C). L’homocystéine (Hcy) était 

significativement augmentée dans le plasma des rats déficients en donneurs de 

méthyl (iMDD) en comparaison aux témoins (16,4 ± 2,75 vs. 6,12 ± 0,54, ** p-

value = 0,0015), accompagnée d’une augmentation de la concentration de S-

adénosyl homocystéine (SAH) (193 ± 52,4 vs. 97,63 ± 15,6) et par conséquent 

une diminution significative du rapport SAM / SAH (3,34 ± 0,36 vs. 5,3 ± 0,76, 

* valeur p = 0,014).  

Abréviations : Hcy : Homocystéine, Met : Méthionine, SAM : S-adénosyl-

méthionine, SAH : S-adénosyl-homocystéine.   

†Moyenne ± erreur type. Différences statistiquement significatives *p <0.05, 

**p<0,01 (n= 7)  

 

3.3. Les paramètres biochimiques montrent une augmentation dramatique 

des enzymes hépatiques ASAT et ALAT chez les rats carencés exposés au 

régime HE avec ou sans LPS 

           L’activité ASAT est plus élevée chez les rats iMDD/HE/LPS et les rats iMDD/HE 

(iMDD/HE/LPS vs. C/HE/LPS, iMDD/HE vs. iMDD et iMDD/HE vs. C/HE *p < 0,05).   

L’activité ALAT est plus élevée aussi chez les rats iMDD/HE/LPS et les rats iMDD/HE. Les 

acides gras libres (AGL) sont plus élevés chez les animaux soumis à la programmation fœtale; 

les rats des groupes iMDD et iMDD/LPS (iMDD vs. iMDD/HE **p < 0,01 et iMDD vs. 

iMDD/HE/LPS *p < 0,05). Les autres paramètres biochimiques tels que la glycémie, les 

triglycérides, le cholestérol, et l’acide urique ne montrent aucun changement significatif entre 

les différents groupes (Figure 17). 
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Figure 17 : Marqueurs biologiques et biochimiques dans le plasma de rats âgés de 185 

jours séparés en 8 groupes différents. ASAT et ALAT sont augmentées chez 

les rats carencés par rapport aux rats de groups contrôle. L’activité ASAT est 
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plus élevée chez les rats iMDD/HE/LPS et les rats iMDD/HE (iMDD/HE/LPS 

vs. C/HE/LPS, iMDD/HE vs. iMDD et iMDD/HE vs. C/HE *p < 0,05). 

L’activité ALAT est plus élevée chez les rats iMDD/HE/LPS et les rats 

iMDD/HE. Les acides gras libres (AGL) sont plus élevés chez les rats de 

groupes iMDD et iMDD/LPS (iMDD vs. iMDD/HE **p < 0,01 , et iMDD/LPS 

vs. iMDD/HE/LPS *p < 0,05). La glycémie, les triglycérides, le cholestérol, et 

l’acide urique ne montrent aucun changement significatif entre les différents 

groups.   

Abréviations : ASAT : Aspartate aminotransferase, ALAT : Alanine 

aminotransferase, AGL : acide gras libres, HDL : High density lipoprotein, 

LDL : Low density lipoprotein, C : nés de mères contrôles et recevant un régime 

contrôle (n=4), C/LPS : nés de mères contrôles et recevant un régime contrôle et 

injectés avec le LPS (n=5), C/HE : nés de mères contrôles et recevant un régime 

HE (n=5), C/HE/LPS : nés de mères contrôles et recevant un régime HE et 

injectés avec le LPS (n=6), iMDD : nés de mères carencées et recevant un 

régime contrôle (n=10), iMDD/LPS : nés de mères carencées et recevant un 

régime contrôle et injectés avec le LPS (n=9), iMDD/HE : nés de mères 

carencées et recevant un régime HE (n=10), iMDD/HE /LPS : nés de mères 

carencées et recevant un régime HE et injectés avec le LPS (n=10). Les données 

sont exprimées sous forme de moyenne ± SEM * p <0,05, ** p <0,01 . 

 

3.4. Aspect macroscopique adipeux de foies de rats iMDD exposés au 

régime HE avec ou sans LPS (iMDD/HE) et (iMDD/HE/LPS) 

         L’observation macroscopique de foie de rats carencés en donneurs de méthyle montre 

un aspect adipeux chez les rats traités avec un régime HE et ceux traités avec un régime HE et 

injectés avec le LPS (iMDD/HE) et (iMDD/ HE/ LPS) en comparaison avec les rats des 

groupes iMDD et iMDD/LPS (Figure 18). 
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Figure 18 : Illustrations macroscopiques de foies de rats initialement carencés (iMDD).  

Aspects adipeux marqués de foie de rats initiallement carencés en donneurs de 

méthyles et soumis au régime HE (iMDD/HE) et ceux initialement carencés en 

donneurs de méthyle traités avec un régime HE et injectés avec le LPS 

(iMDD/HE /LPS).  

Abréviations : iMDD : rats nés de mères carencées et recevant un régime 

contrôle, iMDD/LPS : rats nés de mères carencées et recevant un régime 

contrôle et injectés avec le LPS, iMDD/HE : rats nés de mères carencées et 

recevant un régime HE, iMDD/HE /LPS : rats nés de mères carencées et 

recevant un régime HE et injectés avec le LPS. 

3.5. Augmentation des marqueurs inflammatoires hépatiques chez les rats 

nourris avec un régime riche en graisses et nés de mères carencées en 

donneurs de méthyle, traités ou non avec du LPS, en comparaison avec les 

groupes contrôles  

           On observe une augmentation de la forme active pNFB p65 ainsi qu’une 

augmentation de pIB α. Par contre, on observe une diminution d’expression de son unité 
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inhibitrice IB α dans les groupes iMDD/HE et iMDD/HE /LPS. La protéine caspase-1 clivée 

(forme active) est augmentée également chez ces rats. En revanche, on n’observe aucun 

changement d’expression des marqueurs fibrotiques, Col1A1 et MMP-2 (Figure 19). 
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Figure 19 : Les médiateurs pro-inflammatoires et les marqueurs fibrotiques : (A) 

L’inflammasome : On observe une activation de la voie NFκB manifestée par 

l’augmentation d’expression de pNFκB p65, la forme active de NFκB p65 

accompagnée par une augmentation de pIκb α et diminution de NFκB p65 et  Iκb 

α dans les groupes de rats initiallement carencés en donneurs de méthyles et  

soumis au régime HE (iMDD/HE) et ceux initialement carencés en donneurs de 

méthyle traités avec un régime HE et injectés avec le LPS (iMDD/HE /LPS). La 

caspase-1 clivée est augmentée également chez ces même rats. (B) Les 

marqueurs fibrotiques : on n’observe aucune différence d’expression des 

protéines pro-fibrotiques (Col1A1 et MMP-2) parmi les 8 groupes de rats.  
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Abréviations : C : nés de mères contrôles et recevant un régime contrôle (n=4), 

C/LPS : nés de mères contrôles et recevant un régime contrôle et injectés avec le 

LPS (n=5), C/HE : nés de mères contrôles et recevant un régime HE (n=5), 

C/HE/LPS : nés de mères contrôles et recevant un régime HE et injectés avec le 

LPS (n=6), iMDD : nés de mères carencées et recevant un régime contrôle 

(n=10), iMDD/LPS : nés de mères carencées et recevant un régime contrôle et 

injectés avec le LPS (n=9), iMDD/HE : nés de mères carencées et recevant un 

régime HE (n=10), iMDD/HE /LPS : nés de mères carencées et recevant un 

régime HE et injectés avec le LPS (n=10). Les données sont exprimées sous 

forme de moyenne ± SEM * p <0,05, ** p <0,01. OD: densité optique. 

 

3.6. Augmentation de l'expression des protéines impliquées dans la voie de 

l'autophagie médiée par les protéines chaperonnes (CMA) chez les rats 

carencés exposés au HE et/ou LPS 

         On observe une augmentation d’expression des protéines chaperonnes (HSP A8, HSP 90 

et Mtor) chez les rats carencés exposés au traitement HE et/ou LPS. On n’observe pas de 

changements d’expression des proteines impliquées en macroautophagie (ATG 5 et ATG 

16L1) (Figure 20). 



86 

 

Figure 20 : Expressions des protéines impliquées dans la voie de la  macroautophagie et 

l’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (CMA). On observe une 

augmentation d’expression des protéines chaperonnes (HSP A8, HSP 90 et 

Mtor) chez les rats carencés exposés au traitement HE et/ou LPS. Abréviations : 

C : nés de mères contrôles et recevant un régime contrôle (n=4), C/LPS : nés de 

mères contrôles et recevant un régime contrôle et injectés avec le LPS (n=5), 

C/HE : nés de mères contrôles et recevant un régime HE (n=5), C/HE/LPS : nés 

de mères contrôles et recevant un régime HE et injectés avec le LPS (n=6), 

iMDD : nés de mères carencées et recevant un régime contrôle (n=10), 

iMDD/LPS : nés de mères carencées et recevant un régime contrôle et injectés 

avec le LPS (n=9), iMDD/HE : nés de mères carencées et recevant un régime 
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HE (n=10), iMDD/HE /LPS : nés de mères carencées et recevant un régime HE 

et injectés avec le LPS (n=10). Les données sont exprimées sous forme de 

moyenne ± SEM * p <0,05, ** p <0,01. OD: densité optique. 

 

3.7. La voie TLR4 n'est pas activée et ne joue aucun rôle dans la 

stéatohépatite des rats iMDD/HE /LPS  

         On n’observe aucune activation de la voie TLR4 et une expression normale de CD14 et 

de MD2, les partenaires de TLR4 nécessaires à la liaison du LPS. Nous n'avons observé 

aucune augmentation de l'expression de la protéine TLR4, ni des protéines impliquées dans sa 

voie d’activation :  MYD88 et IRAK 4 (Figure 21). 

 

Figure 21 :  La voie TLR4 n’est pas activée dans les groupes de rats nourris avec un 

régime déficient en donneurs de méthyl en comparisons aux groupes 
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contrôles. Absence de différence significative d’expression des différentes 

protéines downstream la voie TLR4 entre les 8 groupes .  

 Abréviations : C : nés de mères contrôles et recevant un régime contrôle (n=4), 

C/LPS : nés de mères contrôles et recevant un régime contrôle et injectés avec le 

LPS (n=5), C/HE : nés de mères contrôles et recevant un régime HE (n=5), 

C/HE/LPS : nés de mères contrôles et recevant un régime HE et injectés avec le 

LPS (n=6), iMDD : nés de mères carencées et recevant un régime contrôle (n=10), 

iMDD/LPS : nés de mères carencées et recevant un régime contrôle et injectés avec 

le LPS (n=9), iMDD/HE : nés de mères carencées et recevant un régime HE 

(n=10), iMDD/HE /LPS : nés de mères carencées et recevant un régime HE et 

injectés avec le LPS (n=10). Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± 

SEM * p <0,05, ** p <0,01. OD: densité optique. 

 

4. Discussion et Perspectives  

Des données récentes suggèrent que la NASH est associée à une augmentation des 

niveaux d'endotoxines plasmatiques (Matsushita et al. 2016 ; Cani et al. 2008 ; Brun et al. 

2007 ; Al-Attas et al. 2009), mais le rôle synergique de la programmation fœtale n’a jamais 

été étudié, à notre connaissance. La carence en donneurs de méthyles pendant la gestation et 

la lactation des femelles est un modèle de programmation fœtale. Elle produit une NASH 

modérée avec stéatose microvésiculaire chez des ratons âgés de 21 jours (Pooya et al. 2012), 

puis une inflammation avec fibrose limitée chez les progénitures soumises ultérieurement à un 

régime HE au jour 185 (Bison et al. 2016). Au cours des dernières décennies, des études 

épidémiologiques et expérimentales ont clairement démontré une association entre les 

métabolites nutritionnels du 1-CM et la programmation fœtale (Guéant et al. 2013). Des 

études menées en Inde et au Népal ont montré qu'une carence en vitamine B12 au cours de la 

grossesse était un facteur prédictif significatif du petit poids à la naissance, de l’accumulation 

de la graisse abdominale et de la résistance à l'insuline chez les enfants âgés de 6 à 8 ans 

(Stewart et al. 2011; C. S. Yajnik et al. 2008; Chittaranjan Sakerlal Yajnik et Deshmukh 

2012). Une étude transversale portant sur des étudiants indiens âgés de 11 à 15 ans retrouve 

une augmentation du risque de NASH par compararion avec la population d’Europe de 

l’Ouest, avec une prévalence de la NAFLD de 62% chez les enfants en surpoids et obèses. 
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Une échographie du foie a révélé la présence de stéatose hépatique chez 50% des étudiants, de 

remodelage du foie chez 23% et de cytolyse chez 30% (Pawar et al., 2016).  

Le régime HE augmente les niveaux d'endotoxines plasmatiques deux à trois fois plus 

qu'un régime riche en glucides, ce qui suggère que l'absorption et la sécrétion de graisses 

intestinales pourraient jouer un rôle prédominant dans l'entrée du LPS dans le sang (Cani et al. 

2007). La «surnutrition» peut altérer le microbiote intestinal en modifiant les sources de 

nutriments disponibles, tout en augmentant la perméabilité intestinale et en augmentant les 

niveaux systémiques d'endotoxines (Frazier et al. 2011 ; Brun et al. 2007). Le microbiome 

chez les souris ob/ob obèses contenait moins de bactéroïdes et plus de Firmicutes par rapport 

aux souris maigres, d’où le changement de composition du microbiome était associé à une 

augmentation de la concentration plasmatique de LPS (Ley et al. 2005). 

Notre modèle de rat soumis au régime MDD pendant la vie fœtale et pendant l'allaitement, 

suivi par une exposition à un régime HE à l'âge adulte et soumis à des injections répétées du 

LPS, a montré un poids corporel significativement inférieur chez les rats iMDD par rapport 

aux rats témoins (Figure 16). Cette différence était la conséquence du régime de restriction 

(MDD) comme montré dans la littérature (Bison et al. 2016; Bressenot et al. 2013; Kojima et 

Kangawa 2005; Pooya et al. 2012; Chen et al. 2011; Bossenmeyer-Pourié et al. 2010). L’ajout 

de régime HE à l’âge adulte ne permet pas de restaurer le poids chez les rats iMDD. 

Toutefois, les rats traités au LPS et exposés au régime HE ont montré un poids corporel 

supérieur à celui soumis uniquement au régime HE parmi les groupes iMDD et les groupes 

témoins. En accord avec ces observations, des souris traitées au LPS présentaient une teneur 

inférieure en lipides dans les gouttelettes lipidiques (GLs) hépatiques avec une fraction 

molaire réduite en ester de cholestérol et un rapport diacylglycérol/triacylglycérol supérieur à 

celui des témoins. Ceci était concomitant à une augmentation de la capacité de biosynthèse 

des lipides neutres et des taux de triacylglycérol dans les lipoprotéines plasmatiques 

(Arisqueta et al. 2013). Le LPS favorise la sortie des lipides du foie dans des conditions de 

stress. Des souris axéniques sont protégées contre l'obésité et le transfert de microbes 

intestinaux d'animaux élevés conventiellement vers des animaux axéniques entraîne une 

augmentation spectaculaire de la teneur en graisse corporelle et de la résistance à l'insuline  

par exposition systémique à  des lipopolysaccharides bactériens (Krajmalnik-Brown et al. 

2012; Bäckhed et al. 2004). Une étude réalisée sur des souris transplantées avec un microbiote 

dysbiotique a également montré que le passage d'un régime alimentaire végétal pauvre en 

graisse ou polysaccharide à un régime alimentaire occidental riche en graisses et riche en 

sucre altérait le microbiote et l’homéostasie  métabolique en un jour (Turnbaugh et al. 2009). 
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Lorsque l'endotoxémie métabolique a été induite pendant 4 semaines chez la souris par 

perfusion sous-cutanée continue de LPS, la glycémie à jeun, l'insulinémie et le gain de poids 

du corps entier, du foie et des tissus adipeux ont été augmentés de manière similaire à celle 

des souris nourries à un régime riche en graisse (Cani et al. 2007). L’exposition des 

adipocytes de mammifères au LPS induit l’expressions de chimiokines et de TNF α, 

l’activation de NFκB et une diminution de l'expression de gènes impliqués dans le 

métabolisme oxidatif des lipides (Skugor et al. 2010). Ces données suggèrent un rôle du LPS 

dans le stockage des lipides. Des travaux dans notre laboratoire montrent que le régime iMDD 

altère la beta-oxydation des acides gras conduisant ainsi à l’accumulation des AGLs et à 

l’activation des voies inflammatoires telles que la voie NFκB (Pooya et al. 2012; Bison et al. 

2016). Dans le présent modèle, une augmentation significative du taux plasmatique d’AGLs a 

été observée non seulement chez les rats iMDD, mais également chez les rats iMDD / LPS 

(Figure 17), suggérant probablement un rôle du LPS en modulant le métabolisme des lipides 

et l’accumulation d’acides gras et par consequent l’activation de l'inflammasome. Nos 

données ont montré une activation de la voie NFκB manifestée par l’augmentation 

d’expression de pNFκBp65, la forme active de NFκB p65 accompagnée par une augmentation 

de pIκbα et une diminution de Iκbα dans les groupes iMDD/HE et iMDD/HE /LPS. Une 

analyse IHC est nécessaire pour confirmer la translocation de NFκB dans le noyau. 

L’activation de NFκB a déjà été observée chez des patients obèses atteints de NASH (Videla 

et al. 2009), chez des souris obèses (ob / ob) (Velayudham et al. 2009) et dans un modèle de 

NASH de rongeurs nourris avec un régime MCD (dela Peña et al. 2005). La caspase-1 clivée 

est augmentée également chez ces même rats. La caspase-1 clivée joue également un rôle 

dans la NASH chez les rongeurs soumis à des régimes MCD (Csak et al. 2011) ou HF (L. J. 

Dixon et al. 2013). 

Les enzymes hépatiques ASAT et ALAT sont augmentées chez les rats déficients traités 

avec un régime HE avec ou sans exposition à des injections LPS. Ceci coïncide avec les 

données de Pooya et al  et Bison et al, qui montrent une augmentation significative de ASAT 

chez les iMDD en comparaison avec les contrôles et augmentation du ratio ASAT /ALAT 

chez les iMDD /HE en comparaison aux rats iMDD respectivement. L’injection chronique de 

LPS ne semble pas avoir un effet significatif sur les enzymes hépatiques ; on n’observe pas de 

difference significative en  ASAT et ALAT entre les rats iMDD /HE  et iMDD/HE /LPS. Ces 

résultats sont en lien avec la NAFLD (Shneider, González-Peralta, et Roberts 2006). Bien que 

la NAFLD soit la cause la plus fréquente de la cytolyse hépatique dans le monde occidental, 

les conséquences à long terme sont mal caractérisées (Söderberg et al. 2010). Dans deux 
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études réalisées au début des années 1980, il était constaté que 56% des sujets 

asymptomatiques ayant subi une biopsie du foie, présentent des taux sériques élevés 

d’enzymes hépatiques et une stéatose (Hultcrantz et al. 1986; Hultcrantz et Gabrielsson 1993), 

mais les données sur la NASH n'étaient pas documentées (E. M. Brunt et al. 1999; Bacon et 

al. 1994). Des données récentes montrent que certaines personnes atteintes de NAFLD 

développent une NASH, ce qui peut entraîner une cirrhose et un risque élevé de carcinome 

hépatocellulaire (HCC) (Elisabetta Bugianesi et al. 2002). Les illustrations macroscopiques du 

foie des rats traités avec les régimes iMDD/HE et iMDD/HE/ LPS évoquent une stéatose que 

nous confirmerons au niveau histologique (Figure 18). Cependant, il n’y a pas de fibrose mise 

en évidence par l’expression des marqueurs profibrotiques (MMP 2 et COL1A1).  

Un mécanisme possible de la NASH est l’induction de l’autophagie (Masouminia et al. 

2016; Farrell, Haczeyni, et Chitturi 2018b; X. Wang et al. 2018). Il a été démontré que les 

composants de la voie autophagique s'associent aux GLs et jouent un rôle important dans leur 

dégradation (R. Singh, Xiang, et al. 2009). Dans notre modèle, l'autophagie médiée par les 

protéines chaperonnes (CMA) semble être activée chez les rats déficients traités avec un 

régime HE avec ou sans exposition au LPS. 

Plusieurs modèles animaux ont montré un rôle primordial de la translocation du LPS et de 

l'activation subséquente de la voie du TLR4 dans les pathomécanismes de la NASH. Des 

souris nourries au régime MCD développent une stéatohépatite par endotoxémie portale et 

une expression accrue du récepteur TLR4 (Rivera et al. 2007). Dans une autre étude, il a été 

démontré que les souris atteintes de NAFLD présentaient une augmentation des lésions 

hépatiques et une induction de cytokines inflammatoires après une induction avec un ligand 

de TLR4 (LPS) mais pas avec un ligand de TLR2 (Szabo et al. 2005). 

Contrairement à ces données, nous n'avons pas trouvé d’activation de la voie TLR4, 

malgré l’administration intrapéritonéale de LPS qui génère une augmentaion du poids, de la 

stéatose macroscopique et une activation de NFκB chez les rats iMDD soumis à un régime 

HE. Nos résultats suggèrent donc que la NASH peut être induite sans passer par l'activation 

de la voie TLR4 et que le LPS pourrait agir via une autre voie. Il nous faut cependant 

compléter l’étude des voies d’activation de TLR4 de manière exhaustive pour formuler de 

manière définitive cette hypothèse. 

En conslusion, nous pouvons conclure que notre modèle de régime iMDD pendant la 

gestation et l'allaitement et l’exposition ultérieure au régime HE produit une NASH très 

modérée, avec inflammation et stéatose, mais pas de fibrose. L’injection du LPS n’a aucun 

effet sur la sévérité de la NASH. La voie TLR4 ne semble pas être impliquée malgré le fait 
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que le LPS, le ligand spécifique de TLR4, a été injecté de manière chronique par voie 

intrapéritonéale. 
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Les mécanismes physiopathologiques de la NASH ne sont pas connus à ce jour. 

Plusieurs modèles basés sur un régime animal ont été utilisés pour étudier les 

pathomécanismes de la NASH, lesquels différaient par la composition du régime nutritionnel. 

Ceux-ci incluent l'utilisation de régimes HF, CD, CDHF et MCD (Lau, Zhang, et Yu 2017a). 

Dans notre laboratoire, un modèle nutritionnel physiologique caractérisé par un régime MDD 

a été utilisé et s’est avéré efficace pour développer la NASH chez le rat (Pooya et al. 2012a; 

Bison et al. 2016a). 

De nombreuses hypothèses ont été étudiées dans la littérature pour tenter de 

comprendre les mécanismes pathologiques exacts de la NASH et de trouver les interventions 

thérapeutiques correspondantes. Dans l'hypothèse traditionnelle, la stéatose hépatique est la 

première étape qui augmente la susceptibilité hépatique à l'inflammation et à la fibrose. Ce 

point de vue a été remis en cause. Il est maintenant admis que différents événements 

pathogènes se produisent de manière contemporaine et non consécutive (Tilg et Diehl 2000; 

Buzzetti, Pinzani, et Tsochatzis 2016). La résistance à l'insuline, la lipotoxicité, le stress 

oxydatif, le stress RE, le dysfonctionnement mitochondrial, le dysfonctionnement du tissu 

adipeux, l’altération de l'immunité innée, la sécrétion de cytokines, l’augmentaion de la 

pérmeabilité intestinale et la translocation d'endotoxines bactériennes via l'axe intestin-foie 

sont autant de facteurs impliqués dans la pathogénie de la NASH (McClain et al. 2004 ; Than 

et Newsome 2015 ; Schuster et al. 2018 ; W. Liu et al. 2016 ; Than et Newsome 2015). 

La NASH est plus fréquente chez les patients atteints de MICI que dans la population 

générale (McGowan et al. 2012 ; Sourianarayanane et al. 2013). Nous avons étudié si les 

MICI avaient une influence sur le développement de la NASH dans un modèle de colite 

induite par le DSS de rats adultes nourris avec un régime MDD. Nous avons observé une 

inflammation du foie et une stéatose chez des animaux MDD avec colite produite par le DSS. 

L'activation du marqueur pro-fibrotique MMP2 ne s’acompagnait pas de fibrose comme 

illustré par l'absence de changements histologiques et du niveau d'expression de l'alpha-SMA 

et du Col1A1. Nos conditions expérimentales n'ont montré aucune activation de TLR4, qui 

concordait avec un taux plasmatique normal de LPS malgré le fait que la littérature montre un 

rôle important de la voie TLR4 dans le mécanisme pathologique de la NASH. Des souris 

nourries avec un régime HE et traitées avec le DSS montrent un taux élevé de LPS portal et 

une augmentation d’expression de TLR4 et TLR9 (Gäbele et al. 2011). Une augmentation des 

taux de LPS portal est associée à une fibrose chez des souris nourries a un régime CDHF et 

traitées par DSS (Achiwa et al. 2016). Cependant, une augmentation du taux plasmatique de 
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MCP-1, IL-1beta ont été observés. Ces chimiokines/cytokines sont également élevées chez les 

patients atteints de MICI ( Singh et al. 2016). L’augmentation de l’homocystéine produite par 

notre modèle MDD est également associée à une augmentation de MCP-1 et d’IL-1  chez les 

patients atteints de MICI (Danese et al. 2005; Poddar et al. 2001). L'activation de la voie 

classique NFB est généralement déclenchée par des cytokines pro-inflammatoires, IL-1  et 

TNF . L'augmentation du niveau de MCP-1 pourrait donc être une conséquence de 

l'activation de NFB par IL-1 comme observée dans les astrocytes de rats (Thompson et Van 

Eldik 2009). Il existe une augmentaion d’expression de TNF  dans notre modèle 

expérimental de MICI. Cependant, il est peu probable que la production accrue de TNF  

dans le côlon joue un rôle dans l'activation de NFB dans le foie, car nous n'avons pas 

observé de changement significatif de sa concentration sérique dans les quatre groupes de 

rats. MCP-1 est produit par les hépatocytes et les cellules étoilées hépatiques après induction 

de l'inflammation par le stress oxydatif et les cytokines proinflammatoires, y compris l'IL-

1(Yoshimura et al. 1989). La voie MCP1-CCR2 joue un rôle essentiel dans le recrutement 

hépatique de macrophages pro-inflammatoires qui libèrent des TNF  , IL-1 et IL-6 (Ju et 

Tacke 2016; Miura et al. 2012; Deshmane et al. 2009). CCR2 et MCP1 recrutent des 

monocytes dans le foie. Par conséquent, les macrophages dérivés de ces monocytes activent 

des myofibroblastes hépatiques qui libèrent VEGF et des métalloprotéases matricielles (Bocca 

et al. 2015). Des études expérimentales ont également montré que MCP-1 contribuait de 

manière systémique à la pathogénie de la NASH. L'inhibition pharmacologique de MCP-1 

diminue l'infiltration de macrophages dans le foie et la stéatohépatite produites par le régime 

MCD (Baeck et al. 2012). Dans une autre étude, l'inhibition du récepteur MCP-1 a entraîné 

une atténuation de la résistance à l'insuline induite par l'alimentation, de l'inflammation du 

tissu adipeux et de la NASH (Mulder, van den Hoek, et Kleemann 2017). 

 Ainsi, dans notre modèle, l’inflammation colique pourrait favoriser le développement 

de la NASH via la libération de médiateurs pro-inflammatoires, dont IL-1 sans activation de 

TLR4. Nos travaux montrent une augentaion de MCP-1, sans que nous puissions conclure 

qu’il s’agit d’une cause ou d’une conséquence. Les données de la litterature suggèrent 

cependant que MCP-1 pourrait être une cible thérapeutique et nos travaux suggèrent que cette 

cible pourrrait présenter un intérêt particulier pour les patients atteints de MICI développant 

une NASH et qui ont un taux élevé de MCP-1. 

 Dans la deuxième partie de ce projet, nous voulions décrypter l'implication de la voie 

TLR4 dans le développement de la NASH liée à la programmtion fœtale et l’exposition à un 
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régime HE en injectant de manière directe et répétitive du LPS par voie intrapéritonéale. Un 

modèle de rats soumis à un effet programmation fœtale par le régime iMDD et exposés au 

régime HE à l’âge adulte et injectés au LPS est utilisé afin de vérifier s’il existe une synergie 

entre le régime MDD pendant la gestation et la lactation, le régime HE et l’inflammation 

viscérale créée par l’injection de LPS.  

 L’activité des enzymes ASAT et ALAT est augmentée chez les rats iMDD avec un 

régime HE avec ou sans exposition supplémentaire à des injections LPS. Ceci est concordant 

avec les données de Pooya et al  et Bison et al, qui montrent une augmentation significative 

de ASAT chez les iMDD en comparaison aux témoins et une augmentation de ratio 

ASAT /ALAT chez les animaux déficients en donneurs de méthyle et soumis à un régime 

hyperénérgétique en comparaison aux rats soumis à une carence initiale en donneurs de 

méthyle respectivement. L’injection chronique de LPS semble ne pas avoir un effet 

significatif sur les enzymes hépatiques ; on n’observe pas de difference significative en ASAT 

et ALAT entre les rats iMDD /HE  et iMDD/HE /LPS. 

 L'inflammation du foie a été mise en évidence par l'activation de la voie NFκB, 

caractérisée par une expression accrue de sa forme active pNFκB p65 chez les iMDD/HE et 

les iMDD/ HE/LPS. Une augmentation de l'expression d'autres marqueurs de l'inflammasome, 

telle que de la caspase-1 clivée, a également été observée dans les deux groupes. Au total nos 

résultats montrent que l’association de la programmation  fœtale iMDD et du régime HE 

produit une inflammation hépatique qui n’est pas aggravée par le LPS et n’induit pas 

l’activation des principales voies de signalisation liées à TLR4 par MDD ou par 

programmtion fœtale iMDD. Plusieurs travaux de la littérature montrent un rôle important de 

TLR4 dans la pathogénie de la NASH. Des souris soumises au régime MCD développent une 

stéatohépatite par endotoxémie portale et ont une expression augmentée du récepteur TLR4 

(Rivera et al. 2007). Il a été démontré chez la souris TLR4 sauvage en comparaison de la 

souris TLR4 mutante que la fibrose et l'inflammation hépatiques sont augmentées via les 

voies du TGF-ß et du MYD88-NFκB (Seki et al. 2007). Une autre étude montre que des 

souris atteintes de NAFLD présentaient une augmentation des lésions hépatiques et de 

cytokines inflammatoires après induction par le ligand LPS de TLR4 mais pas avec un ligand 

de TLR2 (Szabo et al. 2005). Sans remettre en cause ces résultats, nos résultats sur les deux 

modèles, MDD/DSS et iMDD/HE suggèrent cependant que l’activation de TLR4 par le LPS 

n’est pas une condition nécessaire à la NASH. 

 Il a été montré dans d’autres modèles de NASH que les AGLs activent la voie du 

NFκB et conduisent à la production de cytokines. Dans notre modèle, une augmentation 
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significative du taux plasmatique d’AGLs a été observée chez les groupes de rats iMDD, plus 

particulièrement chez les rats iMDD et iMDD/LPS (Figure 17), suggérant probablement un 

rôle modulateur du LPS sur le métabolisme des lipides et l’accumulation d’acides gras et par 

conséquent l’activation de l'inflammasome. Le rôle spécifique  du régime MDD doit 

cependant être pris en compte. En effet, des travaux dans notre laboratoire montrent que le 

régime iMDD altère la béta-oxydation des acides gras conduisant ainsi à l’accumulation des 

AGLs et à l’activation des voies inflammatoires telles que la voie NFκB (Pooya et al. 2012a; 

Bison et al. 2016a). Par contre, l'expression des marqueurs fibrotiques n'a montré aucun 

changement au niveau hépatique dans ce modèle. 

 En conclusion, nos résultats confèrent un rôle de premier plan à MCP-1 et IL-1β dans 

la production de la NASH liée à l’inflammation colique, tout au moins dans nos conditions 

expérimentales. Ces données suggèrent de rechercher plus avant si les patients atteints de 

MICI présentant une augmentation systémique de MCP-1 ont un risque plus élevé de 

développer une NASH et si l'inhibition de MCP-1 pourrait constituer une cible thérapeutique. 

Par ailleurs, nos résultats infirment l’hypothèse que le couple TLR4/LPS joue un rôle 

canonique dans la physiopathologie de la NASH. 
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Composition de régime standard (A04) distribué par la société 

SAFE© 
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PROTOCOL IHC MCP 1 
 

Après déparaffinisation des coupes (4 µM d’épaisseur), elles ont été prétraitées dans un 

tampon citrate (pH 6) (Dako, Glostrup, Danemark). L'activité de la peroxydase endogène était 

bloquée. Les coupes ont ensuite été incubées à 4 ° C pendant une nuit avec un anticorps 

polyclonal de MCP-1 de lapin dilué à 1: 400 (Abcam, Cambridge, UK). La section a été 

incubée avec une IgG de chèvre anti-lapin biotinylée (H + L) (Kit Abcam, kit IHC de 

détection de HRP/DAB (ABC) spécifique du lapin, réf: ab64261 Abcam, Cambridge, UK) 

pendant 10 min, suivie de streptavidine-peroxydase (Kit Abcam Kit IHC de détection de 

HRP/DAB (ABC) spécifique de lapin (réf: ab64261 Abcam, Cambridge, Royaume-Uni) 

pendant 10 min. Les sections ont ensuite été incubées avec AEC (Leica Biosystems Ltd., 

Newcastle, Royaume-Uni), 200 µl pendant 10 min, puis contre-colorées avec de 

l'hématoxyline. 
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Protocole translocation NF𝜿B 

 

- Déparaffiner et réhydrater les coupes de 3μm paraffinées 

Réaliser un démasquage : 20 minutes à 97°C en tampon citrate pH : 6 au bain-

marie. -Laver 5 minutes à l’eau 

Utilisation du kit Abcam : 

- Recouvrir les coupes de tampon « Hydrogen peroxide block », incuber 10 

min à RT -Laver 3 fois PBS 5 min 

- Ajouter la solution « Protein block » et incuber 10 min à RT 

- Laver 3 fois PBS 5 min 

Anticorps primaires : 

- Anti- NFkB au 1/100 dans du tampon de dilution 

- Incubation O/N (16H) à 4°C 

J+1 

- Laver 3 fois PBS 5 min 

Anticorps secondaire : 

- Biotinylated goat anti-rabbit IgG(H+L) 10 min à RT 

- Laver 3 fois PBS 5 min 

- Ajouter la solution « Streptavidin Peroxydase » 10 min à RT 

- Laver 3 fois PBS 5 min 

- Déposer le DAB+Chromogen (20μl DAB+1ml Chromogen mélangé. 

Stable 1H) 5min . 

- Laver 2 fois 5 min au PBS 

- Rincer 1 fois dans l’eau 

- Contre coloration hématoxyline 5 min. -Remonter les alcools pour arriver 

au Xylène -Monter les lamelles à l’Eukitt . 

Check list : . 

- Chambre Humide -Eau stérile . 

- Kit Abcam Rabbit specific HRP/DAB (ABC) detection IHC kit ref : ab64261 

de chez Abcam . 

- Tampon de démasquage : tampon citrate pH : 6 ref : S1699 de chez Dako 

- Tampon de lavage : PBS pH : 7.2 ref : 75511 de chez biomerieux 

- Tampon de dilution de l’anticorps : Emerald Diluent ref : 936B-08 de 

chez Cell Marque -Anticorps primaire : anti-NFkB Rabbit monoclonal ref : 

#4764 Cell Signaling -Hematoxyline : ref : RE7107 de chez Novocastra 

- Colle de montage : Eukitt de chez Kinder Gmbtt ref : 05347505 . 
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Western blot. 

- Extraction des proteins:. 

 

  



138 

- Dosage des protéines par le kit BCA :. 
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Solution pour préparation des gels de concentration et de 

séparation pour SDS-PAGE 
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Résumé: La carence en donneurs de méthyle (acide folique et vitamine B12) (MDD) 

pendant la gestation et la lactation produit une stéato-hépatite non alcoolique (NASH) chez les 

animaux soumis au régime riche en graisses (HE) pendant l'âge adulte, en dépit d’une 

normalisation histologique et métabolique par un régime normal entre le sevrage (J21) et l’âge 

de puberté (J50). Le microbiote peut déclencher l'inflammation par les lipopolysaccharides 

(LPS) par inadaptation de l’activation de récepteur Toll-like 4(TLR4). Notre hypothèse de 

base est que le régime MDD, le régime HE, les LPS du microbiote et l’inflammation 

intestinale (modèle Dextran Sodium Sulfate (DSS) comme déclencheurs et l'immunité innée 

en tant que modulateur font partie d’un même scénario conduisant à la NASH. Des rats 

carencés (MDD), soumis ou non au régime riche en graisse à l’âge adulte (HE) et exposés ou 

non à deux inducteurs de l’inflammation locale et systémique, le DSS (inflammation 

intestinale) et les LPS (effets systémiques de l’inflammation intestinale) ont été étudiés. Nous 

n’observons pas d’altération de l’immunité innée (TLR4) dans les groupes MDD/DSS, 

MDD/HE et MDD/HE/LPS. L’inflammation observée au niveau intestinal chez les rats 

MDD/DSS est également observée au niveau hépatique, avec de stéatose et activation de 

l’inflammasome et de la chimiokine MCP-1 et IL-1beta. De façon surprenante, cet effet 

systémique ne met pas en jeu la voie TLR4 et son ligand LPS même quand les rats étaitent 

exposés au LPS directement au niveau péritonéal.Notre étude permet de conclure que la 

NASH favorisée par les effets systémiques de l’inflammation intestinale est médiée par MCP-

1/IL-1β, mais pas par l'activation de TLR4 par translocation de LPS. L’immunité innée n’ 

étant pas impliquée même par l’injection directe du LPS, les effets respectifs et synergiques 

de régime MDD, du régime HE et du LPS restent à décryter par la suite. 

Mots clés: Foie, maladie intestinale inflammatoire, récepteur Toll-like 4, Lipopolysaccarides, 

inflammation. 

Summary: Deficiency of methyl donors (folic acid and vitamin B12) (MDD) during 

pregnancy and lactation produces non-alcoholic steatohepatitis (NASH) in animals fed high 

fat (HE) diet, despite histological and metabolic normalization by a normal diet between 

weaning (J21) and puberty (J50). The microbiota can trigger inflammation by 

lipopolysaccharides (LPS) by inadaptation of Toll-like receptor activation 4 (TLR4). Our 

basic assumption is that MDD, HE diet, microbiota LPS and intestinal inflammation (Dextran 

Sodium Sulfate (DSS) model) as triggers and innate immunity as a modulator are part of the 

same scenario leading to NASH. Deficient rats (MDD), whether or not exposed to the high-fat 

diet in adulthood (HE) and whether or not exposed to two inducers of local and systemic 

inflammation, DSS (intestinal inflammation) or LPS (systemic effects intestinal 

inflammation) were studied. We did not observe alterations in innate immunity (TLR4) in the 

MDD/DSS, MDD/HE and MDD/HE/LPS groups. Inflammation observed in the intestines in 

MDD/DSS rats is also observed in the liver, with steatosis and activation of the 

inflammasome and chemokine MCP-1 and IL-1beta. Surprisingly, this systemic effect does 

not involve the TLR4 pathway and its ligand LPS even when the rats were exposed to LPS 

directly at the peritoneal level. Our study conclude that NASH favored by the systemic effects 

of Intestinal inflammation is mediated by MCP-1/IL-1β, but not by activation of TLR4 by 

translocation of LPS. Since innate immunity is not involved even by the direct injection of 

LPS, the respective and synergistic effects of MDD diet, HE diet and LPS remain to be 

decribed thereafter. 

Key words: Liver, intestinal inflammation, Toll-like receptor 4, lipopolysaccharides, 

inflammation. 
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