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I.  Contexte scientifique

L’alcoolodépendance est une maladie chronique, hautement récidivante, méme apreés
une longue période d’abstinence, caractérisée par une dépendance physique et psychologique
a I’alcool. Ce comportement se développe au détriment de nombreuses autres activités de
I’individu et ceci malgré la connaissance d’effets délétéres sur la santé et sur 1’équilibre
social. On évalue le pourcentage de la population frangaise adulte de consommateurs a risques
et consommateurs réguliers d’alcool respectivement a 8% et 42% (Beck et al., 2015). 1l existe
des variabilités interindividuelles dans le développement de la dépendance qui sont en grande
partie expliquées par des vulnérabilités génétiques. Prés de 49 000 décés par an sont
imputables directement ou indirectement a I’alcool, ce qui représente 13% de la mortalité
annuelle globale en France (Guérin et al., 2013). Par ailleurs, le colt social de 1’alcool est
estimé a 120 milliards d’euros par an sur le territoire frangais, soit pres de 6% du PIB (Kopp,
2015).

La dépendance a 1’alcool pose un probléme majeur de santé publique de par sa
chronicité et la gravité des pathologies induites. En effet, I’éthanol est une molécule de petite
taille, qui passe facilement les barrieres naturelles de I’organisme (intestinale, hémato-
encéphalique, cellulaire et méme nucléaire) et qui, de par sa conformation, interagit avec de
nombreuses protéines. L’éthanol et les composés produits lors de son métabolisme possedent
des effets toxiques cellulaires. De ce fait, en fonction des quantités, une consommation
d’alcool entraine le développement de diverses pathologies telles que des maladies
psychiques, cardiovasculaires et digestives, des cancers, ainsi que de nombreux troubles
hépatiques (stéatose, fibrose, cirrhose, carcinome hépatocellulaire (CHC), hépatite alcoolique
(HA) et hépatite alcoolique aigué (HAA)). L’alcool est ainsi responsable de plus de 200
pathologies et représente une des premiéres causes d’hospitalisation en France (Paille et al.,
2015).

Les thématiques de recherche de notre laboratoire, le Groupe de Recherche sur
I'Alcool et les Pharmacodépendances (GRAP), concernent a la fois les aspects somatiques et
comportementaux de 1I’impact de 1’alcool in utero, a 1’adolescence et a 1’age adulte. Nous
étudions les facteurs génétiques et environnementaux, impliqués dans la vulnérabilite a
I'alcoolodépendance. Nos études sont menées a la fois chez ’Homme et a 1’aide de modéles

animaux dans le but de mieux comprendre les mécanismes de 1’addiction a I'alcool et de la
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maladie alcoolique du foie (MAF), afin d’améliorer la prise en charge thérapeutique des

patients.

Durant ma formation a I'EPHE, et avant de débuter les travaux présentés dans ce
mémoire, j'ai eu l'opportunité de poursuivre des travaux entrepris au sein du GRAP lors de la
réalisation de mon dipléme universitaire. Leurs objectifs ont été d'évaluer I'impact de
traitements pharmacologiques sur le niveau de consommation d'alcool. Ces études ont été
réalisées chez un modéle de rats dépendants a l'alcool, en période de sevrage aigué, et la
consommation a été évaluée en auto-administration opérante. Les résultats obtenus ont
contribué a la rédaction de deux articles publiés dans la revue Addiction Biology. Jai
également participé a une étude, toujours en cours de réalisation, dont I'objectif est
d’identifier les facteurs de vulnérabilité, notamment génétiques, aux conduites
d’alcoolisations ponctuelles intermittentes ou de type binge drinking, dans une population de

jeunes adultes.

Enfin, la part la plus importante des travaux que j'ai réalisée au laboratoire a concerné
la MAF. Le foie métabolise 75 a 80% de 1’alcool, ce qui le rend particuliérement vulnérable
en cas de consommations chroniques et excessives. De plus, les pathologies digestives
associées a l'alcool représentent plus de 8000 déceés par an (Guérin, 2013) ce qui fait de

I’hépatologie un domaine incontournable dans le champ de la recherche en alcoologie.

Dans ce contexte, notre laboratoire et le service d’hépato-gastro-entérologie du CHU
d’Amiens travaillons sur différentes thématiques, dans le but de mieux caractériser les stades
les plus avancés de la MAF afin d'améliorer le dépistage et la prise en charge thérapeutique
des patients. Au cours de ma formation, j'ai participé a un projet qui vise a effectuer un
repérage précoce des patients atteints d'un carcinome hépatocellulaire, par quantification de

micro-ARN circulants au niveau sanguin, qui ne sera pas présenté au cours de ce travail.

Dans ce mémoire, je vais m’attacher a vous présenter la derniere partie des travaux
réalisés au cours de ma formation a I'EPHE, a savoir I'étude de I’implication de facteurs

génetiques dans la physiopathologie de la MAF et la réponse thérapeutique.



Il.  Physiologie et métabolisme

A. Foie sain

Le foie remplit différentes fonctions essentielles pour lI'organisme : digestion, stockage
et restitution des nutriments, régulation des taux hormonaux, production de protéines et
détoxification. Pour cela, de nombreux échanges ont lieu entre ses cellules et le sang, dans des

structures appelées lobules hepatiques.

Les lobules hépatiques sont les unités fonctionnelles du foie. (Annexe 1). lls sont de
forme hexagonale et possédent des espaces portes (contenant : arteres, veines et canaux
biliaires) en leurs sommets. Ils sont constitués de petits capillaires sanguins : les capillaires
sinusoides qui sont formés en périphérie des lobules et orientés de facon radiaire vers la veine
centrolobulaire. Les capillaires sinusoides sont constitués de cellules sinusoidales (20% des
cellules du foie) qui forment un endothélium discontinu et bordent les travées hépatocytaires
(travées de Remak), (Annexe 2). Les hépatocytes représentent environ 65% des cellules du
foie et permettent son activité métabolique. Enfin, le foie est constitué a 10% par des cellules
de Kupffer (des macrophages résidents) et a 5% par des cellules stellaires qui jouent un role

dans le stockage des graisses.

B. Métabolisme de I’alcool

L’éthanol est métabolisé au niveau des hépatocytes (dans le cytoplasme et la
mitochondrie), par deux étapes d’oxydation, en acétaldéhyde puis en acétate (figure 1). Ces
mécanismes ont pour conséquence d'augmenter le nombre de radicaux libres présents dans les

cellules.

NAD* NADH+H* NAD* NADH+H*
H Q
CH,-CH,-OH ==  ADH —p CH,-C=0 CH-C-OH
Ethanol Acétaldéhyde Acétate

Figure 1 : métabolisme de I'éthanol



Les radicaux libres sont des especes réactives oxygénées (ROS) possédant un électron
non apparié sur leur orbitale externe (exemple : radical hydroxyle OH’, I’anion superoxyde
0O;"). Ce sont des molécules trés réactives, aux propriétés oxydantes qui peuvent réagir a la
fois avec les lipides (peroxydation lipidique : altération des fonctions membranaires), les
protéines (dénaturation et fragmentation), I’ADN (coupure, mort cellulaire) et le glucose

(entrainant son oxydation et la libération de nouveaux radicaux libres).

L’organisme possede un systéme de défense antioxydante notamment par
I’intermédiaire du glutathion mais également grace a des enzymes antioxydantes telles que les
catalases, les peroxydases et les superoxydes dismutases (SOD). lls permettent notamment
d’empécher la formation des radicaux libres, de les éliminer en les neutralisants et de réparer

les dommages tissulaires et cellulaires.

Les défenses antioxydantes de 1’organisme sont normalement en quantité supérieure
aux ROS mais il arrive que la balance s’inverse & cause d'un déficit en antioxydant, a la
surproduction de radicaux libres ou les deux a la fois. Cela entraine des souffrances de

I'organisme : on parle alors de stress oxydatif.
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I11.  Trajectoire de la maladie alcoolique du foie

La maladie alcoolique du foie évolue selon une trajectoire suivant plusieurs stades
caractéristiques d’une atteinte hépatique croissante. En effet, 90 a 95% des consommateurs
ayant une utilisation chronique et aigué d’alcool développent de la stéatose. La pathologie
évoluera pour 20 a 40% d’entre eux Vers de la fibrose, puis pour 8 & 20% vers une cirrhose
(Gao et Bataller, 2011). Enfin, 3 & 10% de ces consommateurs a risques développent un

carcinome hépatocellulaire, qui ne sera pas abordé au cours de ce travail.

Le développement de la MAF est accentué par I’apparition d’hépatites alcooliques qui
sont intercurrentes a chacun des stades de la maladie. Enfin, la MAF peut également évoluer
vers une hépatite alcoolique aigué, une des forme les plus sévéres et brutales des

hépatopathies alcooliques.

A. Stéatose

La stéatose hépatique correspond & la formation d’un foie «gras», induit par

I’accumulation de triglycérides dans le cytoplasme des hépatocytes.

L'augmentation des triglycérides dans I'organisme est liée a un apport énergétique sur-
abondant. En effet, le métabolisme de 1’alcool entraine la formation d’acétates, qui seront
transformés en acétyl-coenzyme A par I’acétyl-coenzyme A synthétase. Par 1I’intermédiaire du
cycle de Krebs, 1’acétyl-coenzyme A permet une libération d’énergie sous forme d’ATP (7
calories/g d’éthanol), qui s’ajoute a 1’apport calorique de 1'alimentation, ce qui entraine une
augmentation du stockage energétique par Il'organisme. De plus, une seconde voie peut
également étre mise en place lorsque la quantité d’énergie disponible dans 1’organisme est
sur-abondante : I’acétyl-coenzyme A est également utilisée pour la synthése de triglycérides,

en étant combinée au glycerol-3-phosphate (provenant de 1’oxydation du glucose).

Par ailleurs, lors d’une consommation chronique d'alcool, le NADH produit au cours
de son métabolisme s’accumule dans les cellules et entraine des perturbations telles que
I’inhibition du cycle de Krebs et de 1’oxydation des triglycérides. L’acétyl-coenzyme A est
par consequent principalement stockée sous forme de triglycérides et sera peu dégradée, ce

qui accentue I'nyperlipidémie et la formation de stéatose (Lieber, 2004).
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Les lipides vont donc s’accumuler dans le foie, sous forme de macrovesicules (aussi
appelées gouttelettes lipidiques), préférentiellement dans les hépatocytes de la zone centrale
du lobule hépatique qui deviennent hypertrophiés et arrondis.

La stéatose hépatique est asymptomatique et réversible en cas d’arrét de la
consommation d'alcool. Elle correspond cependant aux premiers signes d'alcoolopathie du
foie et survient dés les premiers niveaux de consommation chronique (10 a 20g d'alcool par
jour durant 5 ans). La stéatose peut étre classifiée en différentes phases correspondant a la
proportion de macrovésicules dans le tissu : phase | (5-25%) ; 11 (25-50%) ; Il (50-75%) et
IV ( >75%).

Bien qu'elle soit asymptomatique, la stéatose entraine une accumulation importante de lipides

au niveau cellulaire, ce qui peut provoquer la rupture de leur membrane.

Hépatocyte
stéatosique

Gouttelette
lipidique

Figure 2 : Coupe histologique de foie stéatosique. (Pr Denis Chatelain, CHU Amiens)

B. Hépatites alcooliques

L’hépatite alcoolique (HA) est une maladie intercurrente apparaissant sur un foie
stéatosique, fibrosé ou cirrhosé. Elle survient genéralement chez des patients ayant une
consommation d’alcool réguliére et depuis plusieurs années (consommation quotidienne

supérieure a 60g d’alcool chez la femme et 80g chez I’homme). Elle est généralement limitée
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a une partie du foie, transitoire et asymptomatique, mais est néanmoins a l'origine de

souffrances et de mort cellulaire.

L’accumulation importante de triglycérides au niveau des hépatocytes (stéatohépatites)
et le stress oxydatif entraine son installation, ce qui conduit a un état d'inflammation du foie.
En effet, dans un contexte d’alcoolisation chronique, les mécanismes d’oxydation liés au
métabolisme de I'alcool et des lipides engendrent une augmentation de la quantité de ROS
présents dans lI'organisme. Les défenses antioxydantes vont étre consommées jusqu'a s'épuiser
et entrainer une augmentation du stress oxydatif au sein des cellules qui provoque un état
d'inflammation du foie. Le stress oxydatif induit également une peroxydation des lipides
membranaires a I’origine de la perte de leurs fonctions, leur dégradation voir leur destruction ;

ce qui se traduit par la mort des cellules par nécrose, clarification et ballonisation.

Les processus inflammatoires de I'HA entrainent une augmentation du taux de TNFa
(facteur de nécrose tumorale alpha), qui engendre des phénoménes d’apoptose et une
accentuation du stress oxydatif. Au cours du métabolisme de 1’alcool, la diminution des
mécanismes antioxydants mitochondriaux se traduit notamment par la diminution des stocks
de glutathion. Le glutathion mitochondrial jouant un réle majeur de détoxification des ROS,
cette diminution conduit a une augmentation du stress oxydatif et rend les hépatocytes plus

sensibles au TNFo augmentant par conséquent la mort cellulaire (Colell et al., 1998).

En plus de sa cytotoxicité, le stress oxydatif est également responsable de
dysfonctionnements mitochondriaux associés a des délétions de I’ADN mitochondrial de
méme qu’a un déficit énergétique entrainant un vieillissement précoce des cellules et

conduisant également a leur mort.

C. Fibrose

Parallelement a la mort cellulaire observée au cours des stéatoses et des HA, les
alcoolisations répétées vont entrainer des agressions cellulaires supplémentaires.
L’acétaldéhyde produit par 1’oxydation de 1’alcool est trés toxique pour les cellules ; il

dégrade leur membrane et provoque leur lyse.
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On appelle fibrose hépatique la formation d’un tissu cicatriciel fibreux, non
fonctionnel, qui va remplacer temporairement les cellules endommagées au cours des
différents phénomenes de mort cellulaire, avant qu’elles ne soient régénérées (figure 3).
L’activation des cellules stellaires permet la formation de ce tissu, par une augmentation des

constituants de la matrice extra cellulaire (MEC) dont notamment le collagene.

La fibrose hépatique se situe dans un premier temps en périphérie des lobules
hépatocytaires, au niveau des espaces portes, puis augmente vers la veine centrolobulaire en
cas de poursuite de la consommation. La fibrose est classée par stades en fonction de son
degré de gravité : le stade FO (pas de fibrose) ; F1 (fibrose périportale) ; F2 (fibrose modérée
avec quelques septa fibreux) ; F3 (fibrose étendue avec de nombreux septa fibreux). Le stade
F4 correspond au stade de cirrhose, avec de la fibrose tres développée dans I'ensemble du
tissus hépatique et la présence de nodules de régénération. La fibrose est, dans un premier
temps, réversible et les tissus peuvent se régénérer, retrouver leurs physiologies et fonctions
normales en cas d’arrét de la consommation, mais elle devient irréversible lorsqu'elle est trop
étendue et évoluée. Les conséquences de la fibrose résultent de lI'accumulation de matrice
extra cellulaire et vont étre a I'origine d'une distorsion architecturale du tissu. Au sein des
lobules hépatiques, la MEC entraine une capilarisation des sinusoides qui perdent de leur
perméabilité. Cela conduit a un isolement des hépatocytes qui ne pourront plus procéder aux

échanges avec le sang et remplir correctement leurs fonctions.

Fibrose
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Figure 3 : Coupe histologique de foie fibrosique (Gao et Bataller, 2011)
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D. Cirrhose

Lorsque la fibrose atteint un stade de développement majeur et touche I'ensemble du
tissu hépatique (stade F4), on parle de cirrhose (figure 4). Pour compenser la nécrose
hépatocytaire, les hépatocytes restants se régénerent, mais ce processus est perturbé par la
quantité importante de fibrose dans le tissu. Les lobules hépatiques ne peuvent plus se
reformer correctement et ce phénomene aboutit a la formation de structures anarchiques
appelées nodules de régénérations. Ces nodules sont composés d'hépatocytes se régénérant,
entoures par du tissu fibreux, dont les connections vasculaires et biliaires sont perturbées.

Figure 4 : Coupe histologique de foie cirrhotique (Gao et Bataller, 2011)

Dans un premier temps, la cirrhose sera compensée, c’est-a-dire asymptomatique.
L'accumulation de fibrose et de nodules de régénération va progressivement entrainer une
désorganisation de I'ensemble de I'architecture du foie, a la fois sur le plan anatomique et
fonctionnel, conduisant a 4 grands syndromes caractéristiques d’atteinte des fonctions

hépatiques ; la cirrhose devient alors décompensée.

- Le syndrome de cytolyse : augmentation de la perméabilité des membranes des
hépatocytes ou destruction par nécrose, ayant pour conséquence le relargage des composants
hépatocytaires dans les capillaires sinusoides, puis dans le sang périphérique.

- Le syndrome de cholestase : atteinte au niveau des mécanismes d’excrétion biliaire

qui empéche la bile d'étre correctement dirigée vers ’intestin. Celle-ci finit par s’accumuler
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dans le foie puis refluer dans le sang. Ces origines peuvent étre intra-cellulaires (atteinte du

pole biliaire des hépatocytes), ou extra-cellulaires (obstruction des voies biliaires).

- Le syndrome d’insuffisance hépatocellulaire : atteinte des fonctions hépatiques dues

a la désorganisation structurelle des lobules hépatiques, se traduisant par une diminution des
fonctions principales du foie (digestion, stockage, détoxification, syntheése d’hormones et de
protéines,...).

- Le syndrome mésenchymateux : augmentation importante de production d’anticorps

dans I’ensemble de 1’organisme. Ce phénomeéne résulte de la diminution de I’infiltration du
sang portal au niveau du foie et a I’insuffisance des fonctions des cellules de Kupffer. Cela a
pour conséquence une mauvaise destruction des antigénes (du sang portal), qui atteignent le

sang périphérique, ou ils induisent la formation d’anticorps.

Ces différents syndromes vont étre a ’origine d’un grand nombre de variations dans

I'organisme qui conduiront au diagnostic de la maladie :

- La cytolyse entraine une augmentation des aspartates aminotransférases (ASAT) et
alanines aminotransférases (ALAT) au niveau sanguin avec un taux d’ASAT supérieur aux

ALAT, spécifique de la consommation d’alcool ainsi qu’une augmentation des phosphatases

alcalines (PAL).

- La diminution de la sécrétion biliaire due a la cholestase n’est pas observable
directement, mais par l’intermédiaire de I’augmentation de la synthése de 3 enzymes au
niveau sanguin : les PAL, la gamma-glutamyl-transpeptidase (yGT) et la 5’ nucléotidase.
D’autre part, la bilirubine ne va plus étre correctement évacuée par les voies naturelles et va
refouler dans le sang, entrainant I’apparition d’un ictére (jaunisse) lié a son accumulation dans

les cellules de I'organisme.

- L’insuffisance hépatocellulaire entraine une diminution de 1’albumine (rdle dans la
pression osmotique, le transport) ainsi que de certains facteurs de coagulation observables par
le calcul du taux de prothrombine (TP) ou de I'INR (International Normalized Ratio). Les
facteurs de coagulation I, Il, V, VII, X interviennent dans la détermination du TP, et I'INR

permet d'affiner le résultat en prenant en compte la sensibilité des réactifs utilisés. L'absence
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de protéines liees a l'insuffisance hépatocellulaire entraine la formation d'ascite : I'eau
contenue dans le sang diffuse a travers la membrane et s'accumule dans la cavité abdominale.
De plus, I’accumulation de toxine peut entrainer des encéphalopathies (troubles

neurologiques) et parfois 1’apparition d’angiomes.
- Le syndrome mésenchymateux est caractérisé par une augmentation
d’immunoglobulines due aux conflits immunologiques présents dans 1’organisme ; les IgA

orientant le diagnostic vers une pathologie d’origine alcoolique.

Répercussions :

Outre les différents troubles hépatiques décrits précédemment, la cirrhose est
¢galement a 'origine d’une augmentation de la résistance intrahépatique a la circulation
sanguine, entrainant une hypertension portale. L'augmentation de la pression sanguine dans le
systeme porte, peut conduire en fonction de son intensité, a l'apparition de varices
cesogastriques (cesophage, estomac, rectum), ainsi qu'a des dysfonctionnements rénaux
(syndrome hépatorénal) accentuant l'apparition d'ascite. Des complications supplémentaires,
telles que des hémorragies dues a des ruptures de varices cesophagiennes ou une infection du
liquide d'ascite, peuvent s’ajouter a ce tableau clinique. Enfin, la cirrhose d'une maniére
générale, constitue un facteur de risque important évoluant couramment vers un carcinome

hépatocellulaire aprés 15 a 20 ans d'évolution de la maladie.

La nécrose hépatocellulaire va également étre a l'origine de processus inflammatoires,
entrainant une augmentation du TNFo et donc de phénoménes d’apoptose, ainsi qu’une
augmentation du stress oxydatif, lui-méme responsable de nécrose. Les phénoménes de mort
cellulaire et de fibrogenése sont par conséquent auto-entretenus, ce qui accentue les déficits

fonctionnels du foie.

E. Hépatite alcoolique aigué sévere

L’hépatite alcoolique aigué (HAA) sévere est une des formes les plus graves de la
maladie alcoolique du foie. Elle se développe a la suite d’une consommation excessive et
chronique d’alcool (150 a 400g d’alcool par jour durant plusieurs semaines). Son incidence en
France est évaluée a 50 & 60 cas par million d’habitants en 2008 (Nguyen-Khac et al., 2010).
L’HAA sévere engage le pronostic vital du patient a court et moyen terme, avec une mortalité
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proche de 25% a 1 mois (Mathurin et al., 2002) et 50% a 6 mois (Ramond et al., 1992) pour

les formes les plus sévéres et en cas de non réponse au traitement.

a. Caracteristiques cliniques

La symptomatologie de I’'HAA est tres bruyante. Elle se manifeste avec 1’apparition
rapide d’un ictére, d'une fievre modérée, de douleurs au niveau de I'hypocondre droit ainsi que
différents signes d’insuffisances hépatocellulaire, de cholestase et de cytolyse qui traduisent

une cirrhose sous-jacente tres fréquente.

b. Physiopathologie

L’HAA sévere touche l'ensemble du tissus hépatique et entraine une quantité
importante de mort cellulaire. Sa physiopathologie repose sur deux mécanismes qui s’auto-

entretiennent : le stress oxydatif et I’endotoxinémie (Lucey et al., 2009).

Le stress oxydatif joue un role majeur dans la physiopathologie de ’THAA sévere.
Comme pour I’HA, il est accentué par la présence de TNFa lié¢ a I’inflammation et entraine
une dégradation des lipides membranaires provoquant la perte de leurs fonctions, un
vieillissement pathologique précoce, des dysfonctionnements mitochondriaux et une mort
cellulaire par nécrose, clarification et/ou ballonisation. Des corps de Mallory sont également
observables et sont représentatifs d’une hépatite d’origine alcoolique. Ce sont des agrégats de
filaments au sein des hépatocytes qui sont retrouvés en cas d’inflammation du foie et issus de

la toxicité de 1’alcool.

Parallelement, les alcoolisations chroniques, entrainant la présence répétée d'éthanol et
d'acétaldéhyde, ainsi que l'augmentation du stress oxydatif dans le tube digestif provoquent
des agressions de I'épithélium, au niveau des jonctions serrees, qui se relachent et deviennent
perméables. Des bactéries (ou fragments de paroi bactérienne) peuvent ainsi traverser la
barriére intestinale, notamment des bacilles a Gram négatifs (dont la membrane externe est
principalement constituée de lipopolysaccharides : LPS). La présence de ces LPS entraine une
réponse immunitaire par infiltration hépatique de polynucléaires neutrophiles (PNN), attirés
par des cytokines, ce qui est caractéristique de I'HAA.
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Figure 5: Coupe histologique de foie avec des PNN entourant un hépatocyte en voie de

nécrose au cours d'une HAA seveére (Pr Denis Chatelain, CHU Amiens)

Les LPS vont interagir sur les récepteurs CD14 et TLR4 des cellules de Kupffer (Rao,
2009). Leur activation induit la production de ROS et de cytokines pro-inflammatoires dont le
TNFa et les interleukines (IL) 6, 8 et 10.

- Le TNFa, par I’intermédiaire de ses récepteurs membranaires (notamment TNFR1),
est a I’origine de lésions hépatiques. Yin et ses collaborateurs ont observé I'absence de lésions
hépatiques chez la souris knockout TNFR1 exposée a 1’alcool (Yin et al., 1999).

- A I’inverse, les IL-6 et 10 ont un effet cytoprotecteur. Ils permettent ’activation de
STATS3, un facteur de transcription de 1’hépatocyte, des cellules endothéliales et des
macrophages, a 1’origine de la transcription de facteurs antiapoptotiques, antioxydants et pro-
oncogéniques (Miller et al., 2011).

La régulation entre les facteurs délétéres pro-inflammatoires et protecteurs anti-
inflammatoires reste a éclaircir. Cependant, les PNN circulants vont aboutir par
chimiotactisme autour d'hépatocytes en cours de souffrance ou de mort cellulaire et adhérer
aux tissus en formant des infiltrats caractéristiques de ’HAA (Sheron et al., 1993).
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IV. Prise en charge thérapeutique

A. Examens clinico-biologiques et scores diagnostiques

Il existe différents scores qui s’appuient sur les examens cliniques et biologiques des

patients qui ont pour but de graduer la sévérité de 1’hépatopathie alcoolique. Les résultats

permettent de déterminer le degré de sévérité de la maladie, d’orienter la prise en charge

thérapeutique et de calculer le pronostic de survie en fonction de la réponse au traitement.

a. Score Child-Pugh

Le score de Child-Pugh (Child et al., 1964 ; Pugh et al. 1973), permet de définir le

degré d’insuffisance hépatique et ainsi, de différencier les cirrhoses compensées (classe A),

des décompensées (classe B et C). En cas d’HAA, il permet d’estimer la survie des patients a

1 an et la contre-indication a la réalisation d’une opération chirurgicale (risque de déces

important pour les patients ayant un score de Child-Pugh plus élevé).

Nombre de points 1
Bilirubine (umol/l) <35
Albumine (g/l) >35
Ascite -
TP (ratio TP patient/TP contr6le) >54%
Encéphalopathie absente

Points attribués:
Classe A :5a6 :surviealande 100%
Classe B : 729 :survie a1l an de 80%
Classe C : 10 a 15 : survie a 1 an de 45%

b. Score de Maddrey

2
35-50
28-35
facile a contréler
44-54%

Iégére a modeérée

3
>50
<28

constante
<44%

sévere

Le score de Maddrey (Maddrey et al., 1978) permet de repérer les formes d’HAA

séveres. Il se calcule selon la formule suivante :

Score de Maddrey = 4,6 x (TP patient - TP contr6le) + bilirubine

Unité : TP en secondes et bilirubine en mg/dL
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L'HAA des patients présentant un score de Maddrey inférieur a 32 est considérée
comme non sévere (survie d’environ 90% a 6 mois en I’absence de traitement). L'HAA des
patients ayant un score supérieur a 32 est suspectee sévere (mortalité de 25% a 1 mois et 50%

a 6 mois en 1’absence de traitement) (Mathurin et al., 2002).

c. Scorede MELD
Le score de MELD (Model for End-Stage Liver Disease) (Kamath et al., 2001) permet
¢galement d’évaluer la sévérité d’'une HAA et il est indicatif du risque de déces sans
transplantation hépatique. 1l est donc également utilise pour sélectionner les candidats a une
transplantation hépatique. Le score de MELD se calcule selon la formule suivante :
Score de MELD = 3,78 X In (bilirubine) + 11,2 x In (INR) + 9,57 X In (créatinine) + 6,43

Unité : bilirubine et créatinine en mg/dL

Les patients ayant un score de MELD supérieur a 21 ont une espérance de vie

diminuée en I’absence de traitement (Srikureja et al., 2005).

d. Score de Lille
Le score de Lille (Louvet et al., 2007) permet d’évaluer le niveau de réponse au
traitement des patients présentant une HAA sévere apres 7 jours de corticothérapie et
d’estimer leur pronostic de survie. Il se calcule selon la formule :
Score de Lille = eR) /1 + (=R

Avec R = [3,19 - (0,101 x age)] + (1,47 x albumine) + [0,28215 x (bilirubine initiale -
bilirubine jour 7)] - (0,206 x insuffisance rénale oui = 1; non = 0) - (0,11115 x bilirubine
initiale) - (0,0096 x TP)

Uniteé : 4ge en années, I'albumine en g/dL, la bilirubine en mg/dL et le TP en secondes.

Le score obtenu varie entre 0 et 1 et correspond a des niveaux de réponse au traitement du
patient :

- un score inférieur a 0,16 correspond a une réponse totale au traitement,

- de 0,16 a 0,56 : réponse partielle,

- supérieur a 0,56 : pas de réponse (spécifique de la corticorésistance).
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De plus, les patients ayant un score inférieur a 0,45 ont un risque de déces de I'ordre de
15% & 6 mois et ceux ayant un score supérieur a 0,45 ont un risque de déces de 75% a 6 mois.

Les patients ayant un score supérieur a 0,56 ont un risque de déces de 47% a 1 mois.

B. Confirmation morpho-histologique

Parallelement aux examens clinico-biologiques, I’aspect du foie peut étre controlé
histologiquement par ponction biopsie hépatique (PBH). Cet examen permet le diagnostic de
certitude de la maladie, par observation des différents éléments caractéristiques des
hépatopathies, tels que la présence de stéatose, de fibrose et éventuellement de PNN, de corps
de Mallory et de cellules cancéreuses. Cependant, cet examen ne peut étre réalisé sur tous les
patients et de maniére préventive (risque hémorragique, d’autant plus grand si le taux de
facteur de coagulation est bas). Dans ce cas, la ponction peut alors étre réalisée par voie
transjugulaire. En revanche, lorsque les signes cliniques et hématologiques sont flagrants, en
particulier au cours de I’HAA séveére, la PBH n’est pas nécessaire car elle risquerait

d’aggraver d’avantage 1’état physiologique du patient.

Une technique non-invasive d’élastographie impulsionnelle peut également étre
utilisée et pratiquée a I’aide d’un Fibroscan®. Son but est d’effectuer un suivit régulier de
I’état physique du foie du patient et de permettre de repérer la maladie aux stades les plus
précoces. L’appareil emmet un choc impulsionnel qui est renvoyeé par le foie, puis capté par
une sonde. La dureté du foie est calculée en fonction de la vitesse de retour de 1’onde (plus
celui-ci est fibrosé, plus il sera dense et dur, et plus rapidement I’onde reviendra vers la
sonde). Le résultat obtenu en kPa est rapporté a des valeurs seuils, correspondant a des

proportions de fibrose.

C. Traitement

a. Cirrhose
Les patients atteints de cirrhose ont un suivi régulier (tous les 6 mois) effectué par les
services d’hépato-gastro-entérologie. Les lésions hépatiques causées par la cirrhose sont
irréversibles et peuvent s’accentuer avec le temps, mais 1’abstinence totale a 1’alcool permet

de réduire cette vitesse de degradation. Le seul traitement permettant de retrouver une
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physiologie saine est la transplantation hépatique. Cependant, elle ne peut étre réalisée
systématiquement, principalement pour des raisons de disponibilité des greffons et des
problémes de considérations éthiques.

b. HAA

Concernant I’HAA, la corticothérapie est le traitement le plus répandu. Il existe
d’autres traitements tels que ’assistance hépatique extracorporelle ou le Pentoxifylline (anti-
TNFa) qui ne seront pas traités au cours de ce travail. La transplantation hépatique permet
¢galement d’améliorer la survie des patients, cependant sa réalisation reste problématique
pour les raisons similaires a celles évoquées précédemment. L’état physique du patient prend
également une part importante quant a la réalisation d’une transplantation, une
encéphalopathie hépatique ou une insuffisance rénale étant reconnues comme facteurs de

mauvais pronostic pour la réalisation de cette opération.

La corticothérapie, aux propriétés anti-inflammatoires, associée a un sevrage
alcoolique, permet d’améliorer a 80% a 1 mois et 67.5% a 6 mois la survie des patients
(Mathurin et al., 2002). Néanmoins, environ 40% des patients sont résistants a ce traitement et
80% d’entre eux décedent a 6 mois. Une nouvelle option thérapeutique a été proposée et mise
en place par notre laboratoire et consiste a lutter contre le stress oxydatif en complétant le
traitement avec de la N-acétylcystéine. Ceci a permis une diminution de la mortalité pour les

patients non-répondants (Nguyen-Khac et al., 2011).

c. Fonctionnement de la corticothérapie.
La prédiction de la réponse au traitement et par conséquent le recours a la
transplantation prennent donc une importance majeure dans la prise en charge thérapeutique
du patient, c’est pourquoi il convient de mieux comprendre les mécanismes de la

corticothérapie.

Les corticoides possedent une action anti-inflammatoire puissante. Ils diffusent
passivement a travers la membrane cytoplasmique des cellules et se fixent sur leurs récepteurs
cytosoliques. Le complexe formé traverse la membrane nucléaire et interagit avec le génome
au niveau de facteurs de transcription, dans les régions promotrices de certains genes, dont
celui de I'élément de réponse aux glucocorticoides (GRE). C'est la fixation du complexe sur la

séquence geénetique qui permet l'action anti-inflammatoire en activant le facteur de
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transcription GRE. La transcription du géne du Glucocorticoid Induced 1 (GLCCI1) est
également un élément nécessaire aux mecanismes génomiques anti-inflammatoires. En effet,
sont transcrit glccil entraine l'augmentation de Il'expression des genes de I’annexine 1
(inhibiteur de la phospholipase A2) et du GILZ (inhibiteur du NF-kB). La corticothérapie joue
également un réle anti-inflammatoire en inhibant des facteurs de transcription (AP-1, NF-«B)

impliqués dans I'expression de genes pro-inflammatoires, tel que le TNFa (Quax et al., 2013).

Toutefois, les patients traités par corticothérapie ne répondent pas tous de la méme
facon au traitement et des variations individuelles sont observées avec parfois de véritables
résistances comme décrit précédemment. Des mécanismes de résistance peuvent étre
impliqués a différentes étapes : diffusion transmembranaire, fixation aux récepteurs, voies de
signalisation, interaction avec I’ADN. Des facteurs genétiques sont également a I’origine de
cette résistance en modulant la disponibilité des corticostéroides et les fonctions de leurs
récepteurs. Le géne GLCCI1 a notamment été identifié et associé a la réponse a la
corticothérapie au cours de maladie inflammatoire, ce qui sera développé dans le chapitre

suivant.

A T’heure actuelle, aucune donnée n’a été publiée concernant I’implication des
polymorphismes génétiques du GLCCI1 dans les mécanismes de résistance aux corticoides au
cours d’une HAA sévére, ce qui fait de lui une cible potentielle dans la prédiction de la

réponse au traitement.
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V. Approche génétique

L'HAA est une pathologie multifactorielle, intercurrente de la maladie alcoolique du
foie (MAF), qui engage le pronostic vital du patient a court et moyen terme.
Bien que de nombreux facteurs de vulnérabilite tels que le surpoids et le genre féminin aient
été identifiés (Naveau et al., 1997), seuls 10 a 35% des buveurs excessifs développent des
hépatopathies alcooliques (Gao et Bataller, 2011).

Le rble de la prédisposition génetique dans le développement de maladies alcooliques,
a la fois au niveau physique que psychologique, est connu depuis de nombreuses années
(Hrubec et al., 1981). En effet, une mutation génétique, méme d’un seul nucléotide, peut
entrainer une diminution voire une perte de fonction au niveau protéique se traduisant par des
variations au niveau physiologique. Ces mutations sont dites de type SNP (Single Nucleotide

Polymorphism) et interviennent également dans la vulnérabilité a développer la MAF.

Bien qu’étant 1'une des formes des plus séveres de la MAF, les connaissances sur
I’HAA restent encore a préciser, plus particulierement en ce qui concerne les mécanismes
génétiques et leur implication dans les voies physiopathologiques et pharmacologiques de
cette maladie. Dans ce contexte, nous avons ciblé des voies génétiques candidates afin de les
étudier en se basant sur les données clinico-biologiques de patients.

Concernant I’origine physiopathologique de la maladie, la voie immuno-inflammatoire
représente une piste majeure (Lucey et al., 2009). Les polymorphismes des genes codants
pour les cytokines pro-inflammatoires intervenant dans la physiopathologie de ’HAA ont été
étudiés. Notre laboratoire a notamment mis en évidence I’implication d’une mutation de type
SNP, située dans la région promotrice du géne du TNFa associée a la survenue d’une HAA
(Nguyen-Khac et al., 2008). En revanche, la mutation de ses réecepteurs, TNFRI et TNFRII,
n‘avaient pas d'influence sur la survenue de la maladie dans nos populations (Nguyen-Khac et
al., 2010). L’ association entre les polymorphismes génétiques de 1’TL-10 et le risque supérieur
d’avoir une MAF a un stade plus avancé a été montrée (Grove et al., 2000), mais cette

association n’a pas été retrouvée avec les IL-6 et 8 (Marcos et al., 2009).
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A. Approche génétique par gene candidat

Des études d’association pangénomique (« genome wide association scan » (GWAS))
sont réalisées afin d'explorer I’implication de polymorphismes génétiques dans I’induction et
le développement de certaines pathologies. Leur but est de corréler des variations genétiques a
des traits phénotypiques, en analysant un grand nombre de polymorphismes, sur un grand

nombre d’individus.

Parallelement a la voie immuno-inflammatoire, la physiopathologie de I'HAA est
également caractérisée par la forte implication de stress oxydatif (Lucey et al., 2009). Ce
stress est en partie d0 a I’accumulation de triglycérides dans le foie et a la peroxydation
lipidique. Une étude de GWAS, menée sur une population multiéthnique, a récemment mis en
évidence une mutation fonctionnelle au niveau du polymorphisme rs738409 du gene de
I’adiponutrine, un geéne codant pour une protéine transmembranaire aux fonctions
phospholipases (Romeo et al., 2008). Cette mutation est associée a une accumulation de
triglycérides dans le foie et a une inflammation hépatique. Le polymorphisme rs738409 de
I'adiponutrine semble donc étre un gene candidat intéressant dans [l'étude de Ia
physiopathologie de 'HAA sévere.

Par ailleurs, la diminution des défenses antioxydantes de I'organisme est également un
autre point clef dans le développement de la MAF. La mutation de genes codants pour le
glutathion S-transférase (GST), une enzyme impliquée dans les réactions de détoxifications
des ROS, a été corrélée a une augmentation du risque de développer la MAF (Ladero et al.,
2005), ainsi que la cirrhose (Khan et al., 2009). Le gene SOD2 possede également un SNP et
code pour une enzyme antioxydante mitochondriale majeure: la manganése superoxyde
dismutase (MnSOD). Ce polymorphisme génétique est associé a une fibrose plus avancée
chez des patients atteints de stéato-hépatite non-alcoolique (Saksena et al., 2003), un risque de
MAF plus important (Degoul et al., 2001), ainsi qu’une augmentation du risque de développer
une cirrhose alcoolique (Nahon et al., 2005 ; Huang et al., 2016). Enfin, le polymorphisme de
la SOD2 a également été associé au CHC (Nahon et al., 2009) puis par Jin et ses
collaborateurs au cours d'une méta-analyse (Jin et al., 2011). Ces éléments font du géne

SOD2 un candidat dans I'étude de la physiopathologie de I'HAA sévere.
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Enfin, la corticothérapie représente un traitement pharmacologique de référence pour
son action anti-inflammatoire. Dans le but d’améliorer la prise en charge des patients,
I'implication de polymorphismes génétiques associée a la réponse a la corticothérapie
représentent une piste de recherche majeure. Une étude de GWAS menée chez des patients
asthmatiques a permis d’identifier deux SNPs du géne GLCCI1 : rs37972 et rs37973. Leurs
mutations sont associées & une diminution du transcrit glccil et de la réponse au traitement
aux corticostéroides (Tantisira et al., 2011). Le polymorphisme du géne GLCCI1 semble donc
étre un outil potentiel pour la détermination génétique de la réponse aux corticostéroides dans
I’HAA sévere.

B. Adiponutrine

Comme il a été décrit précédemment, les triglycérides jouent un réle majeur dans la
mise en place et le développement de la maladie alcoolique du foie. La consommation
chronique d’éthanol induit la formation de stéatose hépatique. Les épisodes successifs de
stéatohépatite ont pour conséquence la stimulation des processus fibrosants qui menent a long

terme vers une cirrhose.

Une étude de GWAS, réalisée sur une population multiéthnique, a mis en évidence un
polymorphisme du géne de I’adiponutrine aussi appelé PNPLA3 (Patatin-like phospholipase
domain-containing protein 3) (Romeo et al., 2008). Localisé au niveau du locus q13.31 du
chromosome 22, ce gene code pour une protéine transmembranaire aux fonctions
phospholipases (Falleti et al., 2011 ; Krawczyk et al., 2011). Elle est exprimée dans de
nombreux tissus et elle est particulierement présente dans le foie, au niveau des hépatocytes
(Huang et al., 2010). Sa mutation fonctionnelle est située au niveau de I'exon 3 (rs738409). I
s’agit d'une mutation par transversion d'une cytosine en guanine, qui entraine un changement
au niveau de l'acide aminé 148 d'une isoleucine en méthionine. Il a été montré que cette
mutation entraine une réduction de l'activité hydrolase de l'adiponutrine (He et al., 2010)
ayant pour conséquence d'entrainer une accumulation des triglycérides sous forme de
gouttelettes de stéatose. Ces triglycérides induisent une augmentation du stress oxydatif qui

contribue aux dommages hépatiques (Yamaguchi et al., 2007).

De plus, le polymorphisme muté du géne PNPLA3 rs738409 a été corrélé a des
troubles hépatiques dont notamment :
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- un haut niveau de transaminases sériques chez des patients sains (Kollerits et al.,
2010)

- une augmentation des risques de stéatohépatites d'origine non-alcoolique (Rotman et
al., 2010 ; Sookoian et al., 2011) et des dommages hépatiques chez des adolescents en
surpoids ou obeses (Romeo et al., 2010)

- des risques plus importants de développer la MAF a des stades plus avanceés et de
développer une cirrhose (Trépo et al., 2011 ; Stickel et al., 2011)

- une augmentation du niveau de fibrose observé par élastographie impulsionnelle
(Krawczyk et al., 2011)

Le polymorphisme rs738409 de I'adiponutrine posséde donc une influence majeure
dans le niveau d’activité enzymatique. Sa mutation entraine des dommages hépatiques liés a
I’accumulation de lipides (en I’absence ainsi qu’en présence d’alcool) et elle est associée a la
sévérité de la MAF. Ce polymorphisme semble donc étre un géne candidat dans I'étude de la
physiopathologie de I'HAA severe.

C. Manganeése superoxyde dismutase

Etant a 1’origine de la formation d'une quantité importante de radicaux libres, le
métabolisme de I'alcool entraine une augmentation importante du stress oxydatif, en
particulier au niveau intrahépatique. Le stress oxydatif est responsable de nécrose cellulaire et
joue un réle essentiel dans la physiopathologie de la MAF, notament dans celle de ’HAA

sévere (Lucey et al., 2009).

Physiologiquement, les catalases, les peroxydases et les superoxydes dismutases sont
les barriéres contre le stress oxydatif. A I’heure actuelle, trois isoformes de SOD ont été
identifiées, dont la manganése superoxyde dismutase (MnSOD) : une enzyme antioxydante
mitochondriale considérée comme la défense principale contre le stress oxydatif. Elle catalyse
la réduction de I’ion superoxyde (O,") en dioxygene (O,) et en peroxyde d'hydrogene (H,O,)
qui sera réduit en eau (H,O) par la glutathion peroxydase (GPX). La MnSOD est codée par le

géne SOD2 et comporte 5 exons situés sur le locus g25 du chromosome 6.

Un SNP de ce géne a éte repéreé : le rs4880 C>T. Il s’agit d’une mutation par transition

pyrimidique d’une cytosine vers une thymine, entrainant un changement au niveau de I’acide
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aminé 16, d’une alanine en valine. Cette mutation est a l'origine de modification de la
structure secondaire de la protéine et par conséquent son adressage au niveau mitochondrial.
In vitro, I’activité de 1’enzyme alanine-MnSOD est 30 a 40% plus importante en comparaison
avec la valine-MnSOD (Sutton et al., 2003). Cependant, la présence de I’all¢le C, codant pour
I'alanine, a été corrélé a une augmentation du risque de développer des stéato-hépatites non-
alcooliques (Huang et al., 2014), ainsi qu’a une augmentation du risque de développer une
cirrhose alcoolique (Huang et al., 2016). Il a également été montré que 1’homozygotie C/C est
associée a une augmentation de la stéatose, des HA et des cirrhoses (Degoul et al., 2001).
Enfin, Nahon et ses collaborateurs ont associé 1’alléele C a une augmentation du risque de
développer une cirrhose, ainsi qu'a une augmentation du risque d’hépatocarcinome et de
mortalité chez des patients cirrhotiques (Nahon et al., 2005 ; Nahon et al., 2009). Cette

association a également été montré au cours d'une méta-analyse (Jin et al., 2011).

Le role du gene SOD2 rs4880 C>T dans la réponse antioxydante et I’implication de
son polymorphisme dans le développement de la MAF en font un gene candidat dans 1’étude

de la physiopathologie de ’'HAA sévére.

D. GLCCI1

Lors d’un traitement par corticothérapie, il a été montré une augmentation de la
transcription du gene GLCCI1 qui semble nécessaire aux meécanismes génomiques anti-
inflammatoires. En effet, 1’augmentation de son transcrit glccil est associée a une
augmentation de I’expression de génes aux propriétés anti-inflammatoires et de leurs
protéines. Le gene GLCCI1 est situé sur le locus p21.3 du chromosome 7 et comporte 8 exons
(Chapman et al., 1995)

Une étude pangénomique a récemment permis d’identifier deux SNPs du gene
GLCCI1 :rs37972 C>T et rs37973 A>G, associés a une baisse du transcrit glccil (Tantisira et
al., 2011). Les auteurs ont démontré le caractere fonctionnel des mutations des deux variants
génétiques du GLCCII qu’ils ont associés a une diminution de la réponse au traitement aux
corticostéroides inhalés. Cette corrélation a également été observée chez des patients atteints
de méningite bactérienne et traitée par corticothérapie (Brouwer et al., 2012)
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Le géne GLCCI1 semble donc jouer un rble notable dans la réponse anti-
inflammatoire au cours d’une corticothérapie. Sa mutation entraine une augmentation de la

résistance chez les patients mutés se traduisant par une diminution de la réponse au traitement.

A T’heure actuelle, aucune donnée n'a été publiée concernant I’implication des
polymorphismes (rs37972 C>T et rs37973 A>G) du géne GLCCI1 dans les mécanismes de
résistance aux corticoides au cours d’une HAA sévere, ce qui en fait un géne candidat dans la
prédiction de la réponse au traitement. Les deux SNP, rs37972 C>T et rs37973 A>G du géne
GLCCI1 sont en déséquilibre de liaison totale c’est-a-dire que leur association ne se fait
jamais aléatoirement (le locus C du gene rs37972 est toujours accompagné du locus A du
géne rs37973 et inversement). Au cours de notre étude, nous utiliserons uniquement le
rs37972 afin d’étudier la mutation du gene GLCCII.
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V1. Rationnel de I’étude

A. Problématique

L'HAA survient généralement dans un contexte d'alcoolisation massive, de facon
aigué et bruyante. C’est une pathologie fréquente car elle touche entre 10 et 35% des buveurs
excessifs (Gao et Bataller, 2011) et son taux de mortalité est élevé a court et moyen terme
(Mathurin et al., 2002 ; Ramond et al., 1992).

L’HAA se développe sur un foie stéatosique, fibrose ou cirrhosé, et les mécanismes du
stress oxydatif et de I’endotoxinémie sont les deux éléments majeurs de sa physiopathologie
(Lucey et al., 2009). Néanmoins, I’implication des mécanismes génétiques dans les voies
physiopathologiques de cette maladie reste encore a préciser.

Bien que certains polymorphismes génétiques aient été identifiés, il convient de mieux
caractériser 'HAA sur le plan génétique. L’objectif de ces travaux est de définir des
biomarqueurs génétiques dans le but de mieux appréhender la maladie, la dépister et
d'améliorer la prise en charge thérapeutique des patients, en effectuant un repérage plus

précoce des patients sensibles.

B. Question scientifique

Les polymorphismes des genes impliqués dans la physiopathologie de I'HAA sévere

sont-ils des bio-marqueurs pertinents du développement et du traitement de la maladie ?

C. Objectifs

L’objectif de ce travail est de déterminer le role des facteurs génétiques dans la
vulnérabilité a développer la MAF et la réponse aux corticoides grace a une étude
d'association génetique, en comparant la distribution des SNPs de génes candidats, en
fonction des phénotypes de maladie alcoolique du foie. Mon travail portera sur I’implication
des polymorphismes rs738409 C>G du géne PNPLA3 et rs4880 C>T du gene SOD2 dans la
sévérité de la maladie par une analyse clinico-biologiques. Nous évaluerons également
I’implication du polymorphisme rs37972 C>T du gene GLCCI1 dans la réponse a la

corticothérapie par I’intermédiaire du score de Lille et selon la mortalité a 6 mois.
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MATERIEL ET METHODES
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. Les patients

Les patients ont été inclus a 1’étude par le service d'hépato-gastro-entérologie du CHU

d’Amiens et leurs données médicales et génétiques ont éteé collectées.

Il s’agit d'une cohorte de 302 individus caucasiens répartis en trois groupes :

- Témoins sains : groupe Contrdle (105)

- Patients atteints de cirrhose sans hépatite alcoolique aigué : groupe Cirrhose sans
HAA (n = 103)

- Patients atteints d'une hépatite alcoolique aigué sévere : groupe HAA sévere (94)

A. Critéres d’inclusion :

Les patients du groupe cirrhose sans HAA devaient correspondre a un tableau clinique,

biologique et échographique correspondant au diagnostique d’une cirrhose en l’absence

d’antécédent ’HAA.

Les patients du groupe HAA sévere devaient avoir un ictére récent, un score de
Maddrey supérieur a 32 et une histologie hépatique correspondant a ’HAA sévere. De plus,
leur consommation quotidienne d’alcool devait étre supérieure a 50g d’alcool au cours des

trois derniers mois.

Les patients ayant une hépatopathie d'origine non-alcoolique ou combiné n’ont pas été
inclus a I’étude. Exemple : hépatite d’origine virale, origine génétique, auto-immune.

De méme pour les patients présentant un cancer du foie ou refusant d’étre inclus.

Les individus témoins sont des individus sains et volontaire qui ont été sélectionnés

afin de correspondre aux patients du groupe HAA séveére (sur le plan de I’age et du genre).

B. Echantillonnage

Aprés accord du patient par consentement écrit, ’ADN était extrait (& partir de
prélevements sanguins) puis stocké par la biobanque de Picardie et mis a disposition apres

accord du comité d’éthique.
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C. Profils cliniques et biologiques

Les données cliniques et biologiques des patients ont été collectées afin d’évaluer le
degré de séverité de la maladie. Les critéres cliniques évalués sont : 1’age, le genre, la survie a
6 mois, la présence d'encéphalopathie, d'ascite et de varices oesophagiennes. Les criteres
biologiques évalués sont le TP, I’albumine, la bilirubine, I’ASAT, les yGT, les PAL, 1’urée,
les leucocytes, les protéines C reactives et les plaquettes. La fonction hépatique des patients a
été évaluée par I’intermédiaire des scores de Child-Pugh et la sevérité de I’THAA par le score
de Maddrey. Enfin, nous avons observé l'influence du génotype dans la mortalité par une
analyse de Kaplan-Meier et la réponse au traitement par le calcul du score de Lille a des seuils
de 0,45 et 0,56.

Il. Protocole expérimental

Les expériences de détermination génotypique ont été réalisées par la technique de
réaction en chaine par polymérase (PCR), sur des appareils StepOneplus®, en ayant recours a
la technologie Tagman® (figure 6) ; Applied Biosystems®, Life Technologies®, Thermo
Fisher Scientific®, Waltham-Massachusetts-USA. Leur but est d’évaluer de maniere

qualitative une mutation biallélique d’un patient pour en déterminer le génotype.

La PCR est une méthode permettant de répliquer un fragment d’ADN défini in vitro

dans des conditions de temps et de milieu contrélés. Elle se déroule en 2 étapes :

1- ’ADN est déshybridé a une température de 95°C au cours d’un premier cycle de 15
secondes.
2- La température diminue a 60°C durant 60 secondes pour un second cycle
permettant la fixation des amorces et des sondes.
- Les amorces sont des oligonucléotides qui se fixent de maniere
complémentaire au niveau de 1’origine du geéne d’intérét : ¢’est I’hybridation.
- Les sondes sont des oligonucléotides, spécifiques des deux variants de la
mutation d’intérét, qui se fixent par complémentarité au niveau du locus de la mutation. Ces
sondes sont couplées a un fluorophore (bleu ou vert) ainsi qu’a un inhibiteur de fluorescence :

le quencher.
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Les complexes formés entre I’ADN et 1’amorce permettent le recrutement de I’ADN
polymérase et servent de point de départ a la synthese du brin complémentaire du géne
d’intérét. On appelle élongation cette étape qui a lieu également durant le second cycle.

C’est ’activité exonucléasique de I’ADN polymérase qui va permettre 1I’hydrolyse des
liaisons phosphodiester de la sonde au cours de la PCR et par conséquent la séparation du

fluorophore et du quencher.

G2 GB
Probe )& Prob }M \' VIC® dye
p » Vi ?@ G5
G A
Forward primer \ \ / \F,« FAM™ dye
3‘f [cm Qﬁs @ Quencher
MGB Minor Groove
h N Binder
AmpliTag Gold€
DNA Polymerase
GB o Probe
Probe I&
£ Ri e " » .
A e Primer
"
Forward prime o~ f
rward pri kr G O/MGB e Template
I Extended Primer

Figure 6 : Séparation du fluorophore et du quencher par I’ADN polymérase au cours de la
PCR (Schéma extrait du manuel « Applied Biosystems StepOne™ and StepOnePlus™, Real-
Time PCR Systems Genotyping Experiments » P7)

Ces cycles sont répétés 40 fois au cours de la manipulation et la fluorescence émise est
mesurée a chaque fin de cycle. L’observation des courbes de fluorescence permet a
I’expérimentateur de déterminer le génotype du patient en se référent aux données du

fabricant, un fluorophore correspondant a 1’all¢le ancestral et le second a 1’alléle muté.
Les expériences sont réalisées a 1’aveugle par rapport aux données cliniques des

patients. L’analyse des courbes obtenues permet de classer les patients par groupes de

génotypes : ancestral/ancestral ; ancestral/muté et muté/mute.
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I11. Réactifs utilisés

Le mélange réactionnel utilisé pour ces réactions est constitué en exces de ces amorces
(0,7uL) ; de master mix (dNTP et ADN polymerase - 12,5uL) ; d’eau ultrapure (8,8uL) et des

échantillons (3uL), selon les préconisations du fournisseur.

Les références des réactifs Thermo Fisher Scientific® utilisés sont les suivantes :
- PNPLA3 : rs738409 ; ID C7241 10
- SOD2 : rs4880 ; ID C8709053 10
- GLCCI1 :rs37972 ; ID C970132_10
- MasterMix : Cat #4371355

IV. Analyse statistique

Les populations testées répondent a la loi Normale ; les comparaisons inter-groupes et
de fréquences alléliques sont exprimées en pourcentage et sont réalisées en appliquant une

analyse de la variance par un test de 2.
Les données cliniques et biologiques sont exprimées par leurs moyennes + écart-type

et sont comparées par l'intermédiaire d'un test ANOVA ou de Student (t test).

La mortalité est étudiée et représentée par la méthode de Kaplan-Meier et évaluée par

un test de log rank.

L'ensemble des analyses statistiques est traité grace au logiciel SigmaPlot.

Le seuil de significativité statistique est définit a p<0,05 ce qui donne une puissance
statistiqgue P=95%. De plus, en cas de comparaison multiple, une correction de Bonferroni est
appliquée et le seuil de significativité est réduit a p<0,004.

Dans cette étude, les distributions genotypiques des trois groupes respectent I'équilibre

d’Hardy-Weinberg (pHWE>0,711 pour PNPLA3), (pHWE>0,591 pour GLCCI1),
(PHWE>0,575 pour SOD2).
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Annexe 1 : Représentation schématique d'un lobule hépatique :
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Annexe 2 : Représentation schématique d'une travée hépatique :

Fig. 36 - Lobule hépatique Fig. 37 - Travées hépatiques avec

sinusoides
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Fig. 36
Section d'un lobule

hépatique classique.

Fig. 37

Cet agrandissement
montre un grand
nombre de cellules
specialisées 3
I'intérieur et autour des
sinusoides.

44


https://www.imaios.com/fr/e-Anatomy/Thorax-Abdomen-Pelvis/Systeme-digestif-Illustrations
https://www.imaios.com/fr/e-Anatomy/Thorax-Abdomen-Pelvis/Systeme-digestif-Illustrations
http://www.embryology.ch/francais/sdigestive/leber02.html

ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

Implication de facteurs génétiques dans le développement de I'hépatopathie alcoolique et
la réponse au traitement
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Résumé :

L’Hépatite Alcoolique Aigué¢ (HAA) sévere est I’'une des formes des plus graves de Maladie
Alcoolique du Foie (MAF), et engage le pronostic vital du patient a court et moyen terme. La
MAF suit une trajectoire physiopathologique au cours de laquelle le stress oxydatif et
I’inflammation jouent un role majeur, influencé par des parametres tels que 1’accumulation de
triglycérides ou I’endotoxinémie.

Des données impliquants des polymorphismes génétiques ont été associés a la
physiopathologie d’hépatopathie. Les polymorphismes rs738409 du géne PNPLA3 et rs4880
du géne SOD2 ont notamment été associés au risque de stéatose et de fibrose dans des stéato-
hépatites non-alcooliques et dans la MAF. Par ailleurs, la résistance a la corticothérapie au
cours de ’HAA sévere est fréquente et entraine un taux de déces d’environ 80% a 6 mois. Le
polymorphisme rs37972 du géne GLCCI1 a été associé a une corticorésistance dans une étude
de GWAS chez des patients asthmatiques.

Le but de notre travail a été d’évaluer I’impact de ces polymorphismes, dans la
physiopathologie et la réponse au traitement de ’HAA sévere.

Notre étude a été réalisée par des techniques de PCR, sur une population de 94 patients HAA
séveres, 103 cirrhotiques alcooliques sans HAA et 105 témoins sains. La sévérité de la
maladie a été évaluée par I’intermédiaire des données clinico-biologiques des patients et la
réponse au traitement par le score de Lille.

Au cours de notre travail, nous avons notamment associé I'implication du polymorphisme
rs738409, du gene de l'adiponutrine, a la sévérité de la pathologie, ainsi qu'a I'augmentation
du risque de mortalité a 6 mois pour les patients HAA séveres porteurs de l'allele G. Nous
avons également associé le polymorphisme rs37972 du géne GLCCI1 a la réponse a la
corticothérapie, afin de l'utiliser comme marqueur précoce de la réponse au traitement chez
les patients HAA séveéres.

Mots clefs : Hépatite alcoolique aigué, polymorphismes génetiques, PNPLA3, SOD?2,
GLCCI1, physiopathologie, réponse au traitement.
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