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INTRODUCTION

En 1980, Ludwig et ses collaborateurs ont décrit pour la premiere fois la stéatose
hépatique non alcoolique (NAFLD) comme une pathologie entrainant des Iésions
comparables a celles observées dans la stéatose alcoolique et pouvant entrainer une

cirrhose (1) (2).

Environ 25% de la population mondiale est atteinte de NAFLD, son incidence étant
estimée entre 20 et 30% dans les pays occidentaux. L'augmentation de la prévalence
de cette maladie chaque année dans le monde, en lien avec la généralisation d’'une
négligence alimentaire et d’'un mode de vie sédentaire, est étroitement corrélée a celle
du diabéte et du syndrome métabolique (3). Au cours des deux derniéres décennies,
les avancées scientifiques dans le domaine ont permis de révéler que la NAFLD était

intimement liée a I'épidémie dite de « diabésité » (4).

La stéatose hépatique non alcoolique représente la maladie hépatique chronique la
plus courante dans les pays industrialisés (5) et pourrait devenir la principale indication
pour la transplantation hépatique d’ici 2030 (6). Les patients atteints ont une mortalité
globale plus élevée que la population générale, les complications cardiovasculaires

étant la principale cause de décés, suivies de causes métaboliques et hépatiques (7).

Ainsi la NAFLD est devenue une réelle préoccupation de santé publique, constituant
une charge clinique et économique substantielles pour de nombreuses sociétés dans

le monde (4).

L’obésité, principal facteur de risque de la stéatose hépatique non alcoolique, étant le
reflet d’'une flore intestinale désorganisée, I'exploration du microbiote intestinal a

permis une nouvelle approche de la NAFLD (8). Les scientifiques se sont également



intéressés au microbiote buccal et Porphyromonas gingivalis a été étudiée en tant que
bactérie parodontale potentiellement impliquée dans la pathogenése de la NAFLD (9)

mais peu d’études ont été réalisées.

L’objectif principal est d’identifier des biomarqueurs issus du microbiote oral associés
a la sévérité de la NAFLD. Pour répondre a cet objectif, une étude est en cours sur
I'évaluation de I'état bucco-dentaire chez des patients atteints de NAFLD. Le bénéfice
attendu de cette étude est d’obtenir une meilleure connaissance des mécanismes
impliqués dans la stéatose hépatique non alcoolique permettant de mieux
appréhender ces facteurs et d’intervenir précocement chez les patients par des
interventions simples sur le régime alimentaire ou I'activité physique mais aussi sur le

microbiote buccal si un lien avec une bactérie est avéré.



1 NAFLD

1.1 Définition
1.1.1 La Non Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD)

La stéatose hépatique non alcoolique ou NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Disease)
est la manifestation hépatique du syndrome métabolique (10). Elle regroupe une
succession d’atteintes hépatiques, allant de la stéatose hépatique simple ou stéatose
pure (Non Alcoholic Fatty Liver - NAFL) a la cirrhose et au carcinome hépatocellulaire,
en passant par la stéatohépatite non alcoolique ou NASH (Non Alcoholic Steato-

Hepatitis) avec ou sans fibrose (11) (12).

La NAFLD est déterminée par 'absence de causes secondaires de stéatose hépatique
telles qu'une consommation quotidienne d’alcool supérieure a 20 grammes chez la
femme et 30 grammes chez 'homme, une intoxication médicamenteuse, un facteur
héréditaire ou une infection virale (10) (13) (14). La NAFLD est donc un diagnostic
d’exclusion, aprés élimination de toutes les autres causes de maladie chronique du

foie.

La NAFLD est définie histologiquement par un exces de graisses dans le foie
(stéatose), et plus précisément par une accumulation de larges vacuoles lipidiques
atteignant plus de 5% des hépatocytes ou plus de 5% du volume ou du poids du foie
(13) (14). Ces vacuoles lipidiques résultent du stockage de triglycérides formés a partir
d’acides gras dans le cytoplasme des hépatocytes, elles sont le plus souvent

centrolobulaires, refoulant le noyau en périphérie de la cellule (14).



1.1.2 La Non Alcoholic Steato-Hepatitis (NASH)

La stéatose hépatique simple (NAFL) peut évoluer vers la stéatohépatite ou NASH,
qui est caractérisée, en plus de la stéatose, par une inflammation lobulaire
correspondant essentiellement a un infiltrat de polynucléaires neutrophiles (PNN) et
de lymphocytes ainsi que par des lésions hépatocytaires, notamment une ballonisation
voire une nécrose des hépatocytes (14). Des agrégats de cytokératine appelés corps

de Mallory peuvent également étre observés en microscopie optique (14) (15).

La composante inflammatoire et I'altération des hépatocytes sont les deux critéres
majeurs de la définition histologique de la NASH, les corps de Mallory ne sont en
revanche pas toujours retrouvés. Des atteintes fibrotiques péri-sinusoidales sont

souvent associées a la stéatohépatite.

Bien que trés proches de celles observées dans la stéatose hépatique alcoolique, les
lésions de NASH sont moins marquées, I'activité inflammatoire plus modérée et les

corps de Mallory moins fréquents (12).

Les patients atteints de NASH présentent un risque beaucoup plus important de
progression vers la fibrose ou la cirrhose et de développement d’'un carcinome
hépatocellulaire par rapport aux patients présentant une stéatose simple (16). Dans

les 10 ans, 30 a 50% des NASH évoluent vers une cirrhose (17).



Figure 1 : « Histopathologie de la NAFLD / NASH » (18)
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1.2 Epidémiologie

1.2.1 Incidence

L’incidence de la NAFLD est en constante augmentation, principalement dans les pays
occidentaux (6) (19). Elle est liee notamment a la hausse de I'obésité et de la
sédentarité ainsi qu’a l'allongement de I'espérance de vie (10). Cependant, la NAFLD
est le plus souvent une maladie silencieuse découverte de maniére fortuite et les
données divergent selon les études et les régions du monde, il reste donc difficile de

chiffrer son incidence et elle est souvent sous-estimeée (20).

1.2.2 Prévalence

I. Dans le monde

La prévalence mondiale des NAFLD est actuellement estimée a un milliard (19). Elle

est variable selon la zone géographique ainsi que la méthode diagnostique utilisée.

Aux Etats-Unis, la NAFLD affecte environ 85 millions de personnes, soit 24 & 26% de
la population. On suggeére qu’entre 20 et 30% de ces cas (c’est-a-dire entre 17 et 25
millions d’Américains) sont atteints de NASH, dont 4 a 6% présentent une cirrhose.
D’ici 2030, une hausse de 18,3% de la prévalence des NAFLD est envisagée,
atteignant jusqu'a 100 millions d'Américains ; et une augmentation exponentielle de la
NASH est prévue d'ici 2025, affectant prés de 43 millions d'Américains. Ces
estimations de la prévalence sont variables entre les études en fonction de la fagon

dont la NAFLD a été diagnostiquée dans chaque étude (16).



En France, la prévalence de la NAFLD était estimée en 2016 a 21,6%, parmi lesquels
on recensait 16% de cas de NASH, soit 3,6% de la population francaise. En 2030, elle
devrait atteindre 23,6% de la population dont 21% seraient des patients atteints de

NASH, autrement dit 5% des Frangais (21).

En Europe, au Moyen Orient, en Chine et au Japon, les statistiques sont sensiblement

identiques et révelent qu’entre 20 et 30% de la population est atteinte de NAFLD.

En s’inspirant du modéle occidental par I'adoption de mauvaises habitudes
alimentaires et d'un mode de vie sédentaire, les pays en voie de développement ont
vu la prévalence de NAFLD augmenter ces dernieres années. Notamment en Inde
dans certaines régions urbaines ou elle oscille entre 16 et 32%. Elle est néanmoins

bien moins élevée, de I'ordre de 9%, dans les zones rurales défavorisées du pays.

Ainsi, les disparités du taux de prévalence de NAFLD s'expliquent par la sédentaritée,
de mauvaises habitudes nutritionnelles type « fast-food » et un niveau socio-
economique plus important. Ces différences sont retrouvées d’une part entre les pays
occidentaux développés et les pays en développement et d’autre part entre les régions

urbaines et rurales d’'un méme pays en développement (22).

Il. Prévalence et comorbidités métaboliques

Chez les patients diabétiques de type Il, la prévalence de NAFLD atteint 30 a 50%,
chez les adultes obéses 80 a 90%, et chez les patients souffrant d’hyperlipidémie plus
de 90%. Chez les enfants, la prévalence varie entre 3 a 10% et entre 40 et 70% chez

les enfants obeses (10).



1.2.3 Impact économique

Aux Etats-Unis, les colts médicaux et sociétaux annuels actuels de la NAFLD sont
estimés a 291 milliards de dollars : 103 milliards de dollars représentant les colts
directs des soins médicaux et 188 milliards de dollars pour les colts sociétaux liés a
la NAFLD (16). En Allemagne, en France, au Royaume-Uni et en ltalie, les dépenses

médicales liées a la pathologie sont de I'ordre de 35 milliards de dollars (17).

1.3 Facteurs de risque
1.3.1 Age et sexe

Les conclusions quant a l'influence du genre dans la pathogénése de la NAFLD
divergent en fonction des études. Néanmoins, selon Lonardo et ses collaborateurs,
avant 50 ans, la prévalence de NAFLD est globalement plus élevée chez les hommes
(3). En effet, les femmes ont un risque réduit de développer la maladie durant leur
période de reproduction, les cestrogénes leur conférant une protection vis-a-vis de la
fibrose. Cependant, apres la ménopause, cet effet bénéfique n’existe plus (19) (23) et
une augmentation de l'incidence s’observe chez les femmes aprés 50 ans avec un pic

a 60-69 ans.

De plus, la prévalence de la NAFLD augmente avec I'dge puisqu’elle est estimée a
plus de 40% chez les plus de 60 ans, alors qu’elle avoisine les 20% chez les moins de

20 ans (3).



1.3.2 Syndrome métabolique et diabéete de type Il

Le syndrome métabolique correspond a un ensemble de facteurs de risque
prédisposant a des maladies cardiovasculaires ainsi qu’au diabete de type Il. On parle
de syndrome métabolique lorsqu’au moins 3 des 5 critéres suivants sont remplis :
triglycérides = 150 mg/dL, lipoprotéines-cholestérol haute densité (HDL) < 40 mg/dL
chez les hommes et < 50 mg/dL chez les femmes, glycémie a jeun = 100 g/dL,
hypertension artérielle (pression artérielle systolique = 130 mmHg ou pression
artérielle diastolique = 85 mmHg) et obésité abdominale. L’augmentation du taux de
NAFLD est étroitement corrélée a celle du syndrome métabolique : il a été démontré
que l'incidence de la NAFLD augmente en méme temps que le nombre de critéres du
syndrome métabolique. De plus, les patients atteints de diabéte de type Il ont une
concentration en graisse hépatique 80% plus élevée que des patients non diabétiques

et présentent une prévalence de NAFLD plus importante (3).

1.3.3 Génétique et ethnique

La génétique semble aussi jouer un réle dans I'établissement de la maladie : en 2008,

la premiére étude d’association pangénomique sur la NAFLD chez plus de 2000
patients d’ethnies diverses a identifié I'allele rs738409 1148M du géne patatine-like

phospholipase domain containing 3 (PNPLA3) codant pour I'adiponutrine comme étant
associé a une inflammation du foie ainsi qu’a un excés de graisse intra-hépatique. Cet
allele est retrouvé de maniére prépondérante dans la population hispanique, leur
conférant une plus grande susceptibilité a la maladie. Cette relation a été mise en
évidence par la suite dans de nombreuses études, qui ont permis d’établir aussi le lien

entre ce polymorphisme génétique et le spectre complet de la NAFLD, c’est-a-dire la



stéatose simple, la stéatohépatite, la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire (24). De

plus, il semblerait étre annonciateur d’'une forme sévére de la pathologie.

1.4 Pathogénése

1.4.1 De « I’hypothése des deux coups » a la « théorie aux coups

multiples »

On a longtemps admis que la pathogénése de la NAFLD se résumait en « deux
coups » : l'insulinorésistance étant le premier et provoquant une accumulation de
triglycérides (TG) dans le foie, alors plus vulnérable face a un « second coup » donné
par des cytokines, des adipokines, un dysfonctionnement mitochondrial et un stress
oxydant, responsable d’inflammation et de fibrose. Cette hypothése, estimée trop
simpliste, est actuellement remise en cause en faveur d’'une théorie multifactorielle dite
« a plusieurs coups » : des facteurs métaboliques et environnementaux associés a
une predisposition génétique permettraient d’expliquer le processus complexe de
développement de la maladie tant au niveau du foie qu’au niveau d’autres organes tels

que les muscles squelettiques, le tissu adipeux ou encore l'intestin (25) (26).

1.4.2 Insulinorésistance et stéatose hépatique

L’insuline, de maniere physiologique, stimule la lipogenése et inhibe la lipolyse dans
le tissu adipeux, induisant une baisse de production et d’afflux d’acides gras (AG) vers
le foie, donc une diminution de synthése d’acétyl-CoA et une réduction d’activité de la
pyruvate carboxylase et par conséquent une baisse de production de glucose a partir

du pyruvate (27). En plus de cette inhibition indirecte, la néoglucogenése hépatique



est directement sous linfluence négative de linsuline. Au niveau des muscles
squelettiques, une cascade de signalisation initiée par I'insuline permet de capter le
glucose et de le stocker sous forme de glycogéne via la glycogénogenése, la

glycogénolyse est quant a elle inhibée (28).

En cas d’insulinorésistance, les cellules des organes cibles, c’est-a-dire les cellules
adipeuses, hépatiques et musculaires, ne répondent plus de facon adaptée aux stimuli
de l'insuline et le glucose n’est plus correctement utilisé. Il en découle un défaut de
synthése de glycogéne dans les muscles et une hyperglycémie. Au niveau du tissu
adipeux, la régulation négative de la lipolyse ne se fait plus : une grande quantité
d’acides gras non estérifiés (AGNE) est sécrétée dans le sang et acheminée vers le
foie, entrainant ensuite un dépét de TG. La néoglucogenése hépatique est stimulée
alors que l'activation de la lipogenése par linsuline est paradoxalement toujours
assurée (27) : on parle d’insulinorésistance hépatique sélective (28). Notons que les
trois principales sources du dépd6t de TG dans le foie sont la lipolyse du tissu adipeux

pour 59%, la lipogenése de novo pour 26% et I'apport alimentaire pour 15% (27).



Figure 2 : « La stéatose hépatique se développe lorsque I'apport lipidique dépasse le
débit lipidique » (29)

Input : L’apport lipidique correspond a :

- Lalipogenéese de novo médiée par l'insulinorésistance provoquée par un réegime
riche en fructose, en carbohydrates et en graisses
- La re-estérification d’acides gras (FA) issus de la lipolyse

- L’endocytose de TG via les récepteurs de lipoprotéines de basse densité (LDL)
Output : L’excrétion lipidique provient de :

- La B-oxydation

- La sécrétion de TG via les lipoprotéines de tres basse densité (VLDL)
GLUT2 = transporteur de glucose 2

GLUTS8 = transporteur de glucose 8



1.4.3 Immunité innée, microbiote intestinal et inflammation

Dans un contexte d’'insulinorésistance, le tissu adipeux dysfonctionnel libére en excés
des adipokines pro-inflammatoires, comme la leptine ou la résistine, alors que la
synthese d'adipokines anti-inflammatoires, notamment ['adiponectine, diminue

nettement, favorisant la progression de la NAFLD.

La stéatose entraine une lipotoxicité ainsi qu’un stress du réticulum endoplasmique et
une atteinte mitochondriale. L’altération structurelle et fonctionnelle des mitochondries
conduit a une production excessive d'especes réactives de I'oxygéne (ROS), avec

génération d’un stress oxydant responsable de la mort des hépatocytes (17) (25).

Figure 3 : « Vue d’ensemble du métabolisme hépatique des lipides » (30)



Entrée des lipides dans les hépatocytes :

1. Les AGL (acides gras libres) circulants pénetrent dans les hépatocytes via des
transporteurs membranaires spécifiques, avec une regulation par PPARy
(récepteur gamma activé par les proliférateurs de peroxysome). Les AGL,
transportés dans les compartiments cellulaires via FABP, sont ensuite estérifiés
et stockés sous forme de TG.

2. Une autre source d’accumulation de TG est la lipogenese de novo, sous le

contréle de SREBP1 et de ChREBP

Elimination des lipides :

3. L’élimination de la graisse hépatique est permise par I'oxydation des AGL,
régulée par PPARa (récepteur alpha activé par les proliférateurs de
peroxysome). Physiologiquement, les mitochondries sont les principaux
organites impliqués ; cependant un exces graisseux ainsi qu’une dysfonction
mitochondriale conduisent a une oxydation accrue des AGL dans les
peroxysomes et dans les cytochromes, a l'origine de ROS et d’un stress
oxydant.

4. L’exportation de lipides hépatiques peut étre effectuée parles VLDL.

La lipotoxicité engendrée par la stéatose induit la libération de motifs moléculaires
associés aux dommages (DAMP) qui stimulent les cellules hépatiques, telles que les
cellules de Kupffer (macrophages hépatiques résidents) et les cellules hépatiques
étoilées, en se fixant a des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
(PRR) membranaires ou intracellulaires. Cette liaison entraine une cascade de

signalisation contribuant au processus inflammatoire local (31) via la sécrétion de



cytokines pro-inflammatoires, notamment TNFa, et les interleukines (IL) IL-6 et IL-1[3

(32).

L’axe intestin-foie est aussi impliqué, de maniéere bidirectionnelle, dans la progression
de la NAFLD : en effet, une alimentation trop calorique, trop grasse et trop sucrée ainsi
gu’une sédentarité alterent le bon fonctionnement de la barriére intestinale et du
microbiote intestinal. Celui-ci se retrouve modifieé tant quantitativement que
qualitativement avec une diminution de Bacteroidetes et une augmentation de

Firmicutes (25) (27).

Cette dysbiose intestinale associée a 'augmentation de perméabilité de la muqueuse
entrainent une translocation des produits bactériens vers le foie via la circulation porte.
Les motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP) issus de ces bactéries vont
pouvoir également activer certains PRR au niveau des cellules de Kupffer. Parmi ces
PRR, il a été montré que l'activation de récepteurs Toll-Like (TLR — Toll Like
Receptors), dont le TLR2, le TLR4 et le TLR9, joue un réle dans la pathogenése de la

NAFLD.

Dans le sens foie-intestin, les acides biliaires, synthétisés par les hépatocytes et
atteignant lintestin par les voies biliaires, détériorent la muqueuse intestinale
directement et indirectement en activant le récepteur nucléaire FXR (récepteur

farnésoide X) (25) (27).

L’activation des PRR par les PAMP et les DAMP contribue a la propagation de
'inflammation, via la production de cytokines pro-inflammatoires, la synthese
d’espéces réactives de 'oxygene et a la formation de l'inflammasome. En effet, les
protéines de l'inflammasome comme NLRP3 sont assemblées suite a I'activation par
ces produits bactériens de NLRs, récepteurs de type NOD (domaine d’oligomérisation

nucléotidique), appartenant aussi a la famille des PRR. L’activation de I'inflammasome



est a l'origine d’'un phénoméne de mort cellulaire particulier appelé pyroptose
hépatocytaire, suite a I'activation de la caspase-1 et le clivage de la gasdermine D,
conduisant a la formation de pores au niveau de la membrane plasmique, la perte de
I'intégrité membranaire et la lyse cellulaire. Ces pores permettent également la
libération d’'IL-1 et d’IL-18 matures. Les cytokines participent notamment a 'activation
des deux principales voies de signalisation impliquées dans I'inflammation, c’est-a-dire

le facteur de transcription NF-kf et la protéine kinase JNK (25) (27) (31) (33).

1.4.4 Facteurs génétiques

Les facteurs métaboliques et environnementaux ne suffisant pas a expliquer a eux
seuls la pathogenése de la NAFLD, la communauté scientifique s’est intéressée au
rble de la génétique dans l'instauration et I'évolution de la maladie. Plusieurs génes
semblent avoir une influence tant sur les mécanismes inflammatoires, métaboliques et

oxydants que sur l'insulinorésistance et le diabéte de type 2 (26) (27).

Le géne PNPLA3 (ou adiponutrine) est le plus étudié et probablement le plus
impliqué dans la pathogénése de la NAFLD. Il code pour une protéine, située dans le
foie et dans le tissu adipeux, a activité lipase, permettant I'hydrolyse des TG. Selon
une étude d’association pangénomique, chez les patients présentant le
polymorphisme rs738409 — 1148M du géne PNPLAS, la teneur en graisse hépatique
est doublée par rapport aux sujets ne portant pas cet allele. Le variant 1148M
prédispose a l'accumulation de TG dans les hépatocytes et donc a la stéatose
hépatique ainsi qu’au développement des Iésions hépatiques, sans pour autant
impacter la sensibilité des cellules a 'insuline. Les gouttelettes lipidiques se multiplient

dans le foie tandis que le nombre de VLDL diminue. Ce polymorphisme génétique



régule a la baisse les taux d’adiponectine et modifie I'activité des cellules étoilées
hépatiques, conduisant a un mécanisme pro-inflammatoire et pro-fibrogénétique,
caracteéristique de I'évolution de la stéatose vers la NASH. Cependant, I'impact de ce
polymorphisme est modulable ; en effet il a été montré chez les enfants que ses effets

étaient amoindris par la perte de poids et I'activité physique (25) (26) (27).

Le géne TMGSF2 est impliqué dans la régulation de la synthése lipidique
hépatique et le variant rs58542926 c.449 C > T (E167K) est associé a une perte de
fonction de la protéine codée : il en résulte une diminution de sécrétion de VLDL donc
une accumulation de TG intra-hépatiques, une inflammation et une progression vers

la fibrose (25) (26) (27).

1.5 Diagnostic

Considérant la prévalence de la pathologie ainsi que ses conséquences sur le plan
socio-économique et médical en termes de morbi-mortalité, il est essentiel de
diagnostiquer la NAFLD de maniére précoce afin de prévenir le développement d’'une

fibrose avancée.

Néanmoins, elle reste difficile a diagnostiquer étant donné que la plupart des
techniques de routine actuelles ne sont pas capables de distinguer stéatose et NASH

(17).

La maladie est le plus souvent révélée de maniere fortuite par I'imagerie abdominale
détectant de la graisse hépatique ou suite a [I'apparition de complications
métaboliques. Geénéralement, les transaminases hépatiques sont élevées (34).

Cependant, une biopsie hépatique est nécessaire au diagnostic et a I'évaluation de la



gravité de la NASH : elle permet de déterminer I'activité nécro-inflammatoire ainsi que

le degré de la fibrose (35).

1.5.1 Méthode invasive : la biopsie hépatique

Il s’agit du gold standard dans le diagnostic de certitude de la NAFLD. La biopsie
différencie la stéatose de la NASH. Elle n'est en revanche pas utilisée en routine
quotidienne du fait de son colt élevé et de son caractére invasif et donc du risque de
complications et de saignement (17) ; elle est plutdt réservée aux patients a haut

risque de progression vers la NASH (19).

Cette technique permet une analyse histologique du foie puisque I'observation
microscopique des tissus met en évidence le degré de stéatose, I'inflammation, la
ballonisation des hépatocytes mais aussi la fibrose, facteur pronostique principal de la
NASH (36). La présence de ces quatre éléments a la biopsie confirme le diagnostic de
NASH (19). La biopsie permet donc d'évaluer la gravité mais aussi de prédire

I'évolution de la maladie (37).

La classification de la NAFLD repose sur deux scores définissables a partir de la

biopsie :

- Le NAS (NAFLD Activity Score), créé en 2005, est un score compris entre 0 et
8 prenant en compte le degré de stéatose (0-3), le gonflement (0-2) et
I'inflammation lobulaire (0-3). Cependant, il ne tient pas compte de la présence
de fibrose et donc du risque de mortalité hépatique et globale. De plus, il existe
une forte variabilité inter-observateur.

- Le SAF (Steatosis, Activity, Fibrosis), score plus récent, évalue de maniére

indépendante la stéatose (0-3), I'activité (0-4) et la fibrose (0-4). L’activité est



caractérisée par le ballonnement et I'inflammation. Lorsque les trois paramétres
constituant le SAF sont = 1, le diagnostic de NASH est confirmé. Ce score
permet une meilleure reproductibilité et a I'avantage de prendre en

considération la fibrose (25).

1.5.2 Méthodes non invasives

Actuellement, les méthodes non invasives sont validées pour diagnostiquer une
fibrose ; en revanche la plupart ne le sont pas pour le diagnostic de NASH puisqu’elles

ne permettent pas de mettre en évidence les lésions nécro-inflammatoires du foie.

I. Imagerie

a) Echographie

C’est 'examen d’'imagerie de référence en cas de suspicion de NAFLD, révélant un
foie hyperéchogéne (38). L'utilisation des ultrasons dans le dépistage de la NAFLD en
pratique courante est intéressante en raison de leur commodité et de leur colt peu
eleve, cependant leur performance diagnostique reste limitée. Bien que la sensibilité
de cette technique soit supérieure a 90% quand la stéatose intéresse plus de 30% du
foie, lorsque celle-ci est inférieure a 30% la sensibilité diminue considérablement. De
plus, le diagnostic peut étre faussé chez un patient obése puisque la stéatose peut
étre surestimée du fait de l'atténuation du faisceau ultrasonique par la graisse
corporelle plutét que par la graisse hépatique. L’interprétation de I'échographie est
également soumise a la variabilité inter-observateurs, ce qui peut donc influencer le

diagnostic (39) (40).



b) Tomodensitométrie (TDM)

Cette technique présente comme avantages une rapidité d’acquisition, une analyse
simple ainsi que des résultats quantitatifs donc objectifs. Néanmoins, comme pour
I'échographie, la précision du diagnostic diminue avec une gravité moindre de la
stéatose. Pour une concentration hépatique graisseuse entre 10 et 20%, la sensibilité
diagnostique de la TDM varie de 52 a 62%. De plus, I'atténuation du faisceau de
rayons X dépend de la densité hépatique qui, elle-méme, peut étre influencée par la
présence de fer, de cuivre et d’autres ions métalliques. Enfin, I'exposition aux
rayonnements ionisants limite l'utilisation de cette méthode comme examen de

dépistage ou de diagnostic précoce (7).

c) Fraction de graisse en densité de protons estimée par imagerie par

résonnance magneétique (IRM-PDFF)

Alors que I'IRM traditionnelle est imprécise pour mesurer la stéatose, I''RM-PDFF
quantifie directement la teneur adipeuse du foie et permet ainsi la détection de la
totalité de la graisse hépatique. Elle est considérée comme la plus sensible et la plus
spécifique des méthodes d’'imagerie dans le diagnostic de la NAFLD. De plus, I'age, le
sexe, I'IMC ou encore les anomalies hépatiques concomitantes des patients n’affectent
pas l'intensité du champ magnétique. En revanche, le temps d’acquisition de I'lRM-

PDFF est long et son cout élevé (39) (41).



Il. Sérologie

a) Marqueurs sériques de la stéatose

e FLI (Fatty Liver Index)

Le FLI est un indice prenant en considération quatre facteurs : 'lMC, le tour de taille,
le taux de triglycérides et de y-GT. Il est compris entre 0 et 100 : un score < 30 prédit
I'absence de NAFLD tandis qu’un score > 60 est en faveur d’'une stéatose. Cependant,

le FLI distingue mal la stéatose modérée a sévere de la stéatose Iégére (38).

e SteatoTest

Le SteatoTest est un panel de biomarqueurs comprenant I'apha-2-macroglobuline,
I'hnaptoglobine, I'apolipoprotéine-A1, la bilirubine totale, le y-GT, 'ALAT, I'ASAT, la
glycémie a jeun, le cholestérol total et les TG. Il est utilisé pour prédire le degré de
graisse hépatique. Une méta-analyse a évalué la précision du SteatoTest dans la
stéatose modérée a sévere comme acceptable pour une application
clinique. Néanmoins, la formule n'a pas été révélée et aucune étude classique
prospective ou a grande population n’a déterminé son exactitude et son efficacité (38)

(39).

¢ Indice de stéatose hépatique (HSI)

Le HSI a été créé en 2010 a partir d'une étude transversale incluant 10 000 individus
qui participaient a un bilan de santé (39). Il dépend de I'MC (indice de masse
corporelle), de la présence de diabéte et du rapport alanine aminotransférase (ALAT)

| aspartate aminotransférase (ASAT) (38). Un score inférieur a 30 permet d’exclure



une NAFLD tandis qu’au-dela de 36, la NAFLD est avérée (39). La sensibilité et la
spécificité de ces deux seuils, 30 et 36, sont supérieures a 90%. Cependant, chez les
enfants obéses, I'indice de stéatose hépatique est moins précis avec une sensibilité
de 67% et une spécificité de 62%. De plus, comme le FLI, le HSI distingue mal la

stéatose modérée a sévere de la stéatose légére (38).

b) Marqueurs sériques de la NASH

Les méthodes d'imagerie actuelle ne permettant pas de discriminer une stéato-
hépatite d’'une stéatose simple, des marqueurs sérologiques de substitution ainsi que

des méthodes de tests sérologiques uniques ont été étudiés pour prédire la NASH.

Méme si les marqueurs de substitution étudiés tels que le TNF-a (facteur de nécrose
tumorale alpha), I'lL-6, la CRP (protéine C réactive), la pentraxine, la ferritine, la SPEA
(serum prolidase enzyme activity) et le SRAGE prédisent une inflammation hépatique,

ceux-ci nécessitent encore une validation externe approfondie (40).

e Cytokeratin-18 (CK18)

Le test unique le plus étudié concernant le diagnostic de NASH est la cytokératine-18
(CK-18), une phosphoglycoprotéine des filaments intermédiaires. Les fragments
circulants de CK-18 marquent I'apoptose des hépatocytes et sont des prédicteurs
modestes de la NASH puisqu’ils présentent une sensibilité de 66% et une spécificité

de 82% (39) (40).



e NASH Test

Ce systeme de notation regroupe des facteurs démographiques (age, sexe et IMC),
des marqueurs sériques (aminotransférases et lipides) ainsi que la macroglobuline
alpha-2, I'apolipoprotéine A1 et I’haptoglobine. La sensibilité et la spécificité du test
NASH sont respectivement de 33% et 94%. Ce test a été validé sur un nombre réduit

de patients et doit &tre expérimenté et confirmé a plus large échelle dans le futur (41).

c) Marqueurs seériques de la fibrose

Les hépatopathies chroniques, générant une inflammation permanente ainsi que des
lésions tissulaires, augmentent la masse fibrotique du foie. La fibrose hépatique est a
I'origine de nombreuses perturbations telles que des dysfonctions métaboliques, un
risque accru de carcinome hépatocellulaire et des symptébmes associés a
I'hypertension portale, notamment une ascite et des varices gastro-cesophagiennes
(2). De plus, la présence d’une fibrose augmente la mortalité globale chez les patients
atteints de NAFLD. Il est donc important de pouvoir diagnostiquer la fibrose précoce

au moyen de marqueurs non invasifs (38).

L’évaluation de la fibrose hépatique se fait soit par des marqueurs « indirects »
reflétant des altérations de la fonction hépatique soit par des marqueurs « directs » du

renouvellement de la matrice extracellulaire (41).

e Marqueurs directs

Quand les lésions du foie deviennent trop importantes, les cellules hépatiques sont
remplacées par une matrice extracellulaire composée de collagéne |, Il et IV, de

fibronectine, d’'onduline, d’élastine, de laminine, d’hyaluronane et de protéoglycane 3.



Lorsque la production de collagéne augmente, celle d’acide hyaluronique aussi : c’est
donc un marqueur spécifique de la synthése de matrice extracellulaire, donc de la

fibrose (41).

Les autres biomarqueurs exclusifs de la fibrose sont le procollagéne de type lli
(PIIINP), le précurseur de la protéine C3 (PRO-C3) qui est un marqueur du pro-peptide
N-terminal du collagene Il et TIMP1, reflétant le remodelage de la matrice tissulaire

(38).

e Marqueurs indirects

Score de fibrose NAFLD (NFS)

Ce biomarqueur regroupe six facteurs cliniques et biochimiques aisément
mesurables : 'dge, I'hyperglycémie, 'MC, le taux de plaquettes, I'albumine et le ratio
AST/ALT. Les valeurs prédictives positive et négative du NFS sont supérieures a 90% ;
ainsi en ayant recours a cette méthode diagnostique, 75% des biopsies pourraient étre
evitées (38). De plus, les pays occidentaux ont validé en externe ce score, attestant
de sa fiabilité par rapport a d’autres systémes de prédiction de la fibrose et en en
faisant le biomarqueur non invasif le plus courant pour déterminer la gravité de la

fibrose (40).

Indice de rapport AST/plaquettes (APRI)

L’APRI a été utilisé dans un premier temps pour déterminer la sévérité de la fibrose
dans I'hépatite C en tenant compte de deux facteurs, le taux d’AST et la numération
plaquettaire (42). Cependant, malgré une spécificité élevée, cet indice présente une

sensibilité relativement faible, allant de 33 a 73% selon les seuils (38).



FibroTest

Ce test combine cinqg marqueurs biochimiques sériques : I'alpha-2-macroglobuline,
I'apolipoprotéine A1, I'haptoglobine, la y-glutamyltranspeptidase et la bilirubine. Son
score est corrélé au degré de fibrose et a été validé pour le dépistage de fibrose sévére
mais pas pour celui d’'une fibrose légére a modérée. Par ailleurs, la positivité du
FibroTest peut étre modifiée par une inflammation aigué entrainant une élévation des
taux sanguins d’alpha-2-macroglobuline et d’haptoglobine, ou par le syndrome de

Gilbert ou la cholestase qui provoquent une élévation de la bilirubine (43) (44).

BARD

Le score BARD s’appuie sur trois éléments (IMC > 28, rapport AST / ALT > 0,8 et
diabéte) pour prédire une fibrose hépatique avancée. Notamment grace a sa valeur
prédictive négative supérieure a 95%, ce marqueur permet d’exclure les patients sans

fibrose avancée (2).

FIB-4

FIB-4 est un panel de biomarqueurs comprenant I'age, la numération plaquettaire,
'AST et 'ALT. Il est utilisé pour évaluer la sévérité de l'atteinte fibrotique et a été

initialement validé chez des patients co-infectés par le VIH et le VHC (38) (44).

lll. Elastographie

La mesure de [l'élasticité hépatique permet de détecter la présence de fibrose,

caractérisée par une diminution de I'élasticité ou une augmentation de la rigidité. On



distingue deux sortes d’élastographie ultrasonore : I'élastographie de déformation (SE)

et I'élastographie par ondes de cisaillement (SWE).

L’élastographie de déformation ou élastographie en temps réel est basée sur la
compression des tissus par I'opérateur, permettant d’obtenir un résultat qualitatif de la
rigidité hépatique.

L’élastographie par ondes de cisaillement analyse quantitativement la rigidité
puisqu’elle permet de mesurer directement la vitesse de I'onde de cisaillement (métres
/ seconde) ou le module de Young (kPa) aprés que la machine ait donné une impulsion
meécanique ou acoustique (44). L’élastographie transitoire TE (Fibroscan) utilise des
ondes de cisaillement a basse fréquence, dont la vitesse est corrélée a I'élasticité du
tissu : elle est proportionnelle a sa rigidité et est exprimée en kPa. L’examen est rapide
et objectif (absence de variabilité inter-observateur) et le résultat immédiat (43) (44).
La sensibilité de TE est bonne, en revanche sa capacité a discriminer les stades de

fibrose 1égére, notamment FO-F1 de F2, est moins bonne (44).

1.6 Thérapeutique
1.6.1 Régime alimentaire et activité physique

A I'heure actuelle, il n’existe pas de traitement curatif de la NAFLD. L’alimentation et
I'activité physique restent, comme pour la prise en charge du diabéte de type 2, les
deux principaux axes sur lesquels agir en premiére intention (38). On considére qu’une
perte de poids de l'ordre de 5% diminue la stéatose alors qu’'une action sur la NASH

est observée a partir de 5-7%. Pour un retentissement sur la fibrose, une perte de



poids d’au moins 10% est attendue. Les apports en sucres quotidiens doivent étre
maintenus en-dessous de 10% de I'apport calorique total. Le fructose, principal sucre
en cause dans la stéatose, la résistance a I'insuline et I'obésité, doit notamment étre
limité. Les graisses saturées et oméga 6 sont a proscrire ; au contraire les aliments
riches en oméga 3 (acides gras polyinsaturés) comme le poisson et I'huile de poisson
sont a privilégier étant donné qu’ils améliorent le profil lipidique et diminuent le stress
oxydatif et la synthése de cytokines (45). De plus, une diminution de la stéatose par

une alimentation enrichie en oméga 3 a été constatée dans une étude (8).

La perte de poids doit se faire de maniére progressive afin d’éviter une aggravation de
I'altération du foie qui a été observée en cas de perte de poids trop rapide. La perte de

poids permet aussi d’agir sur le risque cardiovasculaire (46).

L’exercice physique d’endurance et de haute intensité, en plus de participer a la perte
de poids, permet de moduler I'inflammation et d’améliorer la sécrétion d’insuline ainsi

que la sensibilité des tissus a l'insuline (47).

1.6.2 Traitements pharmacologiques

Le plus puissant prédicteur de mortalité hépatique dans la NAFLD étant la présence
d’'une fibrose hépatique de stade 2 au moins, un traitement pharmacologique devrait
étre mis en place chez ces patients, autrement dit en stade de NASH séveére. En
revanche, selon I'’American Association for the Study of Liver Disease (AASLD), le
traitement ne devrait pas s’appliquer dans le cas de stéatose simple ou de NASH de

stade 0 (38).



. Sensibilisateurs a I'insuline

a) Metformine

La metformine, antidiabétique oral, diminue la résistance a l'insuline en ralentissant la
lipogenése, la néoglucogenese hépatique et la réabsorption intestinale de glucose.
Elle favorise la perte de poids, réduit le risque d’accidents cardiovasculaires,
cependant elle n’a pas montré son efficacité en termes d’amélioration de I'histologie
hépatique. Ainsi, dans la prise en charge de la stéatose hépatique, la metformine seule

ne parait pas efficace, elle aurait plutot sa place dans une multi-thérapie (46) (48) (49).

b) Analogues de GLP-1

Le GLP-1 (“Glucagon like peptide 17) est une hormone produite par les cellules
intestinales qui favorise la synthése d’insuline et inhibe celle de glucagon. Ses
agonistes auraient un intérét dans le traitement de la stéatose hépatique car ils
augmentent la sensibilité des cellules périphériques a [linsuline. En tant
gu’incrétinomimétiques, ils réduisent I'appétit et contribuent ainsi a une perte de poids

intéressante dans la NAFLD (34) (46) (50).

L’étude LEAN a permis de mettre en évidence les bénéfices du liraglutide, analogue
GLP-1, notamment une amélioration de la sensibilité a I'insuline, une réduction de la
lipogenése et de la néoglucogenése hépatique et une résolution histologique de la

NASH (46) (48) (50).



Il. Agents anti-oxydants
a) Vitamine E

La vitamine E a été étudiée dans le traitement de la NASH pour son action sur le stress
oxydant. Elle a été associée sur le long terme (96 semaines) a une dose de 800 Ul /|
a une réduction des enzymes hépatiques et a démontré un effet bénéfique sur la
stéatose, l'inflammation et le ballonnement hépatocellulaire mais pas sur la fibrose.
Cette supplémentation a haute dose a cependant démontré une augmentation de la
mortalité toutes causes confondues, il semblerait donc plus approprié de l'utiliser a une

dose de 400 Ul / j (46) (48) (49).

b) Glutathion

Une étude japonaise a montré qu’une dose quotidienne de 300 mg de glutathion,
peptide anti-oxydant, durant 4 mois avait un effet bénéfique chez des patients atteints
de stéatose hépatique sans fibrose sévére et sans diabéte non contrdlé : une
diminution des taux d’ALAT et de la stéatose a été constatée. Il reste a mener des

études a plus grande échelle pour étayer ce premier essai (48).

lll. Agonistes de PPAR

a) Thiazolidinediones

Les thiazolidinediones sont des agonistes du récepteur gamma activé par les
proliférateurs de peroxysome (PPARYy). lls permettent une élévation de I'adiponectine
plasmatique et donc une amélioration de la sensibilité a l'insuline. Une action anti-

stéatosique et anti-inflammatoire avec une action sur la fibrose ainsi qu'un effet



bénéfique sur les taux d’aminotransférases ont été associés a la pioglitazone.
Cependant, des effets indésirables peuvent apparaitre dans le temps tels que prise de
poids, rétention d'eau, ostéoporose, cancer de la vessie, insuffisance cardiaque

congestive et maladies cardiovasculaires (34) (48) (49).

b) Elafibranor

C’est un agoniste des récepteurs PPARa / 9, il agit sur la NASH en exergant une action
anti-inflammatoire, en augmentant I'oxydation des acides gras et en améliorant la
sensibilité a l'insuline. Un essai de phase |IB a démontré qu'une administration
quotidienne de 120 mg d’Elafibranor pendant un an diminuait significativement
l'inflammation hépatique chez des patients atteints de NASH avec un NAS = 4, sans
pour autant résoudre la NASH. Une étude de phase Il est actuellement en cours afin

d’évaluer et de confirmer I'efficacité de la molécule (34) (46) (48).

IV. Agoniste du récepteur farnésoide X (FXR)

L’acide obéticholique (OCA) est un agoniste du récepteur nucléaire FXR a I'acide
biliaire : I'activation de ce récepteur inhibe la lipogenése, la néoglucogenese
hépatique, réduit la stéatose et augmente la sensibilité a linsuline. Un essai
multicentrique a permis de montrer les bénéfices de 'OCA chez des patients atteints
de NAFLD avec une réduction du score NAS ainsi qu’'une diminution de la stéatose et

de la fibrose (46) (48) (50).



1.6.3 Traitement chirurgical

Lorsque la perte de poids est insuffisante ou difficile a obtenir par le rééquilibrage
alimentaire et 'activité physique, il peut étre proposé a certains patients le recours a
la chirurgie bariatrique de l'intestin gréle. En plus d’'une perte de poids durable, celle-
ci ameéliore I'histologie et les enzymes hépatiques, réduit I'inflammation et le risque
cardiovasculaire. La perte de poids engendre une diminution du tissu adipeux et par
conséquent de la résistance a l'insuline, ce qui permet une amélioration du diabéte et

de la stéatose.

Cette solution est proposée chez des patients obeses avec un IMC d’au moins 35
kg/m?. Néanmoins, lintervention chirurgicale n’est pas sans risque puisqu’une
insuffisance hépatique peut se développer en périopératoire, notamment chez les

patients cirrhotiques (46) (51) (52) (53).

1.6.4 Transplantation hépatique

La NAFLD est la deuxieme indication, apres le virus de I'hépatite C, a la transplantation
hépatique aux Etats-Unis et pourrait devenir la premiére d’ici 2030. Sont éligibles & ce
moyen de dernier recours les patients atteints de NASH a un stade terminal (cirrhose)
ou ayant développé un CHC (54). Les patients bénéficiant d’'une greffe hépatique suite
a une NASH a un stade cirrhotique ont un taux de survie équivalent a des patients
greffés pour d’autres causes (55). Néanmoins, la transplantation ne remédiant pas au
syndrome métabolique et aux comorbidités, il existe un risque de récidive apres la
transplantation. C’est pourquoi le contréle du poids et de lalimentation doivent

persister méme aprés la greffe (46).



2 RELATIONS ENTRE MICROBIOTE ET NAFLD

2.1 Role du microbiote intestinal dans la NAFLD

Comme vu dans le 1.4.3, une altération du microbiote intestinal peut étre a I'origine
ou, du moins, participer au développement de la NAFLD. Les flores bactériennes
digestive et hépatique sont en étroite corrélation depuis la vie foetale. Une relation de
symbiose s’établit entre le microbiote intestinal et 'hn6te dans des conditions nutritives
et physiques normales : le métabolisme et le fonctionnement du systéme immunitaire
dépendent de cet équilibre. Un déséquilibre de ce systéme ou dysbiose aurait des
répercussions sur la santé de I'héte (47), en perturbant les activités métaboliques et la
réponse immunitaire, contribuant a l'obésité et aux complications associées,
notamment la résistance a l'insuline et le diabéte de type 2 ainsi que la stéatose

hépatique (56).

2.1.1 Qu’est-ce-que le microbiote intestinal ?

Joshua Lederberg a défini pour la premiere fois le microbiote intestinal comme étant
« la communauté écologique des microorganismes commensaux, symbiotiques et
pathogénes qui partagent littéralement notre espace corporel et ont été ignorés en tant
que déterminants des maladies de santé » (57). Le microbiote intestinal recense 10"
micro-organismes, comprenant des bactéries, protozoaires, archées, virus et
champignons (58). Plus de 70% des micro-organismes du corps humain sont localisés

dans le gros intestin (59).

Les cinq grands phyla constituant le microbiote intestinal sont les Firmicutes pour

79,4% (dont Ruminococcus, Clostridium et Eubacteria), les Bacteroidetes pour 16,9%



(Prevotella, Porphyromonas) et, bien moins représentés, les Actinobacteria pour 2,5%
(dont le chef de file est Bifidobacterium), les Proteobacteria (dont les Entérobactéries)
pour 1% et enfin Verrumicrobia a 0,1%. Un microbiote intestinal sain contient de petites
quantités de Lactobacilles et Streptocoques (phylum des Firmicutes) et d’Escherichia

coli (Proteobacteria) (60).

Bien que la génétique participe a I'élaboration du microbiote intestinal, les facteurs
environnementaux sont particulierement importants. Notamment le type
d’accouchement (par voie basse ou césarienne) et le type d’alimentation durant les
deux premiéres années de vie : ces deux facteurs influenceront la composition du
microbiote a I'dge adulte. Au cours de la vie, la composition du microbiote intestinal
sera influencée par I'age, I'alimentation, les médicaments et 'environnement avec des

variations observées d’'un individu a I'autre (60).

Physiologiquement, le microbiote intestinal a un rdle dans [I'établissement et la
maturation du systéme immunitaire et dans la protection face a des agents
pathogénes. Il participe également a l'intégrité de la barriére intestinale ainsi qu’aux
activités meétaboliques permettant I'extraction énergétique des nutriments et la
libération de métabolites utilisés par I'héte. Le métabolisme glucidique, via
I'intervention d’enzymes générées par la flore intestinale, transforme les polyméres
glucidiques en oses, eux-mémes dégradeés en pyruvate par les bactéries glycolytiques,
finalement fermenté en acides gras a chaines courtes (AGCC). Le métabolisme
protéique est quant a lui réalisé par les bactéries protéolytiques qui dégradent les
protéines en peptides, eux-mémes hydrolysés en acides aminés qui seront eux aussi
fermentés en AGCC mais également en ammoniac, qui est soit absorbé par le cblon
puis excrété sous forme d’'urée dans les urines soit utilisé comme substrat par les

bactéries intestinales pour la production d’azote, utile a la synthése d’acides aminés.



Les composés phénoliques et indoliques également issus du métabolisme protéique
et ayant un potentiel toxique sont absorbés dans le cblon, détoxifiés puis éliminés dans
les urines. Le métabolisme lipidique permet la transformation des acides gras par les
bactéries intestinales. Le cholestérol, majoritairement issu de la bile, est métabolisé
en coprostanol, produit ensuite éliminé dans les feces. Les acides biliaires entrent a
95% dans le cycle entéro-hépatique tandis que les 5% restants sont transformés en

acides biliaires secondaires par les bactéries constituant la flore intestinale (61).

2.1.2 Dysbiose intestinale dans la NAFLD

De nombreuses études suggérent qu’un microbiote intestinal perturbé (dysbiose)
participe au développement de I'obésité et par conséquent a celui de la NAFLD : le
rapport Firmicutes / Bacteroidetes semble étre particulierement impliqué dans la
pathogénese (58). En effet, des chercheurs ont prouvé que des souris obéses
déficientes pour le géne de la leptine (hormone de la satiété) présentaient un taux bien
trop important de Firmicutes et un taux trés diminué de Bacteroidetes. L’'implantation
du microbiote de ces souris obéses chez des souris axéniques, exemptes de tout
micro-organisme, entrainait une élévation de I'extraction énergétique des nutriments,
une prise de poids mais également une accumulation de graisse hépatique.
Comparativement a un individu mince, dans le microbiote fécal d’'un patient obése, des
proportions diminuées de Bacteroidetes et augmentées de Firmicutes sont retrouvées.
Ces éléments sont en faveur d’'une étroite corrélation entre microbiote intestinal et

obésité / NAFLD (56) (61).



Cet état dysbiotique caractéristique de NAFLD peut étre la conséquence de plusieurs
mécanismes parmi lesquels une alimentation trop grasse et trop sucrée, la prise

répétée d’antibiotiques ou encore la sédentarité.

2.1.3 Modifications de la composition du microbiote intestinal

I. Par I’alimentation

Les changements alimentaires, qu’ils soient quantitatifs ou qualitatifs, peuvent
impacter la composition et la répartition du microbiote intestinal. Selon les nutriments
apportés par I'alimentation, les bactéries résidantes de l'intestin vont synthétiser des

métabolites potentiellement impliqués dans la pathogénése de la NAFLD (47). A

chaque régime est associé un microbiote particulier (56).

Une alimentation a base de légumes et de fibres (glucides non digestibles) basée sur
le modele africain modifie la balance Firmicutes / Bacteroidetes avec une part relative
plus importante de Bacteroidetes par rapport aux Firmicutes (47). De plus, le
microbiote intestinal correspondant a ce régime est riche en espéces bactériennes des
genres Prevotella et Xylanibacter (présentant des enzymes de dégradation des
glucides non digestibles) et pauvre en entérobactéries pro-inflammatoires telles

qu’Escherichia et Shigella (56).

Au contraire, un régime occidental gras et sucré est en faveur d’une élévation de
Firmicutes et d’'une diminution de Bacteroidetes (47). Dans ce régime, les glucides non
digestibles du modéle africain sont remplacés par des glucides transformés tels que
le fructose. Ce sucre, principalement métabolisé dans le foie, apparait comme trés

impliqué dans la pathogenése de la stéatose hépatique en perturbant notamment la



composition du microbiote intestinal avec une augmentation constatée

d’Erysipelotrichi (47).

Les scientifiques se sont intéressés a Akkermansia muciniphila, une bactérie
appartenant au phylum des Verrumicrobia : elle a été retrouvée en quantité nettement
diminuée dans le microbiote intestinal de souris obéses et diabétiques. De plus, en
administrant cette bactérie a des souris obéses et diabétiques, la prise de poids était
deux fois moins importante que sans supplémentation par Akkermansia muciniphila,
et cela sans modification du régime alimentaire ; et les souris ne présentaient plus
d’insulinorésistance. Cette espece bactérienne est en fait une composante du mucus
protégeant I'épithélium intestinal du passage de bactéries présentes dans la lumiere
intestinale. L’administration chez l'animal d’Akkermansia muciniphila a augmenté
I'épaisseur de la couche de mucus tandis que celle-ci s’est montrée diminuée chez les
animaux obéses et diabétiques, avec une altération de la fonction barriére. Chez
'Homme, l'obésité et le diabéte de type 2 ont aussi été associés a une quantité

diminuée d’Akkermansia muciniphila dans le microbiote intestinal (62).

Il. Par les antibiotiques

Une surexposition aux antibiotiques, en plus d’engendrer des antibio-résistances, a un
effet délétére sur le microbiote intestinal (63). En effet, la prise répétée d’antibiotiques
pendant I'enfance peut, a long terme, impacter la flore bactérienne intestinale et
participer a la pathogénése de I'obésité et de la NAFLD (58). Il a été prouvé que le
microbiote de souris exposées a des antibiotiques subissait une perte d’espéces et de
biodiversité, entrainant des conséquences néfastes sur le métabolisme des lipides et

sur le développement du systéme immunitaire. Et c’est durant les deux premiéeres



année de vie, alors que la vulnérabilité du microbiote intestinal est la plus importante,

que sont majoritairement consommeés les antibiotiques (63).

lll. Par l’activité physique

Bien que les effets bénéfiques de I'exercice physique sur le contrble de I'obésité et de
la NAFLD aient été constatés, le lien entre activité physique et microbiote intestinal
reste plus difficile a prouver. Ces derniéres années, plusieurs études portant sur cette

relation ont vu le jour et ont apporté des preuves émergentes.

Il apparait que la flore bactérienne intestinale est plus diversifiée et enrichie en espéces
bactériennes favorables a la santé (Akkermansia notamment) chez les sportifs en
comparaison aux individus sédentaires. Cependant, les sujets sportifs different le plus
souvent des sédentaires non seulement par la pratique d’'une activité physique mais
aussi par une alimentation équilibrée, qui joue un réle prépondérant sur la composition

du microbiote intestinal.

Afin d’isoler le réle de l'activité physique sur le microbiote, trois études récentes ont
examiné l'impact d’'un exercice régulier sur la flore intestinale sans changement de
I'alimentation : elles ont toutes montré des modifications du microbiote révélant
notamment une augmentation d’espéces de Bacteroidetes et de Verrucomicrobia

(Akkermansia).

Il s’agit en fait d’'une relation bidirectionnelle entre 'activité physique et le microbiote
intestinal. D’'une part, la pratique d’un exercice régulier influence la composition de la
flore intestinale ; et d’autre part, la composition et le métabolisme du microbiote

intestinal améliorent la digestion et la récolte énergétique au cours de I'activité.



Lors d’un exercice physique anaérobie, les muscles libérent du lactate, alors utilisé par
certaines bactéries intestinales qui sécretent ensuite des métabolites comme le

propionate, participant a améliorer les performances physiques.

Selon 'OMS, une moyenne hebdomadaire de 150 minutes d'exercice d’intensité

modérée suffirait pour modifier la composition du microbiote intestinal (64).

2.1.4 Mécanismes impliqués

I. Altération de la perméabilité intestinale et translocation

bactérienne

L’'un des mécanismes-clé impliquant le microbiote intestinal dans la progression de la
NAFLD est 'augmentation de la perméabilité de la muqueuse intestinale, qui entraine
une translocation bactérienne (56). Différentes études sur des patients atteints de
NAFLD ont montré que 'augmentation de la perméabilité intestinale était corrélée a
une prolifération bactérienne intestinale ou small intestinal bacterial overgrowth (SIBO)

(65).

Nous avons vu que dans un contexte d’obésité et de diabéte, la présence diminuée
d’Akkermansia muciniphila dans la couche de mucus intestinal était a I'origine d’un
amincissement de celle-ci, réduisant ainsi son efficacité en tant que barriere physique.
Par ailleurs, la diminution d’Akkermansia muciniphila est corrélée a une baisse de
production de Regllly (regenerating islet-derived 3-gamma), une lectine de type C a
activité antimicrobienne envers les bactéries a Gram positif : les bactéries ne sont donc
plus maintenues a distance des cellules épithéliales intestinales et peuvent ainsi

coloniser la surface de la couche de mucus (62).



Les jonctions serrées de l'intestin sont formées par des protéines transmembranaires
telles que les claudines, I'occludine et la tricelluline qui relient les cellules adjacentes
au cytosquelette d’actine via les protéines de zonula occludens (ZO), notamment ZO-
1, ZO-2 et ZO-3 (66). Chez des souris obéses, une permeéabilité augmentée de la
barriére intestinale a été constatée, en lien avec des altérations importantes de la

distribution de 'occludine et de ZO-1 (67).

Les lipopolysaccharides (LPS) ou endotoxines sont transloqués dans la circulation
porte en passant entre les jonctions serrées de I'épithélium intestinal qui sont
interrompues : c’est I'endotoxémie (65) et ce phénoméne est accentué par la réduction
de I'épaisseur de la couche de mucus engendrée par une diminution de I'abondance
d’Akkermansia muciniphila, empéchant le maintien des bactéries dans la lumiére
intestinale (62). Ces LPS présents dans la membrane des bactéries a Gram -
entrainent, en se liant aux TLR (TLR 4) au niveau du foie, la production de cytokines
pro-inflammatoires et donc une inflammation. Il a méme été démontré dans une étude
menée par Werdam et ses collaborateurs la présence augmentée d’anticorps anti-LPS
chez les patients atteints de NASH en comparaison aux patients sains, avec, de plus,

une augmentation des taux d’anticorps corrélée a la gravité de la maladie.

Il. Métabolites bactériens

Un autre phénoméne entrant en jeu dans la progression de la NAFLD est le
métabolisme de la choline : un régime riche en graisses modifie le microbiote intestinal
en induisant une augmentation d’Erysipelotrichi (Firmicutes) et une diminution des
gammaprotéobactéries. Cette dysbiose méne a une déficience en choline, qui est

métabolisée dans le foie en TMAO (triméthylamine N-oxyde), un composé toxique



capable de perturber le métabolisme des acides biliaires et d’inhiber le récepteur FXR
(47) (56). La perturbation du métabolisme de la choline entraine également une
réduction de la sécrétion par le foie de VLDL, accentuant 'accumulation hépatique de

lipides (68)

Un autre métabolite toxique est impliqué dans la pathogénése de la NAFLD : il s’agit
de I'éthanol endogéne, produit par fermentation bactérienne de certaines espéces de
Lactobacillus, Escherichia ou encore Ruminococcus et générant un stress oxydant et
une inflammation (56) (69). Une étude menée par Zhu et ses collaborateurs sur des
enfants présentant une NASH a mis en évidence des éthanolémies plus élevées en
rapport avec des bactéries productrices d’éthanol plus nombreuses que chez des

enfants sains (69).

Enfin, un dernier type de métabolites bactériens trés étudiés sont les acides gras a
chaine courte (AGCC) tels que I'acétate, le butyrate et le propionate. lls sont obtenus
par fermentation de fibres alimentaires par certaines bactéries intestinales et
constituent une source énergétique pour I'épithélium intestinal favorisant I'intégrité de
la barriére intestinale et protégeant ainsi de I'endotoxémie. lls ont également un réle
bénéfique dans la réponse immunitaire, le métabolisme lipidique et le métabolisme
glucidique en régulant positivement la sensibilité a I'insuline. Les AGCC contribuent
ainsi de maniére indirecte a une protection vis-a-vis de la NAFLD. En revanche, ces
métabolites, et particulierement I'acétate, ont la capacité d’atteindre le foie par la veine
porte et donc d’'impacter directement le métabolisme hépatique et de favoriser le
développement de la NAFLD. Ainsi, I'impact physiopathologique des AGCC varie
selon les auteurs puisqu’il est bénéfique pour certains et plutét impliqué dans la

pathologie pour d’autres (47) (70) (71).



2.1.5 Signalisation dépendante des TLR et cytokines pro-

inflammatoires

Le microbiote intestinal constituant un réservoir de ligands des TLR, son altération et
sa modification peut augmenter la quantité de ligands délivrés au foie. L’interaction
entre ces ligands et les cellules hépatiques conduit ensuite a la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires. En conditions normales, le foie exprime un nombre minimal de
TLR et présente une tolérance vis-a-vis des ligands des TLR. En cas de stéatose
hépatique, le microbiote intestinal étant altéré et la perméabilité épithéliale augmentée
permettant ainsi la translocation bactérienne dans la circulation porte, la stimulation
des cellules hépatiques via l'interaction ligand / TLR est exacerbée et la production de

molécules pro-inflammatoires augmentée (72).

. Récepteurs TLR

Les TLR appartiennent a la superfamille des récepteurs reconnaissant des motifs
moléculaires associés aux pathogenes (PRR), et sont donc activés par liaison avec
des déterminants moléculaires issus de bactéries ou de virus. L'activation de TLR,
absente dans un foie sain, est initiée lorsque des déterminants moléculaires dérivant
de bactéries sont déversés dans la circulation portale et atteignent le foie. Les
scientifiques se sont accordés pour affirmer que le TLR2, le TLR4, le TLR5 et le TLR9

sont les principaux TLR impliqués dans la pathogenése de la NAFLD.

Les LPS, constituants cellulaires des bactéries a Gram négatif, se lient aux TLR4 au
niveau du foie. Chez des souris qui ont développé une NAFLD en ayant suivi un régime
riche en graisse, riche en fructose, carencé en méthionine et choline ou carencé en

acides aminés, des taux élevés de LPS circulants ont été constatés, associés a une



sur-expression de TLR4 et une synthése accrue de cytokines pro-inflammatoires. Ces
mémes souris, traitées avec des LPS, présentent une aggravation des lésions
hépatiques et une hausse des cytokines pro-inflammatoires. L'injection de LPS chez
des souris nourries de maniére conventionnelle a également déclenché une NAFLD.
De plus, des souris déficientes pour le TLR4 ne développent pas de NAFLD, méme
en recevant des perfusions de LPS, et n'expriment pas de cytokines pro-
inflammatoires. Les patients atteints de NAFLD présentent aussi des niveaux
importants de LPS dans le sang. Toutes ces données suggerent que l'interaction LPS

/ TLR4 joue un réle majeur dans la pathogenése de la stéatose hépatique.

Le TLR9 est un récepteur interagissant avec ’ADN bactérien : il est surexprimé dans
le foie de patients atteints de NASH. En comparaison avec des souris nourries de
facon standardisée, un régime pauvre en acides aminés a permis de déceler de 'ADN
bactérien dans le sang de ces souris. Ce méme régime pauvre en acides aminés a été
administré a des souris WT ainsi qu’a des souris KO pour le TLR9 : ces derniéres ont
développé une stéatose, une inflammation et une fibrose moindre par rapport aux
souris WT. Ainsi, le TLR9 semble impliqué dans la progression de la NASH, et plus

précisément est corrélé a 'activation de I'inflammasome, favorisant la production d’IL-
1B.

Le TLRZ2, quant a lui, reconnait le peptidoglycane et I'acide lipotéichoique qui sont des
constituants membranaires des bactéries a Gram positif comme les Firmicutes. Chez
des souris obéses ayant suivi un régime riche en graisse, le taux de Firmicutes est
augmenté, suggérant que leur microbiote est riche en ligands du TLR2. Un régime
carencé en acides aminés normalement inducteur de stéatohépatite, administré a des

souris déficientes pour le TLR2, conduit a une résistance a la NASH.



Enfin, le TLR5 reconnait la flagelline bactérienne; méme si son rdle au niveau
hépatique n’est pas élucideé, ce récepteur protége I'épithélium intestinal. Il est aussi
impliqué dans le syndrome métabolique puisque des souris déficientes pour le TLR5

développent obésité et stéatose (72).

ll. Cytokines pro-inflammatoires

En réponse a la stimulation des cellules hépatiques et a 'activation des TLR par des
motifs bactériens, des cytokines pro-inflammatoires sont produites et constituent un
mécanisme de protection vis-a-vis des pathogénes. Seulement, une stimulation
hépatique permanente méne a une signalisation accrue et la synthése continue de
cytokines devient néfaste pour l'organisme (72). En induisant [l'inflammation,
'apoptose et la fibrose hépatiques, les cytokines se révélent étre activement

impliquées dans la pathogenése de la NAFLD (73).

Au niveau hépatique, le TNF-a est produit en réponse a une stimulation TLR2-
dépendante par les hépatocytes et les cellules de Kupffer. Il est également sécrété par
le tissu adipeux et provoque une inflammation et une résistance a linsuline.
Cependant, bien que son implication dans la progression dans la NAFLD ait été
démontrée dans de nombreuses études, d’autres n’ont trouvé aucune preuve de ce

lien (73).

L’IL-1B, tout comme le TNF-a, favorise la pathogenése de la stéatose hépatique. Suite
a l'interaction du TLR9 avec son ligand et a I'activation de l'inflammasome, I'lL-1[3 est
sécrétée et participe a 'accumulation de triglycérides dans les hépatocytes ainsi qu’a

leur apoptose (73).



Figure 4 : « Modifications de la perméabilité intestinale en situation d’obésité »
(inspirée de (68) et (62))

A gauche : en conditions normales, une épaisseur importante de mucus est maintenue
par la présence d’Akkermansia muciniphila, associée a une production de Regllly et a
la présence de jonctions serrées ; ces facteurs contribuent a l'intégrité de la barriere
intestinale et empéchent la translocation des bactéries et de leurs composants dans
le systéme porte.

A droite : en situation d’obésité, une diminution de la quantité d’Akkermansia
muciniphila entraine un amincissement de la couche de mucus et une baisse de
production de Regllly. De plus, les jonctions serrées sont interrompues et n’assurent
plus leur réle. L’altération de la barriere intestinale accentuée par la présence d’éthanol
favorise la translocation bactérienne dans la circulation porte. Les produits bactériens
interagissent avec les TLR hépatiques, induisant la synthése de cytokines pro-
inflammatoires favorisant la progression de la simple stéatose a la NASH.



2.2 Réle du microbiote buccal dans la NAFLD
2.2.1 Qu’est-ce que le microbiote buccal ?

La cavité orale représente, apres le microbiote intestinal, le deuxiéme plus grand et
plus diversifié microbiote de I'organisme. Plus de 700 espéces bactériennes y sont
présentes, dont 96% appartenant aux phyla des Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochetes et Fusobacteria. En conditions
physiologiques, 1 mL de salive contient 100 millions de bactéries dont 200 a 300
espéces. Les micro-organismes cohabitent dans la cavité buccale et colonisent les
surfaces dentaires ainsi que les muqueuses. La flore bactérienne buccale se forme
lors d’un premier contact avec les bactéries vaginales maternelles au cours de
'accouchement. Néanmoins, plusieurs études ont proposé que [I'inoculation
bactérienne débutait in utero via la colonisation placentaire par des bactéries orales et
intestinales de la mere. Plus tard, le microbiote oral est influencé par I'atmosphére,

I'alimentation puis par I'éruption dentaire et les différentes dentitions (74) (75).

Cet écosystéme oral contribue a de nombreuses fonctions telles que la digestion, la
cavité buccale étant le premier organe de I'appareil digestif. |l participe également a

I'éducation du systéme immunitaire et a la protection contre des agents pathogénes.

2.2.2 Dysbiose orale et NAFLD

Nous avons vu que des perturbations de la flore intestinale pouvaient avoir des
conséquences néfastes sur le foie et pouvaient notamment favoriser le développement
de la NAFLD. Cependant, il semblerait que des bactéries pathogénes de la cavité orale

soient aussi impliquées dans la pathogenése de la stéatose hépatique.



Une premiére hypothése désormais admise était la translocation de bactéries orales
dans la circulation systémique provoquant une bactériémie, la libération de LPS avec
endotoxémie et sécrétion de cytokines pro-inflammatoires déclenchant une
inflammation de bas grade. Par la suite, des mécanismes impliquant le microbiote
intestinal ont été exposés. Un étre humain avale chaque jour 1 a 1,5 L de salive, soit
environ 10" micro-organismes, ce qui implique que de nombreuses bactéries

présentes dans la cavité orale sont transportées dans l'intestin (74).

Afin d’analyser ce lien entre cavité buccale, intestin et foie, ce sont principalement les
bactéries parodontopathogénes, et plus particulierement Porphyromonas gingivalis,
qui ont été étudiées et mises en cause. En effet, aprés avoir administré des cultures
de Porphyromonas gingivalis a des souris, des chercheurs ont constaté des
perturbations de la composition de la flore intestinale ainsi que de l'intégrité de la
barriére intestinale, entrainant une dissémination d’entérobactéries et une
endotoxémie, associées a une résistance a l'insuline et a une inflammation adipeuse
et hépatique (76). Cependant, étant donné que Porphyromonas gingivalis n’a pas été
retrouvée dans le sang des souris lors de cette étude, il paraitrait plus cohérent que
c’est l'altération du microbiote intestinal causée par Porphyromonas gingivalis qui est
en cause dans la NAFLD plutét que I'impact direct de cette bactérie sur le foie (77).
De fagon contradictoire, une étude a montré que I'ADN de bactéries traversant
I'épithélium parodontal est retrouvé dans le sang et dans le foie (78). Une autre
bactérie parodontopathogéne, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, altére le

microbiote intestinal et contribue a la pathogenése de la NAFLD (79).

Par ailleurs, une étude japonaise de grande taille a montré que les taux de y-GT et
d’ALAT étaient plus élevés chez des patients présentant des poches parodontales d’au

moins 4 mm par rapport a des sujets sains. Une autre étude a démontré que des



patients atteints de NAFLD recevant des traitements parodontaux présentaient une
amelioration de la fonction hépatique avec diminution des taux d’ASAT et d’ALAT. Ces
deux études semblent étre évocatrices d’'une corrélation entre maladie parodontale et

NAFLD (80).

2.2.3 Mécanismes moléculaires impliqués

. Réponse inflammatoire aux bactéries parodontopathogénes

Récemment, le réle des médiateurs pro-inflammatoires induits par les bactéries
parodontopathogenes a été étudié et notamment leur impact sur le foie via I'activation

de polynucléaires neutrophiles (PNN) et via la génération d’'un stress oxydant.

Dans un contexte de parodontite, en réponse aux composés bactériens tels que le
LPS ou le peptidoglycane, le parodonte sécréte des cytokines pro-inflammatoires (IL-
18, IL-12, IL-6, TNF-a et INF-y) participant a l'altération du tissu hépatique via leur

translocation dans la circulation sanguine jusqu’au foie.

De plus, les LPS issus des bactéries orales a Gram négatif comme Porphyromonas
gingivalis, en interagissant avec les récepteurs TLR2 et TLR4 des cellules de Kupffer,
induisent a leur tour la production de cytokines pro-inflammatoires et d’espéces
réactives de I'oxygéne. En effet, bien que l'interaction des LPS avec les TLR2 soit
moindre et ait lieu préférentiellement avec les TLR4, la preuve a été apportée chez la
souris que l'interaction du TNF-a induit par le LPS avec la signalisation TLR2 favorisait
la NASH (80). Par ailleurs, il a été proposé que la présence de plusieurs espéces
lipidiques A dans le LPS de Porphyromonas gingivalis participe a I'activation des
cellules via le TLR2 et le TLR4 (81). La liaison des LPS aux TLR4 favorise aussi

I'expression de CD80 et CD86, des molécules de co-stimulation. Enfin, ces LPS ont



également la capacité d’activer les lymphocytes T qui vont alors générer des cytokines

et amplifier I'inflammation hépatique.

De méme, les peptidoglycanes des bactéries orales a Gram négatif et surtout 8 Gram
positif activent d’'une part les cellules immunitaires telles que les PNN et les
lymphocytes NK en se liant aux récepteurs TLR2, et d’autre part stimulent les
macrophages via d’autres récepteurs spécifiques, les NOD1 et 2 (82). Ces deux
mécanismes conduisent a la synthése de cytokines pro-inflammatoires via I'activation

du facteur nucléaire kappa B (NF-kB) (80).

Face a une situation de stress, les cellules de I'organisme expriment des protéines de
choc thermique ou HSP (Heat Shock Proteins), protéines antigéniques également
exprimées par les bactéries (83). Les antigénes GroEL bactériens exprimés par les
bactéries parodontopathogénes comme Porphyromonas gingivalis ou Aggregatibacter
actinomycetemcomitans appartiennent au groupe des HSP60 (80). En raison du fort
degré d’homologie entre les GroEL (HSP60 bactériennes) et les HSP60 humaines
(hHSP60) ou HSP60 du soi, I'anticorps anti-hHSP60 présente une réaction croisée
avec l'antigéne bactérien GroEL (80) (83). Ainsi, dans un contexte parodontal, les
lymphocytes T spécifiques des HSP bactériennes peuvent également reconnaitre les
hHSP et les anticorps anti-HSP peuvent déclencher une réaction auto-immune, du fait
de cette réaction croisée. L’activation des lymphocytes conduit ensuite a la synthése
de cytokines pro-inflammatoires, et surtout des quantités importantes d’IFN-y (80) (84).
Bien que I'implication des HSP dans des maladies systémiques telles que les maladies
cardio-vasculaires ait été établie (83) (85), et malgré la forte homologie qui existe entre
HSP humains et bactériens qui soutiendrait I'hypothése que ces protéines jouent un
réle dans la progression de I'hépatite, des preuves doivent étre apportées pour établir

un lien entre HSP et NAFLD dans un contexte de maladie parodontale (80).



Il. Stress oxydant

Le stress oxydant provient d’'un déséquilibre entre synthése et dégradation d’espéces
réactives de I'oxygéne (ROS), d’espéces réactives de I'azote (RNS) et de radicaux
libres induisant la fragmentation de ’ADN, une peroxydation lipidique et une oxydation
des protéines, responsables de dommages cellulaires. Les ROS sont particulierement

impliqués dans la toxicité hépatique.

Le malondialdéhyde (MDA), marqueur de peroxydation lipidique, est retrouvé a des
taux trés élevés dans le liquide gingival de patients atteints de parodontite en

comparaison a des sujets sains, traduisant une quantité accrue de ROS.

Dans une étude menée en conditions hypoxiques ou inflammatoires, la stimulation de
fibroblastes desmodontaux par des LPS issus de Porphyromonas gingivalis a
déclenché une augmentation significative des taux de NADPH oxydase 4 (NOX4),

associée a une élévation significative des ROS.

Une étude cas-témoins a révelé des taux significativement réduits de glutathion, de
catalase et de sélénium, qui sont des composants antioxydants, chez les patients

présentant une parodontite en comparaison avec les sujets sains.

Enfin, le traitement parodontal de patients atteints de parodontite chronique a permis

de réduire le stress oxydant circulant de patients atteints de parodontite chronique.

Ces données suggerent que les ROS induits par la parodontite peuvent étre impliqués

dans la progression NAFLD via leur diffusion dans la circulation (80).



Figure 5 : « Réle de la parodontite dans I'inflammation du foie » (80)

Les bactéries parodontopathogenes sont transloquées vers lintestin, entrainant des
modifications du microbiote intestinal et une perturbation de I'axe intestin-foie. Les
composés bacteériens (LPS et peptidoglycanes) interagissent avec des récepteurs au
niveau des cellules de Kupffer et des cellules immunitaires et induisent la production
de médiateurs pro-inflammatoires. La HSP60 bactérienne active les lymphocytes T qui
sécretent aussi des cytokines pro-inflammatoires. La parodontite régule a la hausse
les taux de NOX4 et de MDA et a la baisse les niveaux de glutathion, de catalase et
de sélénium, aboutissant a une augmentation des ROS impliquées dans l'inflammation

du foie.



2.3 Intervention nutritionnelle sur le microbiote

Nous avons vu précédemment les différents traitements pharmacologiques
potentiellement impliqués dans I'amélioration de la NAFLD ainsi que le rdle de
I'alimentation sur le microbiote. Le microbiote intestinal peut également étre modulé
par I'apport de probiotiques, de prébiotiques, de symbiotiques ou d’antibiotiques, cette

modification de la flore ayant un impact sur la NAFLD (60).

2.3.1 Les probiotiques

L’OMS définit les probiotiques comme « des micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils
sontingérés en quantité suffisante, exercent des effets positifs sur la santé ». Plusieurs
études ont étudié leurs fonctions et ont révélé leur impact sur la modulation du

microbiote intestinal dans la NAFLD (72).

Les bactéries des genres Bifidobacterium (phylum Actinobacteria) et Lactobacillus
(phylum Firmicutes) sont les plus utilisées en tant que probiotiques. Dans des modéles
humains et murins de NAFLD, les quantités de Bifidobacterium se sont en effet
révélées étre abaissées, suggérant le réle bénéfique de ce genre bactérien dans le
maintien de la santé hépatique (58) (72). Plusieurs études réalisées sur des souris ont
appuyé cette théorie : l'inoculation de Bifidobacterium spp a montré un effet
hypocholestérolémiant ainsi qu'une réduction des graisses viscérales et de la
résistance a l'insuline (58) tandis que I'administration de Lactobacillus casei Shirota
s’est avérée protéger de la stéatose hépatique induite par le fructose (86) et de la

NASH induite par un régime carencé en méthionine et en choline (87).

VSL # 3, un mélange bactérien composé de 8 souches de probiotiques (Lactobacillus

plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii,



Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis et
Streptococcus thermophilus), a montré une réduction des lésions hépatiques dans la
stéatose hépatique non alcoolique (60). Li et ses collaborateurs ont démontré que
I'administration de VSL # 3 a des souris obéses réduisait I'obésité et la résistance a
l'insuline et améliorait les marqueurs histologiques du foie avec une réduction de
I'ALAT et des AG hépatiques. Dans cette étude, les propriétés anti-TNFa de VSL # 3
ont été mises en évidence et expliqueraient les effets bénéfiques constatés de ce
probiotique sur le foie (88). Une autre étude animale menée par Ma et ses
collaborateurs a prouvé que VSL # 3 induisait une réduction significative de la stéatose

et de la résistance a l'insuline (88) (89).

L’administration simultanée de Lactobacillus casei et Lactobacillus acidophilus durant
8 semaines a des rats suivant un régime riche en fructose a montré une réduction de
la résistance a l'insuline et du taux de MDA, limitant la peroxydation lipidique et le

stress oxydant (88).

Certains probiotiques tels que Bifidobacterium lactis 420 ou Lactobacillus plantarum
semblent aussi améliorer la barriére intestinale en diminuant sa perméabilité par

augmentation de I'expression des protéines de jonctions serrées (72).

A ce jour chez 'Homme, un nombre limité d’essais cliniques étudiant I'impact des
probiotiques sur la NAFLD a été réalisés. Bien que la plupart aient montré une
amelioration des marqueurs histologiques et des marqueurs de peroxydation lipidique
(88), des études cliniques approfondies sont nécessaires afin d’apporter plus de
preuves quant a l'efficacité des probiotiques dans la prise en charge de la stéatose
hépatique non alcoolique. Les principaux enjeux de ces essais sont I'identification des

souches les plus actives ainsi que les doses et durées d’administration efficaces (90).



En France, la majorité des probiotiques sont considérés comme des compléments
alimentaires, seuls quelques-uns détiennent une AMM et sont de ce fait classés en
tant que médicaments. La commercialisation de probiotiques en tant que compléments

alimentaires nécessite leur déclaration a la DGCCREF.

2.3.2 Les prébiotiques

Les prébiotiques sont des substances non digestibles contenues dans I'alimentation
telles que l'inuline ou les fructooligosaccharides (FOS) qui agissent sur le métabolisme
des lipides, sur la perméabilité de la barriére intestinale et sur la flore intestinale en
modifiant sa composition (72). Les principales sources alimentaires naturelles de
prébiotiques sont les oignons, les asperges, l'ail, les poireaux, les céréales, les

légumineuses et les pommes de terre.

Les prébiotiques favorisent la prolifération des Bifidobacteria, des Lactobacillus (91) et
d’Akkermansia muciniphila (62), qui sont des bactéries bénéfiques pour la santé de
I'héte. Dans lintestin, les FOS sont fermentés par certaines bactéries en AGCC
capables d’interagir avec des récepteurs spécifiques couplés aux protéines G (RCPG-
41 et RCPG-43) exprimés sur les cellules entéro-endocrines, entrainant la production
de GLP-1 qui régule la sensibilité a I'insuline et de GLP-2 qui renforce la barriére
intestinale (92). L’administration de prébiotiques a des souris obéses a conduit a une
diminution de l'inflammation hépatique grace notamment a I'action de GLP-2 sur la

barriére intestinale (60).

Quelques essais cliniques portant sur un nombre limité de sujets ont été réalisés allant

dans le sens d’'un effet bénéfique prometteur des prébiotiques dans la NAFLD, mais



nécessiteraient d’étre complétés par d’autres études sur de plus grands effectifs,

apportant des preuves réelles de cette corrélation (60).

2.3.3 Les symbiotiques

Certaines études suggérent que I'effet modulateur des probiotiques sur le microbiote
intestinal est augmenté par I'ajout de prébiotiques : cette association probiotique-

prébiotique constitue un symbiotique (59).

Une étude menée sur des patients atteints de NAFLD a montré que I'association de
probiotiques et de prébiotiques réduisait significativement les taux d’ALAT et d’ASAT

ainsi que la stéatose hépatique (60).

2.3.4 La transplantation de microbiote fécal (FMT)

La FMT consiste a transplanter le microbiote fécal d’individus sains chez des patients
présentant une dysbiose intestinale. Cette méthode est actuellement testée dans le

traitement de la NAFLD.

Une étude de FMT chez des souris présentant une stéatohépatite induite par un
régime riche en graisses a rapporté une atténuation de la NASH via une amélioration
de l'accumulation lipidique dans le foie, de linsulinorésistance et de I'équilibre
cytokines anti-inflammatoires / cytokines pro-inflammatoires (93). La FMT de patients
maigres en bonne santé chez des patients atteints de syndrome métabolique, dans un
essai clinique randomisé, a montré aprés 6 semaines une augmentation de la

sensibilité a l'insuline et de la diversité bactérienne intestinale. Des preuves



supplémentaires sont cependant nécessaires afin d’affirmer I'efficacité de la FMT dans

la modulation du microbiote intestinal et dans la NAFLD (58).



3 IMPLICATION CLINIQUE DE PORPHYROMONAS
GINGIVALIS ET PROTOCOLE CLINIQUE

3.1 Porphyromonas gingivalis
3.1.1 Description de la bactérie

Porphyromonas gingivalis est une espéce bactérienne anaérobie orale a Gram négatif,
elle appartient au phylum des Bacteroidetes et est présente en petite quantité dans le
microbiote oral physiologique. Cependant, elle peut proliférer et devenir
parodontopathogene, notamment via I'action de ses facteurs de virulence spécialisés.
Avec Treponema denticola et Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis constitue
le « complexe rouge » de la cavité orale, 'ensemble bactérien le plus néfaste pour la

santé parodontale et le plus impliqué dans la pathogenése de la parodontite (94).

I. Caractéristiques structurelles et conditions de croissance

Porphyromonas gingivalis est une bactérie en forme de batonnet non mobile,
asaccharolytique. Elle trouve sa source d’énergie dans les acides aminés qu’elle
fermente, notamment dans les poches profondes parodontales ou les oses sont rares
(95). Elle forme des colonies noires lorsqu’elle est cultivée sur des plaques de gélose
au sang, correspondant a de 'héme agglutiné a sa surface. En effet, en plus de
conditions anaérobies, la présence d’héme et de vitamine K est nécessaire a la

croissance de Porphyromonas gingivalis (96).



Il. Invasion et survie dans I’ho6te

La colonisation de I'héte se fait via 'envahissement des cellules et des tissus par
Porphyromonas gingivalis, qui utilise ses facteurs de virulence spécifiques pour
échapper au systéme immunitaire. Aprés avoir adhéré a la cellule cible,
Porphyromonas gingivalis est internalisée puis refoulée dans les phagosomes dans
lesquels elle va initier 'autophagie cellulaire permettant de fournir des protéines pour
la réplication bactérienne. De plus, la bactérie inhibe I'apoptose cellulaire, ce qui
permet sa survie dans la cellule. Ensuite, elle se propage d’une cellule a 'autre via les

ponts du cytosquelette d’actine (94) (96).

lll. Facteurs de virulence

La pathogénicité de Porphyromonas gingivalis repose notamment sur ses facteurs de
virulence, des molécules capables de permettre sa survie et d’induire des effets

néfastes sur les cellules hétes (96).

a) Fimbriae

Les fimbriae, de fins filaments présents a la surface des bactéries a Gram négatif telles
que Porphyromonas gingivalis, permettent leur adhésion a d’autres cellules
procaryotes ou eucaryotes ainsi qu’a des protéines (96). Deux sortes de fimbriae sont
présents sur Porphyromonas gingivalis, a savoir les fimbriae majeurs longs exprimant

la sous-unité FimA (fimbrilline) et les fimbriae mineurs courts exprimant Mfa1 (97).

Les fimbriae permettent également d’induire une réaction inflammatoire en produisant

des cytokines pro-inflammatoires et des métalloprotéinases (MMP) comme I'IL-1, I'IL-



6, I'IL-8, le TNF-a et la MMP-9 via le TLR2 et le TLR4 notamment. L’interaction de
Porphyromonas gingivalis via ses fimbriae avec le TLR2 est facilitée par CD14 et
entraine 'activation de NF-«kB et la synthése de cytokines pro-inflammatoires. Cette
interaction permet d’activer la conformation du récepteur du complément 3 (CR3)
ayant une affinité élevée pour Porphyromonas gingivalis. Ainsi, par un mécanisme de
signalisation a l'envers, linteraction fimbriae / CR3 induit linternalisation de
Porphyromonas gingivalis dans les macrophages et la baisse de synthése d'IL-12, ces
deux mécanismes empéchant la clairance bactérienne et induisant la persistance de

Porphyromonas gingivalis (96) (98).

Figure 6 : « Interaction de Porphyromonas gingivalis (Pg) avec TLRZ2 et CR3 dans les
macrophages »



b) Gingipaines

Les gingipaines sont des cystéine-protéases sécrétées par Porphyromonas gingivalis
mais également présentes a leur surface (96). Il en existe deux types, classées en
fonction de leur spécificité de substrat : les gingipaines K clivent aprés les résidus
lysine et les gingipaines R clivent aprés les résidus arginine (94). Elles sont
responsables de 85% de I'activité protéolytique de Porphyromonas gingivalis (96) (97)
et ont la capacité de dégrader les composants de la matrice extracellulaire et d’agir
sur la réponse immunitaire en dégradant les cytokines, les immunoglobulines ou
encore les facteurs du complément et en clivant les récepteurs CD2, CD4 et CD8 aux

LT (96).

c) LP

Les LPS de Porphyromonas gingivalis, en plus d’induire une réponse pro-
inflammatoire via I'activation de cellules immunitaires et la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires, stimulent la résorption osseuse (96).

d) Capsule

La présence d'une capsule autour de Porphyromonas gingivalis lui confére une
meilleure adhésion ainsi qu’une virulence augmentée et induit une baisse de la

réponse inflammatoire de I'’hbte et une résistance a la phagocytose (99).



3.1.2 Porphyromonas gingivalis et parodontite

La parodontite est une pathologie infectieuse d'origine bactérienne caractérisée par
une inflammation du parodonte superficiel (gencive) et une destruction irréversible des
tissus de soutien de la dent, c’est-a-dire du parodonte profond (desmodonte, cément,
os alvéolaire). Elle induit une perte d’attache ainsi qu’'une alvéolyse et peut conduire a
la formation de poches parodontales profondes et a une mobilité dentaire (100). Bien
que considérée comme une maladie plurifactorielle, le biofilm bactérien est le principal
agent étiologique de la parodontite et Porphyromonas gingivalis, appartenant au
complexe rouge de Socransky, est particulierement impliquée dans la pathogenése

puisqu’elle est la bactérie la plus fortement associée a la parodontite chronique (96).

Plusieurs études animales ont révélé que I'administration de Porphyromonas gingivalis
entrainait une réaction inflammatoire et une résorption osseuse parodontale (96),

suggérant le role de cette bactérie dans le développement de la parodontite.

C’est principalement grace a ses facteurs de virulence que Porphyromonas gingivalis
exerce son agressivité. En effet, elle adhére aux cellules épithéliales gingivales via une
interaction entre les fimbriae de sa paroi et les B1-intégrines présentes a la surface de
ces cellules, puis est internalisée et peut se répliquer. Ses fimbriae lui permettent aussi
d’adhérer aux bactéries colonisatrices précoces du biofim et d'induire le
développement de celui-ci. Enfin, via la signalisation passant par TLR2 et TLR4, les
fimbriae entrainent la syntheése d’IL-6 et de TNF-a et inhibent la production d’IFN-y par
les LT et d’'IL-12 par les macrophages, réprimant ainsi leur activité bactéricide et

permettant la survie de Porphyromonas gingivalis.

Les gingipaines qu’elle sécréete sont capables de stimuler I'expression des récepteurs

activés par la protéinase-2 (PAR-2) dans les PNN, les cellules épithéliales gingivales,



les fibroblastes gingivaux et les LT, induisant ainsi la production de cytokines et
I'inflammation chronique caractéristiques de la parodontite (96) (101). Ces protéases
peuvent aussi augmenter la perméabilité vasculaire et l'afflux de PNN au site
parodontal. Enfin, en clivant le fibrinogéne, les gingipaines inhibent la coagulation : il
en résulte des saignements parodontaux avec une augmentation de ’héme disponible

pour la croissance de Porphyromonas gingivalis (96).

Les LPS de Porphyromonas gingivalis induisent la sécrétion d'IL- 18 et d'IL-6 qui
contribuent a la destruction des tissus parodontaux (94). De plus, ils inhibent

'ostéogenése et donc la régénération parodontale (97).

L’encapsulation de Porphyromonas gingivalis, quant a elle, permet une propagation

de l'infection et une accélération de la perte osseuse (96).

Porphyromonas gingivalis envahit donc localement les tissus parodontaux et met en
place, via ses facteurs de virulence, un systéme qui lui permet d’échapper a la réponse
immunitaire de I'héte soit en la dérégulant soit en se cachant pour I'éviter, sans pour

autant inhiber la réponse inflammatoire globale (94).

3.1.3 Porphyromonas gingivalis et maladies systémiques

En plus détre impliquée dans la pathogenése de la maladie parodontale,
Porphyromonas gingivalis semble aussi étre associée au développement de
pathologies systémiques. La réaction immuno-inflammatoire locale qu’elle déclenche
au niveau parodontal augmente la permeéabilité épithéliale orale, induisant sa
translocation et celle de son LPS dans la circulation sanguine et vers d’autres tissus,
ou les cellules immunitaires sont activées, déclenchant une réponse cytokinique pro-

inflammatoire (102). Au-dela de I'impact que peut avoir Porphyromonas gingivalis sur



la NAFLD comme nous 'avons vu précédemment, intéressons-nous désormais a son

influence sur d’autres pathologies systémiques.

I. Diabétologie

L’inflammation systémique engendrée par Porphyromonas gingivalis peut conduire au
développement ou a l'aggravation d'un diabéte de type 2 en augmentant
I'insulinorésistance, donc la glycémie. Le traitement parodontal a révélé améliorer

I'équilibre glycémique chez des patients diabétiques (95) (102).

ll. Risque cardiovasculaire

Les pathogénes parodontaux tels que Porphyromonas gingivalis augmenteraient le
risque d’athérosclérose et d’affections cardiovasculaires, notamment d’infarctus du
myocarde et d’accident vasculaire cérébral (AVC) (103). Il a été proposé par Reyes et
ses collaborateurs que les bactéries parodontales pouvaient passer a travers les tissus
vasculaires et engendrer une athérosclérose, sans pour autant que Porphyromonas
gingivalis n’ait été retrouvée dans des plaques d’athérome (95). Huck et ses
collaborateurs suggerent aussi que Porphyromonas gingivalis est impliquée dans la
progression de I'athérosclérose et qu’un traitement parodontal améliore I'affection
(104). Il a par ailleurs été prouvé que Porphyromonas gingivalis peut détériorer les
cellules coronaires endothéliales et ainsi altérer la vasodilatation, via ses pouvoirs
d’adhésion, d’invasion et de prolifération (95). Une autre étude a révélé la présence
de Porphyromonas gingivalis dans la paroi aortique de patients ayant été victimes

d’anévrysme (102).



lll. Pneumologie

Plusieurs études ont identifié Porphyromonas gingivalis dans les poumons de patients
atteints de pneumonie (105) et il a été admis que les infections parodontales étaient
associées a un risque élevé d’infection pulmonaire ou de surinfection d’'une atteinte

pulmonaire (102).

IV. Rhumatologie

Le rbéle de Porphyromonas gingivalis dans la pathogenése de la polyarthrite
rhumatoide (PR) a plusieurs fois été évoqué. Des similitudes immunopathologiques
entre maladie parodontale et PR ont été retrouvées dans de nombreuses études et
I’ADN de Porphyromonas gingivalis a été identifié dans les synoviales de PR. La PR
est associée a la production d’anticorps anti-citrulline (AAC), qui forment ensuite des
complexes immuns responsables des atteintes articulaires caractéristiques de la
maladie. Or, Porphyromonas gingivalis a la capacité de transformer l'arginine de
protéines du liquide synovial en citrulline grace a I'activité enzymatique de la peptidyl-

arginine-désiminase (PAD), favorisant ainsi la synthese d’AAC (95) (102).

V. Neurologie

Porphyromonas gingivalis et son LPS ont été observés dans le cerveau de patients
atteints de maladie d’Alzheimer, de méme que des gingipaines. La gingipaine a
montré une neurotoxicité in vitro et in vivo en exercant des effets délétéres sur la
protéine tau, qui est impliquée dans le fonctionnement neuronal normal. D’autre part,

'administration orale de Porphyromonas gingivalis chez des souris a induit une



invasion bactérienne cérébrale ainsi qu'une augmentation d’AB1-42, peptide formant

les plaques amyloides caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (95) (106).

VI. Oncologie

La littérature scientifique recense de plus en plus d’articles étudiant le réle étiologique
de Porphyromonas gingivalis dans le développement de cancers buccaux, gastro-
intestinaux et pancréatiques (107). Une étude clinique a démontré que I'augmentation
du risque de mortalité par cancer oro-digestif était proportionnelle a la gravité de la
maladie parodontale et au taux d’anticorps dirigés contre Porphyromonas gingivalis et
les résultats étaient statistiquement significatifs. Dans cette méme étude, Ahn et ses
collaborateurs ont été les premiers a associer, de maniere indépendante de la maladie
parodontale, Porphyromonas gingivalis a une augmentation de la mortalité par cancer
oro-digestif (108). Par ailleurs, des quantités importantes de Porphyromonas gingivalis
ont été observées dans un carcinome épidermoide buccal. De plus, Porphyromonas
gingivalis favorise I'apparition de métastases a distance ainsi que la chimiorésistance
et accélére la prolifération cellulaire tumorale. Enfin, elle peut intervenir dans la
formation de Iésions précancéreuses gastriques et coliques, dans la carcinogenéese de

I'cesophage, de la téte et du cou et du pancréas (107).



3.2 Proposition de protocole clinique : Etude
observationnelle explorant les relations entre
Porphyromonas gingivalis et la sévérité de la fibrose
chez des patients atteints de stéatopathie métabolique

Les stéatopathies métaboliques (NAFLD) occupent la premiere place parmi les
maladies hépatiques chroniques avec une prévalence de 25% dans le monde. Dans
10 a 25% des cas, la stéatose progresse vers une fibrose pouvant conduire a une
cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire (109). Le degré de fibrose est un facteur
prédictif du risque de mortalité (110) : les patients ne présentant pas de fibrose (FO)
ou présentant une fibrose légére (F1) a modérée (F2) ont un meilleur pronostic que
ceux atteints de fibrose sévére (F3) ou de cirrhose (F4) (109). Le diagnostic du stade
de la fibrose est histologique mais I'aggravation de la fibrose reste méconnue. Il est

donc indispensable de mettre en place une surveillance réguliére des patients.

Comme présenté dans la section précédente, la dysbiose intestinale est impliquée
dans la pathogenése de la NAFLD, de méme que la dysbiose orale caractéristique de
la maladie parodontale. Et c’est Porphyromonas gingivalis qui attire particulierement
I'attention des scientifiques, elle serait responsable d’'une inflammation systémique via

la translocation de son LPS dans la circulation sanguine (74).

Le but de cette recherche est de comparer dans la salive la fréquence de
Porphyromonas gingivalis chez les patients atteints de fibrose hépatique quel que soit
le stade de la fibrose (du stade F1 au stade F4). L'’hypothese émise est que la
fréquence de cette bactérie serait augmentée chez les patients atteints de fibrose

sévere (F3-F4) par rapports a ceux atteints de fibrose légére a modérée (FO-F2).



Une meilleure connaissance des mécanismes impliqués dans la NAFLD permettrait
de mieux appréhender ces facteurs et d’'intervenir précocement chez les patients via
des actions sur le régime alimentaire ou I'activité physique et évidemment sur le

microbiote buccal si un lien avec une bactérie est avéré.

De multiples facteurs en lien avec la composition du microbiote buccal et I'état bucco-
dentaire des patients doivent étre analysés en parallele. C’est le cas des habitudes
hygiéno-diététiques qui seront évaluées, ainsi que la qualité de vie ressentie par les

sujets.

3.2.1 Objectifs de I’étude
I. Objectif principal

L’objectif principal est de comparer la fréquence moyenne de Porphyromonas
gingivalis dans la salive des personnes atteintes de NAFLD de stade F1-F2 versus les

personnes atteintes de stade F3-F4.

Il. Objectifs secondaires

Les objectifs secondaires sont :

1) De comparer la distribution de la fréquence moyenne de Porphyromonas
gingivalis dans la plaque parodontale des personnes atteintes de NAFLD de
stade F1-F2 versus les personnes atteintes de stade F3-F4 ;

2) D’évaluer la composition microbiologique de la salive et de la plaque
parodontale des patients atteints de NAFLD ;

3) D’évaluer I'état de santé bucco-dentaire des patients ;



4) D’évaluer les habitudes hygiéno-diététiques des sujets ;

5) D’évaluer la qualité de vie orale et générale des sujets ;

6) De comparer la composition inflammatoire et immunitaire de la salive des
personnes atteintes de NAFLD de stade F1-F2 versus les personnes

atteintes de stade F3-F4.

3.2.2 Matériels et Méthodes

Cette étude a obtenu l'avis favorable du Comité de Protection des Personnes (CPP)

et porte le numéro 2019-A00383-54.

. Conception de I’étude et critéres d’inclusion

a) Schéma de 'étude

Il s’agit d’'une étude non interventionnelle transversale comparative avec recrutement

prospectif et consécutif des participants.

Les sujets seront recrutés dans les centres de soins d’Hépato-gastro-entérologie de
Purpan des Hépitaux de Toulouse pour étre adressés au service d’Odontologie (site

de Rangueil ou Hotel Dieu).

b) Taille de I'étude

Le calcul du nombre de sujets nécessaires est basé sur les résultats d’'une étude déja
réalisée chez des patients atteints de stéatopathie métabolique. La fréquence

moyenne de Porphyromonas gingivalis était de 0,12% chez les sujets sains et de



2,25% chez les sujets malades. Ainsi, nous prenons comme hypothése de départ pour
notre étude une difféerence moindre de fréquence moyenne de la bactérie entre les 2
groupes de patients malades (estimée a 0,5%), estimant ainsi la fréquence moyenne
de Porphyromonas gingivalis chez les sujets les plus atteints (stade F3-F4) a 2,5%, et
celle des sujets les moins atteints (stade F1-F2) a 2,0%. Avec un écart-type de 1,2%,
une puissance fixée a 80% et un risque de premiere espéece bilatéral a 5%, le nombre

total de sujets nécessaires est de 182 (rapport 1 : 1, soit 91 sujets par groupe).

c) Critéres d’inclusion

Pour étre éligibles a I'inclusion, les patients devront :

- Etre atteint d’une stéatopathie métabolique prouvée par une biopsie datant de

moins d’'un an ;

- Etre en capacité de recevoir I'information sur le déroulé de I'étude et de

comprendre le formulaire d’information pour participer a I'étude. Cela implique :
o De maitriser la langue frangaise
0 Personne non soumise a une restriction de droits par les autorités
judiciaire ;
- Etre 4gés d’au moins 18 ans ;

- Avoir donné leur non opposition pour participer a I'étude (ANNEXE 2)



d) Critéres de non inclusion

Ne pourront pas étre inclus dans I'étude les patients :

Présentant une autre cause associée d’hépatopathie ou de stéatose comme

infections virales et maladie auto-immune ;
Présentant une consommation d’alcool >30g/j (homme) ou 20g/j (femme) ;
Présentant des antécédents de décompensation de cirrhose ;

Ayant pris des antibiotiques, des prébiotiques ou probiotiques dans le mois

précédent I'inclusion ;
Présentant une maladie gastro-intestinale chronique ou aigué ;

Présentant des antécédents de chirurgie gastro-intestinale modifiant

'anatomie ;
En cours de grossesse ou d’allaitement ;

Présentant des antécédents de chirurgie orale dans le mois précédent

l'inclusion ;

Pour lesquels une chirurgie orale est prévue entre le recueil de la non opposition

et I'inclusion dans le service d’odontologie ;

A risque d’infection (existence d'une ou plusieurs pathologies infectieuses
chroniques connues : VIH, VHB, VHC et mononucléose) et/ou insuffisance

rénale chronique (clairance créatinine < 60ml/min) ;

Atteints d’'une pathologie générale contre-indiquant la réalisation d’actes de
diagnostic comme le sondage parodontal (patients a haut risque d’endocardite
infectieuse selon ’Agence Nationale Frangaise de Sécurité du Médicament et

des Produits de Santé ANSM) ;



- Sous sauvegarde de justice, dépendant, sous tutelle ou curatelle.

e) Caractéristiques médicales et sociodémographiques

La collecte des données médicales et sociodémographiques a été réalisée a l'aide

d’'un questionnaire standardisé (ANNEXE 1) portant sur :

- La fréquentation des services médicaux et dentaires (raisons de la derniere
visite chez le dentiste, niveau de stress marqué sur une échelle de 10 points,
fréquence des visites) ;

- Les comportements liés a I'hygiéne buccale (nombre de brossages quotidiens,

temps de brossage).

Il. Recueil des données

« Suite a votre consultation dans le service d’hépato-gastro-entérologie, nous vous
proposons de réaliser, au sein du service d’Odontologie de Rangueil, un examen
bucco-dentaire complet qui nous permettra de faire le bilan de vos dents et de votre
parodonte (gencives). Les échantillons prélevés seront analysés dans notre

laboratoire puis congelés en vue d’une réutilisation ultérieure éventuelle. »
Toutes les données sont recueillies selon les mémes conditions de procédure.
Lors de la consultation clinique, nous réalisons :

- Un examen clinique dentaire complet ;
- Un prélévement salivaire par crachat ;
- Un prélevement parodontal réalisé a la suite d’'un sondage parodontal a l'aide

de pointes de papier stériles (minimum 3 et maximum 10 par patient) afin



d’objectiver les poches parodontales les plus importantes ;
Une radiographie panoramique ;
La collecte du questionnaire hygiéno-diététique et nutritionnel complété par les

sujets participant a cette étude.

lll. Analyse du microbiote

La flore microbienne est étudiée de fagon quantitative par ensemencement sur
des plaques d’agar non sélectives ou sélectives, permettant ainsi la culture et
l'identification des bactéries présentes dans la salive analysée. La
détermination du nombre de bactéries putatives est effectuée selon les critéeres
décrits dans le « Bergey’s Manual of determinative Bacteriology » (111)

La salive est congelée a -80°C pour l'analyse qualitative, taxonomique du
microbiote oral :

0 Les extractions d’ADN a partir des prélévements salivaires sont réalisées
dans le laboratoire de 'INSERM Unité 2 sous le contréle des chercheurs
et techniciens de cette unité. La manipulation consiste donc a extraire
I’ADN de ces échantillons en utilisant un kit d’extraction (Q/lAamp cador
Pathogen Mini Kit 250). Le protocole détaillé est joint en annexe
(ANNEXE 3).

o Une fois I'extraction réalisée, la concentration en ADN des échantillons
est estimée au Nanodrop, permettant ainsi de calculer le ratio
d’absorption a 260 nm et a 280 nm et d’estimer la quantité d’ADN
récupérée par échantillon.

o0 Une fois la totalité des prélevements recuelillis, les échantillons seront

préparés pour étre envoyés a seéquencer dans le laboratoire de la



Société VAIOMER SAS. La totalité de la région V2 de 'ADN bactérien
16S sera ciblée par les amorces 28F-519R et la technique MiSeq sera
appliquée pour générer une moyenne de 10000 séquences par

échantillon.

IV. Analyse statistique des données

Des analyses bi-variées entre les patients atteints de NAFLD stade F1-F2 et stade F3-
F4 seront menées avec tests de comparaison de pourcentages (test du Chi-2 ou test
exact de Fisher si les conditions d’application du premier ne sont pas respectées) pour
les variables qualitatives et tests de comparaison de distribution (t-test de Student ou
test de Mann-Whitney Wilcoxon si les conditions d’application du premier ne sont pas
respectées) pour les variables quantitatives.

- Variables qualitatives :

o0 Questionnaire général (données relatives au sexe, pathologies,

traitements...)

0 Questionnaire hygiéno-diététique

- Variables quantitatives :
o ldentification quantitative de la présence de Porphyromonas gingivalis

0 Analyse taxonomique (MiSEQ) de la composition microbiologique de la

salive
o0 Indice de plaque

o Indice gingival



o Indice CAOD (nombre moyen de dents cariées, absentes ou obturées)

0 Indice CPITN (indice communautaire des besoins de traitements
parodontaux)

o pH

o0 Dosage des cytokines inflammatoires

o Caractéristiques générales (age)

0 Questionnaires de qualité de vie (EQ-5D-5L et GOHAI)

Des analyses multivariées seront menées pour prendre en compte les données
confondantes. La fréquence moyenne de Porphyromonas gingivalis sera comparéee
entre les patients atteints de NAFLD stade F1-F2 et stade F3-F4 par un t-test de valeur
quantitative ou test de Mann-Whitney Wilcoxon si les conditions d’application du

premier ne sont pas respectées.

La base de données sera constituée sur Microsoft Excel® puis les analyses seront

menées grace aux logiciels Stata v.13® et GraphPad Prism 5®.

En ce qui concerne mon implication personnelle dans cette étude, je participerai a la

mise en culture bactérienne sur gélose ainsi qu’a I'extraction d’ADN salivaire.



CONCLUSION

Ces dernieres années, les scientifiques ont mis en évidence le réle du microbiote
intestinal et du microbiote buccal dans le développement et la progression de la

stéatose hépatique non alcoolique.

Des modifications qualitatives et quantitatives de la flore bactérienne intestinale
principalement par une alimentation riche en graisses et en sucres ont un impact sur
le foie et la pathogenése de la NAFLD via la translocation de produits bactériens (LPS)

dans la circulation portale et via la synthése de métabolites bactériens.

Un microbiote oral modifié, notamment dans un contexte de maladie parodontale,
exerce aussi des effets déléteres sur le foie. Les bactéries parodontopathogénes
peuvent exercer leur action soit via leur translocation dans la circulation sanguine et la
libération de produits bactériens provoquant une inflammation hépatique soit via leur

transport vers l'intestin provoquant un déséquilibre du microbiote intestinal.

Ainsi l'identification de ces deux facteurs comme impliqués dans la pathogenése de la
NAFLD permet de comprendre l'importance d'une prise en charge globale et
pluridisciplinaire des patients. D’'une part, le pharmacien, en plus d’insister sur les
recommandations en termes d’alimentation et d’activité physique, sera amené a
proposer en complément de ces mesures des probiotiques et / ou prébiotiques
permettant d’améliorer et de réguler la composition du microbiote intestinal. D’autre
part, le chirurgien-dentiste intervient sur le microbiote oral par des actions préventives

et thérapeutiques sur la maladie parodontale.

Des études supplémentaires sont cependant encore nécessaires afin de mieux
appréhender le rbéle des bactéries parodontopathogénes, notamment de

Porphyromonas gingivalis, dans la NAFLD. L’importance de cette bactérie dans la



sévérité de la fibrose pourrait étre mise en évidence par I'étude observationnelle en
cours comparant la proportion de Porphyromonas gingivalis du microbiote oral des

patients atteints de fibrose Iégére a modérée (F1-F2) aux patients atteints de fibrose

sévére ou de cirrhose (F3-F4).
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5 ANNEXES

ANNEXE 1 : Questionnaire hygiéno-diététique destiné aux patients

Questionnaire hygiéno-diététique

Numéro d’anonymat :

INDICE CAO :

Nombre Dents Causales

Caries

Obturation

Absente

QUESTIONNAIRE :

Partie 1 ORDRE GENERAL :

e Ageaurecueil des données : .......cccocveuveeerenennee.
®  Pays de NAISSANCE : ....ccueceeeereeviesreereeeeeeseenns Nationalité : .....ccoeeeeeeeeeeernee,

e Sexe:Femme [J | ou Homme [

e Taille (cm) : oo

e  Poids (Kg) : oo

e Quel est votre niveau d’étude ?
] Primaire | [J Collége/CAP/BEP | [ Lycée | [ Bac | [ Bac+1a+3 | [ Bac >+4

e Quel sport pratiquez-vous ?

e Aquelle fréquence ?

CIPlusieurs fois / semaines | [J 1 fois / semaine | [J <1 fois / semaine | <1 fois / mois | CJRarement ou
jamais

e Fumez-vous ? Oui J | Non [J | Ancien fumeur O
Si oui depuis combien de temps : ..........




Et combien de cigarettes par jour : ..........
= Score paquet/années (= nombre de paquets par jour x nombre d’années) = ...................

e Présentez-vous des allergies ? Oui [ | Non [J
Si oui lesquelles :

e Quel est la date de votre derniere visite chez le Chirurgien-dentiste : .......c.cccceeveveeienenes

e Souffrez-vous d’'une maladie cardio-vasculaire : Oui [ | Non [J
e Sioui, merci de préciser lesquelles et depuis combien de temps :

e Prenez-vous un/des traitement(s) pour cette maladie cardio-vasculaire : Oui [ | Non [J
e Sioui, merci de préciser lesquels et depuis combien de temps :

e Ce traitement a-t-il déja été modifié ou arrété ? Oui [ | Non [J
e Sioui, merci de détailler :

e Souffrez-vous d’une autre maladie générale : Oui [ | Non [
e Sioui, merci de préciser laquelle et depuis combien de temps :

e Prenez-vous des médicaments autres que ceux pour la maladie cardio-vasculaire : Oui [J
Non [
e Sioui, merci de préciser lesquels et depuis combien de temps :

e Pouvez-vous évaluer votre niveau de stress avec un score de 0 (stress nul) a 10 (stress
absolu)

0O 1 2 3456 738 9 10



Partie 2 SANTE BUCCO-DENTAIRE :

e Quel est votre fréquence de brossage des dents :
Jamais [ Tous les mois [J Toutes les semaines [] Une fois par jour [
Au moins deux fois par jour [ Au moins trois fois par jour [
e Combien de temps vous brossez vous les dents :
Moins de 30 secondes [1  Entre 30 secondes et 1 minute [] Entre 1 minute et 2 minutes

O

Plus de 2 minutes [

e Quel(s) moment(s) de la journée ?
Matin [] Midi [ Soir [ Aléatoire [

e Quel type de brosse a dent ?
Plutdt souple 0 Medium OO  Rigide 0  Electrique [

e Quel est votre fréquence d’utilisation du fil dentaire :
Jamais [ Tous les mois 1 Toutes les semaines [] Une fois par jour [J
Au moins deux fois par jour [

e Quel est votre fréquence d’utilisation du bain de bouche :
Jamais [ Tous les mois 1 Toutes les semaines [1  Une fois par jour [
Au moins deux fois par jour [
Si oui quel produit utilisez-vous ?

e Quel est votre fréquence d’utilisation des brossettes inter-dentaires :
Jamais [ Tous les mois [1  Toutes les semaines [1  Une fois par jour [
Au moins deux fois par jour [

e Quelle est en moyenne votre fréquence de consultation chez le chirurgien-dentiste ?
Moins d’une fois tous les deux ans [1 1 fois tous les 2 ans [ 1 fois par an [
Au moins 2 fois par an []

e Allez-vous chez le dentiste alors que vous n’avez pas mal (simple visite de contréle) ?
Oui 0O Non [J

e Etes- vous a I'aise lorsque vous étes assis sur le fauteuil dentaire ou dans la salle d’attente ?
Oui O Non [J

e Vous sentez vous assez informé sur les mesures d’hygiéne bucco-dentaire ?
Oui 0O Non [J



PARTIE 3 : QUESTIONNAIRE ALIMENTAIRE

Tableau : combien de fois par semaine mangez-vous... ?

Plusieurs
fois par
jour

Une fois
par jour

Plusieurs
fois par
semaine

Une a deux
fois par
mois

Jamais

Du pain, des biscottes ou
des céréales spéciales
« petit déjeuner »

Du riz, des pates, de la
semoule ou des pommes
de terre

Des légumes ou des fruits
secs (haricots, pois...)

Des légumes (autres que
légumes secs)

Des fruits (jus de fruits
100% pur jus y compris)

Des produits laitiers
(yaourt, lait, fromage...)

De la viande ou des ceufs

Du poisson ou tout autre
produit issu de la péche

Des plats « préts a
consommer » (surgelés,
frais ou en conserve)

Des produits sucrés
(viennoiseries, biscuits,
patisseries, barres
chocolatées...)

Des biscuits d’apéritifs, des
chips ou des biscuits de
golter

Des compléments
alimentaires

Des boissons sucrées
(soda, jus de fruits, sirop...)

Des boissons alcoolisées
(vin, bieére, alcools forts,
cocktails...)

Question 1 : diriez-vous que vous arrivez a suivre la recommandation de consommation des 5

fruits et [légumes par jour ?
Oui Non [J

Question 2 : avez-vous déja connu des épisodes de boulimie ?
Oui actuellement OJ Par le passé [J

Non jamais[]




ANNEXE 2 : Formulaire de consentement

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT

Etude observationnelle analytique explorant les relations entre microbiote buccal et
sévérité de la stéatopathie métabolique dans I’objectif d’identifier un marqueur
diagnostique non invasif.

« Bucco-NASH »
CODE PROMOTEUR
Version n°2 du 08/09/2018
Promoteur de la recherche : CHU Toulouse

Investigateur principal : Dr Maeva GUILLAUME, Dr Vincent BLASCO - BAQUE, Dr Matthieu MINTY

Je soussigné(e) (nom, prénom) certifie avoir lu et compris la note d’information qui m’a été remise.

J’ai eu la possibilité de poser toutes les questions que je souhaitais au Pr/Dr (nom, prénom) qui m’a
expliqué la nature, les objectifs, les risques potentiels et les contraintes liées a ma participation a cette recherche.

Je connais la possibilité qui m’est réservée d’interrompre ma participation a cette recherche a tout moment sans avoir a
justifier ma décision et je ferai mon possible pour en informer le médecin qui me suit dans la recherche. Cela ne remettra
naturellement pas en cause la qualité des soins ultérieurs.

J’ai eu I’assurance que les décisions qui s’imposent pour ma santé seront prises a tout moment, conformément a 1’état actuel
des connaissances médicales.

Je suis informé(e) que la possibilité qu’une partie des prélévements effectués a 1’occasion de ce protocole de recherche soit
conservée pour une utilisation ultérieure a des fins de recherche. J’ai également ét¢ informé(e) de mon droit a m’opposer a
ce que cette conservation et cette utilisation ultérieure a des fins de recherche aient lieu.

J’ai pris connaissance que cette recherche a recu ’avis favorable du Comité de Protection des Personnes de nom du CPP
(catégories 1, 2 et 3) et I’autorisation de I’ ANSM (catéegorie 1) et a fait ’objet d’une déclaration a la Commission Nationale
Informatique et Libertés (CNIL).

J’accepte que les personnes qui collaborent a cette recherche ou qui sont mandatées par le promoteur, ainsi qu’éventuellement le
représentant des Autorités de Santé, aient acces a I’information dans le respect le plus strict de la confidentialité.

J’accepte que les données enregistrées a I’occasion de cette recherche puissent faire 1’objet d’un traitement informatisé sous la
responsabilité du promoteur.

J’ai bien noté que, conformément aux dispositions de la loi relative a I’informatique, aux fichiers et aux libertés, je dispose d’un droit
d’acces et de rectification. Je dispose également d’un droit d’opposition a la transmission des données couvertes par le secret
professionnel susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche et d’étre traitées. Ces droits s’exercent aupres du médecin qui
me suit dans le cadre de cette recherche et qui connait mon identité.

Si données génétiques : J'accepte que les données enregistrées a l'occasion de cette recherche comportant des données génétiques et notamment des
données génétiques puissent faire l'objet d 'un traitement informatisé par le promoteur ou pour son compte. J'ai bien noté que le droit d'accés prévu par
la loi du 6 janvier 1978 relative a ['informatique, aux fichiers et aux libertés (article 39) s'exerce a tout moment aupreés du médecin qui me suit dans le
cadre de la recherche et qui connait mon identité. Je pourrai exercer mon droit de rectification et d'opposition aupreés de ce méme médecin qui contactera
le promoteur de la recherche.

Mon consentement ne décharge en rien I’investigateur et le promoteur de la recherche de leurs responsabilités & mon égard. Je conserve
tous les droits garantis par la loi.

Les résultats globaux de la recherche me seront communiqués directement, si je le souhaite, conformément a la loi du 4 mars 2002 relative
aux droits des malades et a la qualité du systéme de santé.

Ayant disposé d’un temps de réflexion suffisant avant de prendre ma décision, j’accepte librement et volontairement de participer a la
recherche

Jaccepte librement et volontairement de participer a la collection biologique, et que mes échantillons soient analysés dans le cadre de
recherches dans le domaine des maladies cardiovasculaires et métaboliques :

|7| oui |7|n0n

Je pourrai a tout moment demander des informations complémentaires au médecin qui m’a proposé de participer a cette
recherche, n° téléphone :

Signature du patient/sujet : Signature du médecin :




ANNEXE 3 : Protocole d’extraction de 'ADN salivaire

Protocole extraction échantillon ADN salivaire

- Sortir les échantillons par 12 /24 du congélateur (décongélation lente de préférence)
- Centrifuger 5 min a 14000 g a 4°C
- Sortir le kit d’extraction QiAmp Cador Pathogen Mini Kit QiAgen

- Enlever le surnageant avec une pipette pour ne garder que le culot (verser le tube si le culot
tient bien + finir de pipeter)

- Rajouter 200 pL de PBS (prélever a partir d’'un alicot de la solution mere toujours)

- Rajouter 100 yL de VXL mélangé avec du Carner RNA 1 pg/ yL du congélateur a -20° avec
une dilution au 1000°™ donc mettre dans 2mL de VXL 2 uL RNA puis prélever 100 pL a
rajouter a chaque échantillon : minifuger le mini-échantillon pour pouvoir récupérer la goutte
+ vortex

- Rajouter 20 uL de protéinase K (petit flacon)
- Vortexer pour mélanger les échantillons et éviter d’avoir trop de culot
- Incuber 15 min a 25°C dans un bain a SEC !

- Aprés avoir incubé a sec, rajouter 350 uL ACB puis vortexer / minifuger puis rajout sur
colonne (numérotée et donc ajouter la correspondance des échantillons © rajout sur colonne
par pipetage environ 700uL sur colonne.

- Centrifuger 12000 g a 2 min : changer de tube et prendre un tube récolteur dans lequel on
transfere juste le filtre récupéré puis rajout AW (éthanol) pour laver la colonne

- Ajouter 600 yL AW1

- Centrifuger 12000 g 3 min

- Ajouter 600 uL AW2

- Centrifuger 12000 g 3 min

- Centrifuger 20 000 g 5 min a VIDE

- Prendre des tubes récolteurs de 1,5 mL, couper le bouchon, rajouter les colonnes
- Rajouter 50 uL AVE dans les tubes collecteurs sur la colonne,

- Attendre 2 min le temps que le filtre se lave (mais pas plus) a T° ambiante

- Centrifuger 20 000 g pendant 2 min

- Nanodrop
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In a society in which lifestyles evolve towards a fat and sugar-rich diet as well as a
sedentary lifestyle, the incidence of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is
increasing, correlated with that of obesity and diabetes. As NAFLD affects one out of four
people worldwide, understanding the mechanisms involved in the disease’s pathogenesis
is essential to treat patients early, before the disease worsens. The study of the oral and
intestinal microbiota revealed that dysbiosis could lead to NAFLD or promote its
evolution. Relationships between oral cavity, intestine and non-alcoholic fatty liver
disease have been established; and Porphyromonas gingivalis, a bacterium involved in
periodontal disease, has been brought into question. A clinical study assessing the
correlation between this periodontopathogens and the severity of fibrosis in NAFLD is
currently under way. In addition to a specific individual assessment of oral health, the
expected collective benefit is a better understanding of the relationships between the oral
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RESUME en francais
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sucrée ainsi qu'une sédentarité, I'incidence de la stéatose hépatique non alcoolique ou
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