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Avant-propos 
 

“I then most always saw, with great wonder, that in the said matter there were many very little 

living animalcules, very prettily a-moving.” —Antonie van Leeuwenhoek, Septembre, 1683.  

Voici les premières évidences d‘une interaction hôte-microbiote humain initiée par 

Antonie van Leeuwenhoek, à l’origine de la découverte de ces microbes originaires de l’homme, 

nommés « animacules ». Identifiées dès la fin du XVIIeme siècle grâce au tout premier microscope, 

cette approche expérimentale démontre l’existence d’une relation entre les bactéries et l’homme. 

En effet, les bactéries sont présentes dans certains sites de l'organisme humain, la bouche et les 

selles (Pariente, 2019). Puis, dès la fin du XIXeme siècle, la relation hôte-microbiote s’est ensuite 

précisée comme conflictuelle grâce à Koch, Pasteur : un micro-organisme donné est responsable 

d’une maladie : c’est l’exemple du « bacille de Koch », agent étiologique de la tuberculose chez 

l’homme (Wheelis, 2008). L’évolution des méthodes de culture bactérienne favorise l’isolement 

de bactéries non pathogènes, comme Escherichia coli issue des bactéries de l’intestin, identifie 

cette relation hôte-micro-organismes comme saine (Hacker et Blum-Oehler, 2007). De façon 

intéressante, Metchnikoff renforce cette vision, en la qualifiant d’essentielle pour le maintien de 

la santé de l’homme, pour son bonheur et sa longévité. Son hypothèse est soutenue à travers ces 

observations sur la dissémination des toxines à travers l’hôte, émises par les bactéries du côlon 

perturbées, responsables in fine de cancers colorectaux. Face à cela, il suggère un remplacement 

de la flore native côlonique via l’utilisation des « friendly microorganisms » tels des bactéries 

lactiques, pour traiter ces troubles gastro-intestinaux et favoriser la relation amicale hôte-micro-

organismes « en condition normale ». C’est alors que le terme « orthobiose, définit par un corps 

mis à l'abri de l'atteinte par les maladies infectieuses et les intoxications », est suggéré par le 

scientifique pour qualifier cette relation déséquilibrée par nos modes de vie (Podolsky, 2012). 

Jusqu’à la fin du XXeme siècle, la thématique s’est focalisée sur ce lien « dominant / dominé » des 

micro-organismes pathogènes sur la santé de l’hôte. Un nombre incroyable d’articles de ces agents 

pathogènes ont été publiés durant cette période, et ceux grâce à la translation des notions 

microbiologiques au domaine de la médecine clinique (Finegold, 1993). Ce premier cycle de 

recherches sur l’interaction biologique entre l’hôte et ses micro-organismes a permis de déterminer 
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un échange unilatéral qualifié de parasitisme, des micro-organismes pathogènes au détriment de 

la santé humaine.  

De façon plus réservé, les recherches sur cette « microflore indigène, microflore normale » 

se sont enrichies grâce à la découverte de nouvelles bactéries, localisées à des sites spécifiques de 

l’organisme humain telles que Helicobacter hepaticus dans l’estomac ou de Bacteroides 

thetaiotaomicron dans l’intestin (Finegold, 1993 ; Schauer, 1997). Ce n’est qu’avec la conception 

de nouveaux modèles expérimentaux, des animaux stériles et colonisées par une seule bactérie 

Bacteroides thetaiotaomicron, timidement évolue vers de nouvelles directions :  cette relation peut 

donc s’avérer bénéfique pour la santé de l’hôte, avec l’évidence d’une communication présente 

entre ses micro-organismes et leur l’hôte (Bry et al., 1996). Cette interaction commence alors à 

prendre cette dimension hôte et micro-organismes, qui composent un écosystème bactérien, alors 

qualifié par les auteurs de ces précédents travaux de “Mammalian Ecosystem”. L’avancement des 

techniques modernes au début au XXIème, en particulier du séquençage de l’ADN, de son 

amplification et son traitement informatique, nous a apporté un avancement gigantesque dans le 

domaine. Ces micro-organismes qui constituent le microbiote humain sont alors identifiés, leur 

composition, leur diversité, leur abondance sont grandement étudiées.  Les premières définitions 

du microbiote sont alors proposées comme un ensemble de micro-organismes vivants dans un 

environnement spécifique (appelé microbiome) chez un hôte. Les recherches scientifiques 

révolutionnent le domaine en démontrant l’importance de ces fonctionnalités dans le 

développement et la santé de l’homme, en particulier au niveau de l’écosystème intestinal (Cho et 

Blaser, 2012). Un grand nombre d’études redéfinit ce lien, comme fraternel entre l’hôte et « ces 

autres qui sont en nous » grâce à des fonctions biologiques attribuées : digestives, métaboliques, 

protectrices, structurales et de maturation (Fujimura et al., 2010). Ces travaux ont pleinement fait 

connaître un dialogue symbiotique, réciproque, profitable aux microbiotes qui arborent l’hôte et à 

l’hôte lui-même. Enfin, la mise en place d’une méthodologie expérimentale via l’expérience de 

transfert de microbiote de souris à souris ou d’homme à souris, a démontré de façon spectaculaire, 

la transférabilité du phénotype via le microbiote, qui joue un rôle causal dans un symptôme 

physiopathologique (gain de masse graisseuse), dans une maladie (l’obésité, maladies 

cardiovasculaires) et dans l’expression d’un comportement (lié à l’alimentation) (Turnbaugh et 

al., 2006). Cette évidence a suscité un intérêt considérable des chercheurs, sur cette interaction qui 

est associée à une maladie. Le rôle pivot d’une communauté bactérienne donnée est exprimé en 
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fonction de son abondance, d’un type de microbiote à l’interface du phénotype pathologique de 

l’organisme : l’exemple le plus emblématique étant avec Faecalibacterium prausnitzii et 

Akkermansia muciniphila dans les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (de Vos et de 

Vos, 2012). La notion de « dysbiose » est employée lorsque des conditions défavorables 

engendrent un déséquilibre d’un écosystème bactérien de l’organisme humain. Cet état est associé 

à de multiples facteurs environnementaux (alimentation, traitement antibiotique), génétique, et au 

mode de vie. De manière générale, ce dialogue est décrit via un « axe intestin-organe », qui 

connecte les micro-organismes et ses dérivés métaboliques du tractus gastro-intestinal à un organe 

cible. C’est le cas de « l’axe intestin-foie », qui est grandement étudié dans la progression de 

différents stades de pathologies liées au foie, allant d’une simple stéatose hépatique jusqu’à 

l’hépatocarcinome (Tripathi et al., 2018). Le développement de modèles expérimentaux « germ-

free, organisme dépourvu de micro-organismes », contribue à déterminer cette communication 

complexe entre le microbiote et l’organisme humain et surtout à révéler l’aspect causal de cette 

association. 

 

Néanmoins, l’affiliation de l’abondance d’un phylotype bactérien à une pathologie 

complexe représente une limite. Ces approches conventionnelles, nous amènent vers une image 

incomplète de cette interaction, souvent mal interprétée car elle extériorise le côté fonctionnel : 

ces molécules bactériennes produites par le microbiote, les métabolites, se disséminent dans 

l’ensemble de l’organisme humain et interagissent directement avec le métabolisme de l’hôte. Les 

méthodes de décryptage de haute-performance, les « meta-omics » ont enrichi cette configuration 

mécanistique et ce à plusieurs niveaux d’organisation du vivant du génome, transcriptome, 

protéome et métabolome. Ces technologies ont porté la thématique vers une première vision 

globale d’un système biologique complexe, identifiant de nouveaux paramètres soit du microbiote 

ou soit de l’hôte dans un contexte physiologique donné (Shaffer et al., 2017). Leur champ 

d’application s’est étendu à l’identification de nouveaux marqueurs ou de cibles thérapeutiques 

pour d’optimiser les stratégies thérapeutiques dans la prévention, le diagnostic et le traitement de 

maladies. Les chercheurs d’approche fondamentale ont vivement collaboré avec des chercheurs 

en médecine clinique et ainsi, favoriser le développement des compétences translationnelles dans 

l’étude de la thématique interaction hôte-microbiote. C’est l’exemple de l’efficacité d’un 

médicament, l’acarbose, qui a été étudié chez les patients atteints de diabète de type 2. Les auteurs 
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ont démontré que les patients qui présentent un niveau important de Bacteroides dans leur 

microbiote, possèdent une efficacité thérapeutique plus important en réponse au traitement par 

rapport aux patients moins répondeurs, qui eux présentent plutôt un haut niveau de Prevotella 

prédominant (Gu et al., 2017). Les études « meta-omics » ont apporté des approches prometteuses 

dans la compréhension de la thématique hôte-microbiote, caractérisant majoritairement la 

composition, les fonctions et les activités métaboliques du microbiote, au dépend de l’hôte. 

 

Récemment, les recherches se sont orientées vers une nouvelle dimension systémique, qui 

combine l’ensemble de ces données « meta- omics », quantitatives et massives issues de différents 

niveaux d’organisation de l’organisme vivant, en un seul et même système biologique. 

L’introduction de l’approche dite « holo-omic, regroupant un organisme humain  et les micro-

organismes qu'il héberge » retrace une vision globale et bidirectionnelle de cette interaction entre 

l’hôte et son microbiote associé qui est alors désormais plus évidente. La mise en place de modèle 

de prédiction visant à mimer un phénotype complexe dans une situation physiologique donnée 

permet d’étudier l’influence des fonctions de systèmes biologiques, via l’utilisation des outils 

mathématiques et des bases de données (Shaffer et al., 2017). Zeeki et son équipe se sont appliqués 

à la mise en place d’un modèle mathématique qui intègre les paramètres biologiques sanguins, 

anthropométriques, liés à l’activité physique, à la consommation alimentaire et au microbiote 

intestinal d’une cohorte d’individus sains. Ils ont rigoureusement prédit une réponse glycémique 

post-prandiale spécifique pour un aliment donné. Réciproquement, ces prédictions de cette réponse 

glycémique ont été validées avec une cohorte d’individus indépendants, confirmant ainsi la 

causalité de ces paramètres biologiques dans la réponse de l’hôte (Zeevi et al., 2015). L’ensemble 

de ces propos, explique la situation de la sphère scientifique actuelle dans le domaine interaction 

hôte-microbiome, qui a fortement aboutit à une science pluridisciplinaire. L'ensemble des 

méthodes globales et prédictives (mathématiques et informatiques) et des méthodes 

expérimentales et descriptives (biologie, médecine, animal) permettent d'étudier et 

de modéliser les phénomènes et processus biologiques complexes, non élucidés.  

 

Cette nouvelle perspective « intestin-système » reste largement inexplorée, notamment 

dans l’étude de l’homéostasie de constante physiologique de l’organisme humain. C’est l’exemple 

du cholestérol circulant dans notre sang, paramètre déterminant dans la progression des maladies 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Animal
https://fr.wikipedia.org/wiki/Micro-organisme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Micro-organisme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Interdisciplinaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mod%C3%A8le_math%C3%A9matique
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cardio-vasculaires telles que l’athérosclérose. Certaines évidences scientifiques ont démontré une 

relation liée des bactéries avec le cholestérol de l’hôte chez l’homme. Des bactéries isolées à partir 

de fèces humaines, dégradent le cholestérol (Sadzikowski et al., 1977). Ces bactéries de 

microbiote intestinal produisent des mécanismes responsables de la dégradation du cholestérol, 

présents dans l’organisme. Cette thématique a suscité de nombreux intérêts de la communauté 

scientifique et spécifiquement dans leur large application clinique de bactéries probiotiques. La 

consommation de souches probiotiques essentiellement lactiques apporte un effet bénéfique sur la 

cholestérolémie de l’hôte et stabilise cette constante biologique dérégulée dans certaines 

pathologies (Jones et al., 2012 ; Hassan et al., 2019). Ainsi, cette interaction complexe entre « 

cholestérol-bactéries-hôte » contribue au métabolisme du cholestérol de l’hôte et intervient dans 

le maintien de la santé de l’hôte. Et pourtant, nos connaissances sur ces bactéries « 

cholestérolytiques » de l’intestin dans l’organisme humain et de leur impact dans l’homéostasie 

du cholestérol de l’hôte restent encore limitées. 

 

L’objectif de ce travail est d’étudier l’impact du microbiote intestinal sur le métabolisme 

du cholestérol chez l’homme. Dans une première partie, nous présenterons le contexte scientifique 

actuel concernant le métabolisme du cholestérol (Chapitre 1), le microbiote intestinal et leur 

interaction au sein de l’hôte sous un format original (Chapitre 2).  Les objectifs scientifiques 

(Chapitre 3) et la stratégie expérimentale du projet seront brièvement exprimés (Chapitre 4). 

Dans un deuxième temps, les travaux menés sur l’impact du microbiote intestinal sur le 

métabolisme du cholestérol à partir d’un modèle mathématique sera décrit (Chapitre 5). Les 

mécanismes sous-jacents du microbiote intestinal sur la cholestérolémie de l’hôte seront exposés, 

et leur application thérapeutique potentielle dans les maladies associées à l’hypercholestérolémie 

sera démontrée (Chapitre 6). Enfin, dans un dernier chapitre, nous discuterons des résultats 

obtenus afin de les mettre en perspective de travaux ultérieurs (Chapitre 7).  

 

Ce travail collaboratif établit un premier focus sur cette interaction « cholestérol- 

microbiote intestinal – hôte » par des approches basiques, translationnelles qui regroupent des 

méthodes prédictives et des modèles expérimentaux descriptifs. Ce résultat permet de distinguer 

la voie du microbiote intestinal qui peut être considérée comme cible thérapeutique, et contribue à 

restaurer l’homéostasie métabolique de l’organisme humai
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Chapitre 1 – Le cholestérol 
 

 
 

Le cholestérol joue un rôle crucial dans l’organisme humain. Il est indispensable au bon 

fonctionnement de l’organisme vivant. Depuis sa découverte au XVIIIeme siècle dans l’étude des 

calculs biliaires1, le cholestérol a suscité un vif intérêt de la communauté scientifique : un total de 

13 prix Nobel sont dévoués à sa caractérisation chimique, biochimique, et son rôle physiologique 

et clinique. Le métabolisme du cholestérol est un ensemble de processus de régulation complexe 

(Adam, 2011). A l’état de déséquilibre, celui-ci peut s’avérer néfaste pour l’organisme, impliqué 

dans le développement de maladies cardiovasculaires, notamment identifiées dans des modèles 

expérimentaux animaux et chez l’homme (Min et al., 2012). Dans cette partie, nous envisageons 

de comprendre le métabolisme du cholestérol dans son ensemble, afin de mieux appréhender et 

suivre sa régulation, l’influence des facteurs majoritaires qui préservent l’équilibre du cholestérol 

circulant, et ceux essentiellement lié au fonctionnement des autres systèmes physiologiques qui 

composent l’être humain. 

 

1. Les fonctions biologiques du cholestérol  

 

Un nombre considérable d’évidences démontre que le cholestérol présente des fonctions 

essentielles, nécessaires au bon fonctionnement de l’organisme humain. Le cholestérol est classifié 

parmi les lipides et est retrouvé essentiellement chez les animaux et l’homme. Son omniprésence 

à différents niveaux d’organisation structurale souligne le rôle primordial du cholestérol. Par 

définition, il existe une seule et même molécule du cholestérol, qui contient 27 atomes de carbone 

(Figure 1). Sa structure chimique lui donne un caractère amphiphile, avec une partie polaire 

caractérisée par un noyau stéroïde et d’une chaîne aliphatique apolaire (Figure 1 ; Bukiya et 

Dopico, 2017). L’estérification de la molécule est à l’origine de son insolubilité et constitue sa 

forme de stockage. A l’échelle des cellules, le cholestérol est un constituant architectural, et fait  

 

 
1 Les calculs biliaires correspondent à une formation de dépôts solides essentiellement composé de cholestérol, qui 

bloque le fonctionnement des voies biliaires. 
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Figure 1 : La structure chimique du cholestérol. 

Le cholestérol est composé d’un noyau stéroïde (1) et d’une chaîne hydrocarbonée (2). Un groupement hydroxyle (-

OH) (3), confère à la molécule une tête polaire et hydrophile et constitue le site d’estérification donnant la forme de 

stockage du cholestérol. 
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partie intégrante des constituants, participant à la fluidité et la perméabilité de la membrane 

biologique des eucaryotes (Maxfield et Tabas, 2005). Il participe à la dynamique et à la 

signalisation cellulaire via la formation de raft lipidique (Jacobson et al., 2007 ; Ikonen, 2008). 

Au niveau de l’organisme, le cholestérol intervient étroitement dans le système digestif via son 

rôle précurseur dans la synthèse des acides biliaires, qui facilitent l’absorption de lipides 

alimentaires (cholestérol, graisses, vitamines). De façon spécifique, le cholestérol est retrouvé dans 

le système endocrinien via son rôle précurseur dans la synthèse d’hormones sexuelles 

stéroïdiennes et de vitamine D (Moon et al., 2016). Dans le système immunitaire, le cholestérol 

est utilisé comme précurseur de molécules de communication, notamment le 25-hydroxy-

cholestérol, un métabolite produit par les macrophages lors de l’activation de mécanismes de 

l’immunité innée (Ikonnen et al., 2008). Dans le système circulatoire, le cholestérol est transporté 

puis distribué vers les organes et les tissus de ces systèmes pour exercer ces fonctions. 

 

2. Le métabolisme du cholestérol  

 

Le niveau de cholestérol circulant est maintenu par un équilibre entre les apports endogènes 

et exogènes de cholestérol et les différents processus d’absorption et de dégradation du cholestérol 

de l’organisme. Le prochain sous-chapitre décrit les principaux paramètres complexes qui sous-

tendent la stabilité du métabolisme du cholestérol chez l’homme. 

2.1. Les voies d’entrées du cholestérol dans l’organisme 

La biosynthèse de cholestérol est une des principales sources primaires de cholestérol pour 

l’organisme. Sa synthèse de novo est une voie biochimique, composée d’une succession de 

plusieurs étapes avec l’intervention d’une trentaine d’enzymes. De façon succincte, une 

combinaison de deux molécules d’acétyl coenzyme A aboutit à la formation de 3-hydroxy-3-

methylglutaryl-coenzyme A (HMGC) puis à la formation de mévalonate. L’enzyme clef de cette 

étape est l’HMGC-synthase A (HMGCS). Son activité régulatrice a été grandement étudiée en tant 

que cible thérapeutique pour contrôler la synthèse du cholestérol circulant de l’organisme (Brown 

et Goldstein, 1980). Le mévalonate subit une double phosphorylation, suivie d’une 

décarboxylation du mévalonate pyrophosphate pour aboutir à la formation de molécules 

d’isoprénoïdes (Isopentenyl pyrophosphate, Dimethylallyl pyrophosphate). Une succession de 

condensation des isoprénoïdes conduit à la production de squalène. A partir de ce précurseur 
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biochimique, la synthèse des stérols s’achève par la synthèse de cholestérol (Cerqueira et al., 

2016). On estime qu’entre 800 et 1000 mg de cholestérol sont synthétisés chaque jour par 

l’organisme (Mok et al., 1979). Les sites de synthèse de novo sont principalement localisés dans 

le foie (40–50 %), l’intestin (10–20 %) et dans l’hypoderme incluant le tissu adipeux (20%) (Spady 

et Dietschy, 1983). Cependant, l’extrapolation de ces résultats à l’homme reste à approfondir du 

fait que les auteurs de ces études ont sélectionnés plusieurs modèles expérimentaux (rat, lapin, 

souris, chimpanzé) et écarté l’apport de cholestérol contenu dans leur régime (Dietschy et al., 1993 

; Stellaard et Lütjohann, 2017). 

 

La seconde source de cholestérol est apportée par notre alimentation et se retrouve dans 

notre intestin. Une étude pionnière a démontré que l’apport de cholestérol alimentaire entraîne une 

augmentation de la cholestérolémie. Ainsi, le cholestérol alimentaire favorise l’augmentation de 

la cholestérolémie et est considéré comme un facteur de risques des MCVs (Dietschy et 

Siperstein, 1967). Ce contexte oblige un questionnement du grand public sur cette question pour 

limiter la consommation, avec un apport nutritionnel journalier de 200 à 300 mg de cholestérol 

recommandé (Committee on Nutrition American Heart Association, 1968 ; Dietary guidelines 

for Americans, 2015-2020). Jusqu’à aujourd’hui, de nombreuses recherches ont été entreprises, 

en particulier sur l’aliment vedette du cholestérol alimentaire, l’œuf : la consommation d’œufs 

influence le niveau de cholestérol circulant chez l’homme (NHANES, 2006). Cependant, une 

multitude d’études conduisent à des résultats contradictoires suivant le type d’individu étudié 

(populations, normo- ou dyslipidémiques), la cause de la pathologie (génétique ou non), la 

variabilité de réponses au sein d’une même population (hypo-répondeur, hyper-répondeurs) 

(Ginsberg et al., 1994 ; Fernandez, 2006 ; Qureshi et al., 2007 ; Qin et al., 2018 ; Xia et al., 

2020). Toujours dans l’attente d’hypothèses concluantes, les prérogatives de la  «  Food and Drug 

Administration (FDA), l’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux », 

dirigent la population vers une éducation nutritionnelle éclairée, avec une prise de conscience sur 

la consommation de produits alimentaires enrichis en cholestérol: les produits carnés à l’état brut 

ou transformé (d’origine bovine, porcine ou la volaille), les produits laitiers (lait, yaourt, fromage), 

les œufs, les produits de la mer (FDA, 2020. Aujourd’hui, cette stratégie a permis de sensibiliser 

et favoriser les habitudes alimentaires saines de la population, qui reste la première approche 

préventive et efficace non-médicamenteuse pour limiter le risque des MCVs (NCD Risk Factor 
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Collaboration, 2020). Enfin, la dernière source de cholestérol de l’organisme est la desquamation 

cellulaire, est définie par un renouvellement des entérocytes dans l’intestin. Ce processus naturel 

correspond au décollement et la perte de la couche superficielle de l'épithélium lors de la mort 

cellulaire. Croft, et al., soutiennent que ce phénomène contribue activement à un apport de lipides 

membranaires entre 12 à 30 grammes par jour au niveau de la lumière intestinale (Croft et Cotton, 

1973). Cependant, l’absence de résultats récents semble négliger cet apport de cholestérol de 

l’organisme. Pour résumer, l’ensemble de ces voies d’entrées du cholestérol forme un pool de 

cholestérol et participe au maintien de l’homéostasie du cholestérol de notre organisme. Sur la 

totalité de cholestérol contenu dans notre organisme, 70 % est issu de la synthèse de novo de 

cholestérol dans le foie et les autres tissus comme l’intestin, contre 30 % en provenance du 

cholestérol alimentaire (Grundy et al., 1983).  

2.2. L’absorption de cholestérol dans l’intestin 

Dérivé de ces sources endogènes et exogènes, le cholestérol contribue à l’établissement 

d’un pool de cholestérol présent au niveau de la lumière de l’intestin. Cette quantité de cholestérol 

est estimée entre 1 400 à 1 700 mg par jour (Wang, 2007). Une partie de ce pool est absorbée dans 

l’intestin (Figure 2). Altmann et ses collègues de l’institut de recherche de Schering-Plough (New 

Jersey, USA) ont clairement établi le rôle de la protéine Niemann-Pick C1 Like 1 (NPC1L1) dans 

l’absorption du cholestérol (Altmann et al., 2004). Chez l’homme, l’inhibition de NPC1L1 révèle 

que sa contribution majoritaire est d’environ 54 % dans ce processus (Sudhop et al., 2002). 

D’autres transporteurs, scavenger receptor class B type I (SR-BI) a également un rôle essentiel 

dans l’absorption de cholestérol. Cependant, sa fonction dans cet organe n’est pas établie et les 

avis restent divergents sur sa régulation : sa sur-expression provoquerait une augmentation de 

l’absorption de cholestérol, à l’inverse, son absence n’induirait pas de modification de l’absorption 

(Mardones et al., 2001). D’autres évidences scientifiques sur SR-BI, évoque le rôle non spécifique 

et accessoire. En effet, il est établi que SR-BI dans l’intestin présente de nombreux ligands : les 

triglycérides, les lipoprotéines dans le transport de cholestérol inverse (Bietrix et al., 2006). 

D’autres acteurs de l’efflux de cholestérol intestinal ont été identifiés, les transporteurs ATP-

binding cassette (ABC) de type G5 et G8 (Berge et al., 2000 ; Figure 2).  

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Croft+DN&cauthor_id=4736233
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Figure 2 : L’absorption de cholestérol intestinal.  

Dans l’intestin, le pool de cholestérol s’associe aux sels biliaires pour être solubilisée sous forme de micelles dans le 

milieu intestinal. Ce cholestérol, lié au complexe micellaire, est absorbé par les entérocytes au niveau de l’iléon. Etant 

donné la nature hydrophobe du cholestérol, la molécule passe à travers la membrane par diffusion passive dans les 

cellules intestinales (Turley et Dietschy, 2003). La majorité du cholestérol est convertie en ester de cholestérol par 

l’acétyl- A cholesterol acyltransferase 2 (ACAT-2) pour favoriser sa sécrétion dans la circulation et rejoindre le foie 

via les chylomicrons (D’après Jia et al., 2011). 
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En plus de ces transporteurs, la solubilisation du cholestérol est un facteur indispensable à 

son absorption. Pour cela, les sels biliaires sécrétés dans l’intestin jouent un rôle central pour agir 

en tant que détergent biologique. En leur absence, l’absorption de cholestérol est seulement de 20 

% (Woollett et al., 2004). L’ensemble de ces facteurs participent à l’absorption de cholestérol 

dans l’intestin (Figure 2). En général, cette fraction de cholestérol absorbée est estimée entre 28 

% à 80 % du pool de cholestérol initial pour un individu sain (Sudhop et al., 2002). Cette 

variabilité interindividuelle s'explique par des facteurs liés à la physiologie de l’individu comme 

l’âge ou le polymorphisme génétique2 (Ros et al., 2000 ; Levy et al., 2007). La composition du 

régime alimentaire et sa teneur en cholestérol installe un effet dose du cholestérol dans l’intestin 

et in fine réduit cette efficacité d’absorption (Ros et al., 2000). De façon intéressante, Kern et al., 

rapporte le cas d’un patient qui a consommé 25 œufs par jour et présente un taux de cholestérol 

normal. Ceci s’explique par un processus compensatoire qui allie une réduction de 18 % 

d’absorption de cholestérol et une augmentation de la conversion de cholestérol en sels biliaires 

(Kern et al., 1991). Ce cholestérol absorbé rejoint la circulation lymphatique via des protéines 

spécifiques de transport pour être distribué au sein de l’organisme. 

2.3. Le transport de cholestérol dans l’organisme, les lipoprotéines 

     Le cholestérol est une molécule insoluble dans un environnement hydrophile du système 

circulatoire et doit être véhiculé par des transporteurs, les lipoprotéines. Ce sont des complexes 

macromoléculaires sphériques qui présentent un cœur lipidique, entouré d’une monocouche 

externe. Les phospholipides et le cholestérol non estérifié, les apoprotéines se retrouvent à la 

surface alors que le noyau présente des triglycérides (TG) et le cholestérol sous sa forme libre ou 

estérifié. Les apoprotéines (APO) de type A, B, C, E constituent la structure des lipoprotéines et 

agissent comme ligands pour les récepteurs des lipoprotéines, situés dans l’ensemble de 

l’organisme (Gagné et Gaudet, 2007 ; Feingold et al., 2021). Les lipoprotéines sont classifiées 

suivant leur composition, leur densité et leur rôle dans le transport de cholestérol dans l’organisme. 

Ces lipoprotéines ont été découvertes à travers le travail de nombreux laboratoires de recherche, 

notamment ceux des professeurs pionniers de la lipidologie, Pr. Oncley, Pr. Gofman et le Pr. Fried- 

 
2 Le polymorphisme génétique fait référence à une variance dans la séquence d’un gène entre les individus. Ces 

variations sont responsables d’une diversité des caractères phénotypiques d’un individu au sein d’une population. 
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Figure 3 : La distribution du cholestérol endogène et exogène à travers les compartiments physiologiques 

majeurs chez l’homme  

(1) A partir du cholestérol issu de l’alimentation et de la synthèse de novo, (2) ce pool se retrouve dans la lumière de 

la partie haute de l’intestin. (3) Une part de cholestérol est absorbée avec les lipides alimentaires par les cellules 

intestinales pour former les chylomicrons-Chol. (4) Le restant est entraîné dans le reste du tractus intestinal et est en 

partie éliminé. (5) Ces chylomicrons suivent la voie entéro-hépatique via le système circulatoire pour rejoindre le foie 

où ils sont dégradés. (6) Le cholestérol hépatique endogène et exogène est transporté par les LDL-Chol dans la 

circulation plasmatique vers les tissus périphériques (squelettiques, adipeux et intestinaux). Le transport inverse de 

cholestérol dans les tissus périphériques vers le foie (6), est assuré par les HDL-Chol.  
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-ewald (Lindgren et al., 1951 ; Oncley et Harvie, 1969 ; Friedewald et al., 1972). Leurs travaux 

ont permis de révéler que le transport de cholestérol est lié aux chylomicrons (chylomicron-chol), 

aux lipoprotéines de très basse densité (VLDL-Chol), aux lipoprotéines de basse densité (LDL-

Chol), aux lipoprotéines de haute densité (HDL-Chol) (Figure 3).  Ainsi, les lipoprotéines 

coordonnent des mécanismes de régulation dense et flexible, autour de 3 voies majoritaires. 

La voie entéro-hépatique est la voie d’origine des lipoprotéines via la genèse des 

chylomicrons dans l’intestin. Leur formation débute lors de l’assemblage de lipides alimentaires, 

à savoir du cholestérol, des phospholipides et des APO B. Ce complexe lipidique forme des 

gouttelettes, s’étend pour former des chylomicrons. Ces chylomicrons rejoignent la circulation 

lymphatique puis plasmatique pour être ensuite internalisés et dégradés par le foie (Figure 3 ; 

Castro et al., 2012). Le foie est l’organe central du métabolisme des lipoprotéines plasmatiques. 

Il fournit les besoins nécessaires en lipides et en cholestérol aux tissus périphériques. Précisément, 

des gouttelettes lipidiques excrétées par le foie, exportent le cholestérol, pour former les VLDL-

Chol. Ces VLDL-Chol naissants sécrétés vers le plasma, combinent un assemblage d’APO B, 

d’APO E, de cholestérol, de triglycérides, et de phospholipides. Puis, ces VLDL-Chol sont ensuite 

transformés dans le sang en LDL-Chol, lorsque leur teneur en cholestérol devient plus importante 

que celle des triglycérides (Havel, 1975). Cet apport de cholestérol est médié par des récepteurs 

aux LDL-Chol qui favorisent leur incorporation et leur dégradation dans les tissus périphériques 

(Brown et Goldstein, 1976 ; Marinetti, 1990).   

La voie de transport inverse de cholestérol, menée par les HDL-Chol, transfert le 

cholestérol des tissus ou organes périphériques vers le foie. Ces HDL-Chol sont habilités à 

transporter le cholestérol (Choy et al., 2004). Ces trois voies de transports participent au maintien 

d’un taux de cholestérol limité dans le système circulatoire (Figure 3). Lors d’un excès de 

cholestérol, il s’accumule dans les LDL-Chol, ce qui entraîne une circulation prolongée de ces 

LDL-Chol au sein des parois vasculaires. C’est pourquoi, la distribution des HDL-Chol et des 

LDL-Chol est essentielle pour maintenir une teneur en cholestérol constant et assurer une 

distribution fonctionnelle dans l’organisme via le système circulatoire.  

D’un point de vue clinique, la distribution du cholestérol dans l’organisme d’une personne 

saine est suivie à partir du dosage sanguin du cholestérol total (1,5 et 2,5 g/L soit 3,8 à 6,5 mmol/L), 

de LDL-Chol (1,1 à 1,6 g/L) et par celui associé aux HDL-Chol (0,4 à 0,6 g/L), des triglycérides 
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(inférieur à 1,5 g/L). Cet examen lipidique de base définit la cholestérolémie d’un individu, et est 

souvent préconisé pour diagnostiquer des troubles associés à un dysfonctionnement des lipides et 

prévenir à long terme des MCVs. De façon intéressante, les données épidémiologiques démontrent 

que la teneur moyenne de cholestérol total de la population mondiale, équivaut entre 4,64 mmol/L 

- 4,76 mmol/L (Farzadfar et al., 2011).  La régulation de la cholestérolémie résulte, i) des voies 

d’entrée du cholestérol (biosynthèse, alimentation, desquamation des cellules, bile), ii) de 

l’efficacité d’absorption du cholestérol vers le plasma, iii) des voies de sorties du cholestérol. Ces 

dernières que nous allons voir dans les prochains chapitres. 

2.4. Les voies de dégradation du cholestérol dans l’organisme   

Les voies de dégradation du cholestérol englobent 3 processus majoritaires, incluant le 

stockage de cholestérol, la synthèse de sels biliaires et l’élimination de cholestérol vers les selles. 

2.4.1 La voie de stockage au niveau des tissus périphériques 

 

Le stockage de cholestérol est un processus dynamique qui participe à l’équilibre de la 

cholestérolémie. Généralement sous forme estérifié, le cholestérol est entreposé dans les tissus 

périphériques, réservés à cet effet. Le foie, les tissus intestinaux et adipeux, les muscles 

squelettiques sont des réserves de cholestérol abondantes dans l’organisme. Ces cellules ne sont 

pas capables de métaboliser extensivement le cholestérol. Ce stockage sert plutôt de lieu de dépôt 

à long terme, et permet d’exercer dans certaines conditions des fonctions physiologiques dites 

secondaires (Farkas et al., 1973).  C’est le cas du cholestérol stocké dans les muscles 

squelettiques. Il peut intervenir lors de phénomène de contraction-excitation musculaire3 et lors du 

rétablissement d’une dysfonction musculaire via la stimulation d’insuline4 par l’intermédiaire de 

transporteurs situés à la surface des cellules musculaires (Barrientos et al., 2017). A ce jour, peu 

d’études s’attachent à cette quantité de cholestérol de ce tissu. Cependant, certaines évidences 

tendent à soutenir l’importance capitale du maintien constant de cette distribution de cholestérol 

du muscle squelettique sur la teneur en LDL-chol (Vella et al., 2020). Parmi les autres cellules 

 
3 La contraction- excitation musculaire est un mécanisme qui regroupe l’excitation des fibres musculaires qui amène 

in fine au glissement des filaments fins et épais les uns contre les autres, c’est-à-dire la contraction des muscles. 
 
4 L’insuline est une hormone sécrétée par les cellules du pancréas qui permet l’absorption de glucose par les cellules 

du tissu adipeux, du foie et du muscle squelettique. Elle est nécessaire à son fonctionnement énergétique. 
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périphériques, celles du tissu adipeux présentent un rôle de stockage principal de cholestérol, 

contenant 0,6 – 1,6 mg de cholestérol par gramme de tissu (Farkas et al., 1973 ; Krause et 

Hartman, 1984). 

Une attention particulière a été portée autour de la composition des adipocytes. L’analyse 

de ces cellules a démontré que ce tissu présente une teneur en cholestérol importante, avec une 

accumulation au niveau de sa membrane de cholestérol libre et à l’intérieur du cytoplasme des 

gouttelettes de triglycérides (Kovanen et al., 1975 ; Chung et al., 2014). Cet enrichissement actif 

de cholestérol de ces cellules, a été rapporté dans l’implication de l’obésité, mais les mécanismes 

sous-jacents qui contribuent à ce phénomène sont peu étudiés (Chui et al., 2005). Le foie sert 

également d’organe de stockage et forme au niveau des hépatocytes des gouttelettes lipidiques 

(Matsuzawa et al., 2007). Plusieurs études ont identifié le foie comme organe majoritaire de 

stockage de l’excès de cholestérol dans l’organisme. C’est d’ailleurs un des processus qui serait 

impliqué dans l’apparition de stéatohépatite non-alcoolique (Iannou et al., 2019). 

Enfin, de nombreuses publications ont décrit l’intestin comme organe de stockage. Il est 

intéressant de savoir qu’à l’échelle de la cellule, peu de cholestérol est réellement déposé dans les 

entérocytes : c’est un lieu de stockage transitoire qui dépend uniquement de la nature de la 

molécule (Nguyen et al., 2012). En effet, le cholestérol libre est incorporé aux membranes des 

entérocytes pour faire partie intégrante de la structure de la membrane cellulaire. Le cholestérol 

estérifié est pris en charge par l’activité d’ACAT2, et sera incorporé dans des gouttelettes 

lipidiques pour être acheminé vers le système circulatoire (Buhman et al., 2000). Lorsque l’on se 

met à l’échelle de l’organe du système digestif, une quantité de cholestérol est disponible au niveau 

de la lumière intestinale. Cependant, il est difficile d’établir la quantité du cholestérol réellement 

présente du fait de l’influence de la cholestérolémie, en considérant la régulation des voies de 

biosynthèse et de catabolisme du cholestérol, en partie décrites dans les précédentes sections. 

La voie finale d’élimination du cholestérol réside autour d’une de ses fonctions 

physiologiques principales, assurée par les sels biliaires (Russel, 2003). Environ 50 % du pool de 

cholestérol est converti en acide biliaire et fait partie intégrante du renouvellement quotidien du 

cholestérol chez l’homme. Le foie est le seul organe qui présente cette capacité à éliminer 

directement le cholestérol à travers la sécrétion de produits biliaires, qualifiés communément de 

bile (Chiang, 2004). Les sels biliaires sont les principaux composants de la bile, liquide biologique 
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Figure 4 : Le cycle entéro-hépatique.   

1) Les sels biliaires sont synthétisés dans le foie à partir du cholestérol puis 2) sont excrétés à travers le canalicule et 

transportés dans la vésicule biliaire où ils sont stockés en même temps que les phospholipides et autres composants 

de la bile (phospholipides, cholestérol, bilirubine 5). 3) Suite aux repas, la bile majoritairement constituée des sels 

biliaires, est sécrétée dans l’intestin au niveau du duodénum. 4) La plupart des sels biliaires sont ensuite solubilisés 

avec les lipides alimentaires, incluant le cholestérol. 5) Une partie des sels biliaires sont biotransformés par le 

microbiote intestinal, pour former les sels biliaires secondaires. 6) La majorité des sels biliaires primaires et 

secondaires sont réabsorbés avec le cholestérol par les cellules intestinales au niveau de l’iléon. Après un transport 

intracellulaire dans les entérocytes, 7) les sels biliaires rejoignent la circulation via la voie porte hépatique pour 

rejoindre le foie et y être pris en charge par les hépatocytes. 8) Une partie des sels biliaires échappent au recyclage et 

sera excrétée dans les selles. 

 
5 Bilirubine est un produit de dégradation issue de l’hème des globules rouges au niveau de la rate. Essentiellement 

associée comme colorant principalement jaune de la bile, la bile permet d’excréter les déchets métaboliques du foie 

incluant l’excès de cholestérol ou la bilirubine. 
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stocké au niveau de la vésicule biliaire. Lorsqu’ils sont sécrétés en amont de l’intestin, ils exercent 

un rôle fondamental dans notre système digestif en solubilisant nos lipides alimentaires, 

notamment le cholestérol et les vitamines liposolubles. Ce processus est réalisé via la formation 

de micelles, qui facilitent leur absorption au niveau des entérocytes, et in fine leur recyclage vers 

le foie. C’est le cycle entéro-hépatique (Figure 4). C’est un processus qui est important dans le 

maintien de l’homéostasie du cholestérol. De façon plus approfondie, l’acide cholique (AC) et 

l’acide chenodeoxycholique (ACDC) sont deux acides biliaires synthétisés à partir du cholestérol 

dans le foie (Chiang, 2013). Cette voie de biosynthèse est initiée par l’enzyme cholestérol 7α-

hydroxylase (CYP7A1). Ces deux acides biliaires sont ensuite conjugués soit à la glycine donnant 

l’acide glycocholique (AGC) et l’acide glycochenodeoxycholique (AGCDC), soit conjugué à la 

taurine conduisant à l’acide taurocholique (ATC) et l’acide taurochenodeoxycholique (ATCDC) 

(Hardison et al., 1978). Ces acides biliaires conjugués sont communément qualifiés de « sels 

biliaires primaires » grâce à la formation de sels de sodium. Les sels biliaires primaires sont 

transportés vers la vésicule biliaire.  

2.4.2. La voie des sels biliaires  

 

Après un repas, les sels biliaires primaires sont sécrétés à haute concentration et se 

répartissent au niveau du duodénum, du jéjunum et de l’iléon pour exercer leur fonction 

physiologique (Figure 4 : Chiang et al., 2013). Une partie de ces sels biliaires est biotransformée 

par le microbiote intestinal. Ce métabolisme microbien donne lieu à la production d’une myriade 

de métabolites secondaires, incluant majoritairement l’acide deoxycholique (ADC), l’acide 

lithocholique (ALC), l’acide ursodeoxycholique (AUDC) (Ridlon et al., 2006). Une partie des sels 

biliaires primaires et secondaires est réabsorbée activement via des transporteurs situés au niveau 

de l’iléon. Ils sont recyclés vers le foie et restockés vers la vésicule biliaire pour être remobilisés 

lors d’une prochaine stimulation du cycle entéro-hépatique. Propre à celui de l’homme, un pool de 

sels biliaires divers et variés est présent dans notre compartiment digestif. Sa composition reste 

difficile à déterminer du fait d’influence de nombreux facteurs sur le métabolisme des sels biliaires 

qui restent encore à approfondir. C’est le cas de la biotransformation microbienne, la composition 

du régime alimentaire et la variabilité inter-individuelle qui présentent une importance dans la 

composition du pool biliaire. Seuls les ATC, AGC, et AGCDC ont été identifiés comme 
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majoritaires (Fuchs et Dressman, 2014). Perez de la Cruz Moreno et coll ont pu également estimer 

la concentration au niveau du duodénum, entre 570 à 5137 µmol et de 829 à 5470 µmol dans le 

jéjunum (Perez de la Cruz Moreno et al., 2006). Outre ses fonctions digestives, un nombre 

important d’études a permis de renforcer le rôle fondamental des sels biliaires dans le maintien de 

ces fonctions métaboliques (De Aguiar Vallim et al., 2013 ; Shapiro et al., 2018). Les sels 

biliaires agissent comme molécules « signal » dans les fonctions métaboliques de l’homme à 

travers de nombreux récepteurs distribués dans les différents tissus tels que nuclear receptor 

farnesoid X receptor (FXR) dans le foie, ou des récepteurs membrane G protein-coupled receptors 

(TGR5). De nombreuses investigations doivent être apportées sur ces récepteurs métaboliques et 

leur implication dans le métabolisme des stérols dans leur tissu respectif.  

2.4.3. Les voies d’élimination vers les selles 

 

Le rôle de l’intestin dans la régulation du métabolisme du cholestérol a largement été sous-

estimé, en partie lors des processus d’élimination du cholestérol dans l’organisme. Environ 4,5 % 

de stérols, comprenant le cholestérol et les sels biliaires, échappent au cycle entéro-hépatique 

(Voronova et al., 2020). De la partie terminale de l’iléon jusqu’au côlon, les sels biliaires et le 

cholestérol restants traversent ce dernier segment du tube digestif pour être in fine excrétés vers 

les selles. Dans la littérature, certaines valeurs seuils sont disponibles, environ 0,8 grammes de sels 

biliaires par jour et de 0,4 - 0,6 gramme de cholestérol par jour chez l’homme (Forman, 1972). 

Cependant, ces données doivent être mises à jour au regard de nouveaux déterminants récemment 

identifiés. Un nouvel entrant présent dans l’intestin, le microbiote intestinal dégrade le cholestérol 

et les sels biliaires primaires au cours du cycle entéro-hépatique (Wahlström et al., 2016 ; Gérard 

et al., 2004).  

Indépendamment, une autre voie d’élimination secondaire de cholestérol par les selles est 

grandement étudiée pour son impact clinique sur la diminution de cholestérol circulant dans 

l’organisme : l’excrétion de cholestérol trans-intestinal (TICE, trans-instestinal cholesterol 

excretion) (Vrins, 2010 ; Jakulj et al., 2013 ; Reeskamp et al., 2018). Le cholestérol circulant 

qui est présent dans les LDL-Chol, intègre les entérocytes au niveau des récepteurs présents au 

niveau de leur membrane basolatéral, trans-intestinale, puis apicale pour être sécrété dans la 

lumière intestinale (Van der Velde et al., 2007). La contribution des entérocytes à participer à 

l’enrichissement de cholestérol éliminé au niveau de l’intestin est estimée entre 10– 15 % (Férézou 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Tube_digestif
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et al., 1981). L’ensemble de ces propos redéfinissent l’élimination du cholestérol vers les fèces 

comme un ensemble de ces stérols, incluant le cholestérol et les sels biliaires d’origine alimentaire, 

hépato-biliaires, ceux dérivés des stérols transformés par le microbiote intestinal et ceux issus du 

transport inverse de cholestérol à partir du système circulatoire (Temel et al., 2010). Des données 

proposent une estimation de ce pool de cholestérol intestinal. En moyenne, 20 % de ce cholestérol 

provient du cholestérol alimentaire non-absorbé, 13 % de cholestérol apporté par les entérocytes 

et 67 % de cholestérol est excrété vers les selles (Férézou et al., 1981 ; Jakulj et al., 2016). Mais 

ces dernières données sont incomplètes, excluant la contribution du microbiote intestinal. Cet 

ensemble complexe est souvent assimilé à une voie d’élimination non comptabilisée et souvent 

mal-interprétée. Des nombreuses investigations doivent être approfondies pour déterminer la 

quantité de cholestérol et de sels biliaires intestinaux totaux éliminés.  

En résumé, l’homéostasie du cholestérol intègre ces différents processus. À l’équilibre, les 

apports, les voies de dégradation et d’absorption de cholestérol sont des déterminants critiques de 

la concentration de cholestérol circulant, marqué par un taux de LDL-Chol stable dans 

l’organisme. En revanche, ce LDL-Chol est qualifié communément de “mauvais cholestérol” 

lorsque sa concentration en excès contribue activement à l’hypercholestérolémie. 

 

3. L’hypercholestérolémie et ses troubles associés 

 

L’hypercholestérolémie est définie par un excès de cholestérol total circulant dans 

l’organisme, majoritairement porté par les LDL-Chol. Le cholestérol circulant en excès entraîne 

des dysfonctions au niveau des systèmes biologiques impliqués dans le métabolisme du 

cholestérol, décrit précédemment. L’hypercholestérolémie est une dyslipidémie6 qui est rapportée 

dans de nombreuses maladies et entraîne une atteinte au niveau hépatique (e.g. stéatohépatite non-

alcoolique), dans la majorité des systèmes, les maladies métaboliques7 (e.g. l’obésité) et au niveau 

du système circulatoire (e.g. athérosclérose) (Lusis, 2000 ; Chatrath et al., 2012 ; Klop et al., 

 
6 Une dyslipidémie est une anomalie d'un ou de plusieurs lipides plasmatiques incluant le cholestérol total et le LDL-Chol et les 

triglycérides (TG). L’hypercholestérolémie est une des dyslipidémies les plus fréquentes. 

 
7Les maladies métaboliques sont associées à une généralisation de dysfonction du métabolisme énergétique de l’organisme, 

marquées par une hyperglycémie, une insuline élevée, une hypercholestérolémie, une hypertension et un excès de masse adipeuse. 
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2013). En particulier, l’athérosclérose et la stéatose hépatique non-alcoolique favorisent la 

survenue de MCVs (Tana et al., 2019 ; Klop et al., 2013). 

 

3.1. Les maladies cardiovasculaires   

Les MCVs englobent une multitude de troubles physiologiques, visibles au niveau du cœur 

et des vaisseaux du système circulatoire. Elles représentent la première cause de mortalité dans le 

monde, affectant 31 % de la mortalité mondiale totale (WHO, 2020). L’apparition des MCVs est 

favorisée généralement par des facteurs de risques d’ordre génétique (prédisposition génétique), 

lié aux comportements (tabagisme, alimentation mauvaise et sédentarité), ou à des troubles 

physiologiques (hypercholestérolémie, hypertension, hyperglycémie), associée à des maladies 

métaboliques (e.g. obésité, athérosclérose) (Flora et Nayak, 2019). Parmi les MCVs, les maladies 

coronariennes8 sont les plus communes, telles que l’athérosclérose. Les MCVs s’installent 

majoritairement de façon asymptomatique jusqu’au stade ultime, pour donner lieu à des 

événements critiques pour le bien-être et la santé de l’homme : insuffisances cardiaques, infarctus 

du myocarde, accidents vasculaires cérébraux (AVC) (Libby et al., 2019). Il est donc primordial 

d’accentuer auprès du grand public la prévention pour favoriser la prise en charge des MCVs 

(Karunathilake et Ganegoda, 2018). Pour mieux appréhender l’hypercholestérolémie et limiter 

l’influence de multiples facteurs de risques, nous avons choisi de cibler un premier spectre de 

lésions pathologiques réversibles, finement liées à ce paramètre métabolique. Le cholestérol, en 

excès dans l’organisme, engendre des premières lésions locales, initiées au niveau des parois du 

système circulatoire pour l’athérosclérose et du foie pour les stéatopathies hépatiques non-

alcooliques.  

3.2.  Les stéatopathies hépatiques non-alcooliques  

Les stéatopathies hépatiques non-alcooliques (NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease) 

désignent un groupe de maladies, communément associées aux pathologies du « foie gras » (Sheka 

et al., 2020). Elles surviennent à la suite d’une accumulation excessive de lipides et des lésions 

majeures au niveau du foie (Marchesini et Marzocchi, 2007). C’est le cas de la stéatohépatite 

non-alcoolique (NASH, non-alcoholic steatohepatitis), qui reste la manifestation clinique la plus  

 
8 Les maladies coronariennes affectent les artères coronaires du système circulatoire qui alimente le cœur. 
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Figure 5 : Les profils hépatiques des NAFLD (D’après Cohen et al., 2011 ; Sheka et al., 2020) 

(A) Anatomopathologie du foie diagnostiqué NAFLD. A partir d’un foie sain, l’accumulation des triglycérides et 

de cholestérol dans les hépatocytes cause une simple stéatose. L’inflammation et un début de fibrose hépatique 9, 

caractérisent les NASH. Les NASH évoluent dans certains cas vers un état complexe et irréversible, la cirrhose.  

 (B) Evaluation histologique des NAFLD à partir d’un foie sain, stéatosé, atteint de NASH et de cirrhose. 

Brièvement, une simple stéatose se distingue par un agrégat de macrovésicules lipidiques situées au niveau des 

hépatocytes, composés de triglycérides et cholestérol, qui débute typiquement autour des veines centrales (CV). La 

stéatose se complexifie avec un grossissement de la taille des hépatocytes, qui s’accompagne d’une composante 

inflammatoire : une majorité des neutrophiles s’agglomère au niveau des lobules hépatocytaires. Cette dimension 

inflammatoire caractérise la progression du stade NASH.  Jusqu’alors cette atteinte hépatique peut être rétablie. Dans 

certaines conditions, les NASHs progressent vers un stade ultime et irréversible, la cirrhose marquée par une fibrose 

hépatique avec la coloration en bleu de Masson’s trichrome par des fibres de collagène prédominantes Ces lésions 

sont majoritairement situées au niveau de la zone de la triade portale (PT, l’artère, la veine porte hépatique et le 

conduit biliaire), et sont souvent réparties au niveau des veines centrales (CV). 

 
9 La fibrose hépatique est une atteinte du foie, qui survient suite à un dommage ou une inflammation du tissu biologique. Cette 

fibrose donne lieu à une non-régénération du tissu atteint. 
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fréquente des NAFLD. C’est également le point critique final des NAFLD, avant l’établissement 

d’un stade plus complexe et irréversible. Les NAFLD sont classifiées en fonction du degré de 

sévérité des anomalies histopathologiques (Figure 5 ; Neuschwander-Tetri et Caldwell, 2003). 

L’étendue de la stéatose (supérieure à 5 %, d’une inflammation lobulaire hépatique, un 

ballonement des hépatocytes) et celle de la fibrose déterminent le score d’activité cette pathologie 

cliniquement hétérogène (Kleiner et al., 2005). Cependant, la majorité des patients atteints de 

NAFLD sont asymptomatiques. Dans la majorité des cas, les individus atteints sont confrontés à 

un schéma de diagnostic médical conventionnel, avec un bilan sanguin et des questionnaires 

d’informations cliniques. Des anomalies du bilan sérique (e.g., hypercholestérolémie, 

hypertriglycéridémie, albumine10, transaminases11), des indicateurs de dysfonctions métaboliques 

macroscopiques peuvent être considérés comme des critères d’inclusions non-viables et non-

spécifiques des NAFLD (Sourianarayanane et al., 2013). La nécessité d’une intervention 

clinique via un examen histologique à partir d’une biopsie de foie, reste la seule approche de 

diagnostic des NAFLD (Takahashi et Fukusato, 2014). Ces éléments illustrent notre 

compréhension actuelle assez limitée sur l’évolution de ces NAFLD chez l’homme. 

L’approche avec des modèles expérimentaux reste la meilleure alternative pour évaluer les 

mécanismes sous-jacents de ces nouvelles maladies chroniques (Farrell et al., 2019). De 

nombreuses évidences ont souligné l’importance de notre alimentation, en tant que facteur 

contributif des NAFLD (Van Rooyen et al., 2011). C’est le cas de souris nourries avec un régime 

riche en matière grasse12 supplémenté en cholestérol, qui développent une NASH. A l’inverse, des 

souris ayant reçu le même régime sans cholestérol, sont atteintes d’une simple stéatose (Liang et 

al., 2018). Une forte dérégulation du métabolisme du cholestérol a été également démontrée 

uniquement à l’échelle des paramètres physiologiques. Bien que ces maladies soient complexes et 

multifactorielles, le rôle accélérateur du cholestérol dans la progression des pathologies associées 

aux NASH a été bien établi (Van Rooyen et al., 2011 ; Buzzetti et al., 2016). 

 
10 L’albumine est une protéine la plus abondante dans le sang. Elle est produite par les hépatocytes. Leur dosage est prescrit pour 

dépister une dysfonction hépatique 

 
11 Les transaminases sont des enzymes présentes dans plusieurs tissus reflétant ainsi l'activité et la destruction des cellules de ces 

organes. Les principales causes d'augmentation de leur taux dans le sang, sont liées majoritairement à des anomalies hépatiques.  

 
12 La matière grasse est un terme communément utilisé pour catégoriser les lipides alimentaires comme composant majoritaire des 

aliments qui contribuent à l’apport énergétique. 
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Figure 6 : De l’initiation vers une progression de l'athérosclérose.  

(A) La paroi d’une artère est constituée d’une couche interne, l’Intima, (au contact du sang et de son contenu), 

composée de collagène et d’une couche de cellules endothéliales (CE). D’une couche intermédiaire, la Media, (lumière 

de l’artère), constituée de cellules musculaires lisses du vaisseau (VSMC), entourée par une matrice extracellulaire 

composée de fibres d’élastine et de collagène et d’une couche externe, l’Adventice constituée de collagène et de 

l’endothélium. Les lésions athérosclérotiques se forment entre la couche interne de la Média et l’Intima (d’après 

Lapointe, 2016). (B) (1) A partir d’une artère normalement constituée, le cholestérol et le LDL-Chol circulent en 

excès dans l’Intima (2) L’accumulation importante de ces lipides, génère un stress oxydatif au niveau de l’Intima. Un 

changement de profil inflammatoire est induit par un recrutement accru de monocytes circulants, qui adhérent à 

l’Intima. Cette étape révèle la formation de stries lipidiques. (3,4) Les LDL-Chol et les monocytes s’infiltrent à 

l’intérieur de l’Intima et forment une plaque d’athérome. Un processus de maturation convertit les monocytes en 

macrophages pro-athérogéniques. Ces macrophages intègrent les particules LDL-Chol, pour devenir des cellules 

remplies de gouttelettes lipidiques. Les cellules endothéliales et musculaires lisses sont atteintes : leurs proliférations 

sont activées. (5) La progression de la pathologie évolue avec la formation de lésions fibro-lipidiques, avec le dépôt 

d’une chape fibreuse, composé de collagène, élastine, et fibrine. Le volume de la plaque d’athérome augmente, la 

lumière artérielle de la Media se réduit. La néovascularisation et la prolifération des cellules musculaires lisses sont 

favorisées. L’exacerbation de signaux pro-inflammatoires à lieu localement. Cette métamorphose structurale de 

l’artère est une étape irréversible (6) A un stade ultérieur, les macrophages remplis de gouttelettes lipidiques, entrent 

en apoptose et forment des corps nécrotiques. La complication des lésions athérogéniques s’accentue, avec l’apparition 

de thrombose, c’est-à-dire une forte accumulation de ces plaques, avec une calcification au niveau de l’artère. La 

plaque fortement vulnérable peut se rompre et bloquer la lumière de l’artère et être à l’origine d’un accident vasculaire 

cérébral (d’après Stary et al., 1995 ; Gargiulo et al., 2016 ; Libby et al., 2019). 
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Bien que les études cherchent à associer les NASH à d’autres anomalies, il reste encore difficile 

de trouver un lien causal mais plutôt progressif dans l’établissement de ces pathologies. 

Considérées comme une des caractéristiques hépatiques des maladies métaboliques, les NASH 

partagent de nombreux facteurs de risque avec les MCVs (Gaudio et al., 2012).  Un nombre 

grandissant d’évidences démontrent que les NAFLD peuvent être considérées comme un 

biomarqueur subclinique de l’athérosclérose et font partie intégrante de la pathologie (Zhou et al., 

2018). Remarquablement, les auteurs de cette étude proposent un possible dialogue global entre 

les systèmes biologiques de l’organisme, le foie et le système circulatoire. Ces recherches doivent 

être approfondies pour élargir le potentiel global de l’athérosclérose chez l’homme pour mieux 

appréhender les NAFLD. 

 3.3.  L’athérosclérose 

3.3.1. L’Etablissement de l’athérosclérose 

 

Il a été mis en évidence que l’hypercholestérolémie est facteur de risque qui favorise 

l’athérosclérose (Lusis, 2000). En effet, le cholestérol et les LDL-Chol circulants en excès dans 

l’organisme, se déposent au niveau des parois des artères du système circulatoire. Progressivement, 

ce dépôt s’accumule pour former de simples plaques d’athéromes. L’évolution de l’athérosclérose 

est classifiée suivant l’état physiopathologique de ces lésions. 

3.3.2. De l’atteinte des cellules de la zone lésée jusqu’aux fonctions physiologiques 

 

L’évolution de l’athérosclérose au sein de l’organisme est intimement liée à une rupture de 

la communication cellulaire de la paroi vasculaire, les cellules endothéliales (CE) et les cellules 

musculaires lisses vasculaires (VSMC) (Li et al., 2018). Les parties intégrantes de l’artère, les 

VSMC et les CE, interagissent pour déterminer les propriétés vasomotrices de la paroi. Par 

définition, ce dynamisme paramétrise le flux sanguin du système via le contrôle du diamètre de 

l’artère pour assurer activement la distribution du sang vers les organes et tissus biologiques dans 

un contexte physiologique donné. Cette réactivité vasculaire se traduit soit par une 

vasoconstriction exercée par les VSMC, qui conditionne une diminution du diamètre des 

vaisseaux, soit par une vasodilatation gérée par les CE pour augmenter le diamètre (Figure 7 ; 

Furchgott et Zawadzki, 1980 ; Galley et al., 2004 ; Krüger-Genge et al., 2019). 
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Figure 7: Les propriétés hémodynamiques de l'artère dans un contexte physiologique donné. 

(A) Dans un environnement d’une artère saine, les CE maintiennent la balance vasodilatation - vasoconstriction, qui 

définit le diamètre de l’artère. L’intégrité de cette couche interne permet la sécrétion de molécules « signal », telles 

que le NO, l’acétylcholine. L’augmentation de leur concentration permet la dilatation du vaisseau, exercée par un 

relâchement des VSMC. À l’inverse, une diminution de la concentration favorise la contraction des VSMC, activant 

une vasoconstriction. Cette coordination influence le flux sanguin au niveau de la zone d’intérêt de l’artère. 

 (B) Dans l’athérosclérose, la balance vasoconstriction-vasodilatation est bouleversée. Le phénotype des VSMC et des 

EC sont modifiées, en partie par la présence d’un nombre important de LDL-Chol oxydés et de cellules pro-

inflammatoires, les macrophages. Brièvement, la couche interne endothéliale est mécaniquement et biochimiquement 

altérée. La concentration de molécules « signal » diminue, la vasodilatation du vaisseau est partiellement atteinte. De 

plus, le phénotype des VSMC est grandement modifié, joue un rôle critique dans la progression de la pathologie : la 

migration des VSMC vers la couche interne et leur prolifération, renforcent le phénomène de vasoconstriction au 

niveau de la zone lésée. L’ensemble de ces événements participe à la progressivité de l’athérosclérose et la 

manifestation clinique de la maladie (D’après Krüger-Genge et al., 2019). 
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L’environnement interne de la zone de l’artère est sous la contrainte de molécules « signal » (e.g. 

le monoxyde d’azote (NO), de conditions physico-chimiques particulières (e.g. température), de 

lésions physiques (e.g. coupure, hémorragie), et suivant l’état physiopathologique (e.g 

inflammation, athérosclérose). De nombreuses études cliniques ont pu confirmer un changement 

notable de ces réactivités vasculaires dans l’athérosclérose. Une vasoconstriction importante est 

rapportée chez des patients ayant une hypercholestérolémie, et plus prononcée chez des individus 

qui présentent un stade avancé de l’athérosclérose (Zeiher et al., 1991).  

 

3.3.3. Les manifestations cliniques de la maladie et les challenges de la recherche 

scientifique 

Ces lésions d'athérosclérose sont rapportées dans l’ensemble des artères carotidiennes, 

coronaires et périphériques du système circulatoire (Libby et al., 2019). Cette instabilité peut être 

à l’origine d’obstruction de la lumière de l’artère, et aboutir à une privation de la circulation 

sanguine à l’organe irrigué par cette artère. L’évaluation de la progression de la maladie est une 

grande difficulté, puisque les premiers stades cliniques sont asymptomatiques (Saam et al., 2006). 

Le second obstacle réside autour d’une manifestation clinique symptomatique, souvent irréversible 

à un état vital, via la survenue d’ACVs (Golledge et al., 2000). Le challenge est donc orienté 

essentiellement autour de la prévention de la pathologie pour limiter a minima les risques critiques 

pour la santé et le bien-être de l’individu.  

 

4. La diminution du cholestérol en excès dans l’organisme : d’une approche expérimentale 

vers une application thérapeutique 

La plupart de nos connaissances sur les mécanismes biologiques qui soulignent la 

distribution du cholestérol au sein de l’organisme proviennent de modèles expérimentaux. Nos 

connaissances sur ce sujet doivent être approfondies pour identifier ces paramètres biologiques 

complexes qui stabilisent la cholestérolémie et ainsi limiter le risque de pathologies associées. Ceci 

nécessite la mise en place de modèles adaptés et les plus proche possible de l’homme. Bien que 

peu de données soient disponibles chez l’homme, un nombre important d’approches 

méthodologiques expérimentales globales et ciblées ont été développées. 

4.1. Les modèles expérimentaux ciblés  
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4.1.1. Les paramètres généraux des modèles expérimentaux  

La complexité du management du métabolisme du cholestérol ne permet pas à l’heure 

actuelle de disposer de modèles in vitro suffisamment élaborés pour espérer reproduire la vraie 

dynamique du cholestérol chez l’Homme. Communément, le modèle expérimental animal est donc 

inéluctable pour étudier l’évolution des réponses physiologiques d’une pathologie donnée. La 

similitude avec le métabolisme de l’homme et de l’espèce choisie doit être prise en considération. 

Chaque espèce animale présente des variantes qualitatives et quantitatives par rapport à celle de 

l’homme. La détermination du sexe de l’animal est un critère important dans la régulation du profil 

du cholestérol plasmatique. L’ensemble des études du domaine favorisent majoritairement des 

mâles pour s’affranchir a minima de l’influence de la fluctuation du métabolisme du cholestérol 

chez les femelles, qui présentent de façon plus marquée une concentration plus faible de LDL-

Chol et de TG (Wang et al., 2011).   

 

La robustesse du modèle s’inscrit également dans la stabilité du métabolisme qui est 

perturbée avec l’âge de l’individu.  Le modèle lapin Watanabe est un modèle très courant dans 

l’étude des troubles associées à l’hypercholestérolémie et à l’athérosclérose. Ce n’est qu’à partir 

de l’âge de 12 mois que l’hypercholestérolémie induite de l’animal se stabilise. De plus, les lésions 

d’athérosclérose au niveau des artères seront largement plus prononcées pour ce phénotype âgé 

(Kobayashi et Shiomi, 2011). D’autres modèles expérimentaux plus proches de l’homme existent, 

comme les primates. Mais, la préoccupation éthique du modèle expérimental est une limite 

sérieuse à leur application au sein de la thématique (Yin et al., 2012).  

 

La mise en place d’une nouvelle approche thérapeutique doit présenter une robustesse solide dans 

le choix des marqueurs biologiques du métabolisme du cholestérol, révélateur d’une l’efficacité 

thérapeutique (Yin et al., 2012). La réflexion sur le choix d’un modèle animal doit 

systématiquement être apportée pour étudier l’efficacité d’un traitement dans le développement de 

la maladie : d’un stade précoce, asymptomatique jusqu’au développement avancé, prononcé des 

symptômes. Par exemple, l’évaluation de traitement curatif dans le cas de complications sévères 

de l’athérosclérose, la rupture de plaques fibrotiques ne pourront être observées, uniquement au 

niveau des artères d’une lignée de souris génétiquement modifiée, de type Apoe−/−, 

Fbn1C1039G+/− (Oppi et al., 2019). Le modèle souris Apoe−/− complémenté d’un régime riche en 

cholestérol ne peut considérablement reproduire avec peine et de façon fastidieuse ces évènements 
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spontanés (Ni et al., 2009). L’ensemble de ces éléments contrôlables sont déterminants pour : i) 

minimiser les facteurs responsables de variabilités extrinsèques à notre objectif scientifique, ii) 

optimiser la visibilité de notre effet physiologique dans un système biologique expérimental, iii) 

favoriser l’obtention de résultats comparables et reproductibles, et in fine iv) réduire le nombre 

d'animaux en expérimentation.  

4.1.2. Les modèles expérimentaux liés au métabolisme du cholestérol : le cas de la 

souris et du lapin 

 

Le modèle conventionnel souris de type C57BL6/J est le modèle idéal pour étudier le 

métabolisme du cholestérol. Ce modèle correspond aux critères de la physiologie par rapport à 

l’homme avec certaines nuances situées au niveau du transport de cholestérol circulant 

majoritairement par les HDL-Chol à l’inverse des LDL-Chol chez l’homme (Barter et al., 2003). 

Au niveau de la composition des sels biliaires, ces modèles produisent des acides biliaires 

primaires supplémentaires, l’acide α- et β-muricholique (α- et β MA) et présentent des sels biliaires 

primaires et secondaires préférentiellement conjugués à la taurine, à l’inverse de la glycine chez 

l’homme (Takahashi et al., 2016).  Dans l’objectif d’étudier les troubles du métabolisme du 

cholestérol, l’intervention de régimes alimentaires identique à celui de l’homme, de type « enrichi 

en lipides incluant le cholestérol 13» ou de type « athérogénique14 » pour générer un modèle 

pathologique mais s’accompagne souvent d’effets physiologiques complexes, toxiques et non-

désirés (Tableau 1). L’administration de ces régimes enrichis en cholestérol aux souris de type 

C57BL6/J participe activement à comprendre l’hypercholestérolémie et ses troubles associés. Il y 

a également des modèles de souris génétiquement modifiées, qui développent spontanément une 

hypercholestérolémie. C’est le cas des souris de type Apoe−/−, ou LDLr −/− (récepteur au LDL-

Chol), étudiées pour l’athérosclérose. Cependant, cette modification génétique induit un 

phénotype altéré, avec un métabolisme du cholestérol globalement modifié, en particulier au 

niveau des lipoprotéines (Oppi et al., 2019). D’autres espèces ont vivement suscité un intérêt dans  

 
13 Un régime enrichi en lipide est un régime alimentaire associé à l’alimentation moderne de l’homme, caractérisé 

par un apport élevé en lipide, qui est considéré comme un facteur de risque dans l’apparition de maladies métaboliques. 

 
14 Un régime athérogénique est un régime alimentaire développé dans la recherche de modèles expérimentaux, qui 

reproduisent l’athérosclérose, causée par un enrichissement du régime en lipide (incluant le cholestérol) et en glucides. 
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Tableau 1 : La comparaison des régimes alimentaires hypercholestérolémiques chez la souris 

 

 

 

 

Tableau 2 : La comparaison des caractéristiques du métabolisme du cholestérol, des lipoprotéines et des sels 

biliaires (d’après Fan et al., 2015 ; Vessey, 1978). 
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l’étude de ces thématiques. C’est le cas de l’espèce lapin qui présente de multiples correspondances 

avec le métabolisme du cholestérol de l’homme par rapport à celui de souris (Tableau 2). Ce 

modèle a été favorisé lors du développement de médicament hypocholestérolémiant chez 

l’homme, avec les lapins conventionnels Néo-Zélandais blancs (NZW) ou ceux génétiquement 

modifiés, les lapins Watanabe (Shiomi et al., 2013). La force de ces modèles est située autour de 

l’évolution progressive des lésions d’athérosclérose au niveau des artères de l’animal. Les étapes 

initiatrices et asymptomatiques de l’athérosclérose, visibles par de simples plaques d'athéromes, 

peuvent être induites avec des lapins NZR nourries avec un régime enrichi en cholestérol 

(Schwenke et Carew, 1989 ; Phinikaridou et al., 2010). La formation d’un stade thrombotique 

complexe jusqu’à symptomatique, est reproduit notamment avec la souche Watanabe (Buja et al., 

1983). Ce modèle plutôt appliqué à des fins curatives, développe spontanément des manifestations 

cliniques et miment les symptômes des patients qui présentent des séquelles cliniques de 

l’athérosclérose (Fan et al., 2015). Cependant ces dernières années, leur disponibilité et certains 

paramètres techniques et physiologiques ont participé à limiter leur utilisation en recherche 

clinique (hypercholestérolémie instable, reproduction faible, mortalité et risque cardiaque 

important, prix) (Kobayashi et Shiomi, 2011 ; Fan et al., 2015). Ces deux modèles lapins 

complémentaires nous permettent d’obtenir une vision globale et intégrale de la pathologie et 

notamment d’évaluer le potentiel d’agent thérapeutique hypocholestérolémiant jusqu’à leur 

activité anti- athérosclérose. 

 4.2. Les méthodes d’étude globale et prédictive   

Les méthodes expérimentales conventionnelles in vitro, in vivo sont essentiellement basées 

sur une approche ciblée. Il s’agit de rassembler nos connaissances sur les acteurs du métabolisme 

du cholestérol au sein de l’organisme. Des travaux précédents illustrent cette approche globale 

dans l’organisme via une analyse dite d’entrées-sorties. Cette méthode consiste à calculer la 

synthèse de cholestérol hépatique à partir des informations sur les apports de cholestérol 

(alimentaire, synthétisé), des échanges du foie et des compartiments périphériques via le plasma, 

des sorties de cholestérol (élimination par les fèces) et la synthèse des sels biliaires (Stellaard et 

Lütjohann, 2017). Cependant, le métabolisme du cholestérol comprend de nombreuses variables 

physiologiques complexes : leur régulation n’est pas linéaire et certaines interactions existent entre 

elles (Goodman et al., 1980). C’est le cas de la cholestérolémie qui peut être impactée de façon 
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positive en fonction de la synthèse de cholestérol et de l’absorption intestinale de l’individu. Dans 

cette optique, l’intégration de ces variables physiologiques par ces méthodes ne sont pas souhaitée. 

Les modèles mathématiques retraçant le métabolisme du cholestérol sont une bonne alternative. 

Car il permet d’intégrer à l’échelle de l’organisme, des compartiments physiologiques et des 

valeurs physiologiques qui définissent la distribution du cholestérol au sein de l’organisme (Mc 

Auley et al., 2012). Les auteurs de cette étude ont pu prédire de nombreuses variantes 

physiologiques du cholestérol circulant en fonction de l’âge de l’individu, et de l’apport en 

cholestérol contenu dans l’alimentation. De façon intéressante, ces données ont été validées à partir 

de données expérimentales conventionnelles ciblées, renforçant l’interprétation du modèle 

mathématique d’intérêt du sujet.  

Ces éléments nous montrent qu’il est important de prendre conscience des avantages et des 

limites de chacun de ces modèles en termes de correspondance avec la physiologie humaine et de 

pertinence clinique dans notre objectif scientifique. Puisqu’aujourd’hui aucun modèle ne reproduit 

parfaitement les troubles complexes associés à l’hypercholestérolémie chez l’homme, il est 

important de considérer que l’utilisation de plusieurs modèles expérimentaux ou prédictifs ne doit 

pas être perçue comme un simple substitut de résultats, mais permet de répondre à des questions 

diverses, d’élucider différents mécanismes, et notamment dans des recherches précliniques 

translationnelles pour le développement de stratégies thérapeutiques.   

4.3. Les stratégies hypocholestérolémiantes : des approches conventionnelles jusqu’aux 

alternatives thérapeutiques 

Un nombre important de stratégies hypocholestérolémiantes diminuent le cholestérol en excès 

dans l’organisme. La mise en œuvre d’un mode de vie sain et actif, et une intervention 

pharmacologique contribuent à le réduire et limiter la progression des troubles associés aux MCV. 

Cependant, dans certaines conditions, l’efficacité, l'accessibilité et la sécurité de ces substances 

pharmacologiques deviennent alors inadaptées. Identifier de nouvelles stratégies 

hypocholestérolémiantes reste encore une priorité pour combler l’ensemble des stratégies 

thérapeutiques non-satisfaisantes. 

4.3.1. Les lignes directrices conventionnelles pour diminuer l’hypercholestérolémie 

Depuis les années 1980, de multiples approches conventionnelles hypocholestérolémiantes 

réduisent les facteurs de risques de MCV au sein de la population générale, et notamment à travers 
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la gestion du cholestérol en excès dans l’organisme (NCD, 2020). Les premières recommandations 

apportées, concernent un mode de vie sain à travers une alimentation saine et équilibrée15 et une 

pratique d’exercice physique régulière (WHO, 2018). Par la suite, des traitements médicamenteux 

ont également été suggérés (statines, ézétimibe et inhibiteurs de la protéine convertase de la famille 

subtilisine des protéases à sérine (PCSK9)). Parmi ces derniers, les statines sont actuellement les 

agents hypocholestérolémiants les plus prescrites. Elles ciblent directement la synthèse hépatique 

du cholestérol et réduisent le taux de LDL-chol de 20 % à 60 % (CTT et coll., 2015 ; Wadhera 

et al., 2016 ; Wójcik, 2020). Ces méthodes pharmacologiques ciblent directement le niveau de 

cholestérol dans l’organisme, à un point donné du métabolisme, au niveau de sa synthèse 

(Statines), ou indirectement en ciblant son absorption (ézétimibe), son transport (inhibiteur 

PCSK9) (Figure 8). Ces approches restent les voies reconnues approuvées par la FDA et sont les 

plus efficaces pour prévenir l’installation de ces maladies jusqu’au ralentissement de leurs 

complications (Bays et al., 2008). 

 

De façon intéressante, l’évolution de nos connaissances a permis de nouvelles approches cliniques, 

rassemblées par un consensus d’experts cliniques américains et européens (Grundy et al., 2019 ; 

Mach et al., 2020). Ces travaux collectifs s’accordent sur des pratiques cliniques communes pour 

limiter l’apparition de MCVs à travers la restauration de la cholestérolémie. Une approche 

beaucoup plus approfondie et réfléchie, qui s’adapte au profil physiologique, pathologique du 

patient et définit in fine le type d’intervention médicamenteuse. Ainsi, elle dépend du degré 

d’hypercholestérolémie, du profil pathologique du patient et de l’efficacité de la réaction à un agent 

hypocholestérolémiant. C’est le cas pour un jeune patient adulte qui présente de premiers signes 

sévères d’hypercholestérolémie, (LDL-Chol ≥ 1.6 mmol/L), une haute dose de statine lui sera 

d’abord préconisée pendant 8 à 12 semaines. Si cette efficacité n’est pas optimale à long terme, la 

combinaison de statines et d’un autre agent hypocholestérolémiant, comme l’ézétimibe peut être 

envisagée pour ce patient. Ces dernières recommandations cliniques sont importantes puisqu’elles 

définissent l’efficacité thérapeutique propre à chaque individu et ainsi, permettent de repousser la 

survenue de certaines limites liées à leur utilisation. Malgré l’efficacité thérapeutique reconnue  

 
15 Une alimentation saine et équilibrée respecte les critères suivants : i) Privilégier la consommation de certains 

aliments (légumes, fruits, céréales, noix et céréales complètes non-transformées), ii) Consommer au moins 400 g de 

fruits/légumes par jour, iii) Limiter à 10 % notre consommation de sucres raffinés sur notre apport énergétique total, 

iv) Réduire à 30 % notre consommation de graisses alimentaires, notamment d’origine industrielles, v) Consommer 

moins de 5 grammes de sels par jour (WHO, 2018). 
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Figure 8 : Les approches thérapeutiques hypocholestérolémiantes existantes  

La principale approche thérapeutique médicamenteuse est celle des statines. Le principal site d'action des statines est 

le foie, organe cible pour abaisser la cholestérolémie (Pang et al., 2020). L’intestin est également un organe cible des 

agents hypocholestérolémiants. C’est le cas de l’ézétimibe qui inhibe de façon sélective l'absorption intestinale du 

pool de cholestérol (d’origine endogène, alimentaire et biliaire) (Kosoglou et al., 2005). Les inhibiteurs de la PCSK9 

sont des traitements qui ciblent le foie mais ils sont additionnels et utilisés en second lieu. Ils ont pour effet de diminuer 

la dégradation du récepteur au LDL-Chol, ce qui augmente la présence des récepteurs situés à la surface des cellules 

du foie, et in fine, diminue le LDL-Chol circulant. L’ensemble de ces agents aboutissent à une diminution du taux de 

LDL-Chol dans l'organisme (d’après Sheridan, 2019). 
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des statines, 15 % des patients sont intolérants au traitement et jusqu’à 30 % de patients qualifiés 

de « non-répondeurs », ne présentent pas l’effet hypolipidémiant attendu (Trompet et al., 2016). 

De plus, de nombreux effets secondaires sont associés aux traitements aux statines, souvent lors 

de longue durée. Une augmentation des risques de diabète, une dysfonction cognitive et une 

myotoxicité ont été rapportées (Lansberg, et al., 2018). Dans ce contexte, identifier d’autres 

traitements hypolipidémiants reste encore une priorité pour renforcer le champ thérapeutique 

préexistant.  

 

4.3.2. Les alternatives thérapeutiques modernes pour diminuer l’hypercholestérolémie : 

un zoom sur les aliments fonctionnels 

 

Ces dernières années ont vu grandir un intérêt de la communauté scientifique pour des 

alternatives hypocholestérolémiantes modernes et innovantes (Bianconi et al., 2018 ; Trautwein 

et al., 2018 ; Sivamaruthi et al., 2019). Elles ont démontré leurs efficacités thérapeutiques, et ce 

dans un même contexte thérapeutique que le traitement de référence, les statines. En effet, ces 

nouveaux agents sont majoritairement utilisés à l’échelle préventive, en amont de la maladie, et ce 

jusqu’à une progression vers un stade précoce liés aux dysfonctions du métabolisme du cholestérol 

(e.g. hypercholestérolémie, plaques d’athérome, simple stéatose hépatique) (Taylor et al., 2013 ; 

Athyros et al., 2018 ; Bianconi et al., 2018). C’est le cas des stratégies nutraceutiques, axées sur 

une utilisation intelligente d’aliments fonctionnels et de compléments alimentaires16. Par 

définition, ces aliments apportent en plus de leur valeur nutritionnelle17 donnée, des fonctions 

bénéfiques sur la santé de l’organisme (Laparra et Sanz, 2010). Ils ont été proposés à des patients 

présentant une hypercholestérolémie modérée, qui ne toléraient pas les médications 

conventionnelles (Ward et al., 2017). De façon surprenante, en combinant plusieurs substances 

nutraceutiques, une diminution de 25 % du cholestérol circulant est obtenue, similaire à celle 

attendue pour des patients traités aux statines (Trimarco et al., 2015).  

 
16 Les compléments alimentaires sont définis par une substance ou un type de produit alimentaire dont leur 

consommation apporte une valeur nutritionnelle additionnelle et un ou plusieurs effets physiologiques supplémentaires 

(European Parliament, 2006). 

 
17 La valeur nutritionnelle d’un aliment correspond à la quantité de nutriments, essentiellement de protéines, de 

glucides et de lipides, de fibres alimentaires, de vitamines, et de sels minéraux contenus dans l'aliment. Ces aliments 

vont fournir une quantité d’énergie propre, pour assurer le bon fonctionnement et le maintien d’une bonne santé de 

l’organisme.  
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Parmi ces substances nutraceutiques, des produits d’origine biologique comme les 

probiotiques ont été grandement étudiés pour leur potentiel hypocholestérolémiant (Joyce et 

Gahan, 2016 ; Moss et al., 2018 ; Bianconi et al., 2018). Par définition, un probiotique correspond 

à un micro-organisme vivant, administré en quantité suffisante pour apporter in fine des bénéfices 

pour la santé de l’individu, en renforçant l’environnement intestinal perturbé et ce, au niveau du 

microbiote intestinal (Hiippala et al., 2018 ; Swanson et al., 2020).  De nombreuses améliorations 

physiologiques ont été attribuées à l’administration de probiotiques, en particulier dans le contrôle 

la cholestérolémie chez l’homme (Zendeboodi et al., 2020). Il a été rapporté que certaines 

bactéries présentaient la capacité à réduire le niveau de cholestérol chez l’homme. C’est le cas de 

bactéries probiotiques qui sont répertoriées, avec majoritairement des bactéries lactiques 

appliquées à l’homme (PROBIO database, Bioinformatics & Drug Design Group). Parmi ces 

bactéries candidates, Lactobacillus reuteri NCIMB 30242, commercialisée Cardioviva®, réduit de 

11,6 % l’excès de LDL-Chol de patients atteints d’hypercholestérolémie (Jones et al., 2012).  Les 

auteurs de cette étude ont assimilé l’effet hypocholestérolémiant à une activité enzymatique de la 

bactérie, l’hydrolase des sels biliaires (BSH) qui réduit la biodisponibilité de cholestérol de 

l’organisme. Les auteurs ont assimilé l'efficacité hypocholestérolémiante du probiotique à travers 

son action directe sur le microbiote intestinal et de son activité métabolique à travers l’activité 

BSH. L’activité de cette enzyme semble également diminuer le pool de sels biliaires de l’hôte, qui 

in fine favorise la restauration du pool des sels biliaires à travers le catabolisme et l’absorption du 

cholestérol (Costabile, 2017).  Pour finir, il est important d’ajouter qu’un lien entre le microbiote 

intestinal et des statines a récemment été spécifié. L’efficacité des statines dépend d’une 

configuration du microbiote intestinal à l’état d’équilibre (Vieira-Silva et al., 2020).  

 

Toutes ces évidences renforcent l’investissement de la communauté scientifique sur le rôle du 

microbiote intestinal dans le management du cholestérol chez l’homme. Le développement de 

nouvelles alternatives attractives autour du potentiel surgissant du microbiote intestinal doit être 

approfondi, notamment autour des mécanismes sous-jacents du microbiote, de son interaction 

jusqu’à ses effets physiologiques exercés sur l’hôte. L’ensemble de ces éléments ouvre vers une 

nouvelle conception de la gestion de la cholestérolémie à travers l’impact du microbiote intestinal 

via ses activités métaboliques. Ces évidences suggèrent que le microbiote intestinal contribue 

activement à maintenir le métabolisme du cholestérol et ce jusqu’à prévenir des dysfonctions 

associées au sein de l’organisme.
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Chapitre 2- Interaction du microbiome intestinal 

et du métabolisme du cholestérol chez l’homme 

 
Ces dernières années, un investissement considérable a été apporté pour étudier le rôle du 

microbiote intestinal sur la santé de l’homme.  Tout autant au niveau académique, qu’à l’échelle 

des professionnels de la santé humaine, le microbiote intestinal suscite de vives appréciations dans 

le monde de la recherche scientifique. Notre traditionnelle perception des micro-organismes 

responsables d’infections, paradigme aujourd’hui notre nouvelle conception : ces micro-

organismes résident au sein de notre intestin et sont considérés comme un organe clef, révélateur 

de notre état physiologique de la santé humaine. Comme nous le montre le précédent chapitre, de 

nouvelles ressources probiotiques sont prometteuses pour le traitement des troubles associés au 

métabolisme du cholestérol (Cordaillat-Simmons et al., 2020). Cependant, il reste nécessaire de 

clarifier plus précisément le rôle du microbiote intestinal dans le métabolisme du cholestérol, afin 

de choisir de nouvelles souches probiotiques candidates, plus efficaces pour évaluer leur potentiel 

hypocholestérolémique jusqu’à leur activité anti-athérosclérotique. Le dernier chapitre de ce 

contexte scientifique aborde ces points à travers un format varié et original. Premièrement, une 

simple description scientifique sur les généralités du microbiote intestinal sera introduite. Puis, 

une évaluation de l’état de l’art plus approfondie, rigoureuse sera portée sur les activités 

métaboliques du microbiote intestinal vis-à-vis du cholestérol et de ses dérivés, illustrés par des 

revues scientifiques. L’ensemble de ces éléments permettent d’établir une conceptualisation 

complète du microbiote intestinal sur le métabolisme du cholestérol afin de mieux appréhender 

notre stratégie scientifique et expérimentale.  

1. Les généralités sur le microbiote intestinal humain 

1. 1. Le microbiome intestinal humain en bonne santé 

L’intestin humain est un système biologique dynamique, où se déroule l’ingestion, la digestion, 

l’absorption, la sécrétion et l’élimination de nutriments. Il héberge le microbiote intestinal humain, 

qui regroupe un ensemble de micro-organismes divers et variés qui incluent en majorité les 
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Figure 9 : La représentation de la niche écologique du microbiote intestinal dans le tractus digestif humain. 

Les gradients de pH et d'oxygène le long de l'axe longitudinal limitent la charge bactérienne dans les régions 

proximales de l'intestin grêle, alors que le gros intestin supporte des charges bactériennes élevées. Des nutriments 

simples abondent dans l'intestin grêle et soutiennent la croissance de taxons capables de piéger efficacement ces 

composés. En revanche, le gros intestin est peuplé de taxons capables de décomposer les composés récalcitrants. Il 

existe également une hétérogénéité spatiale le long de l'axe transversal de l'intestin, la couche de mucus et la lumière 

abritant des communautés microbiennes distinctes qui reflètent les différences de disponibilité des nutriments. Une 

structuration spatiale à fine échelle est observée à la fois dans le mucus et la lumière, avec une distribution hétérogène 

des nutriments soutenant différentes communautés bactériennes sur des sites particuliers (d’après Pereira et Berry, 

2017). 
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bactéries, les levures, les virus, les archées, des micro-organismes eucaryotiques. L’ensemble de 

ces micro-organismes et leur génome18 compose le microbiome humain. Malgré la diverse 

contribution génétique des autres micro-organismes, la plupart des recherches s’intéressent aux 

bactéries de par leur abondance d’environ 1014 cellules prédominantes à l’intestin. Cette 

importance du microbiote intestinal au sein de l’organisme humain est souvent exprimée à travers 

l’ensemble des gènes de ces bactéries, 100 fois plus étendu que le génome humain (Gilbert et al., 

2018). On estime qu’entre 500 à 1000 espèces bactériennes résident au sein de notre intestin, mais 

cette richesse microbienne reste souvent sous-estimée puisque des sous-espèces avec un génotype 

bactérien défini, en font partie intégrante (Locey et al., 2016). Par définition, ce génotype bactérien 

constitue l'ensemble de déterminants génétiques portés par la cellule bactérienne, et diffère d'un 

changement d'un ou plusieurs gènes de l’espèce. Ces variations génétiques sont distinguées des 

variations phénotypiques19. Les premières affectent le génome bactérien dans sa séquence 

génétique alors que les secondes modifient le comportement, les activités de la bactérie (Robinson 

et al., 2010). Ce sont ces paramètres qui caractérisent le microbiome à l’échelle de sa structure (du 

génotype) et de sa fonction (à l’échelle du phénotype et de ses activités associées). Il est donc plus 

rigoureux de parler de microbiome intestinal, défini comme l’ensemble des génomes d’une 

communauté bactérienne associée intimement à l’intestin. 

La majorité des données rassemblées sur le microbiote intestinal sont issues du microbiote du 

côlon, et ceci dû à une facilité de prélèvement d’échantillons de selles humaines. Un nombre de 

paramètres importants permet d’évaluer la composition du microbiome intestinal, composé 

majoritairement par deux phylums dominants, les Firmicutes et les Bacteroidetes et d’autres phyla 

minoritaires, les Actinobacteria, les Proteobacteria, les Verrucomicrobia et les Fusobacteria (Qin 

et al., 2010). Cependant, il reste difficile d’établir un seul et même profil du microbiome intestinal 

chez l’homme. En effet, cette composition du microbiote intestinal varie en fonction de paramètres 

physiologiques (e.g. pH), qui varient tout le long des différents segments de l’intestin. Ces 

 
18 Un génome constitue l’ensemble de l’information génétique d’un organisme contenu dans chacune de ses 

gènes  portés par une espèce donnée. 

 
19 Le phénotype est l'ensemble des propriétés observables et fonctionnelles d'une cellule. 

https://www.linternaute.fr/dictionnaire/fr/definition/porter/
https://www.linternaute.fr/dictionnaire/fr/definition/par/
https://www.linternaute.fr/dictionnaire/fr/definition/espece/
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paramètres biogéographiques et biologiques contribuent vivement à la structure et à la diversité du 

petit intestin (duodénum, jéjunum et iléon) jusqu’au côlon (Figure 9 ; Bäckhed et al., 2012).   

Au niveau du petit intestin, des études établies à partir de biopsies ou de liquides 

biologiques (e.g. fluide jéjunal), ont montré que cette composition se complexifie progressivement. 

À la surface du duodénum, sont présentes des bactéries appartenant à la famille des 

Proteobacteries, Lactobacilles, au niveau du jéjunum, la famille des Streptococcus, Prevotella, 

Veillonella, Fusobacterium, et au niveau de l’iléon, une composition proche de celle du côlon avec 

la famille des Clostridiaceae, Lachnospiraceae, Peptostreptococcaceae, Ruminococcaceae, 

Enterobacteriaceae, et Bacteroidaceae (Vasapolli et al., 2019 ; Ruan et al., 2020). De façon 

intéressante, l’importance du nombre d’études sur le côlon, a pu aboutir à un core microbien, c’est-

à-dire une part significative de populations bactériennes stables et présentes en continu, incluant 

la famille des Bacteroides, Eubacterium, Faecalibacterium, Alistipes, Ruminococcus, Clostridium, 

Roseburia, et Blautia (Shetty et al., 2017). C’est l’ensemble de ces microbiomes, réparties à 

différents segments de l’intestin qui constitue le microbiome intestinal. 

1. 2. Le microbiome intestinal, composant intégré au développement et à la santé de 

l’homme 

Aujourd’hui, il est clairement établi que ces micro-organismes jouent un rôle essentiel dans 

le maintien de la santé de l’hôte avec lequel il interagit tout au long de sa vie (Marchesi et al., 

2016). Dès la naissance, des premières bactéries commensales20 colonisent le TGI du nouveau-né 

par l’intermédiaire de la mère, suivant les conditions environnementales données (e.g. mode 

d’accouchement, alimentation du nourrisson). Progressivement, le futur microbiote intestinal du 

nouveau-né, s’enrichit en abondance et en diversité pour devenir in fine un écosystème intestinal 

fonctionnel et complexe jusqu’à l’âge de 3 ans (Bäckhed et al., 2015 ; Moore et Townsend, 

2019). Jusqu’à l’âge adulte, le microbiote intestinal désormais stabilisé, est capable de résister et 

de se restaurer lors de perturbations environnementales, on parle alors de sa propriété de 

 
20 Des bactéries commensales sont des bactéries qui vivent en commensalisme avec leur hôte, c’est-à-dire en 

association avec d’autres espèces différentes dans laquelle l’hôte fournit des nutriments aux organismes commensaux. 

Cette interaction est bénéfique pour le commensal et neutre pour l'hôte, ici l’homme. 
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résilience21 (e.g. le traitement d’antibiotique, un régime alimentaire non-équilibré, administration 

de probiotique) (Sommer et al., 2017). Cette préservation de cette diversité et de cette richesse est 

tout au long de la vie de l’individu, suggéré comme un indicateur de bonne santé de notre 

microbiote intestinal (Fassarella et al., 2020). Le microbiote intestinal propre à chaque individu, 

est lié à la particularité physiologique de l’hôte comme son âge ou son régime alimentaire. Ces 

paramètres physiologiques participent à la variabilité inter-individuelle du microbiote intestinal et 

rendent périlleux notre résolution d’un seul et même ensemble de micro-organismes, essentiel à 

notre bonne santé (Wang et al., 2016). C’est d’ailleurs cette variabilité interindividuelle du 

microbiote intestinal qui est intimement associée au type de réponse de l’hôte. C’est ce qui 

augmente notre difficulté à prédire à savoir si la réponse de l’effet d’un traitement particulier que 

l’on observe ou bien si c’est cette réponse qui est spécifique à l’individu. 

Malgré cette variation parmi les individus, les fonctions du microbiome intestinal sont bien 

conservées (Vasapolli et al., 2019). Cette interaction entre ces micro-organismes avec leur hôte 

est également un des paramètres qui caractérise le microbiote intestinal en bonne santé et ceci, tout 

au long de la vie de l’individu adulte sain. Cette association étroite entre les deux partenaires est 

dite symbiotique, c’est-à-dire qu’elle est bénéfique pour l’hôte et pour l’écosystème microbien. 

Les micro-organismes bénéficient des substrats énergétiques issus de l’alimentation et de produits 

du métabolisme humain et l’être humain, lui, tire profit des activités microbiennes (Sommer et 

Bäckhed, 2013). En effet, les bactéries symbiotiques vont participer à la digestion de composés 

alimentaires (e.g. les fibres alimentaires comme le xylane22 pour certaines espèces du genre 

Bacteroides), renforcer le système immunitaire contre la colonisation de micro-organismes 

pathogènes23 (e.g. Inhibition des Escherichia coli entérohémorragiques par les bactéries du genre 

Bacteroides), configurer une architecture intestinale (e.g. macrophysiologie  des tissus intestinaux)  

(Despres et al., 2016 ; Saito et al., 2019 ; Steinway et al., 2020). Le microbiote intestinal 

contribue activement à l’homéostasie métabolique de l’hôte à travers le métabolisme des lipides  

 
21 La résilience d’un écosystème, c’est la capacité des micro-organismes de cet écosystème, à retrouver rapidement 

et dans une même ampleur, sa fonction et sa composition taxonomique initiale lorsque les conditions de perturbations 

sont contraignantes. 
 

22 Les xylanes sont un des composants principaux de la paroi des graines contenu dans les céréales, les noix. 
 

23 Des micro-organismes pathogènes sont capables de causer des lésions et/ou engendrer une maladie. 
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Tableau 3 : Les différents niveaux d'analyse méta-omique représentés, de la phylogénie à la métabolomique 

(D’après Lepage et al., 2013).  
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(e.g. synthèse d’acide gras à chaîne courte (SCFAs), utilisés comme source d’énergie majoritaires 

pour les cellules du côlon), de celui des glucides (e.g. contrôle des incrétines pour stimuler la 

sécrétion d'insuline lorsque la glycémie est trop élevée) et délivre des micronutriments essentiels 

(e.g. la vitamine B9) (Flint et al., 2012 ; Morrison et Preston, 2016 ; Gérard et Vidal, 2019 ; 

Zhang et al., 2020). Enfin, les bactéries commensales contribuent au développement et à la 

maturation du système immunitaire (e.g.  Le mécanisme de la tolérance par l’interaction de 

composé membranaire d'une bactérie commensale, Bacteroides fragilis avec des lymphocytes de 

type T, qui contribue de façon indispensable à l’enrichissement d’un répertoire antigénique du 

système immunitaire de l’hôte) (Mazmanian et al., 2005). Ces capacités fonctionnelles du 

microbiome intestinal sont médiées grâce à des métabolites bactériens. Ces molécules permettent 

tout autant la communication entre les bactéries d’un même écosystème, mais visent également 

les métabolismes de l’hôte afin d’y ajouter un gain ou une perte de fonctions métaboliques.  

2. Etudier le microbiote intestinal chez l’homme  

 

Les méthodes d’études du microbiote intestinal ont beaucoup évolué au cours de ces vingt 

dernières années. Initialement basées sur des approches traditionnelles, les cultures bactériennes 

nous ont d’abord renseigné à l’échelle d’un micro-organisme donné. Progressivement, les outils 

moléculaires ont pu expliquer finement sur le phénotype d’un micro-organisme donné et de son 

interaction avec son hôte. Puis, les méthodes de séquençage ont permis d’avoir une vision globale 

avec la précision de caractériser tout un écosystème bactérien. La mise en place de modèle in vivo 

complète ces dernières analyses et conforte notre compréhension sur les interactions entre le 

microbiote et la santé de l’hôte.  

2.1. L’étude de la composition du microbiote intestinal 

Notre vision du microbiote intestinal a été éclaircie grâce à de nouveaux outils de séquençage de 

l’information génétique (Shendure et Ji, 2008). De notre capacité à séquencer un seul et unique 

micro-organisme, l’apparition d’une variété de nouvelles approches basées sur la métagénomique, 

a abouti à un séquençage de l’ensemble des séquences des génomes de tous les micro-organismes 

d’un même environnement, qui définit cet écosystème microbien de l’intestin (Tableau 3 ; Qin et 

al., 2010 ; Human Microbiome Project Consortium, 2012). La composition du microbiote  
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Figure 10 : Les méthodes expérimentales pour démontrer les rôles causaux du microbiote dans la physiologie et la maladie 

de l'hôte (D’après Round et Palm, 2018)  

(1) Les souris exemptées de micro-organismes peuvent être monocolonisées avec des bactéries provenant de 

nombreuses sources (isolats de communautés microbiennes provenant de l'intestin, mutants bactérien contenant un 

gène d'intérêt). L’avantage de cette méthode permet d'interroger sur l'activité d'un seul organisme, elle révèle les 

fonctions d'organismes peu abondants qui sont masquées en présence d'une communauté complexe. Cependant, cette 

méthode ignore la complexité du microbiote humain et l'importance des interactions microbe-microbe, il est hautement 

non physiologique, et il est souvent difficile de choisir des témoins appropriés pour la comparaison. (2) Des 

communautés microbiennes intestinales complètes obtenues à partir d'individus atteints d'une maladie particulière 

(comme les MICI) et de témoins sains peuvent être utilisées pour coloniser des souris exemptes de germes. L’avantage 

est sur l'attribution d'un phénotype donné prouvant la causalité microbienne. Les limites se heurtent à la perte d'espèces 

en raison de la sensibilité à l'oxygène, l'incapacité de certains microbes intestinaux humains ou de certains microbes 

particuliers à coloniser des rongeurs hôtes, et les mécanismes d'interaction hôte-microbe qui sont spécifiques à l'hôte 

humain. (3) Des études récentes ont poussé ce modèle un peu plus loin en colonisant des souris exemptes de germes 

avec des isolats cultivables du microbiote intestinal humain. Il permet de déterminer les effets de groupes spécifiques 

de microbes sur l'hôte, des sous-ensembles définis du microbiote peuvent être assemblés de manière rationnelle en 

fonction du profilage et des prévisions phylogénétiques ou fonctionnelles, et les microbes cultivés peuvent être étudiés 

in vitro et in vivo pour déterminer les mécanismes par lesquels un organisme donné affecte l'hôte. Certains microbes 

intestinaux sont difficiles ou impossibles à cultiver in vitro, et les expériences sur isolats ont un très faible rendement 

en raison de l'effort et du temps nécessaires pour constituer des collections de cultures. (4) Les souris conventionnelles 

ou les souris humanisées présentant une dysbiose ou une maladie due à un microbiote sont des outils idéaux pour 

tester la capacité des espèces bénéfiques à corriger la dysbiose et à prévenir la maladie. Les avantages et les limites 

de ces modèles sont similaires à ceux décrits pour les précédents modèles et les isolats cultivables. 
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intestinal a pu être établie à partir du séquençage de l’ARN ribosomique du gène 16S  (ARNr 16 

S), pour étudier la phylogénie et la taxonomie (Lozupone, et al., 2013). Par définition, ces termes 

correspondent à l'étude des liens qui existent entre les espèces apparentées et classifie ces micro-

organismes selon leur assignation taxonomique, les unités taxonomiques opérationnelles (OTU, 

Operational Taxonomic Unit), respectivement. Cette approche renseigne sur l’architecture de la 

communauté bactérienne et sa diversité, parfois associée à des caractéristiques de l’individu. C’est 

l’exemple de l’étude de Koren et al., qui a identifié une différence de composition du microbiote 

intestinal au cours du premier et du dernier trimestre de grossesse chez des femmes adultes et en 

bonne santé (Koren et al., 2013).  

L’investigation de la structure et de la complexité du microbiote intestinal est réalisée par 

séquençage shotgun métagénomique, c’est-à-dire l’ensemble des génomes de chaque micro-

organisme d’un écosystème. Par définition, le séquençage shotgun est une méthode utilisée pour 

séquencer l’information génétique. Brièvement, la fragmentation aléatoire de l'ADN génomique 

est réalisée et la séquence de chaque fragment est définie. Puis, la reconstruction et l'assemblage 

de ces fragments d’ADN chevauchants en séquence continue, pour constituer le métagénome qui 

compose l’écosystème (Fraher et al., 2012). Cette technique permet également d’informer sur la 

fonction d’un gène du microbiote intestinal. Par cette approche, ont été recensés les enzymes du 

microbiote intestinal agissant sur la dégradation de fibre alimentaire, tels que les polysaccharides 

et la cellulose (Tasse et al., 2010). Une vingtaine de famille de gènes du métagénome intestinal, 

nommés les CAZymes ont pu être identifiés pour ces activités catalytiques vis-à-vis des fibres 

alimentaires, et identifiés au sein d’environ 18 000 bactéries (CAZy database ; Lombard et al., 

2014). En revanche, la limite de cette performance reste la quantité massive de données à traiter, 

associée à l’annotation des gènes et le prix important du séquençage d’un échantillon (Wang et 

al., 2015). Cependant, la limite de ces études se focalise sur la structure et la fonction du microbiote 

intestinal et exclut l’interaction de cet écosystème et sa fonctionnalité au sein de son hôte.  

2.2. Etude de l’interaction du microbiote intestinal et de l’hôte 

Le microbiome et ses interactions avec son hôte humain sont étudiés à l’aide de plusieurs modèles 

qui reproduisent, les différents aspects du microbiote intestinal humain dans cet environnement 

(Figure 10). Au sein de ces modèles, l’étude de l’impact des voies métaboliques, des processus 

http://www.cazy.org/
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physiologiques ou d’un stimulus effectué par une molécule issue du microbiome intestinal, se 

révèle informative. Ces données seront ensuite extrapolées à l’homme pour mieux comprendre 

l’effet du microbiote intestinal sur l’état de santé de l’homme, avec ses limites respectives. Parmi 

ces modèles, les modèles animaux présentent une importante composante du domaine des sciences 

liées au microbiome. Parmi ces modèles, les modèles animaux comme les souris ont été 

grandement investis.  

2.2.1.  Les approches expérimentales causales dans la recherche sur le microbiome 

Plusieurs méthodes ont été développées pour étudier l’effet du microbiote intestinal et 

établir sa causalité directe sur la physiologie de l’hôte. C’est le cas des modèles de souris « Germ-

free », c'est-à-dire dépourvus de micro-organismes. Ces souris ont été élevées dans des isolateurs, 

et ce tout au long de leur développement, dans un environnement stérile à l’abri de toutes 

expositions de micro-organismes (Grover et Kashyap, 2014). C’est notamment à partir de ces 

approches que l’impact du microbiote intestinal dans le métabolisme du cholestérol a été suggéré. 

Rabot et al., ont démontré que ces modèles axéniques présentent un métabolisme de cholestérol 

altéré, avec concentration de cholestérol plasmatique réduite par rapport à des souris 

conventionnelles, associée à une augmentation de la synthèse de cholestérol hépatique (Rabot et 

al., 2010). A partir de ce modèle, la conception de modèle plus élaboré est possible, avec un 

microbiote humain simplifié par la colonisation d’une seule bactérie commensale ou d’un seul 

gène microbien fonctionnel porteur d’une activité métabolique au sein de l’intestin. Par cette 

approche, Yao et al., ont démontré l’influence d’une activité du microbiote intestinal sur le 

métabolisme du cholestérol, induite par l’activité des hydrolases des sels biliaires portée par une 

bactérie Bacteroides thetaiotaomicron. Les auteurs ont montré que cette activité du microbiote 

intestinal peut modifier le métabolisme du cholestérol de l’hôte (Yao et al., 2018). Cependant, des 

ressources importantes sont nécessaires pour assurer l’élevage et le maintien de ces modèles 

« Germ-free ». Ceci doit se faire dans des plateformes spécifiques et compétentes, et peut présenter 

parfois une contrainte technique, limitant leur accessibilité (Kennedy et al., 2018). De plus, les 

animaux « Germ-free » présentent de nombreuses caractéristiques phénotypiques au niveau de leur 

anatomie, physiologie et métabolisme et sont souvent moins étudiées par rapport aux animaux 

conventionnels. Au niveau anatomique, un changement de la longueur de l’intestin jusqu’à l’état 

de la muqueuse intestinale a été rapporté (Slezak, et al., 2014). A l’échelle du métabolisme, 
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l’homéostasie de certains métabolismes peut interférer dans l’interprétation de l’effet du 

microbiote intestinal observé sur l’hôte (Kennedy et al., 2018). 

Une alternative à ces limites est possible à partir d’animaux conventionnels. Leur 

microbiote initial dans l’intestin est déplété à l’aide de traitements antibiotiques. Placés dans un 

environnement stérile, les animaux conventionnels reçoivent l’administration d’antibiotiques par 

voie orale par un traitement d’antibiotique à large spectre24 pendant quelques semaines (Hintze et 

al., 2014). L’autre intérêt de cette méthode est de combiner cette déplétion de la flore résidente à 

des modèles présentant un génotypage particulier. C’est le cas de l’étude portée par Le Roy et al., 

qui à partir de modèle hypercholestérolémique et génétiquement modifié avec la souche de souris 

C57BL/6 J, Apoe−/−, gène qui contribue à déterminer la variation du niveau de cholestérol 

plasmatique d’un organisme (Davignon et al., 1988 ; Le Roy et al., 2019). Cette étude démontre 

que le microbiote intestinal influence le métabolisme du cholestérol à travers la modification au 

niveau de l’absorption du cholestérol intestinal, la synthèse de cholestérol et de sels biliaires 

hépatiques. De façon plus approfondie, la mise en place de microbiote identique à celui de 

l’homme, a également été investie à partir de ce modèle dépourvu de microbiote intestinal. Le 

transfert de microbiote d’un organisme donneur, tel que l’homme à un autre organisme receveur, 

tels qu’un modèle animal dépourvu de microbiote intestinal. Ceci permet la mise en place d’un 

modèle animal humanisé par la technique de transplantation fécale (FMT, fecal microbiota 

transplantation). C’est par cette technique que Roy et coll. ont montré que par le biais de 

microbiote humain d’individu hyper/normocholestérolémique à des souris dépourvues de micro-

organismes, permettait le transfert aux animaux, des phénotypes hyper/normocholestérolémique 

associés aux donneurs humains (Roy et al., 2019). L’ensemble de ces éléments renforcent 

l’hypothèse que le microbiote intestinal contribue à influencer la cholestérolémie de l’hôte et 

contribue à la régulation du métabolisme du cholestérol de son hôte. 

 
24 Des antibiotiques à large spectre sont des familles d’antibiotiques qui ont plusieurs spectres d’activités, c’est-à-

dire qui ciblent l’ensemble des micro-organismes sensibles à une famille d’antibiotiques. Par exemple, la vancomycine 

inhibe la biosynthèse de la paroi bactérienne. Les bactéries de type entérocoques vont être plus sensibles à la 

vancomycine. 
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2.2.1.  Les approches expérimentales prospectives basées sur les mécanismes d’actions 

du microbiome 

Élucider les fonctions mais également les mécanismes d’actions du microbiote intestinal 

est essentiel pour nous informer sur cette interaction hôte-microbiote intestinal. De nombreuses 

bactéries commensales ont été isolées à partir du microbiote intestinal humain pour comprendre 

cette interaction complexe entre le microbiote humain et l’homme. Avoir recours à ces méthodes 

de cultures et de caractérisation du phénotype bactérien de l’isolat25 est une des approches utilisées, 

pour explorer les activités biologiques bactériennes in vitro et évaluer leur effet in vivo sur la santé 

de l’hôte. C’est l’exemple de la bactérie Parabacteroides distatonis (P.distatonis). Récemment 

identifiée comme une des populations composantes majeures de microbiote intestinal humain, il a 

été démontré que cette bactérie présentait des fonctions physiologiques importantes à travers sa 

capacité in vitro à métaboliser les sels biliaires et produire un acide gras à chaîne courte, le 

succinate (Falony et al., 2016 ; Wang et al., 2019). De façon intéressante, les travaux de cette 

étude ont permis d’établir l’effet de l’activité de P. distatonis in vivo et d’identifier son rôle clef 

dans des mécanismes du métabolisme du glucose altéré, au sein de modèle murin obèse. Sur une 

autre étude utilisant cette même combinaison d’approches in vitro puis in vivo, des isolats de 

plusieurs souches de P. distatonis ont été caractérisés in vitro pour leurs propriétés 

immunomodulatrices et leurs capacités à renforcer la barrière intestinale (Cuffaro et al., 2020). 

La caractérisation in vivo des effets protecteurs de ces dernières souches d’intérêts a été confirmée 

dans un modèle pathologique murin atteint d’inflammation au niveau de l’intestin. Ces 

observations, nous suggèrent les méthodes d’études qui identifient la fonctionnalité du microbiote 

intestinal et de son impact sur l’état de santé de l’hôte. Bien que de plus amples recherches soient 

nécessaires pour comprendre les mécanismes et les voies signalisation mis en jeu, ces observations 

renforcent l’idée selon laquelle les bactéries commensales du microbiote intestinal peuvent 

représentées des pistes prometteuses pour préserver la santé de l’hôte et constituent de nouvelles 

sources de produits biothérapeutiques. 

 

 
25 Un isolat est une espèce bactérienne complètement isolée de son écosystème initial, ici le microbiote intestinal. 

Cette méthode est utilisée pour mettre en culture et étudier les propriétés du micro-organisme. 
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2.3. Les challenges de la recherche sur le microbiome intestinal 

Les perspectives d’études sur notre compréhension du microbiome intestinal et de son 

interaction avec l’hôte humain, nous permet de prendre conscience que cette intense interaction 

hôte-microbiote contribue au maintien de l’homéostasie. Le microbiote intestinal constitue une 

cible thérapeutique prometteuse, de choix dans la prise en charge de plusieurs maladies humaines. 

Fondées sur ces approches, plusieurs stratégies préventives et curatives modulent le microbiote 

intestinal, pour optimiser l’effet thérapeutique attendu. Ces interventions visent à préserver et 

favoriser le maintien des interactions hôte-microbiote, d’un point de vue structurale et également 

fonctionnel. C’est le cas des probiotiques, dans le contrôle la cholestérolémie chez l’homme 

(Zendeboodi et al., 2020). C’est le cas de Lactobacillus reuteri NCIMB 30242, précédemment 

citée, et également d’autres probiotiques, AB-Life®, composées d’un mixte de 3 souches de 

Lactobacillus plantarum KABP™ 011 (CECT 7527), Lactobacillus plantarum KABP™ 012 

(CECT 7528) et Lactobacillus plantarum KABP™ 013 (CECT 7529) (Fuentes et al., 2013). Les 

inventeurs de AB-Life ® ont mis en évidence que ce probiotique cible un large profil de patients : 

une réduction du niveau de LDL-Chol de 17,6 % est rapportée pour des patients qui présentent une 

hypercholestérolémie sévère jusqu’à une réduction de 9,4 % pour ceux qui ont une 

hypercholestérolémie modérée. Récemment, la bactérie Lactobacillus plantarum ECGC 

13110402, commercialisée LPLDL®, améliore la capacité de réduction de 13,9 % du taux de LDL-

Chol chez des individus hypercholestérolémiques (Costabile et al., 2017). La majorité de ces 

espèces probiotiques sont reconnues par la FDA et par l’autorité européenne de sécurité des 

aliments (EFSA, European Food Safety Authority) en tant que produits alimentaires généralement 

considérés sans danger (GRAS, Generally Recognized As Safe) pour la santé de l’homme. 

Récemment, de nouvelles bactéries commensales appartenant au genre Bacteroides spp. ont été 

suggérées comme de nouvelles sources de probiotiques (NGS, next-generation probiotics) 

(O'Toole et al., 2017). L’amélioration de nos connaissances sur ces micro-organismes (e.g. 

séquençage des génomes et la culture bactérienne), leurs interactions avec l’hôte humain, leur 

capacité d’adaptation et leur affiliation intégrante du core microbiome, rendent attractives les 

Bacteroides. Par ailleurs, de nombreux effets bénéfiques procurés à l’hôte ont été attribués aux 

Bacteroides (Tan et al., 2019). C’est le cas de Bacteroides dorei D8, responsable de la conversion 

du cholestérol en coprostanol in vitro, potentiel bactérie candidate pour prévenir de risque 
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d’hypercholestérolémie, associée à la survenue de MCVs (Gérard et al., 2007). Récemment, les 

travaux de Kenny et al., ont abouti à l’identification d’une vingtaine d’espèces métagénomiques 

26 porteuse du gène isma (intestinal sterol metabolism A), responsable d’une déplétion de 

cholestérol intestinal in vivo à travers sa biotransformation en coprostanol, résultante d’une 

cholestérolémie normale (Kenny et al., 2020). Une autre étude portée par Gauffin Cano et al., a 

identifié l’impact de l’administration de Bacteroides. uniformis CECT7771 dans un modèle 

préclinique associé à l’obésité et observe son effet bénéfique sur la diminution de la 

cholestérolémie de 18 % (Gauffin Cano et al., 2012).  Enfin, l’administration de Bacteroides 

vulgatus et Bacteroides dorei a permis une réduction des risques de la formation de lésions 

asthérosclérotiques dans un modèle murin atteint d’athérosclérose (Yoshida et al., 2018). 

L’ensemble de ces évidences et leur potentiel effet bénéfique sur la santé de l’hôte, nous 

encouragent à nous diriger vers ces nouveaux outils biothérapeutiques. Cependant, il est 

indispensable de comprendre les mécanismes bactériens qui aboutissent à un effet biologique 

hypocholestérolémiant et anti-athérosclérosique. Comprendre fondamentalement ce lien 

spécifique entre les bactéries candidates et les paramètres physiologiques de l’hôte humain 

permettra in fine d’optimiser l’efficacité thérapeutique attendue et de restaurer ainsi, l’homéostasie 

liée au microbiote intestinal. 

 

3. L’impact du microbiote sur le métabolisme du cholestérol et ses dérivés biliaires : 

Généralités 

 3.1. Contexte 

  Les précédents éléments cités ont montré que certains micro-organismes peuvent 

influencer le métabolisme du cholestérol de l’hôte. Peu d’informations sont disponibles sur 

l’impact du microbiote intestinal sur le métabolisme du cholestérol, à travers les activités 

métaboliques. Au niveau du côlon, le cholestérol et ses dérivés peuvent être piégés par les 

bactéries, convertis en autres métabolites (coprostanol, sels biliaires secondaires ou déconjugués) 

 
26 Ici, des espèces métagénomiques sont des groupes de gènes du microbiote intestinal, obtenus à partir de la 

différence d’abondance entre des individus qui présentent un microbiote haut producteur de coprostanol et des 

individus bas-producteurs. Ces gènes sont regroupés et classifiés taxonomiquement (Sunagawa et al., 2013). Ces 

espèces bactériennes métagénomiques proviennent pour la majorité d’espèces non-cultivées et permettent d’apporter 

des connaissances essentielles sur les fonctions de ces espèces issues du microbiote intestinal.  
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par le microbiote. Ces processus de biotransformation favorisent l’élimination du cholestérol dans 

les selles et pourraient par conséquent diminuer la cholestérolémie et constituer des alternatives 

ou compléments aux traitements médicamenteux hypolipidémiants actuels. La revue scientifique 

« Microbial impact on cholesterol and bile acid metabolism : current status and future prospects” 

regroupent l’ensemble de ces éléments scientifiques pour conceptualiser notre compréhension 

globale de l’impact du microbiote intestinal sur la cholestérolémie. Cette revue a été coécrite avec 

Aicha Kriaa et publiée dans le journal, Journal of Lipid Research lors de ma première année de 

thèse. 

 

3.2. Résumé de la revue scientifique « Microbial impact on cholesterol and bile acid 

metabolism : current status and future prospects » 

Récemment, le microbiote intestinal est apparu comme un facteur crucial d’influence du 

métabolisme du cholestérol. Depuis lors, un intérêt important a été porté à l'étude de ces 

interactions hôte-micro-organismes pour découvrir les fonctions microbiennes associées au 

métabolisme du cholestérol et des acides biliaires (AB). Dans un premier temps, une brève 

description des origines et du métabolisme du cholestérol est faite. Un ensemble de mécanismes 

combinés, sont coordonnés et aident à réguler non seulement le taux de cholestérol dans le sang, 

mais aussi l'équilibre du cholestérol dans tout l'organisme, qui est maintenu par de fines 

interactions entre l'absorption, l'excrétion et la synthèse du cholestérol.  

 

Nous donnons également un aperçu concis des voies bactériennes du microbiote intestinal 

sur le métabolisme du cholestérol et des AB. Il a été suggéré que chacune de ces voies, allant de 

la conversion du cholestérol en coprostanol au métabolisme du BA joue un rôle sur l’homéostasie 

de l’hôte. Jusqu'à 1 g de cholestérol provenant de la bile, de l'alimentation et des cellules 

desquamées pénètre quotidiennement dans le côlon et est exposé aux bactéries présentes dans 

l'intestin. La conversion du cholestérol en coprostanol a été rapportée par des micro-organismes 

intestinaux. Deux voies principales sont proposées pour la conversion du cholestérol en 

coprostanol et les principaux taxons bactériens porteurs d'une telle réaction sont nommés. 

Cependant, les enzymes bactériennes responsables de ces voies métaboliques, sont encore 

inconnues. Un autre mécanisme du microbiote intestinal est exposé, celui du piégeage du 
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cholestérol au niveau des membranes bactériennes. Jusqu'à présent, cette capacité d’assimilation 

du cholestérol a été démontrée seulement dans des conditions in vitro. Le piégeage du cholestérol 

peut avoir un effet protecteur pour les bactéries, mais ce mécanisme est encore inconnu. Les 

enzymes microbiennes des bactéries du microbiote intestinal, métabolisent les AB primaires en 

AB secondaires dans la TGI de l'hôte. Environ 5 % de l'ensemble des AB servent de substrat au 

métabolisme bactérien dans la TIG et constituent la principale voie d'excrétion du cholestérol par 

l'organisme. Les principales biotransformations de AB par les bactéries intestinales humaines 

débutent par la conversion de l’AC et ACDC glyco-conjugués et tauro-conjugués déconjugués via 

les BSH, l’épimérisation, puis 7α-déshydroxylation pour former des AB secondaires. Jusqu'à 

présent, ces mécanismes de réaction n'ont pas été investis et les enzymes n'ont pas été caractérisées. 

La troisième partie de cette revue s'intéresse aux mécanismes physiopathologiques associés 

au métabolisme microbien du cholestérol jusqu’à présent peu étudiés. En effet, des études ont déjà 

signalé des modifications de la composition du microbiote intestinal associé à une modification du 

métabolisme des AB (comme c'est le cas pour la cirrhose hépatique) et de la production de 

métabolites spécifiques (athérosclérose). Ces métabolites dérivés du microbiote intestinal comme 

le TMAO, l'oxyde de triméthylamine, sont prédictifs d'un risque accru de la survenue des MCVs. 

Dans ce contexte, des associations entre un microbiome intestinal perturbé et un métabolisme des 

stérols altérés ont été mises en évidence. Une vision critique des publications actuelles de la 

littérature est apportée au niveau du lien causal établi entre une signature microbienne et une 

pathologie.  

 

La dernière partie de cette revue s'intéresse aux stratégies basées sur le microbiote intestinal 

pour réduire le cholestérol. Aujourd’hui, les bactéries dotées d’une activité BSH sont des agents 

hypocholestérolémiants, utilisés comme compléments alimentaires ou "biomédicaments" en raison 

de leurs effets sur la cholestérolémie et de leur appartenance au microbiote intestinal.  Ces activités 

BSH perturbent la formation et l'absorption des micelles, entraînant ainsi une baisse significative 

du taux de cholestérol, mais aussi la prise de poids et les niveaux de cholestérol chez l'hôte. 

Plusieurs rapports sont consacrés à l’identification de nouvelles bactéries probiotiques présentant 

une activité du BSH pour les maladies métaboliques. Malheureusement, la plupart des essais in 

vivo réalisés chez l’homme, sont jusqu'à présent basés sur des essais in vitro et se concentrent 
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uniquement sur la vérification des effets hypocholestérolémiques démontrés in vitro, plutôt que 

sur les mécanismes impliqués. Une meilleure compréhension des interactions mutuelles régulant 

le métabolisme du cholestérol élargirait la voie vers la découverte de nouvelles cibles pour le 

traitement de la maladie.  

En conclusion, cette revue apporte les preuves actuelles sur l'impact du microbiote 

intestinal sur le métabolisme du cholestérol et à son rôle dans le développement de maladies 

métaboliques. L'analyse de ces actions bactériennes sur le cholestérol a permis l'identification des 

voies microbiennes du métabolisme du cholestérol. Cependant, ce domaine de recherche reste peu 

étudié, car de nombreuses voies biochimiques et les enzymes impliquées doivent encore être 

identifiées. La détermination de ces mécanismes d'action favorise l'utilisation des bactéries 

intestinales comme un puissant agent de réduction du cholestérol. Une telle approche peut être 

combinée avec les stratégies attractives existantes, y compris les phytostérols, pour accroître leur 

efficacité et le développement de thérapies hypocholestérolémiques spécifiques. 

 

3.3. Revue scientifique “Microbial impact on cholesterol and bile acid metabolism: current 

status and future prospects” 
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Abstract  

Recently, the gut microbiota has emerged as a crucial factor that influences cholesterol 

metabolism. Ever since, significant interest has been shown in investigating these host-microbiome 

interactions to uncover microbiome mediated functions on cholesterol and bile acid (BA) 

metabolism. Indeed, changes in gut microbiota composition and, hence, its derived metabolites 

have been previously reported to subsequently impact the metabolic processes and have been 

linked to several diseases. In this context, associations between a disrupted gut microbiome, 

impaired BA metabolism, and cholesterol dysregulation have been highlighted. Extensive 

advances in metagenomic and metabolomic studies in this field have allowed us to further our 

understanding of the role of intestinal bacteria in metabolic health and disease. However, only a 

few have provided mechanistic insights into their impact on cholesterol metabolism. Identifying 

the myriad functions and interactions of these bacteria to maintain cholesterol homeostasis remain 

an important challenge in such a field of research. In this review, we discuss the impact of gut 

microbiota on cholesterol metabolism, its association with disease settings, and the potential of 

modulating gut microbiota as a promising therapeutic target to lower hypercholesterolemia. 

 

Supplementary key words: gut microbiota • cholesterol metabolism • metabolic diseases • 

hypercholesterolemia.  
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Over the last few years, we have witnessed a myriad of original studies being dedicated to 

unraveling the role of gut microbiota in health and disease, such as inflammatory bowel diseases 

(1), obesity (2–4), type 2 diabetes (5), liver cirrhosis (6), and atherosclerosis (7–9). The human 

gastrointestinal tract (GIT) hosts a large number of distinct microbial communities, including 

bacteria, viruses, archaea, parasites, and fungi (10, 11). In a healthy state, interactions between 

these microorganisms and the host are largely symbiotic (12), as the gut microbiota shapes the 

development of the intestinal immune system (13) and influences the host metabolism [mainly 

through the production of bacterial metabolites as bile acids (BAs) and short-chain fatty acids] (14, 

15). Conversely, changes in the gut microbiota composition/functions (known as dysbiosis) in 

combination with the classic genetic and environmental factors were shown to impact host health, 

thus triggering the development of several metabolic disorders, mainly CVDs (16). Recently, 

growing appreciation has been seen for a role of the gut microbiota in metabolic health, mainly in 

cholesterol homeostasis. The complex interplay between intestinal microbiota, their metabolites, 

and such diseases was also highlighted (17). Still, bacterially mediated pathophysiological 

mechanisms that impair cholesterol metabolism and other related metabolic traits remained, until 

now, poorly investigated (18). Surprisingly, most of the contemporary literature linking gut 

microbiota to host lipid metabolism and metabolic disorders was aimed at drawing causal 

inferences and defining microbial signatures for the disease. A better understanding of the mutual 

interactions regulating cholesterol metabolism will broaden the path to discover new targets for 

disease treatment. In this review, we shed more light on the impact of gut microbiota on cholesterol 

and BA metabolism in health and disease with a focus on the different microbial pathways 

involved and their functional basis 

 

OVERVIEW OF CHOLESTEROL METABOLISM 

Beyond being an essential molecule for eukaryotic life as a structural building block for all cell 

membranes (19, 20), cholesterol is believed to serve as a genuine modulator of cell signaling (21) 

and neuronal conduction (22). It is also an essential precursor of several biomolecules, including 

steroid hormones, vitamin D, oxysterols, and BAs (23). Only about one-third of the body 

cholesterol is of dietary or “exogenous” origin (mainly animal products as eggs and red meat), the  
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other two-thirds are synthesized within body cells and recognized as endogenous cholesterol (Fig. 

1) (24). Virtually, all nucleated cells are able to synthesize their full complement of cholesterol;  

however, only the liver has the capacity to eliminate cholesterol via secretion into bile or 

conversion into BA (25). Together with the intestine, the liver controls the influx and the efflux of 

cholesterol in a coordinated manner, maintaining the whole-body cholesterol homeostasis. In the 

liver, part of free dietary as well as de novo-synthesized cholesterol is esterified to cholesteryl 

esters and packaged along with triglycerides and ApoB-100 into VLDLs to be secreted into the 

blood. The latter lipoproteins are further metabolized to form LDLs that are involved in the 

transport to peripheral tissues, as the case of VLDLs. Such lipoproteins containing ApoA-I mediate 

the reverse cholesterol transport from peripheral cells into the liver (26, 27). In fact, several reports 

described the key role of ApoA-I in the different steps of reverse cholesterol transport starting 

from the nascent HDL formation and their remodeling, via LCAT, to the HDL cholesterol delivery 

into the liver through scavenger receptor class B type 1 (SR-B1) (28, 29). Returning to the liver 

by HDL, cholesterol is further converted into BAs. Previously seen as simple fat emulsifiers, BAs 

are now known as critical modulators influencing a plethora of host processes, including lipid, 

glucose, and energy metabolism, through the activation of several nuclear receptors, namely, FXR, 

pregnane X receptor, vitamin D receptor, and one G protein-coupled receptor (TGR5) (30, 31, 32, 

33). Following a coordinated series of steps involving at least 17 different enzymes (34, 35), two 

primary BAs, chenodeoxycholic acid (CDCA) and cholic acid (CA), are synthesized from 

cholesterol in the liver. Prior to secretion, BAs are subsequently conjugated to either glycine or 

taurine, with a ratio of glycine to taurine of 3:1 in humans, and then stored in the gallbladder as 

mixed micelles along with cholesterol and phospholipids. Conjugation reduces BA pKa, making 

BAs more water soluble and much more able to fulfill their function as typical detergent molecules 

in the acid environment of the duodenum (36). 

 

On consumption of a meal, the gallbladder contracts and releases BA micelles into the intestinal 

lumen to help solubilize cholesterol and fat-soluble vitamins. BAs are afterward extensively 

reclaimed by the distal ileum via the apical Na+-dependent transporter (ASBT), present on the 

enterocyte brush border. Intracellularly, intestinal bile-acid-binding protein (IBABP, FABP6)  
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Fig. 1 Cholesterol origins and metabolism. Dietary cholesterol or “exogenous” cholesterol accounts for 

approximately one-third of pool body cholesterol, the remaining 70% is synthesized exclusively in the liver 

through a series of multiple biochemical steps. Cholesterol is first converted into BAs, which are absorbed by 

the apical sodium-dependent BA transporter (ASBT) into enterocytes and secreted into the portal circulation 

via the basolateral BA transporter, organic solute transporter subunit α (OSTα). In the liver, cholesterol is 

converted into lipoproteins. Hepatic cholesterol enters the circulation as VLDLs, which are further metabolized 

to LDLs. LDL supplies cholesterol to peripheral tissues for metabolic purposes. HDL, on the other hand, 

transports cholesterol back to the liver either directly by interacting with hepatic SR-B1 or indirectly by 

transferring the cholesterol to VLDL or LDL. 
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promotes BA transport to the basolateral membrane where BAs are effluxed by OST-α/β into the 

blood. Returning to the liver, BAs are taken up avidly by the Na+-taurocholate cotransporting 

*polypeptide (NTCP) and, to a lesser extent, by organic anion transporters (OATPs) to be 

reconjugated and resecreted during the next course of digestion, thus completing a portal 

enterohepatic circulation (34) (Fig. 1). The combined effects of these coordinated steps mentioned 

above help to regulate not only the serum cholesterol level but also the whole-body cholesterol 

balance, which is maintained by fine interactions between cholesterol absorption, excretion, and 

synthesis (37). 

 

IMPACT OF GUT MICROBIOTA ON CHOLESTEROL METABOLISM 

In addition to diet and the host's genetic and environmental factors, bacteria present in the gut have 

recently been suggested to impact on cholesterol metabolism and play a key role in each pathway, 

ranging from cholesterol conversion into coprostanol to BA metabolism. Below, we give a concise 

overview of these bacterial pathways. 

 

 Microbial conversion of cholesterol into coprostanol 

As much as 1 g of cholesterol originating from bile, diet, and desquamated cells enters the colon 

daily and is exposed to approximately 2 × 1011 to 5 × 1011 bacteria per gram wet weight of human 

feces (18). Cholesterol conversion to coprostanol by intestinal microorganisms was first reported 

in the 1930s (38) and shown to be established early in the first year of life in humans (39). The 

efficiency of microbial cholesterol-to-coprostanol conversion in human populations is bimodal 

with a majority of high converters (almost complete cholesterol conversion) and a minority of low 

or inefficient converters (coprostanol content representing less than one-third of the fecal neutral 

sterol content) (40, 41). Two major pathways have been proposed for this biotransformation (42). 

The first one is a direct stereospecific reduction of the 5,6-double bond of cholesterol, while the 

second one is an indirect transformation with at least three steps forming cholestenone and 

coprostanone as intermediates (Fig. 2A). Early attempts to isolate bacteria responsible for this 

conversion were unsuccessful (43), and only a few cholesterol-reducing microorganisms from rat 

cecum (44), hog sewage lagoon (45), and human feces were defined (43, 46). Most of the 
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cholesterol-reducing bacteria isolated and characterized are members of the genus Eubacterium, 

except for Bacteroides sp. strain D8 (46) (Fig. 2A). Strains of Bifidobacterium, Lactobacillus, and 

Peptostreptococcus were also reported to reduce cholesterol to coprostanol (47, 48); unfortunately, 

they were not explored in vivo. Notably, cholesterol absorption takes place mainly in the upper 

small intestine, which harbors lactic acid bacteria (mostly Lactobacillus) able to significantly  

 

 convert cholesterol into coprostanol (48). Lately, new bacterial phylotypes belonging to the 

Lachnospiraceae and Ruminococcaceae families have been associated with high coprostanol 

levels in healthy humans (49). Coprostanol production from the available cholesterol appears to 

be most efficient in the colon (50). Interestingly, Sekimoto et al. (50) described the existence of an 

inverse relationship between the blood cholesterol level and the coprostanol/cholesterol ratio in 

human feces, suggesting that produced coprostanol can modulate cholesterolemia. Moreover, 

several studies have reported that the rate of microbial cholesterol-to-coprostanol conversion in 

human populations is variable, as noted before, and is correlated with gut microbiota composition 

(41). In line with these observations, some bacteria are also linked to blood lipid levels (51). The 

poor absorption of coprostanol in the intestine is associated to its structure, which explains its very 

low uptake through the intestinal mucosa and its limited esterification in mucosal cells (52). 

Notably lacking Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) treated with an LXR agonist, it was suggested 

that lipid level decrease was essentially linked to low cholesterol absorption and that production 

of coprostanol can protect the GIT against accumulated cholesterol (54). Moreover, it was 

demonstrated that mice lacking NPC1L1 display a different gut microbiota composition when 

compared with their wild-type littermates (55). Unfortunately, the function, distribution, and 

abundance of bacteria carrying this conversion in the gut community are still unknown. 

Coprostanoligenic bacteria were suggested to use cholesterol as a terminal electron acceptor for 

energy, as originally proposed by Eyssen et al. (44), but the significance of such a conversion to 

the bacteria remains to be elucidated. 

Given the inverse relationship between serum cholesterol levels and fecal coprostanol/cholesterol 

ratio (50) and the recent report highlighting a role for the gut microbiome in blood lipid levels  

(51), functional analysis of coprostanoligenic strains will be of great interest. 
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Fig. 2A: Bacterial conversion of cholesterol into coprostanol. Two major pathways are proposed for the 

conversion of cholesterol to coprostanol. The first pathway involves direct reduction of the 5,6-double bond. 

The second pathway starts with the oxidation of the 3β-hydroxy group and isomerization of the double bond to 

yield 4-cholesten-3-one, which undergoes two reductions to form coprostanone and then coprostanol. The main 

bacterial taxa carrying such a reaction involve Eubacterium and Bacteroides. However, bacterial enzymes are 

still unknown. B: Bacterial BA modifications in the host GIT. In the intestine, microbial enzymes from gut 

bacteria metabolize primary BAs into secondary BAs. Glyco-conjugated and tauro-conjugated CA and CDCA 

are first deconjugated via BSHs, epimerized, and then 7α-dehydroxylated to form secondary BAs (DCA and 

LCA). The main bacterial genera involved in BA metabolism include Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium, 

Lactobacillus, and Listeria in BA deconjugation; Bacteroides, Clostridium, Eubacterium, and Peptostreptococcus 

in the oxidation and epimerization of hydroxyl groups at C3, C7 and C12; Clostridium and Eubacterium in 7-

dehydroxylation; cholesterol to coprostanol metabolism was suggested to reduce the risk of CVDs (40, 53). 

Using mice and Clostridium and Fusobacterium in desulfation. GCA, glycocholic acid; TCA, taurocholic acid; 

GCDCA, glycochenodeoxycholic acid; TCDCA, taurochenodeoxycholic acid. 
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Microbial entrapment of cholesterol 

Cholesterol entrapment and incorporation into bacterial membranes was first noted in the early 

1970s, as most of the mycoplasmas and strains tested were shown to require exogenous cholesterol 

for growth and incorporate large quantities of it into their cell membranes (56, 57). So far, the 

ability of bacterial uptake of cholesterol has been shown in vitro in several strains of Lactobacillus 

genera, including Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. casei, and L. 

gasseri (58, 59, 60, 61). Only distinct strains of both Lactobacilli and Bifidobacterium were 

suggested to perform such activity in vitro (62). Numerous studies were focused on the 

investigation of mechanisms of cholesterol entrapment by bacteria. In frame with this topic, it was 

proposed that cholesterol removal from the culture media is mainly associated to: i) binding to 

bacterial cell walls or its assimilation during growth; and ii) cholesterol precipitation (63, 64) (Fig. 

2A). In addition to that, authors reported that most of the cholesterol taken up from the medium 

may have been incorporated into the bacterial cell membrane, as it remained intact inside the cells 

rather than being further metabolically degraded (64). Fascinating per se is the observation that 

even nongrowing and dead cells could remove cholesterol in vitro via binding of cholesterol to the 

cellular surface (62, 65, 66). Moreover, earlier studies have reported that some bacteria could 

produce exopolysaccharides that adhered to the cell surface and could absorb cholesterol (67). 

Kimoto-Nira et al. (66) previously suggested that the ability of cholesterol-binding is strain 

specific (65) and highly dependent on the chemical and structural properties of cell membranes 

(66). The incorporation of cholesterol into bacterial cell membranes increased the concentration 

of saturated and unsaturated fatty acids, leading to increased membrane strength and, subsequently, 

higher cellular resistance toward lysis (67). 

 

Whether cholesterol entrapment may offer a protective effect to bacteria in the intestinal 

environment remains unclear, as the mechanism is still unknown. Additional studies are needed to 

define the influence of these strains on the intestinal microflora and the overall metabolic activity 

of the gut. 
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Microbial metabolism of BAs 

Bacterial metabolism of BAs represents one of the most intriguing relationships linking gut 

microbiota to the host. While most BAs are efficiently absorbed and recycled back to the liver, 

around 5% of the total BA pool serve as a substrate for bacterial metabolism in the GIT and 

constitute the major route for cholesterol excretion from the body (18). Below, we outline the main 

BA biotransformations by human intestinal bacteria. 

 

 Deconjugation 

On their side chain, BAs undergo deconjugation to form unconjugated BAs as well as free glycine 

or taurine residues (68). The enzymatic hydrolysis of the C-24 N-acyl amide bond, referred to as 

deconjugation, is catalyzed by bile salt hydrolase (BSH) enzymes in the small intestine, a process 

that continues to near completion in the large bowel (Fig. 2B) (69, 70). BSH activity has been 

widely detected in several bacterial genera, including Clostridium, Bifidobacterium, Lactobacillus, 

Bacteroides, Enterococcus (71, 72), and possibly many others. Deconjugation of bile salts 

increases their pKa to ∼5, making them less soluble and less efficiently reabsorbed. This results 

in higher excretion of free BA into the feces, an amount that must be replenished by de novo 

synthesis from cholesterol (69). Although several hypotheses have been proposed (as follows), the 

precise benefits of this transformation to the bacterium are still a subject of controversy and appear 

to vary between bacterial isolates. Proposed benefits include the use of glycine from glycocholic 

acid as an energy, carbon, and/or nitrogen source and of taurine from taurodeoxycholate as a sulfur 

source (69). A role of taurine as a nitrogen source was also noted as the transcription of the 

Bifidobacterium longum bsh gene was coupled to the glutamine synthase adenyltransferase gene 

(glnE), which is part of the nitrogen regulation cascade (73). Deconjugation has also been proposed 

to play a role in bile detoxification, as it yields free BAs that may help to negate the pH-drop by 

recapturing and exporting the cotransported proton (74). It may also enhance gastrointestinal 

persistence in which the combined roles of BSH-positive bacteria and those entrapping cholesterol 

into their membranes may facilitate their survival in the GIT (67, 70). 
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 Oxidation and epimerization of 3-, 7-, and 12-hydroxyl groups 

The oxidation and epimerization of the 3-, 7-, or 12-hydroxyl groups of BAs are carried out by the 

hydroxysteroid dehydrogenases (HSDHs) of intestinal bacteria. Epimerization of BA hydroxyl 

groups is a reversible change in stereochemistry from the α to the β configuration (or vice versa), 

involving the generation of stable oxo-BA intermediates (75, 76). This process can be performed 

by a single species of bacteria containing both α- and β-HSDHs (intraspecies) or by proto-

cooperation between two species, one having an α-HSDH and the second containing the β-HSDH 

(interspecies). So far, HSDH activity has been confirmed in a diverse variety of bacteria, including 

Bacteroides (77), Eubacterium (78), Clostridium (79, 80), Bifidobacterium (81, 82), Lactobacillus, 

Peptostreptococcus, and Escherichia (80, 83). Notably, epimerization of BA hydroxyl groups was 

proposed to confer a protective effect for some bacterial species, as it reduces BA toxicity. 

Generated ursocholic acid (7β-hydroxy), for instance, is less hydrophobic than chenocholic acid 

(7α-hydroxy) and presumably less deleterious to cell membranes (84). Whether intestinal bacteria 

benefit from such reactions is still a matter of speculation. 

  

7α-Dehydroxylation 

In the colon, bacterial 7α-dehydroxylases convert primary BAs, CA (with hydroxy groups at C-3, 

C-7, C-12), and CDCA into deoxycholic acid (DCA) and lithocholic acid (LCA), respectively (69). 

Both are absorbed to some extent and returned to the liver (61). DCA is reconjugated and 

reabsorbed in the ileum, similarly to primary BA. In the form of its glycine and taurine conjugates, 

DCA was shown to account for more than 20% of the total biliary BAs in humans (68). LCA, on 

the other hand, never constituted more than 5%, as it is largely excreted in the feces once 

conjugated to sulfite in the liver (69). Quantitatively, 7α-dehydroxylation is the most important 

bacterial biotransformation, seeing that secondary BAs predominate in human feces (69, 85). 

Surprisingly, only distinct members of the Eubacterium and Clostridium XIVa cluster were shown 

to undergo this reaction (69, 71, 86, 87). Given the lack of redundancy in this ecosystem, any 

perturbations to these bacterial groups were suggested to likely influence host metabolism (88). 

Because 7α-dehydroxylation is a net reductive process, it was suggested to serve as a key electron-

accepting reaction in the energy metabolism of dehydroxylating bacteria (69). 
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Esterification and desulfation of BA in the gut 

BA esters or saponifiable derivatives of BAs have been reported to account for 10–30% of the 

total fecal BA content in humans (89). However, little is known about the role of gut bacteria in 

carrying such a reaction. Bacterial genera responsible for BA desulfation include Clostridium (90, 

91), Peptococcus (92), and Fusobacterium (93). To date, this reaction mechanism has not been 

unleashed, and the enzymes have not been characterized. 

 

DYSBIOSIS, CHOLESTEROL DYSREGULATION, AND METABOLIC DISEASES 

Growing evidence suggests that gut microbiota may affect lipid metabolism and function as an 

environmental factor to influence the development of many metabolic diseases (6, 7, 8, 9, 94, 95). 

Several mediators were hypothesized to link changes in gut bacteria to such diseases, including 

alterations in gut microbiota and subsequent changes in BA metabolism (as is the case for hepatic 

cirrhosis) and production of specific metabolites (atherosclerosis). 

  

Hepatic cirrhosis 

Recent reports have shown potential mechanisms explaining how dysbiosis may affect BA 

metabolism and impact upon disease state (96, 97, 98). With advancing liver disease and cirrhosis, 

several taxonomic groups, including Lachnospiraceae, Roseburia, Ruminococcaceae, and Blautia, 

were reported to decrease in addition to the reduction in primary BA concentrations in the intestine 

due to the liver problems. As these taxa include members with BA 7α-dehydroxylation activity, 

secondary BA rates were also significantly lower in cirrhotic patients relative to healthy controls 

(98). Surprisingly, this decreases in the BA pool entering the intestine appears to promote the 

overgrowth of distinct pathogenic and pro-inflammatory members of Enterobacteriaceae and 

Porphyromonadaceae (97). Of note, a direct relationship was previously reported between such 

bacteria and cognitive impairment in cirrhotic patients (97). A recent comparison of gut microbial 

genome content between cirrhotic and healthy individuals suggests the enrichment for genes 

involved in ammonia production and manganese transport systems, each of which is suggested to 

play a mechanistic role in the cognitive problems associated with liver cirrhosis (6). 
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Atherosclerosis 

Several significant associations between distinct microbial taxa and atherosclerosis have been 

highlighted recently (17, 99, 100), thus strengthening the evidence for atherosclerosis as a 

microbiota-associated disease. Although pathogenic bacteria have been previously associated with 

such disease (9, 99, 100), the composition and functional alteration of commensal microbiota in 

relation to atherosclerosis were recently examined (17). Different pathways by which microbiota 

might affect atherogenesis were reported previously (9). These include local or distant infection of 

the host, alterations in cholesterol metabolism by gut microbiota, and the production of microbial 

metabolites. Microbial processing of specific dietary components (choline/carnitine) to 

trimethylamine (TMA), which is further metabolized to TMAO in the liver, has been previously 

associated with atherosclerosis in several studies (101, 102, 103, 104, 105) and is suggested to play 

a crucial role in the disease. In fact, TMAO upregulated several macrophage scavenger receptors 

(CD36 and SR-A1) associated with atherosclerosis. Furthermore, the use of germ-free (GF) mice 

proved the effect of diet and gut microbiota in the TMAO production linked to macrophage 

cholesterol accumulation and foam cell formation (101, 102). Dietary supplementation with the 

TMA-containing precursor (choline or carnitine) and dietary TMAO directly were each shown to 

enhance aortic root atherosclerotic plaque in mice (101). In humans, elevated plasma levels of 

TMAO were strongly associated with an increased risk of CVD (106, 107, 108, 109, 110, 111, 

112). Indeed, numerous TMAO-associated proteins were identified as involved in the process of 

platelet aggregation (104, 110). Although not entirely clear, TMAO was suggested to modulate 

cholesterol and sterol metabolism at multiple sites in vivo (101, 102). In the liver, TMAO reduced 

the expression of key enzymes and multiple BA transporters (Cyp7a1, Oatp1, Oatp4, and Ntcp) 

and reduced the BA pool size (101). 

 

Prior studies have suggested that multiple bacterial strains can metabolize carnitine and choline in 

vitro (113, 114), but specific commensal species that contribute to TMAO formation remain 

largely unknown. Recently, species of several bacterial taxa (Prevotella and Bacteroides) were 

shown to be associated with both plasma TMAO and dietary status (100, 102). A genus within the 
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Coriobacteriaceae family (Colinsella) was also reported to be enriched in patients with 

symptomatic atherosclerosis (100). Of note, patients with atherosclerotic heart disease have higher  

cholesterol absorption and reduced fecal neutral steroid (115, 116), which according to the findings 

of Martinez et al. (117) was suggested to be linked to the increase of such genus. 

 

Three main TMA-synthesis pathways have been described involving each distinct enzyme 

complex (CutC/D, CntA/B, and YeaW/X) (118, 119, 120). Recently, additional human bacterial 

taxa that exhibit choline TMA-lyase (CutC) and carnitine oxygenase (CntA) were further 

uncovered (121). Furthermore, microbial choline processing was proposed to confer certain 

advantages for bacteria in a complex environment (122, 123). Of interest, an association between 

atherosclerosis and gene abundance related to the TMA-synthesis metabolic pathway (mainly 

those encoding TMA lyases as YeaW/X) was lately described but further studies are certainly 

needed (17). 

 

 

 

TC, total cholesterol; LDL-c, LDL cholesterol; HDL-c, HDL cholesterol; TG, triglycerides; NR, 

not reported. 

TABLE 1 Summary of the major studies investigating the relationship between probiotics 

and hypercholesterolemia 
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Whether via direct pharmacological inhibition of microbial enzymes involved in TMA production, 

dietary intervention, or modification of the microbial community with pro- or prebiotics, targeting 

the gut microbial TMAO pathway as a treatment strategy has the potential to decrease the risk of 

atherosclerosis. Further studies in animal models will thus be of importance to ensure causality, 

define precise mechanisms of action, and identify culprit bacteria in such disease. 

 

MICROBE-BASED STRATEGIES FOR CHOLESTEROL-LOWERING EFFECTS 

 

BSH-active bacteria as a cholesterol-lowering agent 

Partly owing to their cholesterol-lowering effects and also being part of gut microbiota, BSH-

active bacteria are now largely used as food supplements or “drugs” in this day and age. A growing 

number of people with hypercholesterolemia or CVDs have used these products containing so-

called “friendly” bacteria. Lately, increased BSH activity was shown to disrupt micelle formation 

and absorption, thus resulting in a significant decrease of cholesterol level. Such a single widely 

distributed function of gut microbiota could not only significantly influence lipid metabolism but 

also weight gain and cholesterol levels in the host (70, 124, 125). As mentioned in Joyce et al. 

(124), high-level expression of cloned BSH enzymes in the GIT of conventionally raised mice 

resulted in a significant decrease in the host's weight gain, plasma cholesterol, and liver 

triglycerides, demonstrating the overall impact of BSH activity on host physiology. In line with 

this data, a combination of probiotic strains, VSL#3 (Lactobacilli, Bifidobacteria, and 

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus), was also found to improve lipid profiles in mice 

(126). This commercially available mixture of bacteria promotes BA deconjugation and fecal 

excretion, and increases hepatic BA synthesis via downregulation of the FXR/FGF15 axis (126) 

(Table 1). An extra piece of the puzzle in this captivating cross-talk was also revealed when Li et 

al. (30) reported that pharmacologically reducing the genus of Lactobacillus within the gut was 

linked to a decrease of the BSH activity, allowing the reduction of obesity induced by high-fat diet 

in mice. Such an effect was proposed to be mediated by the accumulation of intestinal tauro-β-

muricholic acid that has been evidenced as a natural FXR antagonist (30). Recently, the 

colonization of gnotobiotic mice with Bacteroides thetaiotaomicron and its corresponding mutant 

for BSH activity demonstrated an alteration of BA metabolism, including higher cecal TβMCA 
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levels and lower liver and plasma lipid levels (127). At a transcriptional level, the observed 

modifications in the BA pool were reported to modulate the expression of genes involved in both 

lipid uptake and glucose metabolism, as well as those related to circadian rhythm and immune 

response (127). Using a double-blinded placebo-controlled randomized study involving 114 

subjects with high cholesterol levels, the same author reported a decrease in total cholesterol and 

LDL-C level by nearly 9% and 5%, respectively, after consumption of yogurt containing BSH- 

 

active Lactobacillus reuteri NCIMB 30242 (128, 129, 130) (Table 1). It is of interest that this 

strain is the first commercial cholesterol-busting probiotic ready for the US food, beverage, and 

supplement markets. 

Not surprisingly, several reports are nowadays devoted to screening potential probiotic bacteria 

for BSH activity as potential biotherapeutics for metabolic diseases. However, these studies 

focusing on the influence of a single factor for strain selection (deconjugation in this case) are 

insufficient to justify a cholesterol-lowering effect of these strains. 

 

Lactic bacteria as a hypocholesterolemic agent 

Cholesterol entrapment has been reported for numerous strains and was suggested to result in 

decreased availability of cholesterol for absorption, thus leading to reduced serum cholesterol. In 

fact, consumption of Bifidobacterium bifidum, which was shown to assimilate cholesterol in vitro, 

reduced serum cholesterol in hypercholesterolemic human subjects (60) (Table 1). Lactococcus 

lactis KF147 and Lactobacillus plantarum Lp81 were also reported to reduce cholesterol level by 

12% (131). But, seeing that both bacteria exhibit BSH activity, it was difficult to attribute this 

effect to bacterial entrapment of cholesterol. Unfortunately, most of the in vivo trials done so far 

are based on in vitro trials and focus only on verifying the hypocholesterolemic effects shown in 

vitro, rather than the mechanisms involved. Interestingly, it was reported that inhibition of 

NPC1L1 by ezetimibe using GF and specific pathogen-free mice allows a decrease of intestinal 

cholesterol absorption and a decrease of fecal cholesterol excretion in GF mice correlated with a 

reduction of blood and hepatic cholesterol levels. Therefore, targeting the gut microbiota has been 

proposed as a promising strategy to lower cholesterolemia, probably in combination with other 
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hypocholesterolemic drugs (132). Table 1 summarizes the main in vivo trials with the 

mechanism proposed for each hypocholesterolemic effect. 

 

CONCLUSIONS AND FUTURE PROSPECTS 

In conclusion, current evidence has given some credence to the impact of gut microbiota on 

cholesterol metabolism and its contributory role in the development of metabolic diseases. 

Actually, microbiome profiling and fecal transplantation have both proved the key role of gut  

microbiota in cholesterol management, which may be a risk factor for CVDs once dysregulated. 

The analysis of these bacterial actions on cholesterol has allowed the identification of microbial  

pathways of cholesterol metabolism. Still, this field of research remains poorly studied, as many 

pathways still need to be unleashed and the involved enzymes identified. The determination of 

the molecular basis of these mechanisms of action will promote the use of intestinal bacteria as 

a powerful cholesterol-lowering agent. Such an approach can be combined with the existing 

attractive strategies, including phytosterols, to increase their efficiencies. Accumulating data 

from populations all over the world will certainly promote the opportunity to investigate the role 

of a functional microbiome on the host's well-being, which constitutes a challenge to develop 

specific hypocholesterolemic therapies. 
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4. Les voies métaboliques microbiennes du métabolisme du cholestérol 

4.1. La voie de piégeage du cholestérol 

4.1.1. Contexte 

 

La voie de piégeage du cholestérol est le terme général qui conduit à l’élimination directe 

du cholestérol par le microbiote intestinal. Le cholestérol présent dans l’intestin, est fixé par les 

microorganismes du microbiote intestinal au niveau de leur membrane cellulaire. A l’instar des 

cellules eucaryotes, le cholestérol ne rentre pas dans la composition des membranes cellulaires, et 

par conséquent peu de micro-organismes fixent le cholestérol (Razin and Tully, 1970 ; Razin, 

1975). Dans un environnement enrichi en cholestérol, les micro-organismes fixateurs de 

cholestérol utilisent plusieurs mécanismes pour interagir avec cette molécule. De nombreuses 

évidence scientifiques ont démontré in vitro une capacité à piéger le cholestérol, c’est le cas des 

bactéries probiotiques (Tsai et al., 2014). Cette prochaine section synthétise l’ensemble des 

connaissances scientifiques, associées à cette interaction du cholestérol par sa fixation jusqu’à son 

incorporation par la bactérie. Cette analyse revêt en effet une importance dans mes travaux de 

thèse puisque c’est l’une des trois voies du microbiome intestinal, qui a été choisie pour challenger 

in vivo la cholestérolémie.  

 

4.1.2. Synthèse bibliographique : « Démystifier le mécanisme de piégeage du cholestérol 

par les bactéries du microbiome intestinal » 

 

4.1.2.1. Introduction 

De nombreuses données scientifiques ont démontré l'effet du microbiote intestinal sur la 

cholestérolémie de l’hôte, se concentrant essentiellement sur la dégradation directe du cholestérol, 

par sa conversion en coprostanol, et indirecte, à travers la voie des hydrolases des sels biliaires (Ly 

et al., 2010 ; Choi et al., 2015 ; Park et al., 2018 ; Le Roy et al., 2019 ; Kenny et al., 2020). 

Cependant, ils existent les bactéries présentent une autre capacité à interagir directement avec le 

cholestérol. Le devenir de ce cholestérol piégé dépend du processus réalisé par la bactérie. Cette 
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propriété regroupe un ensemble mécanismes identifiés sous le terme de « piégeage », « 

d’assimilation », « d’enlèvement de cholestérol dans son milieu initial », ou de « co-précipitation  

avec les sels biliaires » (Klaver et Van der Meer, 1993 ; Tahri et al., 1996 ; Gilliland et al., 

1985 ; Lion et Sha, 2005). Ces nombreux mécanismes bien distincts, regroupent une seule et 

même fonction pour aboutir in fine à une interaction avec le cholestérol. Cependant, nos 

connaissances sur cette fonctionnalité sont souvent confuses et méconnues dans son intégralité. 

Etablir les multiples paramètres associés au piégeage de cholestérol par les bactéries est important 

car cette fonctionnalité participe à des processus biologiques, exercés au sein la cellule bactérienne, 

allant jusqu’au sein d’un écosystème bactérien (Tomaro-Duchesneau et al., 2014 ; Albano et al., 

2018). De plus, le piégeage de cholestérol conditionne également la réponse physiologique de 

l'hôte, avec une activité qui diminue la cholestérolémie de l’hôte, localisé au niveau de 

l'environnement intestinal humain (Ding et al., 2019). Ainsi, ces preuves scientifiques de cette 

synthèse renforcent notre hypothèse et notre compréhension sur cette fonctionnalité microbienne, 

présent au sein du microbiome intestinal chez homme. 

 

4.1.2.2. Les bactéries piégeuses de cholestérol  

 La plupart de nos connaissances proviennent de micro-organismes pathogènes. Seules 

quelques bactéries et des mycoplasmes ont été signalées comme établissant un lien physique avec 

le cholestérol chez leur hôte ou dans leur environnement (Razin et Tully, 1970 ; Razin, 1975). 

C’est le cas d’agents pathogènes tels que Coxiella sp., Anaplasma sp., Ehrlichia sp., Rickettsia sp., 

Helicobacter sp. et Borrelia sp., qui séquestrent le cholestérol des cellules de hôtes infectées 

(Samanta et al., 2017; Huang et London, 2016). Ces microorganismes capturent le cholestérol 

de leur hôte, pour remodeler et renforcer leur cellule bactérienne afin d'avoir une meilleure 

adhésion pour envahir les cellules hôtes et faire face aux réponses immunitaires de l’hôte (Toledo 

et Benach, 2015 ; Allen et Martinez, 2020). Un exemple clé, celui de Borrelia burgdorferia qui 

incorpore le cholestérol de l'hôte au niveau de sa membrane pour former un radeau lipidique. Ce 

microdomaine membranaire bactérien enrichi en cholestérol devient critique pour la survie du 

micro-organisme, maintenue en renforçant l'intégrité de la membrane de B. burgdorferia en 

cholestérol (Johnson, 1977 ; Sprong et al., 2001 ; La Rocca et al., 2013). 
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D’autres évidences présentes dans la littérature soutiennent l'hypothèse que la majorité des 

bactéries responsables du piégeage du cholestérol sont des bactéries probiotiques (Aydas et Aslim,  

 

2016). Ces micro-organismes probiotiques ont été beaucoup étudiés, en raison de leur potentiel 

effet hypocholestérolémiantes, bénéfique pour la santé de l’hôte (Khare et Gaur, 2020 ; Bhat et 

Bajaj, 2020 ; Lim et al., 2020). Parmi ces souches probiotiques qui piègent le cholestérol, 

Lactobacillus sp., Lactococcus sp., Bifidobacterium sp., Enterococcus sp.et Streptococcus sp. ont 

été identifiées (Pereira et Gibson, 2002; Lion et Sha, 2005). Ces bactéries proviennent de 

plusieurs environnements incluant les produits laitiers ou les aliments fermentés (par exemple, lait, 

yaourt), de souches référencées (par exemple, American Type Culture Collection (ATCC) et 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Gmbh (DSMZ)) et également d'un 

environnement intestinal (Pereira et Gibson, 2002 ; Aloglu et Oner, 2006 ; Castorena-Alba et 

al., 2017). D’autres genres commensaux ont été récemment évalués, appartenant au genre Bacillus 

sp., Bacteroides sp., Alistipes sp. (Shobharani et Halami, 2016 ; Lynch et al., 2017 ; Majeed et 

al., 2019). À ce jour, le piégeage de cholestérol est retrouvé chez de nombreux bactéries issues de 

plusieurs niches écologiques, incluant l’écosystème intestinal. 

 

4.1.2.3. Les mécanismes bactériens piégeant le cholestérol et leurs fonctions biologiques 

associées 

Le devenir du cholestérol piégé par la bactérie dépend du processus géré par la bactérie. 

En effet, les bactéries ont accès au cholestérol fourni par l'alimentation et produit par l'hôte dans 

l’intestin (Iqbal et Hussain, 2009). Ainsi, auxotrophes vis-à-vis du cholestérol, les bactéries 

intestinales vont disposer de ce cholestérol. Contrairement à d'autres métabolismes microbiens du 

cholestérol (par exemple, la conversion du cholestérol en coprostanol), le piégeage du cholestérol 

ne va pas induire la dégradation de la molécule mais son recyclage par les microorganismes (Li, 

2002). Dans la littérature, plusieurs catégories associées au mécanisme de piégeage sont décrites 

(Figure 11). Cet ensemble de processus est orienté vers le fait que les bactéries participent à gérer 

le cholestérol pour ses propres bénéfices et mais aussi au dépend de l'hôte (Kriaa et al., 2019). Ce 

piégeage de cholestérol est impliqué dans la pathogénicité de certaines bactéries pathogènes, mais 

peut aussi favoriser leur interaction symbiotique (Gilk et al., 2013 ; Dadhich et Kapoor, 2020).  
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Figure 11 : Les mécanismes de piégeage de cholestérol des micro-organismes 

 Le mécanisme de piégeage de cholestérol empreinte par le micro-organisme va dépendre du 

milieu environnant et du devenir fonctionnel du cholestérol. Le premier mécanisme,1) la fixation 

de cholestérol se fait par l’intermédiaire des composants situé à la surface de leur paroi. Le second 

processus, 2) l’incorporation de la molécule de cholestérol dans la paroi du microorganisme.3) 

L’assimilation de cholestérol et 4) son interaction avec les sels biliaires semble présenter de 

fonctions multiples autant pour la bactérie que pour son écosystème associé. 
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Le mécanisme utilisé par la bactérie va dépendre également d’un ensemble des facteurs 

environnants physiques, qui peuvent modifier l’environnement du micro-organisme et avoir 

recourt à ce processus pour se défendre (par exemple, les cellules immunitaires de l’hôte, la 

quantité de cholestérol alimentaire, les antibiotiques) (Falony et De Vuyst, 2009).Un des 

mécanismes du piégeage de cholestérol par les bactéries se fait à la surface de leur paroi 

bactérienne. Cette connexion directe du cholestérol avec les composants de la paroi cellulaire 

bactérienne du cholestérol a été démontré chez certaines souches de bactéries probiotiques, 

incluant Lactobacillus sp., Enterococcus sp. (Yılmaz et Şimşek, 2020 ; Bhat et Bajaj, 2019). Ces 

études suggèrent que cette caractéristique est possible grâce à l’interaction directe du cholestérol 

avec les exopolysaccharides27. De façon intéressante, Tok et ses collaborateurs ont démontré qu’il 

existe une corrélation significative entre la capacité de production de ces exopolysacharides et de 

l’efficacité de piégeage de cholestérol (Tok et Aslim, 2010). Cependant, aucunes études 

scientifiques s’intéressent en profondeur à ce lien exopolysaccharides-cholestérol.  

Le cholestérol peut également interagir avec d’autres constituants de la paroi bactérienne, 

au niveau de la membrane interne et externe des bactéries par l’intermédiaire des lipides 

membranaires (Usman et Hosono, 1999 ; Kimoto et al., 2002). Des preuves expérimentales ont 

montré que ces bactéries sont capables d'interférer avec le cholestérol à travers leur membrane 

cellulaire, notamment avec la souche L. bulgaricus par microscopie électronique à balayage (Lye 

et al., 2010). Par ailleurs, Zanotti et al. ont identifié la présence de cholestérol radiomarqué au 

niveau de l'enveloppe cellulaire de cette bifidobactérie L. bulgaricus, issue de l'intestin humain 

(Zanotti et al., 2015). De manière surprenante, on sait également que cette fonction, est présente 

lors des différentes phases de croissance bactérienne, y compris lors de la phase de latence et de 

mort cellulaire (Zeng et al., 2011 ; Shehata et al., 2019). Ce phénomène est spécifique de la 

souche (Kimoto et al., 2002 ; Kimoto-Nira et al., 2007). Le rôle de cette fonction a été décrit à 

travers des bactéries lactiques, notamment pour certaines souches de L. casei et L. acidophilus. En 

 
27 Les exopolysaccharides sont des polysaccharides bactériens synthétisés et sécrétés dans l'environnement externe 

ou synthétisés de manière extracellulaire. Il existe une grande diversité des polysaccharides bactériens catégorisé 

suivant leur structure chimique, leur poids moléculaire et les liaisons. Ces exopolysaccharides ont une fonction 

architecturale qui favorise la protection des cellules, peuvent être impliqués dans la formation de biofilms et/ou parfois 

permettent les interactions entre une cellule-composant. 
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effet, de part cette habilité à piéger le cholestérol, elles modifient leurs profils d'acides gras saturés 

et insaturés en présence de cholestérol (Liong et Shah, 2005). Cette activité fonctionnelle serait 

intéressante pour enrichir le profil membranaire en acides gras et ainsi, configure la structure et la 

propriété de leur membrane, en renforçant sa rigidité, comme il a été mentionné avec les souches 

de Proteus mirabilis, L. acidophilus, L. bulgaricus et L. casei (Razin, 1975 ; Kimoto et al., 2002 

; Lye et Liong, 2010 ; Remagni et al., 2013). De façon intéressante, ces observations ont été 

également identifiées chez une espèce de Bacteroides, un genre prédominant du microbiote 

intestinal. Plus précisément, cette interaction avec le cholestérol a été reporté et participe à la 

formation de domaine lipidique de type raft avec des sphingolipides. Ce processus serait impliqué 

dans la réponse au stress de survie, ce qui pourrait jouer un rôle potentiel dans les stratégies de 

survie au sein de la bactérie pour maintenir le genre symbiotique Bacteroides dans l'intestin (An 

et al., 2011). L’ensemble de ces évidences fonctionnelles a été suggéré comme étant impliquer, 

comme étant un événement stratégique majeur pour renforcer la membrane cellulaire des micro-

organismes en recrutant du cholestérol présent dans l’environnement, pour la survie et le maintien 

d'une niche de l’écosystème microbien (Gilk et al., 2013 ; Dadhich et Kapoor, 2020). Cette 

fonction est caractéristique propre, décrit notamment par Ly, qui suggère que le cholestérol piégé 

pourrait être une source de stockage du cholestérol formant des corpus d'inclusion, appelés 

vésicules de la membrane externe pour effectuer les molécules de signalisation dans l'ensemble de 

l'écosystème microbien (Li, 2002 ; Schwechheimer et Kuehn, 2015). En outre, des rapports ont 

montré l'intérêt des peptides antimicrobiens, un régulateur clé des interactions entre les microbes 

commensaux et les tissus de l'hôte (Cheng et al., 2019). Le cholestérol est incorporé dans la 

membrane des domaines de type raft afin de préserver cet équilibre dans la communauté complexe 

du microbiome et son interaction avec son hôte (Brender et al., 2012). Malgré ces avancées, cette 

interaction entre cholestérol-lipides membranaires microbien dans un environnement donné, 

doivent encore être approfondit. 

Un autre mécanisme associé au piégeage de cholestérol, est définit par l'incorporation du 

cholestérol avec les sels biliaires. De nombreuses études ont montré que certaines souches de 

bactéries lactiques, incluant Lactobacillus fermentum F53, KC5b, Bifidobacterium infantis ATCC 

15697, Enterococcus durans DSM 20633, Enterococcus gallinarum, Enterococcus faecalis, sont 

capables d'éliminer le cholestérol du milieu de culture pendant une croissance anaérobie en  
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présence d'acides biliaires (Gilliland et al., 1985 ; Rašić et al., 1992 ; Tahri et al., 1996). 

Cependant, ce phénomène est fréquemment lié à la coprécipitation du cholestérol et de sels 

biliaires. La coprécipitation a lieu dans des conditions acides avec un pH inférieur à 5,5, alors que 

l'incorporation du cholestérol ne présente aucune condition préalable (Li, 2012). Bien que le pH 

du tractus intestinal s'étende à un pH légèrement acide à un pH neutre (6,5 <pH<8), ce qui pourrait 

être plutôt rendre inapproprié cette réaction de coprécipitation dans l’intestin (Ridlon et al., 2016). 

De plus, certaines évidences ont démontré que cette coprécipitation serait associée à l’activité BSH 

des bactéries (Klaver and Van der Meer, 1993).  

Un autre mécanisme de piégeage du cholestérol, issu de la rupture de la micelle. La micelle 

intestinale, composée de sels biliaires, de phospholipides et de molécules de cholestérol, peut être 

perturbée. Dans ce contexte, un rôle pertinent dans le processus de séquestration microbienne du 

cholestérol sera de prendre tout au long de la capacité de solubilisation des micelles de sels 

biliaires-cholestérol dans l'intestin comme Enright et ses collaborateurs tend à soutenir in vitro 

(Enright et al., 2017). Cependant, peu de connexions fonctionnelles existent en termes de causalité 

peu étudié ce mécanisme de piégeage de cholestérol. Martinez et al. ont démontré dans l'intestin 

de modèle animal, que la perturbation des micelles à un pH physiologique permet  d’améliorer 

leur croissance bactérienne de Lactobacillus reuteri, Clostridium histolyticum, et Collinsella 

aerofaciens (Martinez et al., 2013). Les auteurs ont réalisé des micelles de cholestérol en présence 

de bactéries et ont confirmé in vivo un effet antibactérien spécifique plus marqué grâce à 

l'interruption de la micelle de cholestérol par les bactéries. Avec des analyses in vitro 

supplémentaires, les chercheurs ont pu rapporter la rupture des micelles artificielles par des 

souches de Lactobacillus (Tsai et al., 2014 ; Tomaro-Duchesneau et al., 2014 ; Song et al., 

2015). De plus, un rapport récent a enregistré des preuves supplémentaires que le microbiote 

humain interagit avec l'hôte humain par le biais d'un commendamide (un N-acyl-amide à longue 

chaîne), identifié dans l'ordre des Bacteroidales provenant du microbiome humain. Le 

commendamide est un solubilisateur de cholestérol et peut jouer un rôle important dans la 

colonisation précoce de l'intestin (Lynch et al., 2017). Des études supplémentaires sont 

nécessaires pour déchiffrer ce mécanisme de cholestérol derrière le processus, surtout pour décrire 

la possibilité que ces phénomènes soient produits dans l'environnement actif in vivo de l'intestin. 
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4.1.2.4. Conclusion et perspectives d’avenirs 

Notre synthèse reporte les études scientifiques pour identifier et mieux comprendre les 

mécanismes associés au piégeage du cholestérol. Des recherches plus approfondies sont 

nécessaires pour retracer la chronologie des événements bactériens et le contexte environnant qui 

conditionne le mécanisme donné qui mène au piégeage du cholestérol. Le rôle de cette 

fonctionnalité bactérienne est également à approfondir puisqu’elles contribuent à exercer un 

avantage multiple pour la vie de la bactérie et dans sa niche écologique. Du point de vue de l'hôte, 

le piégeage du cholestérol peut potentiellement conduire à une interaction dans les processus 

métaboliques de l'hôte, en modulant le pool de cholestérol intestinal et la signalisation des 

récepteurs de l'hôte. 

4.2. La voie de conversion du cholestérol en coprostanol 

4.2.1.  Contexte 

Bien que cette voie soit prometteuse, les recherches sur la voie de conversion du cholestérol 

en coprostanol et ses dérivés associés par microbiome intestinal, commencent tout juste à être 

comprises. Ce composé microbien faiblement absorbé par l’intestin, confère une activité du 

microbiote intestinal hypocholestérolémiante intéressante. Bien que certaines bactéries présentent 

la capacité de produire du coprostanol in vitro, peu d’évidence scientifique justifie la présence de 

cette même activité coprostanoligénique in vivo (Potiron, 2017). Récemment, de nouvelles études 

ont confirmé que certaines bactéries commensales non cultivables contribuent à la formation de 

coprostanol in vivo chez l’homme (Kenny et al., 2020). Les auteurs ont suggéré que ces bactéries 

coprostanoligéniques pourraient influencer le niveau de cholestérol dans l’intestin et le sang et 

contribuer in fine à l’homéostasie du métabolisme du cholestérol chez l’homme. Un aperçu global 

de cette activité de formation de coprostanol et de ses dérivés associés sont rapportés dans cette 

revue « Microbial Reduction of Cholesterol to Coprostanol : An Old Concept and New Insights », 

publiée dans le journal Cathalyst. Cette revue permet de répertorier l’ensemble des connaissances 

sur une des trois voies du microbiote intestinal, qui a également été sélectionnée pour challenger 

in vivo la cholestérolémie. 
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4.2.2.  Résumé de la revue scientifique “Microbial Reduction of Cholesterol to 

Coprostanol : An Old Concept and New Insights“ 
 

Le microbiote intestinal joue un rôle clé dans le métabolisme du cholestérol, 

principalement par la réduction du cholestérol en coprostanol. Ce dernier stérol présente des 

propriétés physico-chimiques distinctes liées à son absorption limitée dans l'intestin. Peu de 

bactéries ont été signalées comme réduisant le cholestérol en coprostanol. Trois voies 

microbiennes de production du coprostanol ont été décrites sur la base de l'analyse des 

intermédiaires de réaction. Cependant, ces voies métaboliques et les gènes qui leur sont associés 

restent mal étudiés. Dans cette revue, nous faisons la lumière sur les voies métaboliques 

microbiennes liées à la synthèse du coprostanol.  

 

Dans la première partie de cette revue, nous donnons un aperçu comparatif entre la 

molécule du cholestérol et le coprostanol. Le cholestérol est une substance lipidique qui joue un 

rôle clé dans de nombreux processus biochimiques. D'un point de vue de sa structure chimique, le 

cholestérol est principalement une molécule hydrophobe. Ses propriétés physico-chimiques 

confèrent une nature amphiphile et une orientation adaptée à son intégration dans les membranes 

cellulaires. La plupart du cholestérol circulant existe sous une forme estérifiée, ce qui représente 

la forme de stockage de cholestérol dans la plupart des tissus biologiques et du plasma de 

l’organisme. Le coprostanol partage la même structure de base que le cholestérol, mais avec une 

double liaison modifiée et avec un atome d'hydrogène supplémentaire. Ceci donne des propriétés 

différentes au coprostanol et semble être la seule exception avec une structure cyclique 

particulière. La faible absorption du coprostanol dans l'intestin a été associée à sa structure, ce qui 

affecte l'incorporation du coprostanol dans les membranes des cellules muqueuses, et in fine limite 

son absorption intestinale. De façon intéressante, cette conversion efficace du cholestérol en 

coprostanol a été proposée comme potentiel mécanisme pour réduire les niveaux de cholestérol 

sérique. L'absorption du cholestérol a lieu principalement dans la partie supérieure de la TGI, 

tandis que la production de coprostanol a lieu essentiellement dans le gros intestin. Le rôle 

biologique de ce composé reste à élucider. La seconde partie de la revue s'intéresse aux bactéries 

coprostanoligéniques et les voies métaboliques impliquées dans la production de ce métabolite 
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bactérien. En effet, le coprostanol a été détecté principalement en grandes quantités dans les 

matières fécales chez l’homme, a permis de révéler l’origine de ce produit issu de la conversion 

bactérienne dans l'intestin. Seules quelques bactéries coprostanoligènes ont été isolées du contenu 

du cæcum d’espèces animales et dans des fèces humaines telle que la souche D8 de Bacteroides 

sp. Cependant, de nombreux efforts restent à fournir pour caractériser les communautés 

microbiennes responsables de la synthèse de coprostanol au niveau de l’intestin. 

 

Enfin, la dernière partie de cette revue décrit les mécanismes de conversion du cholestérol 

en coprostanol et ces trois grandes voies biochimiques. La première est une réduction directe d’une 

double liaison du cholestérol. La seconde est une voie indirecte, qui a été décrite par l'action de 

plusieurs bactéries Eubacterium, E. coprostanoligenes, et Bacteroides sp. D8, incubés avec du 

cholestérol marqué permettait la production de produits intermédiaires, le cholesténone et le 

coprostanone. La troisième voie consiste en l'isomérisation du cholestérol en allocholestérol, qui 

est ensuite réduit en coprostanol. Cependant, peu de données existent concernant cette dernière 

voie métabolique bactérienne. Sur la base de nos connaissances, une investigation via des aspects 

biochimiques et structurels, ont été réalisées pour les cholestérol oxydases et les cholestérol 

réductases de plusieurs microorganismes. Cependant, l’analyse des génomes d'Eubacterium et de 

Bacteroides sp. D8 présentait 37 % à 46 % de similitude de séquence avec un gène codant pour la 

cholestérol réductase d’autre bactérie identifié Bifidobacterium bifidum PRL2010. Ces résultats 

indiquent que seules quelques études fonctionnelles ont été axées sur la réductase, ce qui explique 

le manque de connaissances mécanistiques concernant ces classes d'enzymes. Ainsi, les gènes et 

les enzymes impliqués dans la conversion du cholestérol en coprostanol sont encore largement 

inconnus. A cela, s’ajoute la difficulté d’isolement de bactéries coprostanoligènes, très sensibles à 

l'oxygène et très difficiles à cultiver. L'isolement de nouvelles souches métabolisant le cholestérol 

à partir du microbiote intestinal et d'autres niches écologiques sera d'un grand intérêt pour identifier 

les gènes impliqués dans la réduction du cholestérol en coprostanol. De nouvelles approches 

pourraient conduire à identifier des gènes candidats et des espèces productrices de coprostanol.  
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En conclusion, des efforts importants doivent être fournis pour définir de nouvelles 

approches et/ou de nouveaux outils pour analyser ces voies métaboliques microbiennes et les gènes 

qui leur sont associés. Le décryptage des caractéristiques biochimiques et structurelles des 

protéines codées sera intéressant pour comprendre les propriétés de cette réaction de réduction et 

son importance pour les bactéries. 

 

4.2.3.  Revue scientifique “Microbial Reduction of Cholesterol to Coprostanol : An Old 

Concept and New Insights ” 
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Abstract 

The gut microbiota plays a key role in cholesterol metabolism, mainly through the reduction of 

cholesterol to coprostanol. The latter sterol exhibits distinct physicochemical properties linked to 

its limited absorption in the gut. Few bacteria were reported to reduce cholesterol into coprostanol. 

Three microbial pathways of coprostanol production were described based on the analysis of 

reaction intermediates. However, these metabolic pathways and their associated genes remain 

poorly studied. In this review, we shed light on the microbial metabolic pathways related to 

coprostanol synthesis. Moreover, we highlight current strategies and future directions to better 

characterize these microbial enzymes and pathways. 
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1.Introduction 

With more than 31% of all global deaths, atherosclerotic cardiovascular disease is now largely 

recognized as a major concern for global health [1]. A key risk factor for cardiovascular disease 

includes imbalanced blood cholesterol levels, notably a high serum concentration of low-density 

lipoprotein cholesterol [2]. Maintaining cholesterol homeostasis is achieved by balancing dietary 

cholesterol intake through its synthesis, absorption, and excretion [3]. 

 

Current therapeutic approaches aiming at reducing plasma cholesterol levels in humans rely 

on (i) the inhibition of cholesterol biosynthesis, (ii) an increased elimination of cholesterol from 

tissues into the intestinal lumen, and (iii) the reduction of cholesterol absorption from the 

gastrointestinal tract (GIT) [4,5,6]. While these three approaches seem attractive, they display 

several limitations including a significant proportion of non-responders among patients (20–30%), 

and the omission of the intestinal microbiota impact on cholesterol cycle [7]. On a daily basis, 

around 1 g of cholesterol from diet, bile, and desquamated intestinal cells reaches the human colon. 

This cholesterol amount is metabolized by commensal bacteria to coprostanol [8]. Unlike 

cholesterol, coprostanol is poorly absorbed by the human intestine [9]. For this reason, it was 

suggested to have an impact on cholesterol metabolism and modulating serum cholesterol levels 

[8]. This takes more importance if we consider the existence of an inverse relationship between 

plasma cholesterol levels and the ratio of cholesterol to coprostanol conversion in the feces [10]. 

Indeed, cholesterol displays chemical behaviors different from coprostanol, which confer to the 

latter a feeble intestinal absorption [9]. Cholesterol conversion to coprostanol could therefore 

constitute a new strategy, allowing a better management of cholesterol homeostasis in humans 

without influencing host physiology [8]. Notably, some studies reported that cholesterol 

metabolites could be associated with procarcinogenic effects and an increased risk of colon cancer 

[11,12]. The reduction of cholesterol to coprostanol and the properties of this reaction remain 

largely unknown. This concept is still poorly understood, as few studies are available regarding 

cholesterol-metabolizing bacteria and their associated genes. Therefore, achieving a molecular 

characterization of these bacterial pathways represents a challenge in this field of research in 

setting out new hypocholesterolemic strategies. 
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In this review, we provide an overview of cholesterol and coprostanol chemical behaviors, 

and outline the coprostanoligenic bacteria. Moreover, we analyze the current knowledge related to 

the reduction of cholesterol to coprostanol, and highlight available approaches and future 

opportunities to better characterize these metabolic pathways. 

 

2. Cholesterol versus Coprostanol 

2.1. Chemical Behaviors 

Cholesterol, a major sterol in body tissues, was first discovered in solid form in gallstones 

and bile [13]. It is a complex lipid substance that plays a key role in many biochemical processes 

[14,15,16]. From a structural point of view, cholesterol (C27H46O) is mostly a hydrophobic 

molecule that has a rigid, steranic core coupled to a hydrophilic hydroxyl group at position 3. Such 

a unique structure is composed of four, fused hydrocarbon rings: A, B, C and D (Figure 1). Its 

physicochemical properties confer an amphiphilic nature and a specific orientation (i.e., A/B 

ring: trans) adapted to its integration into cell membranes [17,18]. Most plasma cholesterol exists 

in an esterified form (with a fatty acid attached at C3), making the molecule even more 

hydrophobic [19]. Cholesterol ester is the form of storage under which cholesterol is found in most 

tissues and plasma [19]. As a main structural component of cell membranes, cholesterol regulates 

membrane fluidity and cellular signaling, and serves as a precursor of important molecules 

including steroid hormones (e.g., progesterone, estrogen, etc.), vitamin D, and bile acids [20]. 

 

 

Figure 1. Chemical structures of cholesterol (Molecular weight (Mw): 386,654 g/mol) and 

coprostanol (Mw: 388,6756 g/mol). 
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Coprostanol, a saturated analog of cholesterol, was first isolated in the mid-1800s and 

characterized as an alcohol (C27H48O) [21]. This sterol shares the same basic structure as 

cholesterol, but it lacks the 5–6 double bond and it has an additional hydrogen atom at position 5. 

This gives different properties to the sterane nucleus, making it less rigid (Figure 1) [21]. At room 

temperature, coprostanol is a white crystalline solid with a melting point of 101 °C [22]. Like 

cholesterol, coprostanol is highly soluble in hexane, benzene, and chloroform. However, both 

sterols are insoluble in polar solutions like methanol [22]. The solubility of such sterols in alcoholic 

solvents increases with an increasing chain length of the alcohol–hydrocarbon moiety [23]. 

Accordingly, they tend to be more soluble in ethanol, but completely soluble in butan-1-ol [23]. 

Notably, cholesterol is insoluble in water at concentrations less than 1 µg/mL at 30 °C [24]; 

nevertheless, no report exists on coprostanol solubility. 

Unlike most saturated sterols found in nature, which are A/B-trans, coprostanol seems to be 

the only exception with a cis-oriented A/B ring structure (the 3-hydroxyl group in coprostanol is 

in an equatorial configuration on ring A) [25]. The biological role of this compound remains to be 

elucidated. 

 

2.2. Intestinal Uptake 

The poor absorption of coprostanol in the intestine was associated with its very low uptake 

through the intestinal mucosa and its limited esterification in mucosal cells [9]. Indeed, the cis-A/-

B ring structure in coprostanol, driving the difference in the 3-hydroxyl group from the axial to 

equatorial position, was suggested to affect coprostanol incorporation into mucosal cell 

membranes, thereby limiting its intestinal uptake [26]. Hence, a high-efficiency conversion of 

cholesterol to coprostanol was proposed to lower serum cholesterol levels [27,28]. Cholesterol 

absorption takes place mostly in the upper GIT [29,30], while coprostanol production occurs 

essentially in the large intestine [31]. This concept remains highly controversial, as earlier studies 

revealed the presence of significant amounts of coprostanol in the first half of the small intestine 

in rats [32,33] and humans [34]. 
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3. Microbial Conversion of Cholesterol to Coprostanol 

3.1. Coprostanoligenic Bacteria 

Cholesterol conversion to coprostanol by intestinal bacteria was first reported in the 1930s 

[35]. Since coprostanol was not detected in tissues, but mainly in larger amounts in feces (more 

than 50% of total sterols in humans), this product was proposed to derive from bacterial conversion 

in the intestine [35,36]. A key role for the gut microbiota in this biotransformation was further 

investigated by comparing fecal sterols of conventional and germ-free rats. In fact, contrary to the 

conventional group, germ-free rats excreted only unmodified cholesterol [37]. These data provide 

evidence for the role of gut microbiota in cholesterol metabolism, including coprostanol synthesis. 

Numerous reports were aimed at identifying bacteria that were able to reduce cholesterol to 

coprostanol [38,39,40,41,42,43]. As anaerobic strains are difficult to culture, only few 

coprostanoligenic bacteria were isolated from rat cecal contents [38], baboons [40], and human 

feces [44,45]. Surprisingly, most strains exhibited similar properties and were assigned to the 

genus Eubacterium [40,41,42,43,44], except Bacteroides sp. strain D8 [45]. Bacteria belonging 

to Bifidobacterium, Clostridium, and Lactobacillus were also reported to reduce cholesterol to 

coprostanol in vitro [46,47,48], yet they were not explored in vivo. Based on metagenomic 

analysis, new bacterial phylotypes from Lachnospiraceae and Ruminococcaceae families were 

recently associated with high coprostanol levels in healthy humans [49]. Notably, associations of 

these bacterial taxa with coprostanol levels require further functional studies in order to elucidate 

the eventual causal relationship between these microbial communities and coprostanol synthesis. 

 

3.2. Two Patterns depending on Gut Microbiota 

In humans, microbial conversion of cholesterol to coprostanol is bimodal, with a majority of 

high producers (almost complete cholesterol conversion) that display low cholesterolemia and a 

minority of low, or inefficient, producers (coprostanol content representing less than one-third of 

the fecal neutral sterol content) [50,51]. Such conversion patterns were found to be equally 

distributed with respect to sex, and were independent of age [51,52,53]. Factors affecting 

cholesterol conversion were defined and proposed to be closely related to the abundance of 

cholesterol-metabolizing bacteria [39,46]. In fact, low converters harbored less than 

106 cholesterol-metabolizing bacteria per gram of stool, while more than 108 cholesterol-
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metabolizing bacteria per gram of stool led to nearly complete cholesterol conversion [52]. 

Remarkably, Sekimoto et al. (1983) reported the existence of an inverse relationship between 

serum cholesterol levels and the coprostanol/cholesterol ratio in feces [9]. These findings denote  

that the conversion of cholesterol into coprostanol can significantly decrease the blood cholesterol 

level. A correlation between fecal microbial community structure and the conversion rate of 

cholesterol to coprostanol was also reported [46]. Interestingly, the high density of bacteria in the 

colon can explain the significant production levels of coprostanol seen in this part of the GIT. In 

fact, we previously reported the identification of the first human bacterium (Bacteroides sp. D8) 

that displayed a high coprostanol production level in human feces [45,54]. Furthermore, feeding 

the cholesterol-reducing bacterium Eubacterium coprostanoligenes significantly reduced plasma 

cholesterol levels in hypercholesterolemic rabbits [27]. Accordingly, greater 

coprostanol/cholesterol ratios were detected in the digestive contents of bacteria-fed rabbits [27]. 

Such effect was further ascribed to the reduction of cholesterol to coprostanol in the intestine, 

seeing that E. coprostanoligenes colonized and reduced cholesterol in the jejunum and ileum (sites 

for cholesterol absorption) [27]. The progress in functional knowledge related to the human gut 

microbiota, and the availability of new microbial culture facilities, offer a unique opportunity to 

isolate new coprostanoligenic bacteria belonging to different taxa. 

 

3.3. Metabolic Pathways 

The mechanism of cholesterol conversion to coprostanol was investigated and three major 

pathways were proposed [38,55,56,57,58]. The first one is a direct, stereospecific reduction of the 

5,6-double bond of cholesterol, without an intermediate formation of a ketone at C3 (Figure 2) 

[59,60]. This statement was supported by the use of labeled cholesterol that led only to coprostanol 

synthesis [59,60]. The second one is an indirect pathway, which was described through the action 

of several bacteria on marked cholesterol (Figure 2). In fact, it was reported that cecal rat contents 

(Eubacterium strain, E. coprostanoligenes, and Bacteroides sp. D8) incubated with labeled 

cholesterol allowed for the production of cholestenone and coprostanone intermediates, 

demonstrating that this microbial pathway involved at least three steps [45,61,62]. The third 

pathway consisted of the isomerization of cholesterol to allocholesterol, which can be reduced to 
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coprostanol by Eubacterium ATCC21, 408, and 403 species [38,57,58]. However, few data exist 

regarding this last bacterial metabolic pathway. 

 

 

Figure 2. Metabolic pathways for cholesterol conversion to coprostanol. I: direct pathway; 

II: indirect pathway; II-1: Oxidation of the 3-β-hydroxyl group moiety catalyzed by 

cholesterol oxidase; II-2: Isomerization of ∆5 double bond to ∆4 by cholesterol oxidase; II-3: 

Reduction of the ∆4 double bond by 3-oxo-Δ4-steroid 5β-reductase; II-4: Reduction leading 

to coprostanol; III-1: Isomerization of cholesterol to allocholesterol; III-2: Reduction to 

coprostanol. 

The first two steps of the indirect pathway are catalyzed by a single enzyme, cholesterol 

oxidase (EC 1.1.3.6), and result in the formation of 4-cholesten-3-one with a reduction of oxygen 

to hydrogen peroxide (Figure 2). Briefly, the 3-β-hydroxyl group of the steroid A ring is first 

oxidized to the corresponding ketone using the FAD (Flavin Adenine Dinucleotide) cofactor, 

which is reduced during this process (reductive first-reaction). Since the 5-cholesten-3-one 

intermediate is not stable and susceptible to radical oxygenation, the ∆5 double bond in the 

oxidized steroid ring is then isomerized to ∆4 to form 4-cholesten-3-one, the final steroid product.  

 

During the oxidative half-reaction, the FAD is finally re-oxidized by dioxygen to form 

hydrogen peroxide (Figure 2) [63,64]. To efficiently catalyze both reactions (oxidation and 
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isomerization), distinct and essential features are required for cholesterol oxidase. As a starting 

poi, the substrate (cholesterol) must be properly oriented to the cofactor to allow for hydride 

transfer from the steroid C3 site to the N5 site of the cofactor [64]. Then, during the  

dehydrogenation step a base is needed to: (i) deprotonate the steroid C3-OH, and (ii) transfer 

protons during the isomerization reaction [64]. 

 

 

Figure 3. Structure of the cholesterol oxidase enzyme (pdb ID: 4U2T) with a close-up view 

of the active site showing the key catalytic residues. The substrate is shown in magenta and 

the dashed lines indicate the H-bond interactions. Atomic color designation: H, white; C, 

green; O, red; and N, blue (Adapted from Yu et al., 2017 [72]). 

Biochemical and structural studies were performed for cholesterol oxidases of several 

microorganisms, mostly deriving from soil [65,66,67,68,69]. Structural studies revealed the 

existence of two forms of cholesterol oxidases: one with the FAD linked covalently to the enzyme, 

and another with the FAD non-covalently bound [64]. Despite topological differences in these two 

forms, both enzymes exhibit a large buried hydrophobic pocket, able to accommodate the steroid 

substrate (Figure 3). In both forms, the binding site for cholesterol is sealed off by a number of 

amphipathic loops to prevent potential aggregation. Once opened, these loops allow the sterol to 

exit from the membrane so that the 8-carbon isoprenyl tail of cholesterol can pack and bind to the 

protein [64]. Following substrate binding, hydrophobic interactions between cholesterol and 

hydrophobic residues minimize energy loss. Two active-site residues, Histidine and Glutamate, 
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were shown as important to catalyze the oxidation and isomerization reactions (Figure 3). The 

Histidine residue binds to the C3-OH of the steroid, allowing for proper positioning of cholesterol 

relative to the FAD cofactor. Glutamate acts as a base during the isomerization reaction [70,71]. 

The third step in the conversion of 4-cholesten-3-one to coprostanone includes a reduction of the 

∆4 double bond into 3-oxo-∆4-steroid by microbial 3-oxo-Δ4-steroid 5β-reductase (EC 1.3.1.3). 

Purification and activity monitoring of this reductase was performed initially in cecal contents 

from rats [68]. This process was found to involve a partial transfer of hydrogen from the 4β-

position of NADH (Nicotinamide adenine dinucleotide) to the 5β-position of the steroid [73]. 

 

Based on transcriptomic studies using Bifidobacterium bifidum PRL2010, Zanotti et al. 

(2015) reported the up-regulation of three genes encoding for a putative cholesterol reductase in 

the presence of cholesterol [74]. The in silico study of these genes demonstrate that they display 

significant similarities with human cholesterol reductase (34% similar), thus, highlighting their 

potential involvement in the conversion of cholesterol to coprostanol [74]. A comparative study 

showed that all Bifidobacterium genomes contained genes 26% to 100% similar 

to Bifidobacterium bifidum reductase PRL2010. [74]. Recently, we analyzed 

the Eubacterium genomes, and no significant similarities were found with reductase genes [75]. 

The same study demonstrated that the Bacteroides sp. D8 genome showed 37% to 46% similarity 

with a cholesterol reductase-encoding gene from Bifidobacterium bifidum PRL2010 [75]. Overall, 

these results indicate that only few functional studies were focused on reductase, explaining the 

lack of mechanistic knowledge concerning this class of enzyme. 

 

4. Towards a Better Understanding of the Coprostanol Production Pathway 

Although cholesterol metabolism by gut microbiota has been known for almost a century, the 

genes and enzymes involved in the conversion of cholesterol to coprostanol are still largely 

unknown. Only a few coprostanoligenic bacteria have been isolated so far, and very few 

cholesterol-metabolizing strains are available [42,45]. Such strains are highly oxygen-sensitive, 

very difficult to grow, and seem to be non-dominant species within the human gut microbiota of 

high converters. Isolation of new cholesterol-metabolizing strains from the gut microbiota, and 

other ecological niches, will be of great interest to identify the genes involved in the reduction of 
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cholesterol to coprostanol. Many approaches aiming at identifying bacterial functions are 

available, including activity-based screening and phenotypic assays [48]. With the availability of 

sequenced bacterial genomes and the diversity of coprostanol producing bacteria, comparative 

genomic approaches may also enable the identification of genes shared among coprostanoligenic  

microbial species [74]. The analysis of up-regulated genes in the presence of cholesterol using 

omic approaches can lead to the identification of candidate genes. Furthermore, functional 

metagenomics is a powerful way to characterize coprostanoligenic pathways from uncultured and 

metagenomic species. High throughput coprostanol analysis, coupled with targeted mutagenesis 

and genomic/metagenomic libraries, may provide additional mechanistic insights [76]. An in-

depth, functional profiling of metagenomic data combined with biochemical insights may also help 

to achieve this goal. 

 

5. Conclusions 

Several reports stressed the key role of gut microbiota in cholesterol metabolism, essentially 

through the conversion of cholesterol to coprostanol. Microbial metabolic pathways remain poorly 

understood, as well as their relevance and distribution in the human gut microbiome. Significant 

efforts have been made to isolate new cholesterol-metabolizing bacteria and analyze their 

genomes. Unfortunately, these strategies did not allow the identification of genes responsible for 

coprostanol synthesis. Therefore, a critical need exists to set out new approaches and/or tools to 

analyze these microbial metabolic pathways and their associated genes. Deciphering the 

biochemical and structural features of the encoded proteins will be of interest to understand the 

properties of this reduction reaction and its importance for bacteria. 
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4.3. La voie des hydrolases des sels biliaires 

4.3.1. Contexte 

La dernière voie du métabolisme bactérien du cholestérol, est celle des hydrolases des sels 

biliaires (BSH, Bile Salt Hydrolases). A l’échelle de l’écosystème intestinal, les activités BSH et 

les espèces microbiennes porteuses de ces activités sont souvent mal connues. Ces enzymes sont 

responsables de la déconjugaison des sels biliaires primaires, composés plus hydrophobes (appelés 

sels biliaires secondaires) excrétés dans les selles (Kriaa et al., 2019). Cette revue “ Bile Salt 

Hydrolases : At the Crossroads of Microbiota and Human Health ” a été établie afin de mieux 

comprendre le microbiome responsable de l’activité BSH et son impact global sur la santé de son 

hôte. Cette revue a été écrite lors de ma troisième année de thèse et a été publié lors de ma troisième 

année de thése, dans le journal, Microorganisms. 

 

4.3.2. Résumé de la revue scientifique “Bile Salt Hydrolases : At the Crossroads of 

Microbiota and Human Health ” 

 

Au cours des dernières décennies, le microbiote intestinal a été de plus en plus lié à l’état 

de santé et aux maladies métaboliques. Plusieurs médiateurs ont été suggérés pour influencer le 

métabolisme des lipides et les réponses métaboliques associées. Un médiateur microbien a suscité 

beaucoup d'importance clinique en tant qu'enzyme les Hydrolases des Sels Biliaires (Bile Salt 

Hydrolase, BSH). La première partie de cette revue fait un court rappel pour resituer le contexte 

dans lequel se situent les BSH, à l’interface du microbiote intestinal en relation étroite avec le 

métabolisme des sels biliaires de l'hôte.  

 

La seconde partie de cette revue s'intéresse aux bactéries productrices de BSH issues 

principalement du microbiote intestinal. Le rôle de ces dernières dans l’écosystème bactérien est 

également évoqué. En effet, les bactéries actives dotées de BSH permettraient d’apporter 

notamment une protection contre les conditions menaçantes, et serait un facteur de persistance 

dans le TGI. Un focus sur le profil biochimique et le comportement catalytique des BSH est 

également décrit. De façon particulière, les BSH adoptent principalement une topologie globale 

similaire, ils présentent des efficacités catalytiques et des préférences de substrat différentes.  Des 
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exemples de comportements des activités catalytiques des BSH de Lactobacillus salivarius, 

Clostridium perfringens et de Bacteroides thetaiotaomicron sont citées pour essayer de mieux 

comprendre le large spectre catalytique des BSH lors de la formation du complexe enzyme-

substrat.        

  

La troisième partie de cette revue décrit la diversité fonctionnelle des BSH dans le 

microbiome humain. De récentes avancées techniques ont permis de caractériser les activités 

enzymatiques des BSH à partir d'échantillons biologiques complexes et sont résumées 

synthétiquement. C’est l’exemple de d’approche combinée, la chimio-protéomique ciblée, qui 

établit un profil de l'activité fonctionnelle des BSH dans le microbiote intestinal humain sain. La 

quatrième partie de cette revue s'intéresse à l'implication de l'activité du BSH dans la santé et la 

maladie de l'hôte.  À ce jour, de nombreuses approches holistiques mettent en évidence l'impact 

de l'activité BSH. C’est le cas de Heinken et al. qui ont montré que chaque BSH issue du 

microbiote intestinal semble contribuer à élargir le répertoire des AB de l’hôte. Ces AB sont 

largement connus comme des molécules de signalisation clés qui stimulent de nombreuses voies 

de signalisation pour réguler plusieurs processus biologiques. Les rôles des récepteurs nucléaires 

le récepteur X du farnesoïde (FXR) et celui du récepteur membranaire TGR-5, ont été largement 

explorés en ce qui concerne la régulation du métabolisme des lipides, du glucose et de l'énergie 

chez l'hôte. L'activation de ces récepteurs, par l'intermédiaire des AB déconjugués par l’activité 

BSH, est d'une grande importance dans le contexte des troubles métaboliques. 

  

La dernière partie de cette revue propose une stratégie biothérapeutique pertinente à travers 

le rôle des BSH du microbiome, pour contribuer au maintien de la santé humaine. L'émergence de 

nouvelles bactéries, nous permet de considérer les BSH comme des potentielles cibles 

thérapeutiques via la manipulation du microbiome BSH dans le cas de troubles métaboliques, 

infectieux et associés aux AB. La littérature disponible démontre de nouvelles orientations 

thérapeutiques prometteuses à travers le gain de l’activité BSH, par une transplantation de 

microbiote fécal. Dans d’autres maladies infectieuses gastro-intestinales, la restauration de ces 

activités à travers ces mêmes approches, a été envisagée. C'est le cas des protozoaires parasites 

intestinaux humains, Giardia lamblia, responsables de la giardiose ou dans le cas des infections à 
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Clostridium difficile. Des études in vitro ont démontré que les bactéries actives du BSH, comme 

Bacteroides ovatus, inhibent la germination de cet agent pathogène. Un ensemble de preuves 

mécanistiques ont été évoquée favorisant un rétablissement de l’environnement intestinal 

fonctionnel favorable à l'homéostasie des AB dans le contexte de la maladie. 

  

En conclusion, cette revue montre que les BSH du microbiote intestinal jouent un rôle 

important dans de nombreux processus métaboliques de l'hôte, notamment dans la régulation du 

métabolisme du cholestérol, de l'énergie et de l'homéostasie de l'inflammation. Ainsi, elle peut 

servir de stratégie prometteuse pour contrôler les maladies métaboliques chez l'homme. Des études 

mettant en évidence les aspects moléculaires des enzymes BSH, notamment la structure des 

protéines et la régulation génétique, seraient certainement très utiles pour aborder et évaluer 

pleinement les implications des BSH en tant qu'outil clinique. 

 

4.3.3. Revue scientifique “Bile Salt hydrolases: At the Crossroads of Microbiota and 

Human Health” 
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Abstract: The gut microbiota has been increasingly linked to metabolic health and 

disease over the last few decades. Several factors have been suggested to be involved 

in lipid metabolism and metabolic responses. One mediator that has gained great 

interest as a clinically important enzyme is bile salt hydrolase (BSH). BSH enzymes 

are widely distributed in human gastrointestinal microbial communities and are 

believed to play key roles in both microbial and host physiology. In this review, we 

discuss the current evidence related to the role of BSHs in health and provide useful 

insights that may pave the way for new therapeutic targets in human diseases.  

Keywords: Bile salt hydrolases; microbiome; bile acids; human health; gut microbiota; 

holobiont 

 

1. Introduction 

The gastrointestinal tract hosts a large and complex community of 

microorganisms, collectively known as the gut microbiota. This community 

consists of around 1014 microorganisms and is dominated by the presence of 

about 500–1000 different bacterial species [1,2]. The gut microbiota lives in a 

close relationship with the host and is crucial for many physiological 

processes [3,4]. Several mechanisms have been proposed to mediate the 

effects of these microorganisms on metabolic health. One important function 

carried out by the human gut microbiota is the deconjugation of primary bile 

acids (BAs) by BSH enzymes and their impact on host health [5,6]. The 

presence of active BSHs has long been recognized as a selection criterion for 

defining potential probiotics. BAs are amphipathic molecules that are 

initially produced by the host and subsequently transformed by the gut 

microbiota. Host primary BAs (CA, cholic acid; CDCA, chenodeoxycholic 

 

 
 

 1 

Citation: Bourgin, M.; Kriaa, A.; 

Mkaouar, H.; Mariaule, V.; Jablaoui, 

A.; Maguin, E.; Rhimi, M. Bile Salt 

Hydrolases: At the Crossroads of 

Microbiota and Human Health. 

Microorganisms 2021, 9, 1122. 

https://doi.org/10.3390/ 

microorganisms9061122 

 

Academic Editor: Elías R. Olivera 

 

Received: 19 April 2021 

Accepted: 18 May 2021 

Published: 22 May 2021 

 

Publisher’s Note: MDPI stays neutral 

with regard to jurisdictional claims in 

published maps and institutional 

affiliations. 

 

Copyright: © 2021 by the authors. 

Licensee MDPI, Basel, Switzerland. 

This article is an open access article 

distributed under the terms and 

conditions of the Creative Commons 

Attribution (CC BY) license (https:// 

creativecommons.org/licenses/by/ 

4.0/). 



Chapitre 2- Interaction du microbiome intestinal et du métabolisme du cholestérol chez 

l’homme 

 

114 
 

acid) are synthesized from cholesterol and conjugated with glycine or taurine 

in the liver (GCA and GCDCA, glycocholic acid and glycochenodeoxycholic 

acid; TCA and TCDCA, taurocholic acid and taurochenodeoxycholic acid). 

Conjugation improves the solubility of such hydrophobic BAs and reduces 

the potential damage of the cell membranes. Conjugated BAs are then 

excreted into the duodenum from the biliary duct, where they contribute to 

the solubilization of dietary lipids and their absorption through the small 

intestine and colon [7,8]. Around 95% of BAs are reabsorbed in the distal 

ileum. They are further effluxed into portal circulation, redirected, and stored 

in the liver through the enterohepatic cycle (EHC). The remaining primary 

BAs that escape EHC undergo further microbial biotransformations, 

including deconjugation, oxidation, epimerization, 7-dehydroxylation, 

esterification, and desulfatation by the gut microbiota [9]. The prominent 

secondary BAs are comprised of deoxycholic acid (DCA) and lithocholic acid 

(LCA), which result from the dehydroxylation of CA and CDCA, respectively 

[10,11]. Both primary and secondary BAs serve as signaling molecules that 

influence several processes, including lipid, glucose, and energy metabolism 

as well as inflammation [12,13]. 

Recently, increasing attention has been paid to better explore (i) the variety 

of enzymes catalyzing BA biotransformation, (ii) their distribution, and (iii) 

their relevance to the host’s health and to disease [14,15,16,17,18,19]. 

In this review, we discuss the current evidence related to microbial bile acid 

deconjugation, with a focus on gut bacterial bile salt hydrolases, and 

highlight its potential therapeutic interest. 

2. Overview of bile salt hydrolase enzymes 

Bile salt hydrolase (BSH; EC 3.5.1.24) is an enzyme produced by the intestinal 

microbiota that catalyzes the hydrolysis of amide bonds in conjugated BAs, 

resulting in the release of free amino acids [20]. These enzymes belong to the 

N-terminal nucleophilic (Ntn) hydrolase superfamily and share a similar 

αββα-core structure to an N-terminal catalytic cysteine residue [20]. This 

residue is critical to the catalysis mechanism and acts both as a nucleophile 

and a proton donor [21]. The N-terminal amino group serves as the proton 

acceptor and activates the nucleophilic thiol group of the cysteine side chain. 

Besides the cysteine residue, other amino acids conserved in most BSHs are 

also relevant to the catalytic reaction, including Arg18, Asp21, Asn82, 

Asn175, and Arg228 [20]. Numerous studies aimed to define the key amino 

acids and the secondary structural elements that are potentially involved in 

the substrate binding in BSHs [22,23]. These reports showed that BSHs are 

able to recognize their substrates via hydrophobic interactions with steroid 

moiety [24,25]. From the BSHs discovered, mainly intracellular enzymes 

were characterized as being from the Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus, 

Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Lactobacillus, and 

Bifidobacterium species [14]. Although most enzymes exhibited a similar 

overall topology, they displayed different catalytic efficiencies and substrate 

specificities. Additional biochemical reports suggested that around 58% of 
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purified BSHs could recognize glyco-conjugated BAs [26]. To date, little data 

are available on the structural basis of BSH functions. Only five three-

dimensional structures of the BSH enzymes from Bifidobacterium longum 

[27], Lactobacillus salivarius [23], Enterococcus faecalis [28], Clostridium 

perfringens [25], and Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 [29] were reported. 

A deeper understanding of the structural features that contribute to 

substrate binding would offer further insights into the diverse preferences 

and functions of BSH enzymes. 

3. Distribution of BSH activity within the gut microbiota 

Many reports described that most studied BSHs are encoded by lactic 

acid bacteria and are used as probiotics to prevent mainly metabolic 

disorders in humans [30,31,32]. Recently, it was demonstrated that the 

human gut microbiota plays key a role in contributing to host health [33]. 

Among these microbial functions, the deconjugation of BAs by BSH enzymes 

comprises an imperative gateway reaction in the metabolism of BAs [6]. 

Considering the importance of BAs as biomolecules, gaps in our knowledge 

of these enzymes need to be filled. To uncover BSH gene abundance and their 

activity distribution in the gut microbiota, different approaches such as 

biochemical assays and metagenomic analysis are currently used; however, 

both approaches have inherent limitations. Indeed, standard biochemical 

assays that measure substrate consumption or product generation are 

unsuitable for defining and characterizing BSH enzymatic activities from 

complex biological samples. Through functional and comparative 

metagenomic analysis, Jones et al. highlighted the presence of BSH activity in 

all major bacterial divisions and the enrichment of BSHs in the human gut 

metagenomes of healthy subjects. Indeed, most metagenomic BSH-active 

clones were found to belong to Firmicutes, Bacteroidetes, and Actinobacteria 

[34]. Recently, taxonomic analyses among 11 different worldwide healthy 

populations have revealed 591 BSH enzymes, which are distributed over 117 

genera and 447 bacterial strains [26]. The majority of the identified BSHs in 

the study belong to five genera, namely Bacteroides, Blautia, Eubacterium, 

Clostridium, and Roseburia. Around 27% of BSH-encoding bacteria behave as 

paralogs and are mainly assigned to Bacteroides. Given that the presence of 

paralogs introduces significant BSH sequence dissimilarity, Song et al. 

proposed an eight phylotype classification based on a phylogenetic tree as a 

more rational alternative than the classification by genera. A multivariable 

regression analysis showed that the relative abundance of BSHs does not 

significantly correlate with gender, age, and body mass index (BMI), while 

BSH distribution varies among populations from different geographical 

regions. At the biochemical level, enzyme activity assays highlighted 

different deconjugation selectivity between the phylotypes, in agreement 

with previous reports [26,35]. For example, while the T0 (Clostridium, 

Intestinibacter, Lactobacillus, Enterococcus), T1 (Eubacterium, Blautia, 

Clostridium, Roseburia, Ruminococcus), T3 (Lactobacillus), T4 (Bifidobacterium 

and Collinsella), and T7 (mainly Blautia) groups have significant specific 

activity for most bile salts, the T5 and T6 groups (assigned to Bacteroides) 
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exhibit lower specificity towards GCA and both GCA/TCA, respectively. In 

contrast, the T1, T3, and T4 groups display the highest specific activities with 

GCA. When GCDCA and TCDCA are used as substrates, the highest specific 

activity is observed for group T2. Using a chemoproteomic approach to target 

BSH activities in the gut, Parasar et al. (2019) showed that this activity 

increases during intestinal inflammation, which results in higher 

deconjugated BAs [36]. Further studies are required to understand the 

relevance of gut BSH activities in host diseases. 

4. BSH activity in health and disease 

Several studies have investigated BSH-active bacteria for their clinical 

efficiency in lowering hypercholesterolemia [15, 40-42]. BSH-active bacteria 

have been shown to increase BA deconjugation, which in turn decreases 

cholesterol absorption by enterocytes and enhances its nd fecal excretion [14]. 

Increased BSH activity may alter bile acid composition as well and influence 

farnesoid X receptor (FXR) signaling. It has been demonstrated that reduced 

FXR activity promotes the downregulation of small heterodimer partner 

(SHP) and increased the synthesis of BA from cholesterol through the rate 

limiting enzyme cholesterol 7a-hydroxylase (CYP7A1) (Thomas et al. 2008) 

[43] (Figure 1). Such downregulation of SHP results in increased liver X 

receptor (LXR) activation which in turn, upregulates adenosine triphosphate-

binding cassette transporters G5 and G8 (ABCG5/G8) and promotes 

cholesterol transport into the bile (Johnson et al. 2010, Yoon et al. 2011) [44-

45] (Figure 1). The effect of BSH activity may be extended to weight gain 

through FXR signaling and the membrane receptor TGR-5. The use of 

Tempol, an anti-oxydant, prevents obesity in mice through reduction of BSH 

activity resulting in FXR inhibition via accumulating tauro-beta muricholic 

acid. Furthermore, high-fat diet-fed FXR null mice show reduced diet obesity 

[12, 46]. Interestingly, TGR-5 receptor BA-activation leads to weight 

reduction [47] which highlights potential interaction between FXR and TGR-

5. Obesity is often associated to several liver-related diseases including 

steatosis, hepatic cancer and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) linked 

with a modified gut microbiota community. NAFLD is a chronic liver disease 

with inflammation, hepatocyte injury, steatosis and fibrosis as pathological 

features. Strategy for the treatment of NAFLD targets the gut microbiome 

mainly its ability to modulate insulin sensitivity and metabolism related to 

host energy, choline and BA. Of note, a clinical trial shows that VSL#3, a 

combination of eight types of probiotics, improves NAFLD through the 

increase in GPL-1 [48]. Other probiotics, tested either in combination or 

isolated, also show beneficial effects on NAFLD improvement [49-50]. 

Recently, Huang et al. demonstrated that in vitro Lactobacillus plantarum 

AR113 and L. casei pWQH0, both displaying high BSH activity, decrease 

hepatic lipid accumulation in NAFLD cell models potentially mediated by 

the BSH activity [51]. Besides cholesterol and lipid metabolism, BSH activity 

may be linked to inflammation disorders. Gut metagenomic analysis 

revealed a reduced abundance in bsh gene for patients suffering from 

Inflammatory Bowel Disease (IBD) and type-2 diabetes [52-53]. In IBD 

context, the induced modification of BA profile would alter the protective 



Chapitre 2- Interaction du microbiome intestinal et du métabolisme du cholestérol chez 

l’homme 

 

117 
 

effect on intestinal barrier mediated by FXR [53]. Repression of secondary BA 

metabolism via the modulation of BSH activity may represent a new 

therapeutic way for hepatic cancer treatment. In fact, primary BA have been 

shown to stimulate liver accumulation of hepatic NKT cells and antitumor 

immunity thus inhibiting tumorigenesis in a mice model [54]. Altogether, all 

these data pointed BSH activity and bile acid receptors as therapeutic target 

in numerous diseases. 

 

Figure 1: A schematic illustration of enterohepatic circulation and 

intestinal BA metabolism by BSH enzymes. The BAs are synthesized and 

conjugated with either taurine or glycine in the liver. They are further 

spilled over from the enterohepatic circulation and deconjugated by BSH-

active gut bacteria. The hydrolysis of the conjugated BAs to deconjugated 

BAs and subsequent production of the secondary BAs can modulate 

several functions, including farnesoid X receptor (FXR), small heterodimer 

partner (SHP), cholesterol 7 alpha-hydroxylase (CYP7A1), liver X receptor 

(LXR), and ATP-binding cassette transporters G5/G8 heterodimer 

(ABCG5/8), which transports cholesterol into the bile canaliculi. 

 

5. Therapeutic Relevance on BSH-Active Bacteria 

This global overview leads us to focus on the analysis of the relevant roles of 

BSHs on human health and their potential as therapeutic alternatives to treat 

human diseases. 

5.1. Metabolic Disorders 

Hypercholesterolemia is reflected by high plasma levels of both the total and 

LDL-cholesterol (LDL-c), while the HDL-cholesterol (HDL-c) levels decrease. 

High cholesterol levels are a major risk factor in the development of 
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atherosclerosis and cardiovascular disease (CVD), the leading cause of 

mortality in the world [54]. Nowadays, BSH-active bacteria represent the 

main candidate for the prevention of hypercholesterolemia [14,55,56,57]. 

Several studies aiming to characterize the BSH encoding members of the gut 

microbiota were reported [34,35,58]. Not surprisingly, numerous potential 

probiotics with high BSH activity significantly reduce circulating cholesterol 

levels. This includes specific Lactobacillus and bifidobacterial species such as 

B. longum, L. salivarius, L. plantarum, and L. reuteri [16,37,56,59]. Interestingly, 

Sridevi et al. (2009) demonstrated that the oral administration of immobilized 

BSH from Lactobacillus buchneri significantly reduced both triglycerides and 

serum cholesterol using a rodent model of hypercholesterolemia [60]. Using 

a placebo-controlled, randomized study, Ooi et al. (2010) reported that the 

administration of a symbiotic capsule containing a BSH-active strain of L. 

gasseri with inulin resulted in significant reductions in total cholesterol and 

LDL-c compared to the placebo group [38]. Similar results were obtained 

with the L. reuteri strains. The effect of yogurts containing microencapsulated 

L. reuteri NCIMB 30242 was evaluated using a randomized, double-blinded 

study on hypercholesterolemic subjects. BSH-positive Lactobacillus reuteri 

NCIMB 30242 consumption over 6 and 9 weeks in [15,61], respectively, 

resulted in higher plasma deconjugated bile acid levels but lower total 

cholesterol, LDL-c, and non-HDL-c compared to the placebo group. Of note, 

Lactobacillus reuteri NCIMB30242 was the first strain of probiotics to be 

marketed (Cardioviva®) for cholesterol-reducing purposes based on BSH 

and the bile salt deconjugation mechanism. In another clinical trial, the 

consumption of yogurt containing L. reuteri CRL 1098 significantly decreased 

the total circulating cholesterol and LDL-c as well, while levels of HDL and 

triglycerides were unchanged [62]. Overall, these studies show that microbial 

BSH activity is able to impact lipid metabolism and reduce 

hypercholesterolemia. Most Lactobacillus species described as having a 

hypocholesterolemic effect in human trials have been patented [63,64,65,66]. 

The obtained hypocholesterolemic effects rely on the ability of BSH activity 

to deconjugate the primary intestinal BAs, thereby reducing cholesterol 

reabsorption [67]. 

In addition to cholesterol-lowering, accumulating research has been 

conducted to establish potential interplay between weight gain and/or 

obesity and gut microbiota-encoded BSHs through FXR signaling. Indeed, 

increasing evidence demonstrates that the microbiota, BAs, and FXR 

signaling are mandatory to induce obesity [12,68]. Additionally, the gut 

microbiota analysis of antibiotic-treated children revealed a correlation 

between body weight gain and prolonged reduction in overall BSH gene 

abundance [69]. In line with these findings, numerous BSH-expressing 

probiotics were shown to protect mice from weight gain and obesity as well 

as to influence the BA pool by modulating FXR signaling [70,71]. Advanced 

clinical studies showed that fecal microbiota transplantation in obese subjects 

did not reduce BMI but resulted in a BA profile similar to that of the donor 

[72,73]. Overall, these data support the hypothesis that targeted BSH 

enzymes can be delivered in order to control host lipidemia and to protect 

against weight gain. These effects may be particularly relevant seeing as some 
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Lactobacillus and Bifidobacterium strains exhibiting BSH activity are regularly 

used in dairy products. In recognition of the importance of ensuring the 

host’s safety, these strains are commonly subjected to extensive 

characterization [74]. Furthermore, new therapeutic directions are focused on 

semi-synthetic FXR agonists, derived from the CDCA molecule [75]. Owing 

to the emergence of new BSH active probiotics, these strains can be tested to 

generate deconjugated BAs as FXR agonists. 

 

On the other hand, previous reports have suggested potential adverse effects 

of increased BSH activity in the intestine. High BSH activity is believed to 

generate significant amounts of unconjugated BAs, which may result in lipid 

malabsorption and trigger steatorrhea [76]. Increased BSH activity may also 

compromise lipid metabolism and colonic mucosal functions, thereby 

contributing to gallstone formation and colon cancer [77,78]. 

5.2. Infectious Diseases: Case of Giardia lamblia and Clostridium difficile 

Giardia duodenalis (also named G. lamblia or G. intestinalis) is a protozoan 

parasite that infects humans and many animals through oro-fecal 

transmission [79,80,81]. G. duodenalis is widely distributed in the environment 

as a resistant cystic form; once ingested, these cysts differentiate into 

trophozoite (a flagelled replicative form) by excystation in the correct GI tract 

conditions [82]. The resulting enteropathogen can reach the colon and can 

cause giardiasis, one of the most common intestinal infectious diseases 

worldwide [83,84]. Considered a public health concern, several anti-

infectious molecules have been developed to treat giardiasis [81]. However, 

the emergence of drug resistant strains limits the efficacy of the available 

treatments [81]. Recent reports established a strong interaction between G. 

duodenalis and the gut microbiota. In fact, it was highlighted that giardiasis 

susceptibility is highly influenced by the composition of the gut microbiota 

[85,86,87]. In turn, G. duodenalis colonization leads to gut microbiota 

composition changes [86]. Intriguingly, Riba et al. (2020) reported that 

Giardia infection alters the enteric microbiota composition in neonatal mice 

and modulates BAs and lipid metabolism, leading to reduced body weight 

gain and growth, as noted in infected infants [88]. Previous studies 

investigated the effect of probiotic bacteria (L. johnsonii La1, L. gasseri CNCM 

I-4884) in the field of giardiasis [89,90,91]. Both strains promote immune 

response, protect against Giardia-mediated tissue injury, and prevent 

trophozoite proliferation in murin models [89,91]. Of note, L. gasseri is more 

effective in vivo than L. jonshonii since L. gasseri reduces the cystic pool of the 

parasite [89]. Other lactobacillus strains, including L. casei MTCC 1423 and L. 

rhamnosus, have been tested in a murine model, showed similar protective 

effects, and reduced the severity/duration of giardiasis [92,93,94]. 

Interestingly, Shukla et al. (2020) reported an anti-giardia effect and enhanced 

mucosal immunity by the probiotic protein from L. rhamnosus as well as the 

heat-killed strain [95]. Although the underlying mechanism remains poorly 

understood [96,97,98], recent reports demonstrate a potential association 

between BSH activity and the protective effect against G. duodenalis infection 

[99,100]. As BSH activity allows for the conversion of primary BAs into 
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deconjugated bile acids, it was suggested that the subsequent release of 

secondary BAs has a toxic effect and may alter parasite growth and survival. 

To address this hypothesis, the direct effects of conjugated and deconjugated 

BAs on the parasite were tested. Both tauro- and glyco-conjugated BAs were 

inert and did not inhibit parasite growth, while deconjugated BAs (DC and 

CDC) were toxic in a dose-dependent manner and exhibited a significant 

deleterious effect on the parasite [99]. Moreover, the simultaneous incubation 

of G. duodenalis with unconjugated BAs and BSH from C. perfringens allowed 

for the conversion of incubated BAs into their conjugated forms and 

consequently led to a killing effect on the parasite [99]. In addition, 

engineered E. coli to express BSH from L. johnsonii confirmed that BSH 

antagonized Giardia proliferation in vitro in a dose dependent manner as 

well as in vivo [100]. Altogether, these results support the promising prospect 

of using BSH active probiotics as a new therapeutic strategy to treat/prevent 

G. duodenalis infection. 

Another example of a gastrointestinal infectious disease includes Clostridium 

difficile infection (CDI). C. difficile is a spore-forming pathogen that might 

colonize the gut of patients treated by broad-spectrum antibiotics [101,102]. 

CDI includes a broad range of disorders ranging from diarrhea to colitis and 

toxic megacolon [101]. Their incidence, severity, and costs are in continuous 

increase. In addition, they have evolved as a significant cause of mortality 

during the past decade [101,103,104]. Upon germination, vegetative cells are 

generated from spores, and the bacterium produces toxins that result in 

tissues damage, inflammation, and diarrhea [105,106]. In the GI tract, the 

germination process is mediated by a host-derived molecule including BA 

sensing through the bile acid germinant receptor [105,107,108,109]. In fact, 

TCA, CA, and DCA activate germination, while CDCA acts as a competitive 

inhibitor [110]. Other studies indicate that DCA is a potent inhibitor of this 

process, as reported with C. scindens. Upon administration, this strain 

enhances the resistance to infection in a DCA dependent fashion [111]. Recent 

reports revealed that severe and relapsing CDI patients display high levels of 

TCA, followed by a reduced abundance of BSH-producing species [112,113]. 

However, fecal transplantation is effective in treating these patients and 

increases their resistance to CDI [112,113,114]. Further analysis demonstrates 

that, following FMT, key bacterial genera responsible for BSH production are 

recovered, BSH activity and BSH gene copy numbers are balanced, and 

secondary BAs are restored [112,113]. Interestingly, unlike patients pre-FMT, 

the BA profiles, similar to that in patients post-FMT, were able to inhibit 

spores outgrowth into vegetative forms [115]. In addition, supernatants from 

either engineered E. coli expressing highly active BSH or naturally BSH-

producing organisms (Bacteroides ovatus, Collinsella aerofaciens, Bacteroides 

vulgatus, and Blautia obeum) effectively reduced TCA-mediated C. difficile 

germination. These effects were also confirmed in a recurrent CDI mouse 

model, using the recombinant E. coli strain for BSH [112]. These distinctive 

features pave the way towards the potential use of BSH active probiotics to 

treat CDI. However, active research must be conducted in this field to unravel 

the molecular mechanism of how secondary BAs may inhibit C. difficile 

outgrowth, colonization, and the subsequent inhibition of infection. 
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5.3. Other Human Pathologies 

Several reports highlighted the association of many human disorders to BA 

dysregulation. In this context, we recently demonstrated the impact of the 

gut microbiota, cholesterol, and BA metabolism in hypercholesterolemia and 

cardiovascular diseases [116]. Furthermore, IBD, including ulcerative colitis 

and Crohn’s disease, are chronic immune-mediated inflammatory diseases 

that affect the gastrointestinal system. Targeted drugs are directed at the 

overactive immune response in these diseases [117]. Interestingly, several 

reports have suggested BA dysmetabolism as a contributing factor in IBD and 

irritable bowel syndrome (IBS) pathogenesis [118,119,120,121]. Among the 

potential mechanisms, the modification of the gut microbiota composition 

may lead to altered BA transformations in the gut and modulation of the 

circulating BAs. Direct enzyme activity assays in IBD patients revealed 

impaired deconjugation, dehydroxylation and, desulfation [122]. Otherwise, 

cholestasic diseases are also linked to changes in Bas, which are characterized 

by accumulated BAs levels in the biliary system. This dysfunction causes 

liver inflammation and injury [123]. 

Recently, the effect of ursodeoxycholic acid (UDCA) was studied in the 

context of the intrahepatic cholestasis of pregnancy (ICP) [124]. The reported 

results demonstrated that this BA counterbalances higher levels of BAs 

[124,125]. A recent study examined the clinical responses of the efficacy of the 

biotherapeutical agent UDCA in the case of the ICP cohort [124]. In this work, 

the authors were interested in the reaction mechanism associated with the 

effectiveness of UDCA, which counterbalances higher levels of BAs [124]. 

Such beneficial effects of UDCA were mediated by the gut microbiota 

through the enrichment of the BSH-expressing bacteria belonging to the 

Bacteroidetes phylum. 

Modification of the BA metabolism is also linked to other human diseases 

such as liver disorders, including the primary sclerosing cholangitis (PSC). In 

this context, the gut microbiota and bile acid composition were analyzed in a 

mice model and demonstrated that the illness severity was increased in germ-

free mice [126]. Moreover, Tabibian et al. (2016) described that PSC is reduced 

by the addition of UDCA, highlighting the protective potential of the gut 

microbiota and BA against PSC [126]. 

6. Conclusions 

BSH enzymes play important roles in a wide range of host metabolic 

processes, including the regulation of cholesterol metabolism, energy, and 

inflammation homeostasis. BSHs have mainly been described in lactic acid 

bacteria. However, functional analysis of the gut microbiota revealed a high 

number of these enzymes in this ecological niche. The modulation of such 

activity has been shown to exhibit widespread effects on the host and resident 

microbiota. As the unique enzymes involved in the crucial deconjugation 

reaction, BSHs may serve as a promising strategy to control numerous 

diseases ranging from metabolic disorders to inflammatory and infectious 

diseases. Studies highlighting the molecular aspects of BSH enzymes 

including protein structure and genetic regulation would certainly be of great 
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relevance to fully address and evaluate the implications of BSHs as a clinical 

tool. 
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Chapitre 3 – Les objectifs scientifiques du projet 

de thèse 
 

Les éléments scientifiques présentés dans les chapitres introductifs 1 et 2 démontrent la 

pertinence de considérer le microbiote intestinal comme un nouvel acteur du métabolisme du 

cholestérol. La recherche des facteurs impliqués dans la régulation de la cholestérolémie est 

essentielle notamment par l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles afin 

d’améliorer la prise en charge des pathologies associées aux MCVs. Ces analyses descriptives ont 

permis d’affiner notre compréhension des mécanismes potentiels impliquant le microbiote 

intestinal dans la régulation de la cholestérolémie. Plus précisément, la fixation du cholestérol, sa 

conversion en coprostanol et la voie des BSH des bactéries du microbiote intestinal semblent être 

des cibles intéressantes. Cependant, nous ne savons pas laquelle de ces voies métaboliques 

majeures se révèle la plus efficace pour moduler la cholestérolémie. Le but de ce projet de thèse 

est d’étudier l’impact du microbiote intestinal sur la cholestérolémie au travers de ces 3 voies 

métaboliques.  

 

L’objectif de ce projet est de comprendre comment le microbiote intestinal contribue à 

gérer la cholestérolémie au moyen de ces activités métaboliques. Pour cela, il s’agira de répondre 

à 3 questions scientifiques qui constitueront les différentes tâches de ce travail de thèse (Figure 

12) : 

 

① Explorer plus globalement les effets de l’impact du microbiote intestinal sur le métabolisme 

du cholestérol.  

Pour cela, il s’agira d’établir un modèle du métabolisme du cholestérol, en prenant en compte 

l’influence du microbiote intestinal. Par la suite, ce modèle prédictif permettra de déterminer 
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Figure 12 : Déterminer la contribution des activités du microbiote intestinal à la cholestérolémie  

Les objectifs scientifiques sont de savoir ① Quel est la distribution de cholestérol dans l’organisme ? et d’identifier, 

② Quelle activité bactérienne vis-à-vis des stérols, est la plus efficace pour diminuer la cholestérolémie ? et , ③ Est-

ce que le microbiote peut être considéré comme une approche alternative aux traitements existants pour traiter 

l’hypercholestérolémie ? 
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si le cholestérol présent dans l’intestin est suffisamment biodisponible pour être métabolisé par le 

microbiote intestinal. Ce modèle reproduit la dynamique de la cholestérolémie à l'échelle de 

l'individu, en incluant l'activité du microbiote intestinal à travers ces activités métaboliques les 

plus décrites. Cet objectif sera traité dans le chapitre 5 : article 1 de thèse. 

 

② Sélectionner la voie métabolique microbienne la plus efficace pour moduler la cholestérolémie.  

A partir d’une collection de bactéries commensales isolées à partir du microbiote intestinal 

humain, il s’agira de sélectionner pour chacune des 3 voies métaboliques (fixation, conversion en 

coprostanol, BSH) une bactérie ayant l'efficacité la plus importante et ce, par des approches in 

vitro. Puis, il s’agira de tester chacune de ces bactéries sélectionnées en utilisant un modèle souris 

possédant un microbiote humain neutre vis à vis de ces activités microbiennes envers les stérols. 

Ceci permettra d’établir l’impact de chacune des activités bactériennes sur la cholestérolémie de 

l’hôte. L’activité bactérienne qui présente le potentiel hypocholestérolémiant in vivo le plus 

efficace, sera sélectionnée comme bactérie commensale candidate. Cette question sera traitée dans 

le chapitre 6 : article 2 de thèse. 

 

③ Évaluer si la bactérie commensale candidate peut être considérée comme une alternative 

biothérapeutique efficace pour diminuer la cholestérolémie dans un modèle plus proche de 

l’homme.  

Cette étude propose d’estimer le potentiel biothérapeutique préventif de cette bactérie 

candidate dans un contexte pathologique, à l’aide d’un modèle lapin présentant une 

hypercholestérolémie, associée aux premiers stades de développement de l’athérosclérose. Cette 

question sera abordée dans le chapitre 6 : article 2 de thèse. 
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Chapitre 4 – Les stratégies expérimentales 
 

Ce nouveau chapitre offre une vue d’ensemble générale et rationnelle sur la méthodologie 

expérimentale élaborée dans ce projet visant à explorer les activités du microbiote intestinal qui 

challenge la cholestérolémie. Les informations du matériel et des méthodes sont décrites de façon 

plus précises et approfondies dans le chapitre 5 et 6, correspondant à l’article 1 et à l’article 2. 

 

1. Design expérimental du projet de thèse 

 

Un récapitulatif de la démarche de ce travail est présenté ci-dessous (Figure 13).  

 

 
 
Figure 13 : Une vue globale de la démarche expérimentale de ce projet de thèse. 

Les études présentées dans cette de thèse visent à intégrer l’ensemble des connaissances de l’étude de l’impact du 

microbiote intestinal dans le métabolisme du cholestérol.  L’étude de l’article 1 conduit à identifier si le microbiote 

intestinal influence le métabolisme du cholestérol. L’article 2 regroupe un ensemble d’objectifs scientifiques 

progressifs qui aboutit à l’identification de la voie métabolique du microbiote intestinal qui modifie le métabolisme 

du cholestérol et valide l’effet de la bactérie candidate dans des modèles in vivo préclinique plus proche de l’homme. 
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2.  Impact du microbiote intestinal sur le métabolisme : validation mathématique  

Notre compréhension limitée du métabolisme microbien du cholestérol chez l’homme et sa 

complexité rendent difficile à associer ses fonctions métaboliques et son impact sur la 

cholestérolémie. De nouvelles approches basées sur la biologie des systèmes peuvent nous aider à 

renforcer cette vision mécanistique de cette interaction dynamique entre l’écosystème intestinal 

dynamique avec son hôte. Pour répondre à notre premier objectif scientifique, cette approche 

systémique par la mise en place de modèle mathématique a été proposée pour regrouper un 

ensemble d'entités biologiques, qui régulent la cholestérolémie, incluant le microbiote intestinal. 

Ce premier article apporte un premier aspect conceptuel de l’impact du microbiote intestinal sur 

la cholestérolémie de l’hôte. 

  

2.1. Le modèle mathématique du métabolisme du cholestérol 

L’utilisation de modèles mathématiques permet de prédire et d’instaurer une distribution du 

métabolisme du cholestérol chez l’homme. Cependant, aucun de ces modèles répertoriés inclut les 

paramètres de la dynamique du métabolisme du cholestérol par le microbiote intestinal. En 

collaboration avec l’équipe MaIAGE (Mathématiques et Informatique Appliquées du génome à 

l’Environnement, S. Labarthe et B. Laroche), le modèle est actualisé à partir de nouveaux 

paramètres (McAuley et al., 2012 ; Van De Pass et al., 2011). L’assemblage de notre modèle, 

nous a permis d’identifier des équations différentielles ordinaires (ODE). Ces ODE illustrent 

l’ensemble des composantes biologiques essentielles, associées au microbiote intestinal (e.g. 

biosynthèse de cholestérol dans l’intestin, apport de cholestérol alimentaire en fonction des repas), 

qui impactent sur la cholestérolémie de l’hôte. Ce choix de modèle estime les principaux 

mécanismes impliqués dans la régulation de la cholestérolémie au cours du temps.  

 

2.2. La modélisation des activités du microbiote intestinal influençant la 

cholestérolémie 

Ce modèle évalue la contribution des activités métaboliques du microbiote intestinal à travers 

des populations microbiennes commensales sélectionnées pour leur capacité à mimer in vitro le 

métabolisme microbien du cholestérol. Spécifiquement, une dynamique de l’écosystème intestinal 

a été modélisée à travers la croissance bactérienne et ses activités métaboliques in vitro dans un 



 Chapitre 4 – Les stratégies expérimentales 

 

137 
 

environnement similaire à celui de l’intestin. Seules, les activités du microbiote intestinal les plus 

décrites dans la littérature ont été introduites dans ce modèle. L’activité BSH est représentée à 

travers l’étude de la bactérie Bacteroides xylanisolvens XB1A et l’activité de production de 

coprostanol à travers la bactérie Bacteroides sp. D8. Ces deux bactéries commensales sont 

intégrées dans notre modèle mathématiques via des populations bactériennes fonctionnelles 

impliquées dans l’activité BSH à travers : i) ses activités de déconjugaison des sels biliaires 

primaires, notées PBSD (PBSD, primary-bile-salts deconjugation) et ii) celle responsable de la 

conversion de cholestérol en coprostanol, notée CCC (CCC, cholesterol-to-coprostanol 

conversion). Ces données expérimentales relatives au microbiote intestinal, ont été intégrées dans 

notre modèle et connectées à l’ensemble des paramètres biologiques qui régissent la 

cholestérolémie de l’hôte. 

  

 2.2.1. Les bactéries et les tests d’activités BSH et de production de coprostanol 
 

Bacteroides xylanisolvens XB1A et Bacteroides sp. D8 ont été cultivées dans un milieu de 

culture standard, le milieu BHI supplémenté. Toutes les cultures ont été cultivées à 37°C en 

conditions anaérobies pendant 24 h. Pour modéliser l’activité BSH de la bactérie Bacteroides 

xylanisolvens XB1A, l'effet des acides biliaires sur la croissance bactérienne a été testé dans un 

milieu BHI complété par 1 et 30 mM d'un mixte de sels biliaires. Pour la préparation du lysat 

cellulaire, les culots ont été lavés deux fois dans un tampon phosphate de sodium de 100 mM à pH 

6,5 et remis en suspension dans le même tampon. La lyse cellulaire a été réalisée par sonication à 

4°C pendant 1 min (trois cycles d'impulsions de 10 s à une amplitude de 40%) à l'aide d'un 

sonificateur Vibra-Cell TM 72408 ; ensuite, les débris cellulaires ont été éliminés par 

centrifugation (12 000 g, 30 min à 4°C). La concentration en protéines a été déterminée au 

Nanodrop. L'activité du BSH a été mesurée par la détermination de la quantité de résidus d'acides 

aminés libérés en utilisant deux BS comme indiqué précédemment (Tanaka et al., 1999). Dans 

des conditions standard, le mélange réactionnel contenait 50 μL de préparation enzymatique à une 

dilution appropriée (10mM ou 1mM), de SB conjugué à la glycine ou à la taurine avec 10 mmol/L 

de phosphate de sodium pH 6,5. Le volume réactionnel est de 1 mL.  Pour l’activité de production 

de coprostanol à travers Bacteroides sp. D8, l’extraction des stérols a été réalisée à été réalisée à 

partir de 1 mL de culture puis les échantillons ont été analysés par GC-MS selon la méthode décrite 

par Gérard et al. (Gérard et al., 2007). 
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2.2.2. La modélisation mathématique des souches bactériennes, Bacteroides 

xylanisolvens XB1A et Bacteroides sp. D8 

 

Les systèmes dynamiques décrivant la croissance bactérienne et la dynamique de la 

concentration des métabolites ont été réalisés à partir des tests de croissance de Bacteroides 

xylanisolvens XB1A et de Bacteroides sp D8. Une équation différentielle ordinaire (ODE) a été 

conçue pour modéliser la croissance de Bacteroides sp. D8 et de Bacteroides xylanisolvens XB1A. 

Ces données expérimentales ont été incorporées au modèle mathématique. 

 

        2.2.3. Distribution du cholestérol au sein de l’organisme  
 

A partir de notre objectif scientifique et notre modèle mathématique actualisé, certaines 

données qualitatives des modèles préexistants dans la littérature propre à l’étude de notre 

thématique sont absentes et indispensables à la mise en place de notre modèle. C’est pour cette 

raison qu’il est nécessaire de déterminer la quantité de cholestérol distribuée dans l’ensemble de 

l’organisme, notamment biodisponible pour le microbiote intestinal. Dans cette optique, nous 

avons déterminé la distribution de cholestérol marqué dans les compartiments physiologiques de 

la souris (Figure 14). 

2.2.3.1. Animaux et design expérimental 
  

Un groupe expérimental de souris conventionnels mâles C57BL/6J, EOPS (exempt 

d'organisme pathogène spécifique), âgées de onze semaines (Laboratoire Janvier, Le Gesnest, St 

Isle, France), sont maintenues dans nos animaleries (INRA, UMR1319 Micalis, Anaxem). Tout au 

long de la période expérimentale, les souris ont bénéficié d'un accès libre à l'eau et d'un régime 

alimentaire standard contenant 0,02 % de cholestérol (SAFE, R03-40). Pour limiter la 

coprophagie28  pendant l'étude, les animaux ont été logés dans des cages métaboliques 

individuelles à fond grillagé. Toutes les procédures ont été effectuées conformément aux règles de 

la Communauté européenne et approuvées par le Comité d’éthique (C2E-45 COMETHEA) avec 

le numéro d'autorisation A78-322-6. 

 
28 La coprophagie désigne un comportement animal qui consiste à consommer des matières fécales. Ce comportement 

est un mode d'alimentation normal, souvent complémentaire, pour de nombreux animaux, qui joue un rôle essentiel 

dans les mécanismes de métabolisation et de recyclage de la matière organique. 
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Figure 14 : La procédure expérimentale 1 pour établir la distribution de cholestérol dans l’organisme 
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Brièvement, un groupe expérimental de souris (n = 6) reçoit une dose de cholestérol deuteré 

– D5 par voie oro-gastrique pour analyser le devenir de cette molécule in vivo.  Un groupe de 

souris témoins reçoit la solution dépourvue de cholestérol deutéré. La durée de l’expérience est de 

3 jours, temps nécessaire à l’absorption totale du cholestérol deutéré dans les principaux 

compartiments physiologiques. Après 3 jours, les fèces ont été récupérées pour la quantification 

des stérols (n = 3). Des échantillons des compartiments physiologiques ont été prélevés après 

l'euthanasie des animaux à savoir : sang, foie, intestin (Duodénum, jéjunum, iléon, cæcum, contenu 

caecal, côlon, fèces), tissus adipeux, muscle squelettique. A partir de ces tissus, la quantification 

de cholestérol marqué est réalisée par la méthode d’extraction des stérols qui suit la méthode 

décrite par Folch (Folch et al., 1957). Les échantillons sont analysés par chromatographie en phase 

gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS) par les ingénieurs experts de la plateforme spécialisée, 

la plateforme ICAnalytics de lipidomique à l’institut de cardiométabolisme et de nutrition (ICAN). 

Ces données expérimentales seront intégrées à notre modèle mathématique du métabolisme du 

cholestérol chez la souris. Elles seront utilisées afin d’évaluer le potentiel du microbiote intestinal 

sur le métabolisme du cholestérol. 

3. Démarche expérimentale Article 2 

 

L’article 2 de thèse regroupe plusieurs axes qui amènent progressivement à identifier la voie 

métabolique du microbiote la plus efficace pour challenger la cholestérolémie et ses troubles 

associés. Pour répondre à ces deux derniers objectifs scientifiques, la mise en place d’approche in 

vitro et de modèles in vivo déterminés, a été proposée. Ce second article apporte plus de 

connaissances concernant l’impact du microbiote intestinal sur la cholestérolémie de l’hôte. 

 

3.1. Sélection des bactéries commensales représentatives des 3 voies métaboliques du 

cholestérol  

Le milieu d'infusion cerveau-coeur (BHIS) complété par un extrait de levure (0,5 %, Difco), 

de l'hémine (0,5 mg/mL ; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), maltose (0,5 mg/mL ; Sigma-

Aldrich), cellobiose (0,5 mg/mL ; Sigma-Aldrich), la cystéine (0,5 mg/mL ; Sigma-Aldrich) et la 

vitamine K1 (0,098 mg/L ; Sigma-Aldrich) a été choisi pour cultiver nos bactéries d’intérêt. La 

sélection des bactéries commensales anaérobies est effectuée à partir d’une collection répertoriée, 
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antérieurement isolée à partir du microbiote intestinal humain d’un individu sain. Des travaux 

préliminaires de criblages des activités métaboliques ont permis d’identifier les meilleures 

bactéries commensales suivant leur capacité à convertir le cholestérol en coprostanol et leur 

activités BSH (Potiron, 2017 ; Bourgin, 2016). Brièvement, la capacité de production de 

coprostanol de chaque bactérie commensale d’intérêt a été testée selon la méthode rapportée par 

Gérard et al., (Gérard et al., 2007). L’activité BSH a été réalisée à partir du protocole établi, 

suivant les procédures précédemment décrites (Tanaka et al., 1999). Pour finir, la voie de fixation 

du cholestérol a été testée via la méthode d’assimilation de cholestérol sous des conditions qui 

simulent l’environnement intestinal (présence de sels biliaires, de cholestérol en condition 

d’anaérobiose) (Pereira et Gibson, 2002 ; Tomaro-Duchesneau et al., 2014). 

 

 Afin d’évaluer les trois activités métaboliques vis-à-vis du cholestérol, une activité de 

référence connue a été utilisé comme témoin positif pour établir le potentiel métabolique de nos 

bactéries candidates, et ceci pour chacune des voies métaboliques de ce travail : Lactobacillus 

reuteri NCIMB 30242 pour la voie BSH, Bacteroides sp. D8., pour la voie de production de 

coprostanol et  Lactobacillus acidophilus ATCC 314 pour celle de la fixation du cholestérol (Jones 

et al., 2012 ; Gérard et al., 2007 ; Potiron, 2017 ; Tomaro-Duchesneau et al., 2014).  

 

Tableau 4 : Les bactéries représentatives des voies métaboliques du microbiote intestinal vis-à-vis 

des stérols 

 

 

 

 

 

 

 

À partir de ces résultats précédents, des critères de sélections indispensables ont permis de 

choisir les bactéries candidates : i) Une forte activité métabolique vis-à-vis des stérols, soit pour le 

cholestérol ou pour les sels biliaires,  ii) une activité vis-à-vis d’un stérol est sélectionnée, si elle 

présente une activité faible vis-à-vis des autres stérols, iii) Les bactéries possédant cette activité 

Voie métabolique 

microbienne 

du cholestérol 

 

         Désignation 

 

Références 

BSH AS99    Dans ce travail 

Production de coprostanol AS147 Dans ce travail 

Fixation du cholesterol AS113     Dans ce travail 
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d’intérêt doivent présenter une facilitée de culture (e.g. biomasse bactérienne suffisante, lyse 

bactérienne minimisée lors de la croissance bactérienne), et iv) l’assignation taxonomique de la 

bactérie doit être confirmée. L’espèce ne doit pas être associée à des effets néfastes pour la santé 

de l’hôte. Ces derniers critères, nous permettent de sélectionner la bactérie commensale sur la base 

de son efficacité métabolique la plus importante vis-à-vis du cholestérol et de ses dérivés, et ceci 

pour chacune des 3 activités du microbiote intestinal (fixation, conversion en coprostanol, BSH) 

(Tableau 4). A partir de ces données expérimentales in vitro, l’effet de différentes activités du 

microbiote intestinal sur la cholestérolémie sera testé in vivo.  

 

3.2. Sélection du microbiote intestinal humain d’un donneur sain présentant un profil 

métabolique neutre vis-à-vis des stérols 

 

La sélection d’un microbiote intestinal humain qui présente des activités métaboliques vis-à-

vis des stérols est réalisé à la base des travaux antérieurs (Bourgin et al., 2017 ; Le Roy et al., 

2019). Ces résultats ont permis d’identifier des profils de distribution des activités des stérols 

faibles du microbiote intestinal. Brièvement, l’activité BSH totale et de production de coprostanol 

ont été déterminées à partir de prélèvements fécaux d’individu sains selon la méthode de Tanaka 

et al., et Gérard et al., respectivement (Tanaka et al., 1999 ; Gérard et al., 2007). Des critères de 

sélections indispensables ont permis de sélectionner le donneur humain :  i) l’absence d’atteintes 

physiopathologiques, ii) une absence de prise de traitement antibiotique précédant les trois mois, 

ii) une activité vis-à-vis BSH et une production de coprostanol faible, iii) une disponibilité facile 

en vue des prélèvements fécaux pour réaliser les FMT avec du matériel frais, pendant 

l’expérimentation animale. 

 

3.3. Détermination de la voie du microbiote qui challenge la cholestérolémie  

Pour tester l’impact des activités du microbiote intestinal sur la cholestérolémie, une 

première procédure expérimentale a été mise en place.  

 

3.3.1. Préparation de la solution fécale pour la FMT  

Les préparations de la solution fécale ont été réalisées suivant les recommandations de 

bonnes pratiques cliniques (Cammarota et al., 2017). Brièvement, les selles de l’individu humain 
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sélectionné, ont été fraîchement prélevées dans une boîte anaérobie puis transférées dans un 

environnement en condition d’anaérobie (chambre de Freter réservée à la manipulation de matière 

fécale, 90 % N2, 5 % H2, 5 % CO2). Elles sont ensuite pesées et diluées : 1 g de selles est prélevé 

et homogénéisé chimiquement dans une solution de Ringer stérile réduite (0,9 % de NaCl, PBS 

contenant 0,5 g/L de L-Cystéine, Sigma). Cette solution est ensuite homogénéisée mécaniquement 

dans un blender. La suspension fécale est filtrée, puis centrifugée à 6 000 × g pendant 15 minutes. 

Cette solution est ensuite transportée dans une boîte anaérobie jusqu'à l'animalerie et introduite 

dans les isolateurs. La préparation a ensuite été inoculée (200 µL par souris) par un gavage oro-

gastrique aux souris. Cette opération est répétée à chaque fois, toutes les 48 heures d'intervalle 

pendant la semaine 5 et 6 (Figure 14).  

 

3.3.2. Préparation des bactéries commensales 

Les bactéries candidates utilisées dans cette étude (Tableau 4), ont été cultivées à 37°C 

dans une chambre anaérobie pendant 16 heures, correspondant à leur début de leur phase 

exponentielle. Les culots cellulaires ont été obtenus par centrifugation à 4 500 × g pendant 20 min 

à 4°C. La suspension cellulaire pour administration orale a été préparée en mettant en suspension 

les cellules bactériennes cultivées dans du PBS réduit avec une densité cellulaire finale de 1 × 109 

UFC par mL. La solution contenant les 3 bactéries commensales, est préparée à partir de ces trois 

cultures indépendantes et rassemblées au dernier moment pour obtenir la solution bactérienne de 

synergie. De la même façon, une solution fraîche de 20 mg/mL de rosuvastatine est préparée dans 

du PBS réduit (Rosuvastatine, Sigma). L’ensemble de ces opérations sont répétées chaque jour, 

six jours sur sept, chaque semaine, de la semaine 5 à la semaine 15 (Figure 14).  Les solutions 

fraîchement préparées sont ensuite transportées jusqu’à l’animalerie dans une boîte anaérobie. 

Elles sont réparties dans les isolateurs et administrées par voie oro-gastrique (200 μL) 

quotidiennement aux souris. 

 

3.3.3. Les animaux 

Cette procédure expérimentale a été réalisée à partir de 60 souris C57BL/6J 

conventionnels, EOPS (exempt d'organisme pathogène spécifique), âgées de neuf semaines et de 

la souche C57BL/6J (Laboratoire Janvier, Le Genest St Isle, France). Les souris C57BL/6J 
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s’avèrent être la souche de souris la plus utilisée pour l’analyse du métabolisme du cholestérol, 

l’étude de l’effet du microbiote intestinal et pour leurs susceptibilités aux troubles 

hypercholestérolémiques induits par l'alimentation (Belsh et al., 2013 ; Safari et al., 2020). Cette 

première procédure a été réalisée dans une animalerie spécialisée, dans un environnement contrôlé, 

en isolateurs à la plateforme Anaxem, spécialisée dans l'étude du dialogue entre les microbiotes 

commensaux et leur hôte (plateforme de l’institut MICALIS, INRAE, Jouy- en- Josas). Les 

animaux ont été placés en isolateurs stériles ventilés avec de l'air stérile filtré par HEPA. À 

l’intérieur des isolateurs, les animaux sont logés dans des cages collectives (5 souris/cages) 

contenant une litière stérile faite de copeaux de bois. Les souris ont été acclimatées pendant une 

semaine avant le début des expériences et avaient accès libre à l'eau autoclavée et à un régime 

standard γ-irradié (45 kGy) (TD.01383, Envigo). Les animaux ont été pesés individuellement et 

identifiés par micropuces. La salle des animaux a été maintenue à une température de 20-24°C et 

à un cycle lumière/obscurité de 12 h. 

 

3.3.4. La procédure d'expérimentation animale  

Cette procédure a été réalisée en stricte conformité avec les lignes directrices pour le soin et 

l'utilisation des animaux de laboratoire agréés par les autorités vétérinaires françaises (Agrément 

de l’Etablissement utilisateur numéro 78-3226). Cette procédure expérimentale (Figure 15) a été 

approuvée par le Ministère français de l'Education Nationale, de l'Enseignement Supérieur et de 

la Recherche (APAFIS #14946- 2017021412338668). Après une semaine d’acclimatation, les 

selles des souris ont été récoltées individuellement. À partir de la semaine 3, elles ont reçu dans 

l'eau potable autoclavée une combinaison d'antibiotiques à large spectre pendant 2 semaines 

(Ampicilline 1 mg/kg, néomycine 100 mg/kg, vancomycine 50 mg/kg et métronidazole 100 

mg/kg), pour dépléter leur microbiote initial (Hintze et al., 2014). Une attention particulière est 

prise au niveau de la litière et de la nourriture irradiée, remplacées toutes les 48 heures. À la fin de 

cette période, une détection de la charge bactérienne a été effectuée pour s’assurer de l'absence 

totale de bactéries détectables dans les fèces. A la 3ème semaine, les selles des individus humains 

sélectionnés ont été fraîchement prélevées, préparées puis inoculées (200 µL par souris) par quatre 

gavages répétés à 48 heures d'intervalle pendant la semaine 5 et 6 (Figure 15). Tous les groupes 

de souris ont reçu le microbiote fécal de l'individu sain et ont été maintenu pendant 10 semaines.  
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Figure 15 : La procédure expérimentale pour sélectionner la voie métabolique du microbiote intestinal la plus efficace pour 

challenger la cholestérolémie.  

L'expérience a été réalisée sur six groupes composés chacun de 10 souris mâles C57BL/6J, EOPS (exempt d'organisme 

pathogène spécifique) traitées aux antibiotiques. L’ensemble des animaux ont reçu une transplantation fécale humaine 

d’un donneur humain, sain, caractérisé par une faible production de coprostanol et d’activité BSH. Ce microbiote sera 

implanté par transplantation fécale chez six groupes de souris axénisées par un traitement d’antibiotiques. Cette étape 

permet l’établissement d’un modèle murin humanisé qui présente un profil microbien métabolique neutre vis-vis du 

cholestérol et de ses dérivés, mimant un environnement de l’écosystème intestinal à la fois complexe et contrôlé, pour 

optimiser l’effet de nos voies métaboliques d’intérêts. Durant cette période, les souris seront sous régime standard. 

Suite à l’implantation de ce microbiote, les souris humanisées reçoivent indépendamment les bactéries candidates par 

voie oro-gastrique chaque jour, comme suit : (1) Groupe 1 receveur de microbiote sain sur régime alimentaire témoin 

standard supplémenté en cholestérol (2 %),  recevant la solution de préparation commune à chaque groupe dépourvu 

de bactéries/de traitement (CHOL) ; (2) Groupe receveur de microbiote sain, recevant la bactérie commensale 

productrice de coprostanol, AS 147 (COPROSTANOL_CHOL) ; (3) Groupe 3 receveur de microbiote sur régime 

standard supplémenté en CHOL, recevant la bactérie commensale dotée d’une forte activité BSH,  AS 99 

(BSH_CHOL) ; (4) Groupe receveur de microbiote sain, recevant la bactérie commensale présentant la meilleure 

capacité à fixer le cholestérol, AS 113 recevant la bactérie commensale productrice de coprostanol, AS 147 

(FIXATION_CHOL) ; (5) Groupe receveur de microbiote sain, recevant les 3 bactéries commensales (AS147, AS99, 

AS113) pour tester l’effet synergique des voies du microbiote intestinal (SYNERGIE_CHOL) ; (6) Groupe receveur 

de microbiote sain, recevant une statine (20 mg/mL), un traitement pharmacologique de référence pour limiter 

l’augmentation de la cholestérolémie et de comparer in fine l’efficacité des approches passant par le microbiote versus 

ce traitement ciblant la physiologie de l’hôte (STATINES_CHOL). Après dix semaines d’expérimentation, 

l’euthanasie des animaux et la collecte des compartiments biologiques sont réalisées : foie, intestin, tissus adipeux.  

CHOL, régime standard supplémenté en cholestérol pendant une durée de 10 semaines ;  Examens cliniques 

réalisé ; Pesée des animaux ;   transplantation fécale humaine d’un donneur humain sain, caractérisé par 

un faible potentiel vis-à-vis des stérols ; prélèvements de sang et  de fèces. L’évaluation de l’effet des 

bactéries sur le métabolisme du cholestérol est réalisée (dosage de cholestérol, histologie). À partir de ces résultats, la 

bactérie candidate sera sélectionnée pour évaluer son potentiel thérapeutique dans un modèle expérimental plus 

élaboré.  
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De la 3ème semaine jusqu’à la fin de l'expérience, les six groupes de souris ont été nourris ad 

libitum pendant 10 semaines avec un régime standard supplémenté par 2 % de cholestérol irradié 

à 45 kGy (CHOL), pour induire une hypercholestérolémie (TD.01383 + 2 % de cholestérol). 

Chaque groupe de souris reçoit par voie oro-gastrique, une bactérie précédemment sélectionnée : 

(1) Groupe 1, recevant la solution de PBS commune à chaque groupe dépourvu de bactéries/de 

traitement (CHOL) (2) Groupe 2, recevant la bactérie commensale productrice de coprostanol,  AS 

147 (COPROSTANOL_CHOL) ; (3) Groupe 3, recevant la bactérie commensale dotée d’une forte 

activité BSH, AS 99 (BSH_CHOL) ; (4) Groupe 4, recevant la bactérie commensale présentant la 

meilleure capacité à fixer le cholestérol,  AS 113 (FIXATION_CHOL) ; (5) Groupe 5, recevant 

les trois bactéries commensales (AS147, AS99, AS113) pour tester l’effet synergique des voies du 

microbiote intestinal (SYNERGIE_CHOL) ; (6) Groupe 6, recevant une statine (Rosuvastatine, 20 

mg/mL), un traitement pharmacologique de référence pour limiter l’augmentation de la 

cholestérolémie. Ce témoin permet de comparer in fine l’efficacité des approches passant par le 

microbiote versus ce traitement ciblant la physiologie de l’hôte (STATINES_CHOL). 

 

3.3.5. Les mesures in vivo de la procédure expérimentale  

 Pendant le protocole expérimental, le poids corporel, la consommation d'aliments et de 

boisson, un examen clinique sur l'état du bien-être animal sont contrôlés. Les fèces et le sang des 

souris ont été collectées individuellement à chaque période de la procédure expérimentale (Figure 

15).  

3.3.6. Le prélèvement des tissus biologiques 

Après 10 semaines d’administration oro-gastrique des bactéries d’intérêts, les animaux ont été 

euthanasié à la fin de la 15eme semaine de la procédure. Un dernier prélèvement de sang a été réalisé 

sous anesthésie, avant leur euthanasie par dislocation cervicale. Le foie, l’intestin (duodénum, 

iléon, jéjunum, cæcum, côlon), et le tissu adipeux ont ensuite été prélevés et conservés à - 80 °C 

(Figure 14). 

 



 Chapitre 4 – Les stratégies expérimentales 

 

147 
 

              3.3.7. Les analyses biochimiques 

Les niveaux de cholestérol total (Chol-T), de triglycérides (TG), de phospholipase (PL), de 

cholestérol libre (Chol-L), de cholestérol lié aux lipoprotéines de haute densité (HDL-Chol), de 

cholestérol lié aux lipoprotéines de basse densité (LDL-Chol), ont été mesurés au sein de la 

plateforme de spectrométrie de masse du Centre de recherche en nutrition humaine de l’Ouest 

(CRNH-Ouest, Nantes), suivant la méthode préalablement décrite (Lambert et al., 2008).  

 

3.3.8. Les analyses statistiques 

Pour toutes les analyses et pour chaque groupe, les résultats sont exprimés sous forme de 

moyenne ± SEM (Standard Error Mean, l’erreur type à la moyenne). Pour les comparaisons 

multiples, l'analyse statistique a été effectuée au moyen d'un test ANOVA à sens unique ou à 

double sens, suivie des tests de comparaison multiple de Tukey avec le logiciel GraphPad 6.0. p < 

0.05 a été considéré comme statistiquement significatif. 

 

3.4. Évaluation du potentiel préventif de notre bactérie candidate sur un modèle lapin plus 

proche de l’homme 

 

Ce précédent objectif scientifique a permis de sélectionner la voie bactérienne qui challenge 

le mieux la cholestérolémie chez des souris saines soumises à un régime riche en cholestérol. La 

dégradation du cholestérol par cette voie bactérienne pourrait contribuer à l’élimination du 

cholestérol de l'organisme, et ainsi limiter la cholestérolémie et le développement de 

l’athérosclérose. L’objectif de cette nouvelle procédure est d’évaluer cette voie bactérienne du 

microbiote pour challenger, de manière préventive, la cholestérolémie dans un modèle préclinique 

plus proche de l’homme.  Le lapin Néo-zélandais a été choisi et soumis à un régime supplémenté 

en cholestérol. Le deuxième objectif est l’évaluation de l’effet potentiel de cette activité 

bactérienne au niveau de simple lésions athérogéniques retrouvées dans l’athérosclérose (plaque 

d’athérome). Cette approche globale permet de mieux appréhender le potentiel de la bactérie 

candidate dans un contexte pathologique avec le modèle lapin. La force de ce modèle animal 

préclinique est identifié par la présence de lésions pathologiques initiales (plaques au niveau des 

artères) identiques à celles observées dans l’évolution de l’athérosclérose chez l’homme, 
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particulièrement lors des premiers stades de l'athérosclérose, associés à une perturbation du 

métabolisme du cholestérol (Phinikaridou et al., 2010 ; Lin et al., 2017).  

 

3.4.1.  Préparation de la bactérie candidate  

La bactérie candidate, AS99, représentant la voie BSH est sélectionnée dans cette 

procédure. Elle a été cultivée de la même façon que la précédente procédure chez la souris 

(INRAE, MICALIS, Jouy-en-Josas). La solution a été préparée en mettant en suspension les 

cellules bactériennes cultivées dans une solution de cryoconservation, une solution de PBS réduite 

et mélangée à 15 % de glycérol. La densité cellulaire finale a été adapté à l’espèce d’intérêt et 

optimisée à l’environnement intestinal du lapin, avec une dose de 1,5 × 109 UFC par mL, 

préconisée selon des études antérieures (Kimsé et al., 2012 ; Seyidoglu, et Peker, 2015 ; Bircher 

et al., 2018). Après homogénéisation, la préparation est fixée dans l’azote liquide et conservée à - 

80°C. Les solutions sont ensuite transportées jusqu’au lieu de l’expérimentation animale (ONIRIS, 

Nantes). Elles sont progressivement décongelées, transportées jusqu’à l’animalerie. 

L’administration de la solution bactérienne s’effectue par voie orale (1 mL), quotidiennement aux 

lapins, pendant huit semaines. 

3.4.2.  Les animaux  

Dans notre étude, 24 lapins mâles de souche néo-zélandais blancs (NZW, New-Zealand 

White), de statut sanitaire conventionnel, ont été utilisés (Hypharm, Eurolap, Hycole). Les animaux 

sont âgés de 4 mois et pèsent entre 2,7 et 3,0 Kg. Ces paramètres favorisent l’établissement d’un 

modèle animal, qui présente un métabolisme du cholestérol stable et mature (Dontas et al., 2011). 

Les lapins sont logés à raison de 2 lapins par cage à l’animalerie du Centre de Recherche et 

d'Investigation Préclinique (CRIP, ONIRIS, Nantes). Les lapins ont été pesés individuellement et 

tatoués. Tous les animaux sont maintenus à température constante (22 ± 2°C) et soumis à un cycle 

de lumière/obscurité de 12/12 heures. 

3.4.3.  La procédure expérimentale  
 

Cette procédure a été réalisée en stricte conformité avec les lignes directrices pour le soin et 

l'utilisation des animaux de laboratoire agréés par les autorités vétérinaires françaises des Pays de  
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Figure 16 : La procédure expérimentale pour évaluer le potentiel préventif de la voie BSH sur le métabolisme 

du cholestérol et ces troubles associés.  

L'expérience a été réalisée sur trois groupes de lapin, composés chacun de 8 lapins NZW, mâles. Durant la période 

d’acclimatation, de la semaine 1 à la semaine 2, les lapins sont sous régime standard (TD 2931, Envigo). Un régime 

standard riche en fibre a été choisi pour préserver la santé digestive des lapins et réduire le risque d’entéro-infections. 

Les lapins reçoivent indépendamment, les solutions par voie orale chaque jour, comme suit : (1) Groupe 1, avec une 

alimentation standard témoin, recevant un solution de PBS mélangé à 15 % de glycérol (n = 8, STD) ; (2) Groupe 2, 

avec une alimentation standard TD 2931  additionné de 2 % de cholestérol témoin, recevant un solution de PBS 

mélangé à 15 % de glycérol (n = 8 ; CHOL, régime TD 2931 complété de 2% de cholestérol, Envigo) ; (3)  Groupe 3, 

aliments standard additionné en cholestérol et recevant la bactérie porteuse d’activité bactérienne d’intérêt (solution 

bactérienne cryopréservée, dosée à 1,5 x 109 UFC bactérien par mL) (n = 8 ; BSH_CHOL). Après huit semaines 

d’expérimentation, l’euthanasie des animaux et la collecte des compartiments biologiques sont réalisées : vaisseaux, 

foie, intestin, tissus adipeux. STD, régime standard ; CHOL, régime standard supplémenté en cholestérol pendant une 

durée de 8 semaines ;  Examens cliniques réalisés ; Pesée des animaux ; prélèvements de sang et  

de fèces. L’évaluation de l’effet des bactéries sur le métabolisme du cholestérol est réalisée (dosage de cholestérol, 

histologie). A partir de ces résultats, le potentiel biothérapeutique de la voie BSH sera évalué.  
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Loire (Agrément de l’établissement utilisateur n° F 44 271). Ce projet a été approuvée par le comité 

d’éthique en expérimentation animale et autorisé par le Ministère de la Recherche (APAFIS N° 

22693-2019110516169816v3) (Figure 16). Les vingt-quatre lapins NZW ont été répartis en trois 

groupes, composés chacun de 8 lapins. Les lapins ont été acclimatés pendant une semaine avant le 

début des expériences et avaient un libre accès à l’eau et à un régime standard γ-irradié (45 kGy), 

adaptée aux lapins à formule fixe (TD 2931, Envigo). Après une semaine d’acclimatation, les selles 

des lapins ont été récoltées et un prélèvement sanguin a été réalisé, individuellement. Une attention 

particulière est prise au niveau de la nourriture, remplacée toutes les 48 heures. De la 2ème semaine 

jusqu’à la fin de l'expérience, les trois groupes de lapin ont été nourris pendant 8 semaines soit à 

un régime standard (TD 2931, Envigo), soit à un régime standard additionné de 2 % de cholestérol 

irradié à 45 kGy (CHOL), pour induire une hypercholestérolémie (TD 2931 + 2 % de cholestérol). 

Cette période de 8 semaines est également justifiée par rapport au régime standard additionné en 

cholestérol, basé sur de précédentes publications (Lin et al., 2017). Comme indiqué 

précédemment, ce modèle expérimental d'athérosclérose aortique induite par un régime 

supplémenté en cholestérol, imite le cadre clinique de l'athérosclérose induite par 

l'hypercholestérolémie. Cette durée correspond donc à la mise en place d’un modèle expérimental, 

qui reflète les premiers stades de développement de l’athérosclérose, exprimée par la présence de 

plaques d’athéromes (Libby et al., 2019). 

 

Chaque groupe de lapin reçoit par voie orale : (1) Groupe 1, une alimentation standard témoin, 

recevant une solution de PBS, mélangée à 15 % de glycérol (n = 8, STD) ; (2) Groupe 2, une 

alimentation standard, additionnée de 2 % de cholestérol témoin, recevant une solution de PBS 

mélangée à 15 % de glycérol (n = 8 ; CHOL, régime TD 2931 complété de 2 % de cholestérol, 

Envigo) ; (3)  Groupe 3, un aliment standard additionné en cholestérol et recevant la bactérie 

porteuse d’activité bactérienne d’intérêt (solution bactérienne cryopréservée, dosée à 1,5 x 109 

UFC bactérien par mL). L’administration de la solution bactérienne s'est poursuivie pendant 8 

semaines consécutives, durée pendant laquelle la sécurité et l'efficacité de bactéries probiotiques 

ont été évaluées lors de précédentes études (Kimsé et al., 2012 ; Seyidoglu, et Peker, 2015). Après 

8 semaines de procédure expérimentale, les lapins ont été anesthésié avec de la kétamine (35 

mg/kg) et de la xylazine (5 mg/kg), par voie intramusculaire, puis euthanasiés par injection 
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intraveineuse de Dolethal (300 mg / kg).  Le sérum et les tissus aortiques et biologiques ont été 

collectés pour des analyses supplémentaires (Figure 16). 

 

3.4.4. Les mesures in vivo de la procédure expérimentale  

Pendant le protocole expérimental, l’évaluation de paramètres cliniques, le poids corporel, la 

consommation d'aliments, un examen clinique sur l'état du bien-être animal sont contrôlés. Un 

suivi du bien-être des animaux est assuré quotidiennement. Les fèces des lapins ont été collectées 

individuellement à chaque période de la procédure expérimentale. Les prélèvements de sang (1 

mL) sont réalisés au niveau de l'artère médiane. L’oreille est préalablement anesthésiée, 

localement avec de la crème anesthésique (Lidocaïne, EMLA®). Ce prélèvement de sang servira 

pour le dosage de la cholestérolémie (1 mL) (Figure 16). 

 

3.4.5. Le prélèvement des tissus biologiques 

A la fin de la 8eme semaine de la procédure expérimentale de la procédure expérimentale, les 

animaux ont été euthanasiés. Un dernier prélèvement de sang a été réalisé sous anesthésie puis les 

lapins ont été euthanasiées. Le foie, l’intestin (duodénum, iléon, jéjunum, cæcum, côlon), l’arc 

aortique (carotide, artère iléale) et le tissu adipeux ont été prélevés, pesés et conservés à - 80 °C 

(Figure 16). 

 

3.4.6. Les analyses biochimiques 

Les niveaux de cholestérol total (Chol-T), de triglycérides (TG), de phospholipase (PL), de 

cholestérol libre (Chol-L), de cholestérol lié aux lipoprotéines de haute densité (HDL-Chol), de 

cholestérol lié aux lipoprotéines de basse densité (LDL-Chol), ont été mesurés au sein de la 

plateforme de spectrométrie de masse du Centre de recherche en nutrition humaine de l’Ouest 

(CRNH-Ouest, Nantes). 

 

3.4.7. Les analyses histologiques des tissus et des lésions hépatiques et 

asthérosclérotiques 

Pour l'analyse histologique, les tissus biologiques ont été fixés avec une solution de formol à 

10 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) dans du PBS (pH 7,4) pendant 24 heures, puis enrobés de 
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paraffine. Après déshydratation en série, les tissus sectionnés ont été colorés avec de 

l'hématoxyline et de l'éosine (H&E). Les images ont été scannées à l'aide du logiciel 3DHISTECH 

(Pannoramic Scan 3DHistech slide scanner) au sein de la plateforme @BRIDGe (GABI, INRAE, 

AgroParisTech, Université Paris-Saclay, Paris, France).  

 

Pour les analyses des lésions hépatiques, nous avons choisi un système de notation largement 

utilisé, le score d'activité de la stéatopathie non-alcoolique (NAS) proposé par un ensemble 

d’experts cliniques internationaux des NASH. Ce système évalue une lésion histopathologique à 

partir d’un échantillon de foie suivant trois caractéristiques histologiques : la stéatose, le 

ballonnement hépatocellulaire et l'inflammation lobulaire (Kleiner et al., 2005 ; Brunt et al., 

2011). Brièvement, la stéatose est évaluée par un score allant de 0 à 3, suivant la quantité de lipides 

accumulés dans les hépatocytes. Le ballonnement hépatocellulaire présente une note attribuée 

suivant la proéminence de gonflement des hépatocytes (note de 0-2). L'inflammation des tissus est 

évaluée à l'aide d'une note, allant de 0 à 3, en fonction du nombre de foyers inflammatoires 

observés notamment au niveau de la veine portale. Le score total de la NAS représente la somme 

des scores pour la stéatose, l'inflammation lobulaire et le ballonnement, de 0 à 8. Le diagnostic par 

le NAS est un complément utilisé pour noter l'activité. Dans cette étude de référence, des scores 

de NAS de 0 à 2 ont été obtenus dans des cas largement considérés comme non diagnostiques de 

la NASH, des scores de 3 à 4 ont été répartis de manière égale entre ceux considérés comme non 

diagnostiques, limites de la NASH. Un score de 5 à 8 est positif pour la NASH et d’autres troubles 

hépatiques associés.  

 

Pour l'analyse histologique des lésions d’athérosclérose, la carotide a été sélectionnée pour 

cette analyse. Cette artère a été choisie car c’est une zone la plus propice aux remodelages liés à 

l’athérosclérose (Verbeuren et al., 1986 ; Lin et al., 2017 ; Kanshana et al., 2017). Cette section 

artérielle a été préparée de la même façon que les autres tissus biologiques pour l’analyse 

histologique. Les lésions d'athérosclérose macroscopiques ont été évaluées à partir des images 

scannées et analysées pour observer les changements de l’épaisseur de l’intima et pour caractériser 

l'épaisseur de la plaque de l’artère d'intérêt (Kim et al., 2016 ; Lin et al., 2017 ; Zhang et al., 

2020). 
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3.4.8. Les analyses statistiques 

Pour toutes les analyses et pour chaque groupe, les résultats sont exprimés sous forme de 

moyenne ± SEM.  Pour les comparaisons multiples, l'analyse statistique a été effectuée au moyen 

d'un test ANOVA à un facteur suivi des tests de comparaison multiple de Tukey ou à deux facteurs, 

suivi d’un Bonferroni ont été utilisés pour calculer la signification statistique avec le logiciel 

GraphPad 6.0. P < 0.05 a été considéré comme statistiquement significatif. 
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Chapitre 5 : Actualisation conceptuelle du 

métabolisme du cholestérol chez l’homme 
 

 

Bourgin, M., Labarthe, S., Kriaa, A., Lhomme, M., Gérard, P., Lesnik, P., Laroche, B., Maguin, E., & Rhimi, M. 

(2020). Exploring the Bacterial Impact on Cholesterol Cycle: A Numerical Study. Frontiers in microbiology, 11, 

1121. https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.01121 

 

1. Présentation 

Le développement d’un modèle mathématique du métabolisme du cholestérol prenant en 

compte l’action de l’hôte et de son microbiote est entrepris afin de quantifier et de prédire la 

distribution du métabolisme du cholestérol chez l’homme. En collaboration avec l’équipe 

MaIAGE (Mathématiques et Informatique Appliquées du génome à l’Environnement, S. Labarthe 

et B. Laroche), ce modèle est construit à partir de modèles prédictifs préexistants, introduisant une 

modélisation mécanistique du métabolisme de l’hôte, en incluant des paramètres de la dynamique 

du métabolisme du cholestérol par le microbiote intestinal. Les travaux ont été publiés en juin 2020 

dans Frontiers Microbiology, Bourgin et al., 2020. 

 

2. Résumé de l’article 1 “Exploring the Bacterial Impact on Cholesterol Cycle: A Numerical 

Study” 

Un taux de cholestérol sanguin élevé est souvent associé à des maladies cardiovasculaires. 

Des stratégies thérapeutiques, ciblant différentes fonctions impliquées dans le transport ou la 

synthèse du cholestérol, ont été développées pour contrôler la cholestérolémie chez l'homme. 

Cependant, le microbiote intestinal est également impliqué dans la régulation du cholestérol par 

biotransformation directe du cholestérol luminal ou par conversion des sels biliaires, ce qui ouvre 

la voie à la conception de nouvelles stratégies pour gérer le niveau de cholestérol. Dans ce rapport, 

nous avons développé pour la première fois un modèle humain du métabolisme du cholestérol, 

incluant le microbiote intestinal, afin d'étudier l'impact relatif des voies de l'hôte et celles du 

microbiote à savoir, la voie de conversion du cholestérol en coprostanol et la voie de déconjugaison 

des sels biliaires, via les BSH. Afin d'évaluer cet impact, nous avons adopté une approche 

intégrative dans laquelle les connaissances basées sur la littérature ainsi que les données 

expérimentales in vitro et in vivo sont utilisées pour générer un modèle mathématique du 

métabolisme du cholestérol global, prenant en compte l’ensemble de l’organisme humain, et le 

microbiote intestinal qui lui est associé constituant ainsi, l'holobionte humain. 
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La première partie de cet article consiste à étudier la distribution du cholestérol ingéré dans 

différents compartiments de l'hôte, et de déterminer la quantité de cholestérol biodisponible dans 

le tractus gastro-intestinal. Pour analyser le devenir du cholestérol in vivo, un groupe de souris 

sous régime standard, a été gavé avec du cholestérol deutéré pour permettre le suivi de cette 

molécule in vivo. Après 3 jours, durée suffisante au renouvellement du métabolisme du cholestérol, 

nous avons procédé à l’euthanasie des animaux, puis à la collecte des différents compartiments 

physiologiques (sang, foie, tissus adipeux, muscle squelettique, duodénum, jéjunum, iléon, côlon, 

contenu du cæcum et fèces). Les stérols provenant des échantillons biologiques prélevés, ont été 

extraits et analysés. Les résultats de cette expérience, nous ont permis de déterminer qu'environ la 

moitié du cholestérol marqué était excrété dans les fèces (48,1 %) et qu'environ un quart (26,4 %) 

était stocké dans les tissus de la souris (plasma, tissu périphérique et foie) tandis que le dernier 

quart (25,5 %) circulait encore dans la lumière et les tissus intestinaux. Ces résultats, nous 

indiquent que le pool de cholestérol disponible pour la biotransformation bactérienne représente 

une fraction importante du cholestérol ingéré, ce qui suggère que les bactéries pourraient avoir un 

impact notable sur le devenir du cholestérol. 

 

Dans un second temps, nous avons caractérisé in vitro les activités métaboliques vis-à-vis 

des stérols de bactéries commensales intestinales suivantes : Bacteroides xylanisolvens, notée Bxyl 

pour son activité de déconjugaison des sels biliaires et Bacteroides sp D8., notée BspD8, pour sa 

capacité à convertir le cholestérol en coprostanol. Pour cela, nous avons étudié leur croissance 

bactérienne dans des conditions physiologiques in vitro, pour modéliser leur dynamique et la 

fonction liée aux stérols de ces deux populations bactériennes dans l'intestin. Ces deux populations 

bactériennes présentent une activité métabolique de déconjugaison des sels biliaires, noté PBSD. 

Par ailleurs, CCC présente une capacité de conversion du cholestérol en coprostanol. Ces données 

ont été calibrées et intégrées à notre modèle mathématique.  

 

 Enfin, nous avons développé un modèle mathématique pour relier toutes ces données 

expérimentales, en partant des modèles mathématiques préexistants dans la littérature. Pour cela, 

nous avons d'abord détaillé et adapté le compartiment intestinal luminal avec un complexe 

microbien, représenté par PBSD et CCC, en prenant en compte un ensemble de paramètres 

physiologiques pour qu'il soit représentatif des activités bactériennes observées in vivo (activité 
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métabolique vis-à-vis des stérols, dynamique du cholestérol luminal comme l’absorption du 

cholestérol par les tissus intestinaux). Puis, nous avons étendu cette prédiction du microbiote 

intestinal à l’ensemble des compartiments biologiques de l'hôte, qui régissent le métabolisme du 

cholestérol de l’organisme.  

 

Par la suite, nous avons utilisé les données expérimentales obtenues sur la distribution du 

cholestérol in vivo chez la souris pour valider notre nouveau modèle mathématique. La distribution 

obtenue avec notre modèle est comparée à la distribution expérimentale et présente tous deux une 

forte concordance, notamment au niveau de la répartition des flux entre les compartiments 

biologiques. De façon intéressante, ces résultats nous ont permis d’observer que le cycle du 

cholestérol se compose de trois éléments principaux : (i) un axe central épithélium intestinal-

système sanguin-axe hépatique, (ii) le compartiment luminal et, (iii) les tissus périphériques. 

 

La suite de cette approche s’est concentrée sur la prédiction de l'impact du microbiote 

intestinal sur la cholestérolémie, pour fournir une première analyse des deux mécanismes 

microbiens impliqués. Ainsi, nous avons démontré que l'augmentation des populations PBSD, 

dotées de l’activité BSH, augmente cette activité et fait chuter le niveau luminal de sels biliaires, 

d'environ 26 % et amène in fine à une diminution d'environ 5 % des concentrations de HDL-Chol 

et LDL-Chol. L'augmentation de la population de CCC, responsable de la conversion du 

cholestérol en coprostanol, entraîne une perte importante de cholestérol intestinal, partiellement 

compensée par une synthèse intestinale du cholestérol accrue. Nous avons également observé que 

l'ampleur du flux impliqué dans la régulation indirecte du cholestérol par les sels biliaires était 

supérieure à la perte directe de cholestérol induite par la bioconversion du cholestérol en 

coprostanol. L'impact sur les niveaux de cholestérol plasmatique était également important. 

 

La dernière partie est une analyse approfondie de notre modèle, focalisée sur la sensibilité 

globale. Cette étape permet d’inclure une description de l'impact du métabolisme du microbiote 

intestinal comparativement à celui de l'hôte. Ainsi, notre modèle confirme que le principal moteur 

des niveaux plasmatiques des LDL et des HDL est le transport entre le plasma et le foie. La 

biosynthèse du cholestérol par différents organes et le transport du foie vers le plasma, arrivant en 

deuxième et en troisième position. La contribution bactérienne cumulée est faible par rapport à 
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celle liée aux mécanismes de l’hôte, occupant la quatrième place. Cependant, l’activité BSH 

constitue la majeure partie de la contribution bactérienne aux niveaux de cholestérol plasmatique. 

Cet impact s'est traduit par une réduction de 27% du cholestérol lié aux LDL et d’une réduction 

de 49 % du cholestérol hépatique. Ceci indique que l'activité BSH bactérienne peut avoir un impact 

significatif dans le cycle du cholestérol devenant un élément potentiellement efficace dans la 

régulation des niveaux de cholestérol de l’hôte. 

 

 En conclusion, notre modèle a permis de classer les principaux facteurs qui influencent la 

distribution du cholestérol dans l'organisme. Une analyse de sensibilité globale a confirmé l'effet 

réel de l'activité bactérienne sur la cholestérolémie de l'hôte. Si l'impact de la conversion du 

cholestérol en coprostanol sur le cycle global du cholestérol s’est révélé faible, la conversion 

bactérienne de la BS avait un effet plus important sur le taux de cholestérol du foie. Les niveaux 

plasmatiques se sont avérés être principalement contrôlés par les mécanismes de l'hôte (transport 

entre les compartiments du sang et du foie, biosynthèse du cholestérol), alors que l’impact de 

l'activité bactérienne sur le pool hépatique de cholestérol est comparable à celui des mécanismes 

de l’hôte. Le modèle a ensuite permis de prédire l'effet de mécanismes spécifiques sur les différents 

pools de cholestérol et de les trier par ordre d’efficacité. L'activité bactérienne s’avère donc être 

une stratégie thérapeutique supplémentaire prometteuse ainsi qu’une alternative thérapeutique 

potentielle pour les non-répondeurs. 

 

3. Article 1 “Exploring the Bacterial Impact on Cholesterol Cycle: A Numerical Study” 
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Chapitre 6 : L’impact du microbiote intestinal sur 

la cholestérolémie  

 
1. Présentation 

 

La régulation du cholestérol sanguin est un axe majeur des mesures de prévention des 

maladies cardiovasculaires. Récemment, il a été établi que le microbiote intestinal module la 

cholestérolémie et pourrait constituer de nouvelles pistes préventives prometteuses. Ces activités 

métaboliques cibles sont principalement le piégeage du cholestérol, la production de coprostanol 

et les activités hydrolases des sels biliaires. L’objectif de ce travail est d’étudier leur impact 

bénéfique sur la cholestérolémie de l’hôte. Tout d'abord, nous avons examiné et identifié des 

bactéries candidates qui sont capables d’exercer ces activités métaboliques vis- à-vis du cholestérol 

dans l'intestin et qui représente ces trois voies métaboliques microbiennes. À travers plusieurs 

modèles animaux complémentaires, nous avons choisi de tester ces bactéries candidates pour 

évaluer le potentiel thérapeutique de la voie microbienne du microbiote intestinal la plus 

prometteuse comme nouvelle opportunité thérapeutique. Ces travaux sont présentés dans l’article 

2 de ce chapitre. Cet article intitulé « Understanding cholesterol metabolism through the human 

gut microbiota : the BSH pathway as a new therapeutic target opportunity », a été écrit pour ce 

manuscrit. 

 

2. Résumé de l’article 2  

 
Le cholestérol est l'un des principaux éléments pour la santé humaine. Cependant, 

l'hypercholestérolémie entraîne le développement de maladies cardiovasculaires, telle que 

l'athérosclérose. D'autres troubles métaboliques sont également présents au niveau du foie, 

retrouvés dans le cas des NASH. Les stratégies hypocholestérolémiantes ont partiellement réduit 

les facteurs de risque de MCV, en ciblant directement la synthèse, l’absorption et le transport de 

cholestérol. Une ligne directrice d'experts cliniques a identifié l’importance de nouvelles 

approches pour renforcer le champ thérapeutique. Récemment, le microbiote intestinal a été 

reconnu comme une nouvelle source d'innovation thérapeutique et comme nouveau facteur de 
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gestion de la cholestérolémie. Dans ce travail, notre compréhension s’est tournée vers les 

interactions complexes hôte-bactéries intestinales-cholestérol et leur impact sur la cholestérolémie 

et, plus largement, sur la physiopathologie de l'hôte. Plusieurs voies métaboliques du microbiote 

intestinal, ont été attribué à cet effet hypocholestérolémiant : les hydrolases des sels biliaires 

(BSH), la conversion du cholestérol en coprostanol et le piégeage de cholestérol. Néanmoins, notre 

connaissance sur ces trois voies microbiennes semble et leur impact sur le métabolisme du 

cholestérol de l’hôte est encore limité.  

La première partie de ce travail, s’est axé sur l’identification des bactéries intestinales 

humaines qui possèdent une activité microbienne catabolique vis-à-vis des stérols (piégeage du 

cholestérol, production de coprostanol, activités BSH), à partir d'une collection de bactéries 

commensales provenant du microbiote humain d'individus sains. Nos travaux ont conduit à 

sélectionner les 5 meilleures souches pour les activités métaboliques du cholestérol. Pour identifier 

la bactérie candidate la plus efficace pour chacune des trois voies d’intérêts, nous avons corrélé 

cette activité métabolique par rapport aux autres activités métaboliques des stérols. Ainsi, nous 

avons choisi AS147, comme la bactérie candidate, responsable de la formation de coprostanol, 

AS99, la souche représentative de la voie du BSH et AS113, pour la voie de piégeage du 

cholestérol.  

Dans une seconde partie, nous avons cherché à évaluer le meilleur impact de ces voies de 

microbiote intestinal sur la cholestérolémie. Pour répondre à cette question, nous avons mis en 

place un modèle de souris humanisée, qui présente un profil métabolique microbien de stérols 

neutres. Ceci permet de reproduire un environnement à la fois complexe et contrôlé des activités 

métaboliques du microbiote intestinal. Puis, nous avons traité ces souris avec un régime 

alimentaire standard complété par 2 % de cholestérol et avec les bactéries sélectionnées 

précédemment AS147 (Coprostanol AS147), ou AS 99 (BSH AS99), AS 113 (Piégeage de 

cholestérol, AS113), ou ces 3 bactéries commensales pour tester l'effet synergique des voies des 

microbiotes intestinaux (synergie). Un traitement pharmacologique de référence, la rosuvastatine, 

est administré pour comparer l'efficacité des approches, le microbiote intestinal contre ce ciblage 

de la physiologie de l'hôte (Statines). Après 10 semaines de traitements, les groupes traités par la 

solution synergie, la solution de piégeage du cholestérol AS113 et le coprostanol AS147, ont 

montré une réduction significative de la prise de poids. Il est frappant de constater qu'après 10 

semaines, la moyenne des niveaux de cholestérol total dans le plasma du groupe traité avec le BSH 
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AS99 a été significativement abaissée aux mêmes niveaux que le groupe traité avec des statines. 

Dans l'ensemble, le traitement par le BSH AS99, une voie microbienne représentative du BSH, a 

l'impact le plus efficace sur le taux de cholestérol.  

 

Suite à ces résultats, nous avons sélectionné, la bactérie candidate BSH pour renforcer son 

étendu thérapeutique microbien dans un contexte liés au trouble du métabolisme du cholestérol, 

l'athérosclérose et les NASH dans des modèles précliniques de lapin. Ce modèle de lapin est nourri 

avec une alimentation enrichie en pour représenter un modèle qui présente des lésions initiatrices 

de l’athérosclérose, des plaques d'athérome visible au niveau des artères de l'animal. Pour cela, 

vingt-quatre lapins NZW, répartis en trois groupes. Les lapins ont été nourris pendant 8 semaines : 

un groupe reçoit un régime standard (STD), un autre groupe est nourrit avec un régime standard 

avec 2 % de cholestérol (CHOL), et un dernier groupe avec un régime standard avec 2 % de 

cholestérol, qui est traité avec une solution bactérienne BSH AS99.  Après 8 semaines de 

traitement, le traitement BSH AS99 CHOL a permis de réduire le poids corporel de 46,6 % par 

rapport au groupe du régime Chol. Le groupe BSH AS 99 semble avoir une diminution de 15,03 

%, du niveau de cholestérol total (T-Chol) et de 15,7 % de cholestérol LDL (LDL-Chol) et de 24,0 

% de triglycérides (TG) par rapport au groupe du régime CHOL.  

 

Par ailleurs, nous avons également évalué l’effet de la bactérie BSH AS99 CHOL au niveau 

des lésions hépatiques liées au NASH. Le traitement au BSH AS 99 n'a pas modifié le poids 

physiologique du foie. En ce qui concerne l'architecture des hépatocytes, nous pouvons 

différencier les structures des lobules hépatiques dans tous les groupes traités. La présence de 

stéatose microvésiculaire dans les groupes Chol-diet et BSH AS 99 Chol-diet. Pour évaluer 

l'étendue de la stéatose, nous procédons à un score histologique de la stéatose, le score d'activité 

de la NAS, établie à partir de trois critères : la stéatose, l'inflammation et le ballonnement 

hépatocytaire. Ainsi, le traitement BSH AS99 semble améliorer la stéatose hépatique.  

 

Enfin, nous avons cherché à renforcer son étendue thérapeutique de notre bactérie 

représentative BSH AS99 sur les lésions d’athérosclérose. Les analyses histopathologiques ont 

permis d'identifier la présence de plaques d’athérome au niveau de la carotide, utilisée comme 

marqueur de l'athérosclérose. Avec ce protocole, les lapins ont développé des plaques d’athéromes 



 Chapitre 6 : L’impact du microbiote intestinal sur la cholestérolémie 

 

179 
 

avec le régime standard avec 2 % de cholestérol. Cependant, il est important de noter que le 

changement macroscopique de l'intima de l'artère carotide n'est pas significatif chez les lapins 

traités par le BSH AS99 que chez le groupe Chol. 

 

Pour compléter notre réponse, on pourrait proposer d’étudier l’impact mécaniste des voies 

du BSH AS 99 sur le métabolisme de l'hôte. Notamment, sur les gènes impliqués dans le 

métabolisme du glucose (glucose-6-phosphatase), dans les récepteurs immunitaires innés, les 

récepteurs de type toll-like (Tlr1, Tlr2, Tlr4). La voie BSH semble surtout exercer un impact sur 

les gènes qui régulent l'expression du récepteur X du farnesoïd (FXR) et du récepteur membranaire 

TGR5, impliqués dans la régulation du métabolisme des lipides, du glucose et de l'énergie chez 

l'hôte. L'activation de FXR dans le foie et l'intestin joue un rôle crucial dans la régulation i) des 

niveaux de BA dans la circulation entéro-hépatique ii) de l'homéostasie des lipides, iii) des 

réponses inflammatoires iv) de la fonction barrière et de la prévention de la translocation 

bactérienne dans le tractus gastro-intestinal. 

 

En résumé, nous avons démontré l'impact du microbiote intestinal sur le métabolisme du 

cholestérol et les troubles associés dans deux modèles précliniques. La voie du BSH a 

effectivement diminué le gain de poids, la cholestérolémie, et a atténué l'évolution du 

dysfonctionnement du foie vers une NASH. Nos résultats révèlent une voie spécifique du BSH 

dans l'intestin pour le soulagement des troubles du cholestérol et fournissent des indications sur le 

mécanisme thérapeutique ciblant le microbiote intestinal. 

 

3. Article 2 « Towards a better understanding of the microbial metabolism of cholesterol » 
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Abstract 

Gut microbiota is associated to several host metabolism disorders, such as cholesterolemia. In this 

context, the gut microbiota could have also a beneficial impact though different microbial 

pathways including mainly: entrapment of cholesterol, coprostanol production and the bile salt 

hydrolase activities. In this report, we identified three new gut bacteria displaying each one of 

these 3 microbial metabolic pathways. Analysis of the impact of these microbial metabolic 

pathways in mice gives evidence that BSH constitutes the most important lever for the 

management of cholesterolemia. To reinforce these data, we confirmed the attractive 

hypocholesterolemic potential of BSH-active bacteria by using a rabbit model. Our results 

highlight the use of gut bacterium with BSH activity as probiotic strategy to face 

hypercholesterolemia.   

Keywords: Cholesterol; coprostanol; cholesterol entrapement; bile salt hydrolases; human 

microbiome; holobiont. 
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Introduction 

     Cholesterol is one of the main important components for human health. At least cholesterol is 

a precursor for the steroid sex hormones and vitamin D syntheses (Ikonen et al., 2008). Cholesterol 

is transported by lipoproteins and distributed within the human body (Feingold et al., 2018). Level 

of blood cholesterol is managed by i) the cholesterol entrance pathway (hepatic biosynthesis, 

dietary intake), ii) the intestinal cholesterol absorption into the circulatory system and iii) the 

cholesterol elimination pathways including storage in the peripheral tissues, production of bile 

salts (BSs) and production of coprostanol (Grundy, 1983; Wang, 2007; Farkas et al., 1973; 

Russel, 2003; Kriaa et al., 2019).  

 

       High cholesterol is also a major risk factor for the development of cardiovascular diseases 

(CVDs) (Goldstein and Brown, 2015; Stary et al., 1995; Libby et al., 2019). To down this 

cholesterol increase, several hypocholesterolemic strategies have been developed (CTT et coll, 

2015; NCD-RisC, 2020; Wadhera et al., 2016). These therapeutic approaches, including mainly 

statins, display several limits such as significant proportion of non-responders among patients (20 

- 30 %) and the omission of the impact of the gut microbiota on the cholesterol cycle. The use of 

probiotic to reduce the cholesterol level was also reported; however, these strategies remain with 

limited success to face hypercholesterolemia (Grundy et al., 2019; Mach et al., 2020). Recently, 

by using fecal microbiota transplantation experiments, we demonstrated that the gut microbiota 

plays a key role in the cholesterol metabolism (Le Roy et al., 2019). To better understand the 

cholesterol metabolism in human, several mathematical models for cholesterol cycle were 

previously established aiming to the prediction of the cholesterol distribution in human. However, 

these models lack the description of the microbiota as a physiological component influencing the 

cholesterolemia. Lately, we set out a new mathematical model of cholesterol cycle including the 

gut microbiota as a key factor influencing the cholesterol level in the body (Bourgin et al., 2020). 

In fact, bacteria can alter the cholesterol level through other activities such as i) the deconjugation 

of bile acids by their bile salt hydrolases (BSH), ii) the conversion of cholesterol into coprostanol 

and iii) the binding of cholesterol to the bacterial surfaces and possibly for given species, the 

incorporation of cholesterol into the bacterial membrane. However, the relative importance of the 

host and microbiota metabolism in the management of cholesterol and cholesterolemia remains 

unknown.  
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In this report, the impact of BSH, coprostanol production and cholesterol entrapment were 

analyzed and their contribution to the downregulation of cholesterolemia was evaluated. To do 

that new human gut bacteria encoding for one of each microbial activity on cholesterol were 

isolated and their impact on cholesterolemia was studied using a mice model fed with high 

cholesterol diet. Our results showed that BSH pathway is the most important microbial pathway 

to manage the cholesterol. The attractive potential of BSH as a promising hypocholesterolemic 

was also confirmed by using a rabbit model of hypercholesterolemia.  

 

Results 

Identification of cholesterol active bacteria 

 To identify cholesterol active commensal bacteria, we screened our collection of 

commensal bacteria for coprostanol production, BSH activity and cholesterol entrapment (Figure 

2). Analysis of the conversion of cholesterol into coprostanol demonstrates that few strains were 

able to produce coprostanol. Interestingly, we found a new strain assigned to Bacteroides vulgatus  

AS147 displaying a high rate of coprostanol production (comparatively to already known strains 

including Bacteroidetes sp. D8). Moreover, Bacteroides vulgatus AS147 showed a low BSH and 

cholesterol entrapment activities (Figure 2A). Concerning the BSH activity, we isolated 

Bacteroides uniformis AS133 as a very high BSH producer when compared to already reported 

commensal strains. Notably, Bacteroides uniformis AS133 did not show a significant cholesterol 

entrapment and coprostanol production. For this reason, AS99, a Bacteroides strain, is the 

appropriate candidate to represent the BSH pathway (Figure 2B). Analysis of the entrapment of 

cholesterol showed that commensal bacteria displayed important level of cholesterol fixation. 

Interestingly, Bacteroides caccae AS127 showed one of the highest averages of cholesterol 

entrapment of about 82 % and a low BSH activity and coprostanol production (Figure 2C).  These 

functional screenings permit the selection of the three best bacteria representative of each 

microbial cholesterol pathway. 

 

 

 

 



 Chapitre 6 : L’impact du microbiote intestinal sur la cholestérolémie 

 

184 
 

A 

Classification Bacteria 
Coprostanol production 

rate (%) 

BSH Activity 

(U/mg) 

Cholesterol 

assimilation (%) 

Positive 

control 

coprostanol 

pathway 

Sp. D8 30 ND 
38.8±2 

 

BV 9 

 

       34.3±5  

 

 

69.6±0.3 

 

1 AS147 19.68 ND 72.8± 4 

2 AS133 5.39 787.5± 115 75.2± 4 

3 AS127 4.9 9.97± 1 82.4± 2 

B 

Classification Bacteria 
Coprostanol 

production rate (%) 

BSH Activity 

(U/mg) 

Cholesterol 

assimilation (%) 

Positive control 

BSH pathway 

L. reuteri 

NCIMB 

30242 

ND 79±10  83.8± 3.78 

1 AS133 5.39 787.1± 115 75.2± 4 

2 AS99 2.3 163± 9 62.3± 1 

3 AS146 1.8 75± 15 64.8± 4 

C 

Classification Bacteria 
Coprostanol 

production rate (%) 

BSH Activity 

(U/mg) 

Cholesterol 

assimilation (%) 

Positive control 

cholesterol 

entrapment 

pathway 

L. 

acidophilus 

ATCC314 

ND 3.3± 1.7 19.9±1 

1 AS96 ND 33±1 98.1±1 

2 AS127 4.9 9.97±1 82.4±2 

3 AS113 ND 95±1 80.5±2 

Figure 2: Selective human gut bacteria with microbial cholesterol activities. 

(A) Coprostanol production of the best three prevalent Bacteroidetes strains are represented in Figure 2A. 

Representatives values were expressed in coprostanol production rate (%). The strains were evaluated with two 

reference bacteria, Bacteroides sp. D8. and Bacteroides vulgatus. (B) BSH activities of three prevalent Bacteroides 

strains, with one reference strains Lactobacillus reuteri NCIMB. Activity was tested with the most of representative 

glyco- or tauro-conjugated primary BA found in human intestinal tracts. Assays were performed in triplicate. (C) 

Cholesterol entrapment was determined by cholesterol assimilation method from the culture commensal bacteria 

medium. Assays were performed in biological duplicate. ND: Not detected. 
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In vivo impact of microbial pathways on cholesterol metabolism  

During the 10 weeks period of treatment by high cholesterol diet and probiotics, body 

weight changes were recorded every week (Figure 3A). Compared to the vehicle group, we note 

that statin treatment of HCD fed mice did not reduce the body weight gain during the overall 

period. While all mice treated with selected strains displayed lower body weight gain during the 

same period (Figure 3A). Notably, a significant effect was obtained by AS147 and AS99, two 

bacterial strains that displayed coprostanol production ability and BSH activity, respectively. The 

most important effect on body weight was obtained with AS113 (entrapment of cholesterol). In 

fact, AS113 reduced the body weight by around 30 % from the third week until the end of 

experiments, compared to non-treated group (vehicle). Similar observation was also obtained using 

a mixture of the three combined bacteria (Figure 3A). These results demonstrate that, unlike 

statins, bacterial pathways can reduce the body weight gain caused by HCD.  

According to the analysis of the lipid profile after 10 weeks of supplementation, statins 

significantly reduced total cholesterol by 20 % compared to diseased group (Figure 3B). As 

expected, total serum cholesterol was significantly lower in all groups treated with selected strains. 

In fact, AS113 and AS147 reduced cholesterol blood level by 11 % and 4 % respectively. 

Interestingly, AS99 displayed the most important effect and reduced total cholesterol level by 20 

% compared to vehicle group (Figure 3 B). Such effects were similar to those obtained with statins 

and reflect the importance of BSH pathway in cholesterol metabolism. When combined in a 

mixture, the three bacterial species were also effective and resulted in low cholesterol level of 

about 15 % (102 mg/ml vs 120 mg/ml for vehicle group). These results indicated the key role of 

BSH pathway. In coherence with these effects, similar results were obtained regarding the serum 

LDL-Chol level. In fact, bacterial mixture allowed LDL-Chol reduction by 21.5 % (Figure 3C). 

Furthermore, when supplemented alone, all selected strains led to a significant decrease in serum 

LDL-Chol. AS99 strain was distinguishable by the highest effect, which was similar to statins 

(both of them reduce LDL-Chol by 35 % compared to vehicle control). Conversely, the weakest 

effect was obtained with AS147 (reduction of LDL-Chol by 7.2 % compared to vehicle group). 

Consistent with circulating cholesterol and LDL-Chol, statins as well as selected strains 

supplementation allowed plasma triglyceride decrease compared to non-treated group (vehicle).  
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Figure 3:  Effect of the gut microbiota cholesterol-lowering pathways in mice. 

 (A) Body weight change curve. Lipide profile (B-E) Plasma total cholesterol (B), LDL-Chol (C), plasma triglycerides 

(TG) (D) and HDL-Chol (E), (F) Plasmatic phospholipase levels. Data presented as mean, (SEM) or numbers. N=7-

8 mice par groups. All groups received a standard diet supplemented with 2 % of cholesterol (CHOL); (Vehicle) group 

received vehicle and CHOL-diet; (COPROSTANOL AS147) received group CHOL-diet and Bacteroides vulgatus, 

AS 147 (Entrapment of cholesterol AS 113) AS 113 (BSH_CHOL) AS 99; (SYNERGIE) 3 commensal bacteria 

(AS147, AS99, AS113).  Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Tukey post hoc 

test for (C) and two-way ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test for (B). (P): ∗p < 0.05; ∗∗p < 0.01; ∗∗∗p < 

0.001. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/body-weight-change
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Non-significant effect was obtained following AS147 administration, while AS113 reduced TG 

level by 19 % (Figure 3D). Similar level was obtained upon gavage by bacterial mixture (a 

reduction by 12 %).  By contrast, AS99 displayed similar effect to statins, and efficiently reduced 

TG level to 47.89 mg/ml compared to 72.33 mg/ml for vehicle group (Figure 3D). Unlike 

circulating cholesterol, LDL-Chol and TG, no significant effect was obtained with HDL-Chol and 

phospholipids. In fact, AS147 administration did not change HDL-Chol level, while it was slightly 

decreased by AS113, AS99, bacterial mixture as well as statins. Regarding the effect on 

phospholipase, only AS147 administration slightly increased this enzyme level, while other 

probiotics supplementation as well as statins had no effect. 

Validation of hypocholesterolemic potential of microbial BSH 

   Along the 8-week treatment of control (STD), cholesterol-enriched (CHOL) and AS99 CHOL 

diet, NZW rabbit weight was recorded everyday (Figure 4A). Strikingly, the weight gain of rabbit 

under standard diet was higher than the weight gain from rabbit under CHOL diet. These body 

weight gain difference may be explained by small cumulative food intake. Conversely, we 

observed that treatment with AS99 CHOL diet led to reduction of 46.6 % of the weight gain 

compared to control diet. These results indicates that AS99 strain could reduce body weight gain 

induced by cholesterol intake.  

Similar effect was observed at the lipid profile level. After the 8-week treatment, CHOL diet 

caused a significant increase in total cholesterol, LDL-Chol and TG plasmatic levels compared to 

STD diet group as expected. Upon AS99 treatment, a reduction by 15 % of total cholesterol level 

was observed compared to CHOL group (Figure 4B). In terms of LDL plasmatic level, AS99 had 

similar effect and reduced by 15.7 % the increased LDL level (Figure 4C). Consistent with total 

cholesterol and LDL level decrease, AS99 induced a significant reduction of 24 % in triglyceride 

levels (Figure 4E). Strikingly, administration of CHOL diet led to a significant increase of 

plasmatic HDL levels compared to control STD group (Figure 4D). Furthermore, BSH AS99 

seemed to induce a slight reduction in HDL-Chol levels (Figure 4D). In agreement with the 

association between atheromatous plaques and phospholipase, high cholesterol diet significantly 

increased the level of phospholipase compared to standard diet (Figure 4F). Following BSH AS99 

administration, a decrease of phospholipids level was induced when compared to CHOL group.  

Hypercholesterolemia is amongst the most leader risks of NASH (Non-Alcoholic steatohepatitis),  
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Figure 4: Evaluation of the BSH pathways on the cholesterol metabolism disorders in rabbit. 

(A) Cumulative weigh change curve (%). (B-E) Lipidic profile: Plasma total cholesterol (B), LDL-Chol (C), HDL-

Chol. (D) and plasmatic triglycerides (TG) (E). Plasmatic phospholipase levels (F). Data presented as mean, (SEM) 

or numbers. N=8 rabbits par groups. All groups received a standard diet (STD-diet) or a standard diet supplemented 

with 2 % of cholesterol (CHOL-diet); Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the 

Tukey post hoc test for (B-F) and two-way ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test for (A). (P): ∗p < 

0.05; ∗∗p < 0.01; ∗∗∗p < 0.001. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/body-weight-change
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a severe form of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) typically characterized by i) prominent 

fatty liver (steatosis), ii) inflammatory cells infiltration (inflammation) and iii) hepatocyte 

swelling. Therefore, based on these three criteria, we determined the NAS activity score to assess 

the extent of the steatosis (Figure 5C and 5D). In the control group, livers were smaller with 

pointed borders. They were a dark-red and bright color (Figure 5A). While livers in the CHOL 

diet group were yellow-pallid color and greasy, those from the AS99 group were yellow-red and 

bright color. In both last groups, rabbit displayed liver hypertrophy with rough borders (Figure 

5A). The liver to body weight ratio is shown in Figure 5C. Consistent with liver surface analysis, 

after eight weeks of a high-cholesterol diet, the liver size to body weight ratio had obviously 

increased compared to the control group. This ratio was unchanged after the AS99 administration 

(Figure 5C). Histological analysis revealed structured lobules in the control group. Each lobule 

was centered on visible circular central vein; it contained neatly ranked hepatocytes with clear 

nucleus. There was no lipid accumulation in livers within this group (Figure 5B). However, 

cholesterol supplementation induced extensive changes in liver physiological features. HE staining 

indicated that rabbits fed with CHOL diet had extensive liver cords disorder with ballooning 

hepatocytes and unclear cell boundaries. Notably, there was a pronounced inflammatory cells 

infiltration. Large adipocytes were also present and fat vacuoles in hepatocytes, a typical feature 

of hepatic steatosis, appeared. These observations were consistent with the NAS score since this 

parameter was 16 times higher in group fed with CHOL-diet compared to rabbit fed with normal 

diet (Figure 5D). AS99 group presented more arranged hepatocytes relatively to HCD group. In 

addition, AS99 administration could effectively alleviate hepatic steatosis caused by cholesterol 

supplementation, since less inflammatory cells infiltration and mild accumulation of lipid droplets 

were observed (Figure 5C). Subsequently, these effects allowed the reduction of NAS score by 

18.75 % compared to CHOL diet group (Figure 5D). 

Hypercholesterolemia is also a main risk factor of CAS (carotid atherosclerosis). This lesion of 

the arterial walls leads to narrowing of the arteries and increases the risk of cardiovascular disease. 

CAS is usually comorbid with atherosclerotic plaque development characterized by arterial media 

and intima thickening, together with extracellular lipid accumulation and foamy cell infiltration. 

To assess the impact of AS99 strain, HES staining of artery aorta and the measure of the ratio 

intima/media thickness were performed. 
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Figure 5: Macroscopic and histological changes in the livers of rabbits. (A) Liver morphology of each group. (B) 

Liver histology sections stained with H&E revealed the presence of vessels with the portal triad and hepatic lobule 

structure(x2). Histopathological feature of the liver parenchyma. Microscopy finding (10x). (C) Liver histology 

sections with 100x, Bar length = 500µm. (D) Pathological diagnosis with NASH activity score (NAS) graded three 

histological features namely steatosis, hepatocellular ballooning, and lobular inflammation, accorded to NASH 

clinical score. Data presented as mean and SEM with numbers, N=8 rabbits/ groups. All groups received a standard 

diet (STD-diet) or a standard diet supplemented with 2 % of cholesterol (CHOL-diet); (BSH_AS99) Bacteroides 

xylanisolvens. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test for (D). 

(P): ∗p < 0.05; ∗∗p < 0.01; ∗∗∗p < 0.001. 
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As shown in figure 6A, arterial wall in control group was complete and the intima was composed 

of a monolayer of endothelial cells adherent to the elastic plate (Figure 6A). The endothelial cell 

layer maintained its integrity and the diameter of the lumen was uniform. No aortic lesions or 

presence of foam cells were noted in rabbits from this group (Figure 6A). By the contrast, 

histological examination of coronary aorta in the group fed with CHOL diet revealed thickening 

of intima and arterial media. These observations were confirmed by a considerable increase of the 

intima/media thickness ratio, which was 31 times higher compared to normal control group 

(Figure 6D). The thickest section of arteries showed lipids deposits and foamy cell infiltration, 

thereby indicating an early phase of atherosclerosis development (Figure 6B). HE staining and 

thickness ratio analysis indicated that AS99 gavage did not exert a statistically significant decrease 

of intima and media thickness (Figure 6C, 6D). Nevertheless, this strain alleviated atherosclerotic 

lesion through the prominent reduction of foamy cells infiltration and lipid accumulation (Figure 

6C).  

 

Figure 6: The effect of AS99 strain on atherosclerosis. (A) Microscopic study of the intimal layer thickness of (x 

6). (B) The intima thickness in three groups from the carotid. (C) Analysis of the ratio of intima to media thickness in 

three groups from the carotid. Mean ± SEM. n= 8 rabbits. 
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Discussion  

The role of the gut microbiota in health and diseases has raised growing interest over past 

years. While interactions between the gut microbiota and host metabolism are beneficial in healthy 

conditions, changes in gut microbiota composition and metabolic potential are contributing factors 

to diseases development including CVD (Tang et al., 2017). Although cholesterol is a major risk 

factor of CVDs development, gut bacterial mechanisms impairing cholesterol metabolism have 

been scarcely investigated. In the present study, we investigated the contribution of 3 microbial 

gut metabolic activities, namely cholesterol entrapment, cholesterol conversion into coprostanol 

and bile acids deconjugaison (BSH) activity to cholesterol metabolism. To that aim, we first focus 

on the identification of gut commensal bacteria displaying in vitro a strong activity for each one 

of the 3 microbial metabolic pathways (Figure 2 A-C). In terms of cholesterol conversion into 

coprostanol, under the same operating conditions, the amount of coprostanol produced by 

Bacteroides vulgatus AS147 is higher than that of the positive control strain Bacteroides vulgatus. 

In addition, contrary to AS133 and AS127 strain, AS147 did not exhibit BSH activity and 

displayed lower cholesterol assimilation. Consequently, AS147 was selected as bacterial candidate 

for the coprostanol pathway. With regards to BSH activity, both AS133 and AS99 had a BSH 

activity 10 and 2-fold higher respectively when compared to the control strain Lactobacillus 

reuteri NCIMB 30242. However, AS99 appeared as a better candidate to study the contribution of 

BSH activity to cholesterol-lowering due to its low coprostanol and cholesterol entrapment activity 

compared to AS133 strain. Commensal bacteria showed a higher cholesterol entrapment activity 

than other gut bacteria (Pereira et al., 2002). In fact, AS113 displayed the highest rate of 

cholesterol entrapment, no coprostanol production and low BSH activities, thus fulfilling our 

selection criteria for cholesterol entrapment bacterial candidate. Next, we explored the effects of 

each microbial pathway to cholesterol lowering in a hypercholesterolemic mice model.  

Different groups of mice were treated during 10 weeks by the selected strain. Results 

demonstrated that AS99 and AS113 significantly reduced the serum TC, accompanied by a 

decrease in LDL-Chol and TG in hypercholesterolemic mice (Figure 3 B-D). No significant effect 

was obtained on HDL-Chol or phospholipase. Such results were consistent with some other studies 

using different probiotic (Liang et al., 2020; Wang et al., 2019; Jones et al., 2012).  Interestingly, 

the highest effect was obtained with AS 99, which led to a reduced level of sterols similar to statin 
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group. Inversely, no significant effect was shown using AS147. These observations were 

confirmed by the mix group. In fact, when combined in mixture, these three bacteria had a similar 

effect as the AS113 group. We concluded that instead of acting in synergy, the addition of AS 113 

and AS 147 could not ameliorate the AS 99 effect. Altogether, these findings indicated that 

deconjugation of bile salts by BSH was potentially the most important pathway that could impact 

cholesterol metabolism in vivo. Such results were in agreement with previous reports (Bourgin et 

al., 2020; Yao et al., 2018; Kumar et al., 2012; Begley et al., 2006). In fact, we previously 

generated a whole-body model of cholesterol dynamics that includes microbial metabolism. Our 

data demonstrated that cholesterol conversion to BS is the main flux affecting the cholesterol cycle, 

making bacterial BS degradation a promising target for cholesterol management (Bourgin et al., 

2020). Several studies characterizing BSH encoding members of the gut microbiota have emerged 

(Jones et al., 2008; Joyce et al., 2014; Labbé et al., 2014; Mullish et al., 2018; Yao et al., 2018; 

Song et al., 2019), and several studies have used animal models to establish the link between 

cholesterol metabolism and BSH-positive probiotics. Not surprisingly, numerous potential 

probiotics with high BSH activity, significantly reduced circulating cholesterol level. This 

included some Lactobacillus and bifidobacterial species such as B. longum, L. salivarus, L. 

plantarum, L. reuteri (Jones et al., 2012; Fuentes et al., 2013; Choi et al., 2015; Costabile, 2017) 

For instance, Lactobacillus paracasei and Lactobacillus plantarum NRRL B-4524 had reduced 

total serum cholesterol as well as triglyceride and LDL-Chol in rats fed a high cholesterol diet (El-

Shafie et al., 2009). Another independent study had obtained similar effects, subsequent to oral 

administration of immobilized BSH from Lactobacillus buchneri, in a rodent model of 

hypercholesterolemia (Sridevi et al., 2009).  

Excessive cholesterol is usually accumulated in hepatocytes and resulted in NAFLD (non-

alcoholic fatty liver disease), the most prevalent chronic liver disease (Younossi et al., 2016). 

NAFLD is an inflammatory syndrome spanning from steatosis to NASH and is an important risk 

factor for atherosclerosis (Brunt, 2010) which is a main cause of morbidity and mortality 

worldwide (WHO, 2020). Therefore, it is important to evaluate this new BSH active strain on 

steatosis and atherosclerosis related lesions. To this aim, we used rabbit model known to reproduce 

a large number of pathological features similar to those seen in patients (Fan et al., 2015; Wang 

et al., 2018). In agreement with previous studies, rabbits fed a high-cholesterol diet had greatly 
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increased levels of serum TC, LDL-Chol and TG compared to rabbits fed the normal diet (p<0.01), 

signaling that hypercholesterolemia was established. As expected, daily administration of AS 99 

administration resulted in TC and LDL-Chol lowering by almost 15 % and TG by 24 %, compared 

to the hyperlipidemic group. These results confirmed the effect of AS 99 seen in mice model. 

Similar studies reported 43.5 % reduction of LDL-Chol in hypercholesterolemic rabbit upon 

administration of L. pentosus KF 923750 (Bendali et al., 2017).  However, this Lactobacillus 

starin allowed 19 % and 20% reduction in the serum total cholesterol and TG respectively, similar 

to AS 99 (Bendali et al., 2017). Conversely, no significant difference on HDL-Chol levels was 

observed between the two groups fed by high cholesterol-diet. This parameter was unchanged with 

rabbits treated by L. pentosus KF 923750 (Bendali et al., 2017) or with hypercholesterolemic rats 

treated by L. plantarum LP91 and other probiotic strains using rodent models (Bendali et al., 2017; 

Kumar et al., 2012). Although the delicate differences between bile acids composition in human 

and used animal models, clinical trials on humans tended to confirm the observed beneficial effect 

of BSH-active bacteria on cholesterol lowering. Using, a placebo-controlled, randomized study, 

Ooi et al. (2010) reported that administration of symbiotic capsule containing a BSH- active strain 

of L. acidophilus with inulin resulted in significant reductions in total and LDL cholesterol 

compared to the placebo group (Ooi et al., 2010). Similarly, BSH-positive Lactobacillus reuteri 

NCIMB 30242 consumption over 6 weeks resulted in significant reductions in total cholesterol, 

LDL-cholesterol and non-HDL-cholesterol in patients compared to the placebo group (Jones et 

al., 2012). Phospholipid level, a parameter associated to atheromatous plaques, was shown to be 

increased by the cholesterol rich diet compared to standard diet, suggesting that atherosclerosis 

might be developed in cholesterol fed animals. Compared to the HCD group, AS99 administration 

allowed a decrease of phospholipase by 14.2 % which suggested that AS 99 can act on 

atherosclerosis. No weight gain was observed in rabbits fed the cholesterol rich diet when 

compared to the controls. Similar data were previously reported by other groups (Wang et al., 

2018; Al-Sheraji et al., 2012). However daily administration of AS 99 significantly reduced the 

body weight.  

With regard to steatosis, cholesterol supplementation induced hypertrophy, paleness and 

greasy liver compared to healthy animals. Similar data were previously reported by other groups 

(Wang et al., 2018b; 2019). In agreement with these morphological changes, histological analysis 
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demonstrated that rabbits receiving CHOL diet show intra-hepatic accumulation of lipid droplet 

vacuoles concomitantly with the appearance of large adipocytes. These observations were 

compatible with the high cholesterol level seen in this group, and indicated that excessive sterols 

were accumulated in the liver as reported by Wang et al. (2018b). In addition to lipid accumulation, 

this group was also characterized by inflammatory cells infiltration. It was previously highlighted 

that cholesterol accumulation in hepatocytes together with macrophage infiltration induced the 

increase of hepatic cells volume (Cancello et al., 2006; Dou et al., 2020). Same effects were also 

observed in the present work. In fact, HCD fed rabbits presented swollen hepatocytes with unclear 

cell boundaries, the cytoplasm was loose and hepatocytes were extensively disordered. Such 

histological changes were also obtained in other works, using high cholesterol fed rabbits (Liang 

et al., 2020; Wang et al., 2019; Wang et al., 2018b; Bendali et al., 2017). This result was also 

confirmed by NAS score, which was eight folds increased relative to healthy rabbits. Interestingly, 

microscopic observation of livers of the AS99 treated rabbits revealed improvement of hepatic 

lesions, consistent with the reduced serum cholesterol levels compared to rabbits fed with CHOL 

diet. This group exhibited more organized hepatocytes, lower accumulation of lipid droplets and 

adipocytes and reduced cells infiltration. Consequently, AS 99 supplementations allowed the 

reduction of NAS score by 18.75 % compared to CHOL diet group. Altogether, these results 

underlined that AS 99 administration reduced serum sterol levels, relieved lipid accumulation in 

the liver, and thereby enhanced hepatic steatosis. Similar results were obtained using some 

Lactobacillus probiotics. In facts L. plantarum KCTC3928, L. plantarum AR113 and L. casei 

pWQH01 were shown to improve induced hepatic lesions in hypercholesterolemic mice (Jeun et 

al., 2010; Wang et al., 2019). These effects were also shown in hypercholesterolemic rabbits 

treated by L. pentosus (Bendali et al., 2017). 

Nutritional monitoring using high cholesterol and high fat diet has been used to develop 

animal models of atherosclerosis including rabbits (Nabi et al., 2016; Fan et al., 2018). Rabbit 

models were widely used and share most of the pathophysiological features with human 

atherosclerosis and lipid metabolism. In agreement with other works, CHOL-fed rabbits displayed 

lipids accumulation and foamy cell infiltration in vascular wall, two critical processes leading to 

advanced atherosclerotic development (Insull, 2009; Bui et al., 2009). Unlike group fed with 

CHOL diet, daily administration of AS 99 to hypercholesterolemic rabbits allowed a significant 
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reduction of lipids accumulation and foamy cell infiltration in vascular wall, concomitantly to the 

reduction of circulating cholesterol and lipids. Numerous lactobacillus strains were suggested to 

be responsible on benefic effects attributed to fermented aliments. These strains potentially 

reduced hypercholesterolemia and alleviated atherosclerosis in rabbit model (Nabi et al., 2016). 

Since AS99 display BSH activity, we hypothesized that obtained hypocholesterolemic effects 

relied on the ability of BSH activity to deconjugate primary intestinal BAs. Some research 

previously related the ability of some Lactobacillus strains to reduce hypercholesterolemia, with 

the BSH enzymes (Chand et al., 2017; Malpeli et al., 2015).  These microbial activities acted on 

conjugated BA in the gut to release free BA, which are discharged in feces due to their lower 

solubility. To restore the BAs pool, the de novo BAs synthesis are increased from the endogenous 

cholesterol. These results highlighted the impact of BSH in the regulation of cholesterol 

metabolism. Our data confirmed the mathematical model of cholesterol cycle stressing the BSH 

pathway as a key player to monitor cholesterol level in the body (Bourgin et al., 2020). Further 

molecular studies are required to decipher the host response in this study.  

Materials & Methods  
 

1. Strain identification and culture 

 

The intestinal commensal strains were isolated from the healthy human intestinal tract. All 

bacteria were grown in Brain Heart Infusion-Yeast Extract-Hemin medium (BHI-YH) as 

previously described (Cuffaro et al., 2020). This media was supplemented when necessary with 

200 μg mL−1 of cholesterol-phosphatidylcholine and 0.3 % of BSs mixture. To evaluate their in 

vitro and in vivo cholesterol lowering activities, bacterial pellets were suspended in PBS to a final 

cell density of 109 CFU/mL before use.  

Strains were identified using 16S rRNA sequencing. The total DNA was extracted from 

bacterial culture using Guanidium Thiocyanate and the mechanical bead-beating disruption 

method as previously described (Godon et al., 1997). Extracted DNA was then amplified using 

primer pairs designed for V3-V4 fragments, F343 

5’CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG’3 and R784 

5’GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACCAGGGTATCTAATCCT’3. The 

amplicon lengths were about 450 bp (depending on the species). Because MiSeq sequencing 

enables paired 250 bp reads, the ends of each read overlap and can be stitched together to generate 
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extremely high-quality, full-length reads covering the entire V3-V4 region. Single multiplexing 

was performed using a homemade 6bp index, which was added during a second PCR with 12 

cycles using the forward primer 

5’AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGAC3’ and the 

modified reverse primer 5’CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-index-

GTGACTGGAGTTCAGACGTGT’3. The resulting PCR products were purified and sequenced. 

The 16S rRNA gene sequences were compared with the NCBI reference database 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Bacteria evaluated in the present study are listed in Table 1. 

 

Table 1. Bacterial strains and origins 

 

BACTERIAL STRAINS SOURCE 

AS99 This work 

AS147 This work 

AS113 This work 

ATCC314 Tomaro-Duchesneau et al., 2014 

Bacteroides spD8 Gerard et al., 2013 

30242 Jones et al., 2012 

 

2. Screening bacteria from their In vitro cholesterol-lowering metabolic abilities  

2.1. Entrapment of cholesterol assays 

The ability of strains to entrap cholesterol was investigated under conditions mimicking 

cholesterol and BSs levels in the intestinal tract as described in Pereira and Gibson methods 

(Pereira and Gibson, 2002). Cholesterol concentration was determined using Rudel and Morris 

method (Rudel and Morris, 1973). Assays were performed in duplicate. Strains were compared 

for cholesterol entrapment in terms of their specific cholesterol uptake. Lactobacillus acidophilus 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ATCC314 strain was used as positive control as its cholesterol entrapment ability has been 

previously demonstrated (Tomaro-Duchesneau et al., 2014). 

 

             2.2. Coprostanol production assays 

Bacteria are tested for their ability to produce coprostanol in a BHI-YH or DON liquid 

culture medium supplemented with a mixture of soluble cholesterol (0.2 g/L cholesterol and 1 g/L 

phosphatidylcholine). After 3 days of incubation, the extraction of neutral sterols is performed 

according to the method described by Gerard et al. (Gérard et al., 2007). Identification of sterol 

compounds was obtained by GCMS analysis at the MetaboHUB facilities. Each extract was 

assayed for the detection of coprostanol in duplicates. Bacteroides spD8. strain was defined as the 

positive control strain for coprostanol production assays.  

 

2.3. Screening of BSH activities  

Individual strains were tested for their total BSH activities with the most of representative 

glyco- or tauro-conjugated primary BA found in human intestinal tracts: GCA (glycocholic acid), 

TCA (taurocholic acid), GCDCA (glycochenodeoxycholic acid), TCDCA 

(taurochenodeoxycholic acid), GDCA (glycodeoxycholic acid), TDCA (taurodeoxycholic acid).  

The choice of the concentration of each bile salt solution was defined according to the 

concentration of human bile salts discharged into the intestine (Fuchs et Dressman, 2014). BSH 

activity was determined as previously reported (Bourgin et al., 2020). 

 

3. Impact of bacterial metabolic pathways on cholesterol in mouse  

3.1. Animal groups 

Sixty male C57BL/6J mice aged 9 weeks were obtained from the Janvier laboratory (Le 

Gesnest, St Isle, France). Mice were housed under axenic conditions and had free access to γ‐

irradiated standard diet and autoclaved water. After 1 week of acclimatization, mice were subjected 

to microbiota depletion and fecal microbiota transplantation. All mice received then standard diet 

supplemented with 2 % cholesterol to induce hypercholesterolemia and were randomly divided 

into 6 groups. The groups were control (PBS administered orally), Statin group (Rosuvastatin 

administered orally), AS 113, AS 147, AS 99 (bacterial strain administered orally for each group) 
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and Mix (mixture of three commensal bacteria (AS 113, AS 147, AS 99) administered orally). The 

experimental protocols were approved by the ethics committee of the INRAE (C2E-45 

COMETHEA, authorization number #14946- 2017021412338668). 

 

3.2. Fecal microbiota transplantation (FMT) and bacterial administration 

Microbiota depletion was performed after acclimation period by oral administration of 

antibiotic mixture (neomycin, metronidazole, ampicillin and vancomycin) during two weeks 

(Hintze et al., 2014).  After this period, all mice received the fecal microbiota from the healthy 

individual donor two times/week, for two weeks. The preparations of the fecal solution have been 

carried out according to the recommendations of common clinical practice (Cammarota et al., 

2017). Upon FMT, humanized mice were then fed ad libitum for 10 weeks by high cholesterol diet 

and received 200µl of PBS, Rosuvastin (20 mg/mL) or bacterial suspension (1 × 109 CFU per mL) 

by oral gavage. During the experimental protocol, clinical examination, body weight, food and 

drink consumption were recorded. The blood of each animal was collected at the beginning and at 

the end of the experimental procedure. At the end of experiments, animals were anesthetized with 

isoflurane, and blood samples were realized for further serum preparation (Bourgin et al., 2020) 

and cholesterol levels analysis.  

 

4.  Validation of the BSH activity effect in rabbits 

4.1. Animal group and treatment 

White New Zealand rabbits were provided by Hypharm, (Groupe Grimaud, Sèvremoine, 

France). A total of 24 male rabbits (16 weeks old, specific pathogen free) were maintained on a 

12-h day/night cycle at a controlled temperature (22 ± 2°C), with ad libitum access to food and 

water in the housing facility of ONIRIS (Authorisation number F 44 271). After a week of 

acclimatization, rabbits were randomly divided into three groups: The control group (n=8) was fed 

with a standard rabbit chow diet and received orally 2 mL PBS, while the two remaining groups 

were given a chow diet supplemented with 2% cholesterol to induce hypercholesterolemia. The 

HCD group (n=8) received oral gavage of PBS with the AS 99 group received oral gavage of 1 

mL of cryopreserved AS 99 bacterial suspension (1.5 x 109 CFU/mL). Daily treatments were 

continued for 8 weeks. All animals received care in compliance according to the French veterinary 

authorities’ guidelines on animal care and use and the study was approved by the Animal 
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Experimentation Ethics Committee (APAFIS N° 22693-20191105169816v3). The body weight 

was measured once a week to calculate the average weight of each group. Blood samples were 

collected from the ear marginal veins at the beginning and at the end of the experiment for 

measurement of plasma triglycerides, TC, LDL-Chol, HDL-Chol, triglycerides and phospholipase. 

After 8 weeks of treatment, tissue samples were collected following euthanasia, and stored for 

further histological analysis. Livers were immediately weighed and macroscopically (color and 

morphology) analyzed before storage. 

4.2 Histological analysis  

 Aorta and livers were harvested from rabbits, placed immediately in formaldehyde 10 %. 

24 h later, samples were embedded in paraffin, sectioned, stained with hematoxylin-eosin (H&E) 

and further scanned to assess pathological changes. This step was performed at the @BRIDGe 

platform (INRAE-Jouy-en-Josas). Liver lesions was determined as described by Kleiner and 

colleagues (Kleiner et al., 2005; Brunt et al., 2011). The severity of the hepatic steatosis was 

scored from 0 to 3 as follows: 0, < 5% hepatocytes involved; 1, 5-33% hepatocytes involved; 2, 

33-66% hepatocytes involved; and 3, > 66% hepatocytes involved (Kim et al., 2017; Wang et al., 

2019). For atherosclerosis analysis, stained area representing atherosclerotic plaques were 

measured and the results were expressed as the intima thickness as well as the ratio of intima 

thickness over the media thickness (Kim et al., 2016; Lin et al., 2017; Wang et al., 2017; Zhang 

et al., 2020).  

5.  Examination of serum lipid levels  

Blood samples collected on EDTA from mice and rabbits were centrifuged at 3000 g (10 

min, 4°C) to separate serum. Total cholesterol (TC), triglyceride (TG), phospholipase (PL), high 

density lipoprotein cholesterol (HDL-Chol) and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-Chol) 

were measured in serum by mass spectrometry at The Research Center in Human Nutrition 

platform (CRNH-Ouest, Nantes), following the method previously described (Lambert et al., 

2008). 

6.  Statistical analyses 

 Results are presented as mean ± SEM. Graphs were plotted using GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software, San Diego, USA). Data were subjected to the analysis of variance (ANOVA), 
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one-way ANOVA with Tukey's post-tests and two-way ANOVA with Bonferroni post-tests were 

used to compare the groups. Significant differences were considered when P < 0.05. 
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Chapitre 7 : Discussion générale et perspectives 
 

L'un des principaux objectifs de ce projet de thèse est de comprendre l’impact du 

microbiote intestinal sur le métabolisme du cholestérol. En effet, bien qu’il ait été établi que le 

microbiote intestinal module la cholestérolémie, l'impact des différentes activités métaboliques vis 

- à- vis du cholestérol et des sels biliaires reste encore à élucider. Ces activités métaboliques cibles 

sont principalement le piégeage du cholestérol, la production de coprostanol et les activités 

hydrolases des sels biliaires. L’objectif de ce projet est de comprendre comment le microbiote 

intestinal contribue à gérer la cholestérolémie au moyen de ces activités métaboliques. 

Dans ce projet, nous avons commencé par rassembler l’ensemble des connaissances 

disponibles dans la littérature scientifique, associées aux activités métaboliques du microbiote 

intestinal et au métabolisme du cholestérol de l’hôte. Ainsi, l'interaction complexe entre le 

microbiote intestinal, ses métabolites, a été mise en évidence dans la revue « Microbial impact on 

cholesterol and bile acid metabolism : current status and future prospects ». Cette analyse nous 

permet d’acquérir une meilleure connaissance de ces interactions complexes. Nous avons 

également mis l'accent sur les voies microbiennes impliquées et leur interaction avec l’hôte pour 

renforcer notre conception sur l’interaction « cholestérol-hôte-microbiote ». 

En lien avec cette caractérisation conceptuelle des voies métaboliques bactériennes, nous 

avons exploré globalement les effets de l’impact du microbiote intestinal sur le métabolisme du 

cholestérol par la mise en place d’un modèle mathématique du cholestérol, incluant le microbiote 

intestinal, comme nouvel acteur modulant le métabolisme du cholestérol. Par la suite, en utilisant 

une collection de bactéries commensales, nous avons étudié et sélectionné les meilleures bactéries 

candidates, qui présentent une efficacité métabolique la plus importante pour moduler la 

cholestérolémie, et ce, pour la voie de fixation, de conversion en coprostanol et des BSH. Puis, ces 

bactéries ont été administrées à des souris, présentant un microbiote humain neutre vis-à-vis de 

ces activités microbiennes envers les stérols. Ceci a permis d’établir la voie métabolique la plus 

efficace sur la cholestérolémie de l’hôte. Pour terminer, nous avons évalué le potentiel 

thérapeutique de cette voie métabolique dans un contexte pathologique, à partir d’un modèle 

animal lapin présentant une hypercholestérolémie et associée aux premiers stades de 

développement de l’athérosclérose et d’une atteinte hépatique.  Nous discuterons ici des principaux 
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résultats que nous avons obtenus, des limites de nos approches et comment certains biais pourraient 

être corrigés lors d'expériences futures.  

① Explorer plus globalement les effets de l’impact du microbiote intestinal sur le métabolisme 

du cholestérol.  

Des dispositifs expérimentaux imitant l'environnement du microbiote intestinal fournissent 

des informations très précieuses pour étudier le fonctionnement du microbiote intestinal sur le 

métabolisme de l’hôte (Donaldson et al., 2016 ; Welsh et al., 2017). Cependant, elles n'imitent 

que partiellement la réponse de l'hôte ou les fonctions de l'écosystème. Il est difficile d'évaluer 

l'importance relative des facteurs qui déterminent la distribution spatiale du microbiote. C'est 

pourquoi les approches de modélisation mathématique constituent un complément utile aux 

expériences visant à mieux comprendre les principaux paramètres qui influencent la structure 

spatiale des bactéries dans le côlon. La mise en place d’un modèle du métabolisme du cholestérol 

a permis de prédire l'impact du microbiote intestinal sur la cholestérolémie, avec une analyse de 

deux mécanismes microbiens impliqués, la formation de coprostanol et la voie BSH.  

Certains modèles mathématiques du métabolisme du cholestérol ont été décrit, sans 

prendre en compte l’impact du microbiote intestinal sur le métabolisme de l’hôte (Mc Auley et 

al., 2010 ; Morgan et al., 2016 ; Van del Pas et al., 2010). Ainsi, nous avons caractérisé ces 

activités métaboliques au sein du microbiote intestinal de l’hôte. L'augmentation de la population 

bactérienne, responsable de la conversion du cholestérol en coprostanol, entraîne une perte 

importante de cholestérol intestinal, partiellement compensée par une synthèse importante de 

cholestérol intestinal. Pour approfondir davantage notre analyse, nous avons observé que l'ampleur 

du flux impliqué dans la régulation du cholestérol par les sels biliaires était supérieure à la perte 

directe de cholestérol induite par la bioconversion du cholestérol en coprostanol. L'impact sur les 

niveaux de cholestérol plasmatique était également important. Une analyse approfondie de notre 

modèle, nous a permis d’inclure une description de l'impact du métabolisme du microbiote 

intestinal comparativement à celui de l'hôte. Ainsi, notre modèle confirme que le principal moteur 

des niveaux plasmatiques des LDL et des HDL est le transport entre le plasma et le foie. La 

biosynthèse du cholestérol par différents organes et le transport du foie vers le plasma, arrivant en 

deuxième et en troisième position. La contribution bactérienne cumulée est faible par rapport à 

celle liée aux mécanismes de l’hôte, occupant la quatrième place. Cependant, l’activité BSH 
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constitue la majeure partie de la contribution bactérienne au niveau du cholestérol plasmatique. 

Cet impact s'est traduit par une réduction de 27 % du cholestérol lié aux LDL et d’une réduction 

de 49 % du cholestérol hépatique. Ceci indique que l'activité BSH bactérienne peut avoir un impact 

significatif dans le cycle du cholestérol devenant un élément potentiellement efficace dans la 

régulation des niveaux de cholestérol de l’hôte.  

Il est important de garder à l'esprit que notre modèle a été construit sur des données issues 

d’expérimentation sur souris. Les connaissances sur les mécanismes de régulation obtenues au 

cours de cette étude sont valables pour les souris, et la transposition à l'homme nécessiterait des 

études supplémentaires. Une autre limite est à prendre en considération, puisque notre modèle 

implique une réduction drastique de la complexité du microbiote et de la physiologie de l'hôte. 

Dans notre étude, l'activité individuelle de deux souches bactériennes sélectionnées a été supposée 

représentative de l'activité globale d'un microbiote complexe. Pour répondre à cette limite, d’autres 

approches de modélisation mathématique ont été récemment appliquées, à différents niveaux de 

résolution, par exemple, les populations, leurs interactions et les réactions biochimiques incluant 

des mécanismes spatio-temporels intégrés à ce système complexe. Les travaux de Labarthe et al. 

présentent ces nouvelles approches par le biais de modèles métaboliques incluant les voies 

métaboliques pertinentes, comme cela a été fait pour la dégradation des fibres (Labarthe et al., 

2019). Ces questions ont également été abordées en fusionnant à ces modèles mathématiques, des 

données expérimentales issues des analyses du microbiome et de leurs activités métaboliques 

associées. C’est le cas de la méthode MICOM prenant en compte un ensemble de données liées au 

microbiome, issues d’une cohorte d'individus sains et d’individus présentant des troubles 

métaboliques (Diener et al., 2020). Les auteurs de cette étude ont pris en compte les données 

multi-omiques, indiquant le potentiel métabolique de la communauté microbienne, les échanges 

entre le microbiote intestinal et la lumière intestinale, et l'effet de la composition du microbiote sur 

la production d'acides gras à chaîne courte (SCFA) dans des échantillons provenant de ces 

individus. 

Globalement, la gestion du niveau de cholestérol par le microbiote intestinal, en particulier 

la conversion des sels biliaires dans l’intestin, est un outil prometteur pour servir de levier afin de 

contrôler le cholestérol hépatique et, dans une moindre mesure, le cholestérol plasmatique. En plus 

des stratégies habituelles, cette nouvelle cible semble prometteuse pour contrôler la synthèse du 
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cholestérol et son transport entre les compartiments pour réduire l’hypercholestérolémie et ses 

troubles associés. Nous soulignons que ces approches fondées sur la modélisation sont nécessaires 

pour comprendre les écosystèmes microbiens humains. Ces travaux suggèrent l’intérêt des 

approches de modélisation holistique, en complément des études réductionnistes basées sur 

l'expérimentation, pour comprendre l’impact du microbiote intestinal à l’échelle de l’écosystème 

bactérien et l’échelle de l’hôte. 

② Sélectionner la voie métabolique microbienne la plus efficace pour moduler la cholestérolémie.  

Dans la deuxième partie de ce projet, nous avons étudié les voies métaboliques du microbiote 

intestinal et sélectionné la voie la plus efficace pour moduler la cholestérolémie. Afin de mieux 

comprendre ces voies métaboliques distinctes, la voie de conversion du cholestérol en coprostanol 

et celle du piégeage du cholestérol ont été mises en évidence dans la revue « Microbial Reduction 

of Cholesterol to Coprostanol : An Old Concept and New Insights », et par une synthèse 

bibliographique « Lights on the contribution of cholesterol entrapment by the intestinal bacteria ». 

Ces efforts nous ont permis d’approfondir et de renforcer notre conception sur ces voies 

métaboliques associées au cholestérol. 

 

Identifier des bactéries candidates ayant la meilleure activité de dégradation des stérols 

Pour compléter notre compréhension limitée par ces approches, nous avons mené ces 

travaux avec la sélection de bactéries issues du microbiote intestinal humain. Ces bactéries 

présentent les meilleures activités métaboliques lors du piégeage du cholestérol, de la conversion 

du cholestérol en coprostanol et l’activité BSH. Nous avons choisi d’évaluer ces trois activités 

métaboliques vis-à-vis du cholestérol, en se basant sur une activité de référence connue pour établir 

le potentiel métabolique de nos bactéries, à savoir de la souche Bacteroides sp. D8., pour la voie 

de production de coprostanol, Lactobacillus reuteri NCIMB 30242 pour la voie BSH, et 

Lactobacillus acidophilus ATCC 314 pour celle de la fixation du cholestérol (Jones et al., 2012 ; 

Gérard et al., 2007 ; Potiron, 2017 ; Tomaro-Duchesneau et al., 2014). Concernant le choix de 

ces bactéries, des critères de sélections ont été définis sur la base de l’efficacité métabolique la 

plus importante vis-à-vis du cholestérol et de ses dérivés, et ceci pour chacune des trois activités 

du microbiote intestinal (fixation, conversion en coprostanol, BSH). Ici, nous avons détecté un 

groupe de bactéries capables de fixer le cholestérol avec AS113, de biotransformer le cholestérol 

en coprostanol avec AS147 et d'avoir des activités de BSH avec AS99. Ces bactéries ont 
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sélectivement la plus grande efficacité uniquement pour l'une des voies des stérols microbiens. Ces 

résultats permettent d'enrichir le nombre de bactéries commensales humaines, en charge de la 

gestion des stérols (Gérard et al., 2007 ; Begley et al., 2006). 

 

La première voie microbienne du métabolisme du cholestérol est la voie de conversion du 

cholestérol en coprostanol. Nos précédents travaux de criblages des activités métaboliques ont 

permis d’identifier les meilleures bactéries commensales en fonction de leur capacité à convertir 

le cholestérol en coprostanol. C’est le cas des bactéries du microbiote intestinal, Eubacterium 

coprostanoligenes, Bacteroides sp. D8., Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium leptum et 

Ruminococcus bromii, qui sont reconnues pour leur production de coprostanol (Freier et al., 

1994 ; Gérard et al., 2007 ; Kenny et al., 2020). Cependant, il est rapporté que seules quelques 

bactéries coprostanoligènes n’ont pas été isolées et que celles isolées, présentent une sensibilité 

importante à l'oxygène et une difficulté à la culture bactérienne (Gérard et al., 2007 ; Kenny et 

al., 2020). Ces approches de criblage ont permis d’enrichir le nombre de bactéries présentant cette 

activité métabolique. Ici, les trois meilleures bactéries sélectionnées sont Bacteroides vulgatus 

AS147, Bacteroides uniformis AS133 et Bacteroides caccae AS127. Des différences de 

concentration de coprostanol nouvellement formé, ont été détectées dans le milieu de culture. Ces 

variations peuvent provenir de la capacité de la bactérie à métaboliser le cholestérol, puisque cette 

activité serait potentiellement une adaptation spécifique à la souche et non une fonction essentielle 

chez les bactéries (Freier et al., 1994 ; Gérard et al., 2007 ; Vatanen et al., 2019). Par ailleurs, 

une biodisponibilité du cholestérol peut expliquer cette différence de capacité de production du 

coprostanol. En effet, des études in vitro réalisées sur les premières souches isolées, montrent une 

différence de production de coprostanol en fonction de la composition du milieu de culture testé 

(Sadzikowski et al., 1977 ; Gérard et al., 2007 ; Brinkley et al., 1982). Il a été démontré que la 

conversion de cholestérol en coprostanol est plus importante en présence de différents de sels 

biliaires (Lye et Liong, 2010). Cependant, bien que cette approche augmente la biodisponibilité 

de cholestérol dans le milieu de culture, elle présente également une limite puisque l’activité BSH 

est également liée à la présence de sels biliaires et serait également associée à la production de 

coprostanol (Tsai et al., 2014). En effet, il est établi que l’activité BSH faciliterait l'incorporation 

du cholestérol des sels biliaires dans la membrane des cellules bactériennes (Begley et al., 2006). 

En lien avec ces évidences et nos objectifs scientifiques, nos critères de sélection ont permis de 



 Chapitre 7 : Discussion générale et perspectives 

 

212 
 

choisir les bactéries candidates qui présentaient une forte activité métabolique vis-à-vis du 

cholestérol mais également une activité vis-à-vis des autres stérols, minimisée pour observer 

chacune des voies métaboliques d'intérêt. C’est pour cette raison, que nous avons sélectionné 

Bacteroides vulgatus AS147, qui présente la meilleure activité, avec une concentration de 

coprostanol nouvellement formé la plus importante. Par ailleurs, elle présentait une activité vis-à-

vis des autres activités des stérols assez faibles. Afin d’argumenter notre connaissance sur cette 

propriété de la bactérie, il serait également intéressant de se diriger vers les métabolites bactériens 

issus de la voie indirecte de production du coprostanol, tels que le coprostanone (Kenny et al., 

2020). 

  

Pour la voie métabolique des BSH, cette dernière est beaucoup plus étudiée, grâce à une diversité 

et un nombre considérable de bactéries lactiques probiotiques, dotées de BSH (Begley et al., 2006 ; 

Tsai et al., 2014). Il a été également proposé que la concentration différentielle du substrat de 

l’intestin de ces souches de Bacteroidetes dans l’intestin puissent être responsables de ces 

différences d’efficacité catalytique (Begley et al., 2006). Ici, nous avons caractérisé les activités 

BSH de plusieurs bactéries commensales, issues de l’écosystème du tractus gastro-intestinal. Ces 

résultats, nous permettent d’enrichir nos connaissances sur ces bactéries du microbiote intestinal 

qui présentent une activité BSH, certaines ayant déjà été examinées comme Bacteroides fragilis, 

Bacteroides vulgatus et Bacteroides thetaiotaomicron. Étant donné que la majorité de ces activités 

métaboliques caractérisées à ce jour, proviennent essentiellement des bactéries lactiques, il est 

possible que ces activités nouvellement identifiées, présentent une efficacité métabolique, 

caractéristique du microbiote intestinal humain (Begley et al., 2006 ; Gérard et al., 2007 ; Yao et 

al., 2018). Une analyse fonctionnelle approfondie couplant des études microbiologiques, 

biochimiques et structurelles supplémentaires seront nécessaires pour répondre à ces questions. 

 

La dernière voie sélectionnée est celle de la fixation du cholestérol. Notre travail s’est orienté sur 

la compréhension du piégeage microbien du cholestérol dans l'écosystème du microbiote 

intestinal, à partir des bactéries issues du microbiote intestinal.  Il est important de noter que les 

micro-organismes identifiés dans ce mécanisme sont majoritairement des bactéries lactiques, telles 

que Lactobacillus sp., Lactococcus sp., Bifidobacterium sp., Enterococcus sp. et Streptococcus sp. 

mais également des bactéries commensales appartenant au genre Bacillus sp., Bacteroides sp. et 
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Alistipes sp. (Pereira et Gibson, 2002 ; Lion et Sha, 2005 ; Shobharani et Halami, 2016 ; Lynch 

et al., 2017 ; Majeed et al., 2019). À ce jour, notre travail a permis de contribuer à améliorer nos 

connaissances sur ces bactéries fixatrices de cholestérol de l'écosystème microbien intestinal, dans 

des conditions reproduisant l’environnement intestinal, avec la présence de cholestérol soluble et 

les autres sels biliaires. En effet, nous avons étudié la capacité des bactéries, à assimiler le 

cholestérol dans ces conditions pour optimiser la détection de cette capacité (Galliland et al., 1985 

; Pereira et Gibson, 2002 ; Lim et al., 2004 ; Tomaro-Duchesneau et al., 2014). Cette 

incorporation de cholestérol correspond à la concentration résiduelle de cholestérol détectée dans 

le milieu de culture (Tomaro-Duchesneau et al., 2014). Cette méthode nous a permis d’identifier 

trois nouvelles bactéries commensales, efficaces dans la fixation de cholestérol, incluant AS96, 

AS127 et AS113. Ici, notre sélection porte sur AS113 car ses activités vis-à-vis des autres stérols, 

sont plus faibles et la niche écologique de cette dernière semblerait bien provenir de l’intestin (Kim 

et al., 2010). Cependant, notre travail présente une limite. Contre toute attente, ces approches ont 

permis d’identifier de nouvelles bactéries commensales, qui présentent des activités importantes 

par rapport à notre témoin. Cette activité de fixation de cholestérol est présente de façon 

prédominante chez l’ensemble des bactéries sélectionnées, y compris chez celles qui présentent 

des activités BSH et une capacité à produire du coprostanol. Ces résultats amènent à considérer 

l’hypothèse selon laquelle cette activité de fixation du cholestérol détectée in vitro serait 

interdépendante des autres fonctionnalités métaboliques étudiées dans ce travail (Kundu et al., 

2019). Ainsi, nous avons choisi de calculer l'interdépendance métabolique de ces micro-

organismes, en calculant le coefficient de corrélation de Spearman. Cette approche permet 

d’évaluer la dépendance statistique non paramétrique entre deux variables, à savoir si l’une des 

deux activités métaboliques (l’activité BSH et celle de production de coprostanol) est corrélée avec 

la capacité de fixation de cholestérol. Les résultats de ce test statistique montrent que la capacité 

de fixation semble positivement corrélée avec celle présentant une activité BSH (r = 0,276 ; valeur 

p = 0,2025 ; n= 23). De la même façon, le score montre une corrélation positive non significative 

(r = 0, 3414 ; valeur p = 0,1109 ; n= 23) entre les bactéries capables de fixer le cholestérol et celles 

présentant une habileté à produire du coprostanol. En outre, les résultats ci-dessus semblent 

indiquer que l’activité métabolique de fixation du cholestérol semble être dépendante des autres 

activités métaboliques des voies microbiennes du métabolisme du cholestérol. Les bactéries 

fixatrices de cholestérol, peuvent fixer du cholestérol pour produire du coprostanol (Li, 2012). Ce 
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mécanisme bactérien peut être utilisé pour faciliter l’accès au cholestérol et aux sels biliaires pour 

exercer in fine la production du coprostanol et l’activité BSH. Ceci justifierait le phénomène de 

dépendance métabolique de cette voie de fixation sur l’ensemble des micro-organismes issus du 

microbiote intestinal. Des études supplémentaires devraient être réalisées afin de démontrer cette 

hypothèse, en intégrant notamment les concentrations de cholestérol et de sels biliaires.  

 

En conclusion, une compréhension détaillée des activités métaboliques de divers micro-

organismes issus du microbiote intestinal a permis d’identifier les meilleures bactéries pour leurs 

activités de dégradation du cholestérol et des sels biliaires. L'étude in vitro de ces trois activités 

métaboliques dans ce travail, à savoir la capacité à fixer le cholestérol, à produire du coprostanol 

et l’activité BSH, est considérée comme une étape vers l’identification de la voie du microbiote 

intestinal qui régule le mieux la cholestérolémie.  

 

Déterminer la voie du microbiote qui régule la cholestérolémie  

L'hypercholestérolémie entraîne le développement de MCV, souvent asymptomatiques et 

associées à des troubles métaboliques tels que l'athérosclérose ou aux maladies NASH (Goldstein 

et Brown, 2015 ; Stary et al., 1995 ; Libby et al., 2019 ; Malhotra et al., 2020). Les stratégies 

hypocholestérolémiques conventionnelles ont partiellement réduit les facteurs de risque de MCV, 

grâce à la gestion de l'excès de cholestérol, en ciblant directement sa synthèse, son absorption et 

son transport (CTT et coll, 2015 ; NCD-RisC, 2020 ; Wadhera et al., 2016). Cependant, ils 

présentent certaines limites telles que leur tolérance et leur efficacité thérapeutique et leurs effets 

secondaires potentiels. Pour pallier à ces limites, une expertise clinique soutient l'importance 

d'identifier de nouvelles approches de réduction du cholestérol pour renforcer le champ 

thérapeutique préexistant (Grundy et al., 2019 ; Mach et al., 2020). Récemment, le microbiote 

intestinal a été reconnu comme une nouvelle source d'innovation thérapeutique pour la santé 

(Langella et al., 2019 ; Zendeboodi et al., 2020 ; Charbonneau et al., 2020). 

 

Ainsi, il est clairement établi que le microbiote intestinal est l'un des acteurs essentiels impliqués 

dans l'homéostasie du cholestérol chez l'hôte et est actuellement considéré comme un nouveau 

facteur de gestion de la cholestérolémie (Roy et al., 2019 ; Heinken et al., 2019 ; Molinero et al., 

2019). Après avoir identifié de nouvelles bactéries intestinales métabolisant les stérols, nous avons  
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Figure 17:  Profil d’activité BSH d’AS99 

Activité de déconjugaison de la bactérie AS 99 issue de l'intestin humain. L’activité BSH a été mesurée à partir des 

cultures bactériennes d’AS99. Ainsi, un groupe d'acides biliaires glyco- ou tauro-conjugués présents dans les voies 

gastro-intestinales humaines ont été testés. G (glyco-), T (tauro-), CA (acide cholique), CDCA (acide 

chénodésoxycholique), DCA (acide désoxycholique). Les essais ont été réalisés en triplicats biologiques. 
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étudié l’impact de ces fonctions métaboliques dans un modèle murin hypercholestérolémiant. Nous 

avons pu observer l'impact de la voie BSH avec une réduction d’environ 20 % du niveau de 

cholestérol total circulant identique à celui du groupe traité aux statines, et une réduction du taux 

de LDL-Chol de 35 % par rapport au groupe contrôle. De plus, la nouvelle bactérie AS99 a un 

effet similaire à celui des statines et réduit efficacement le taux de TG. Plusieurs espèces de 

bactéries commensales, dont Lactobacillus plantarum, L. acidophilus et Bacteroides 

thetaiotaomicron, Bacteroides uniformis ont été signalées comme ayant une activité BSH, et 

exercent in vivo un effet hypocholestérolémiant (Song et al., 2015 ; Yao et al., 2018 ; Song et al., 

2019). Dans toutes ces études, les niveaux de réduction du cholestérol se situaient entre 10 et 30 

%, ce qui suggère que AS 99 est l'une des souches les plus efficaces. Nos données indiquent que 

la voie des BSH bactériennes semble être la meilleure voie thérapeutique pour traiter 

l'hypercholestérolémie. L’ensemble de ces résultats suggère que la voie métabolique BSH peut 

moduler la cholestérolémie de l'hôte par l’intermédiaire du microbiote intestinal. Pour mieux 

interpréter le mécanisme de cette voie métabolique, nos précédents travaux confirment que 

l’activité BSH constitue la majeure partie de la contribution bactérienne au niveau de cholestérol 

plasmatique et suggèrent une réduction du cholestérol hépatique. Une analyse du profil des stérols 

hépatiques (incluant le cholestérol, ceux des sels biliaires) permettrait de compléter l’impact de la 

voie BSH au niveau hépatique. 

 

De façon intéressante, il est important de savoir si la voie BSH peut être utilisée pour influencer la 

physiologie de l'hôte à travers le métabolisme des stérols, en particulier celui des sels biliaires. 

Pour répondre à cette question, de récents travaux soulignent l’importance de prendre en compte 

les préférences enzymatiques des BSH et leur efficacité à convertir les SB conjugués en SB 

déconjugués (Foley et al., 2021). Ainsi, l’analyse de la spécificité de(s) activité(s) BSH codée(s) 

par la bactérie AS99 a été réalisée sur un ensemble de 6 sels biliaires les plus représentés dans le 

système digestif chez l’homme (Fuchs et Dressman, 2014). Les résultats de cette analyse 

montrent le profil d’activité BSH d’AS 99 (Figure 17). Nous avons observé que la bactérie AS99 

clive préférentiellement les sels biliaires conjugués à la taurine, tels que l’ATCDC et l’ATC et 

AGCDC.  
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Étant donné que des acides biliaires spécifiques conjugués et non conjugués se lient à différents 

récepteurs de l'hôte et peuvent exercer différents effets, l’étude de la sélectivité peut avoir des 

conséquences physiologiques importantes. Ici, la BSH d’AS99 semble favoriser la formation de 

sels biliaires secondaires, majoritairement l’ACDC puis l’AC. Pour aller plus loin, le profil de cette 

BSH pourrait être assimilé à un phylotype et son profil pourrait être plus connu à l’aide 

d’expériences complémentaires basées sur des approches de modélisation moléculaire (Song et 

al., 2019). L’ensemble de ces éléments nous permet d’approfondir plus en amont notre 

compréhension sur l'axe des interactions entre les bactéries du microbiote et les stérols de l’hôte.  

 

③ Évaluer si la bactérie commensale candidate peut être considérée comme une alternative 

biothérapeutique efficace pour diminuer la cholestérolémie dans un modèle plus proche de 

l’homme.  

La majorité des études s’intéresse à l’effet hypocholestérolémiant des BSH de bactéries 

probiotiques et seulement peu d’entre elles s’intéressent à l’impact des BSH du microbiote 

intestinal sur la physiologie de l’hôte. C'est pourquoi nous avons entrepris une analyse 

bibliographique pour enrichir notre connaissance sur ce sujet. En effet, nos résultats obtenus chez 

la souris et certains indices de la littérature, nous ont amené à étudier plus en détail la voie 

métabolique des BSH du microbiote intestinal. Cette revue nommée « Bile Salt Hydrolases : At 

the Crossroads of Microbiota and Human Health », montre ainsi que les BSH du microbiote 

intestinal jouent un rôle important dans de nombreux processus métaboliques de l'hôte, notamment 

dans la régulation du métabolisme du cholestérol. De nombreuses études, nous confortent dans le 

choix de cette voie métabolique microbienne comme stratégie prometteuse pour contrôler les 

maladies métaboliques chez l'homme.  

 

Précédemment, nous avons révélé le potentiel de la voie de signalisation des BSH microbiens à 

travers la cholestérolémie de l'hôte dans un modèle souris. Le dernier objectif de ce travail propose 

d’estimer le potentiel biothérapeutique de cette voie BSH dans un contexte pathologique plus 

proche de l’homme. Pour cela, nous avons choisi un modèle lapin nourri avec un régime enrichi 

en cholestérol et présentant une hypercholestérolémie (Fan et al., 2015). L’administration de la 

bactérie AS 99 chez le lapin a permis d’obtenir des résultats cohérents avec ceux obtenus chez le 

modèle murin. En effet, une réduction de 15,07 % du cholestérol total circulant et de 15,7 % du 
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niveau de LDL-Chol est obtenue après 8 semaines d’administration orale de la bactérie AS99 

présentant la voie BSH. De façon intéressante, nous avons également pu mettre en évidence un 

nouveau mécanisme de régulation dans le métabolisme des lipoprotéines, une légère réduction du 

taux de HDL-Chol est observé uniquement chez le modèle lapin. Les HDL-chol sont une des 

catégories de lipoprotéines plasmatiques prédominantes chez le lapin et chez l’homme et 

contribuent essentiellement au transport inverse du cholestérol, des tissus extra-hépatiques vers le 

foie (Choy et al., 2004 ; Fan et al., 2015). Cette étude a évalué les effets de réduction significative 

des TG diminués de 33,7 %, suite à la consommation de la bactérie AS99. Les concentrations 

plasmatiques de TG sont le résultat de l'équilibre entre la sécrétion de lipoprotéines riches en TG 

par l'intestin et le foie et leur absorption par les tissus extra-hépatiques (Kersten et al., 2014). En 

particulier, il a été démontré que les acides biliaires déconjugués régule non seulement la 

lipogenèse et la synthèse des triglycérides (Joyce et al., 2014). L’ensemble de ces propos semblent 

indiquer que la voie BSH pourrait avoir un rôle direct dans l'homéostasie des triglycérides. 

 

Dans cette étude, nous avons également constaté que la stimulation de la voie BSH, améliore les 

troubles associés à l’hypercholestérolémie, notamment celui des NASH, définie par la présence de 

lésions hépatiques, y compris la stéatose, l'inflammation et le gonflement des hépatocytes (Nassir 

et al., 2015). Les aspects liés au passage de la stéatose hépatique, la forme progressive de la 

maladie, sont des questions clés dans l'étude de la NASH. Sur la base de ces critères, nous avons 

déterminé le score d'activité de la NAS pour évaluer l'étendue de la stéatose et l’impact de la 

stimulation de la voie BSH. Conformément à l'analyse histologique du foie, l’administration 

d’AS99 a permis une atténuation des lésions au niveau des hépatocytes ainsi qu’une réduction de 

la congestion des veines centrales. De plus, l'administration d'AS99 pourrait limiter la stéatose 

hépatique causée par la supplémentation en cholestérol puisque l'on observe moins d'infiltration 

de cellules inflammatoires et une accumulation de gouttelettes de lipides réduite. Nos résultats 

doivent être complétés par une analyse biochimique avec un marqueur des lésions des fonctions 

hépatiques, comme l'aspartate aminotransférase, l'alcaline phosphatase et l'alanine 

aminotransférase (Hall et al., 2017). Des études antérieures ont montré que certaines espèces de 

bactéries intestinales améliorent ces pathologies associées à l'hypercholestérolémie, telles que L. 

reuteri, L. johnsonii et Bacteroides uniformis, B. xylanisolvens qui réduirait le développement de 

la stéatose hépatique (Gauffin Cano et al., 2012 ; Hsieh et al., 2013 ; Xin et al., 2014 ; Qiao et 
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al., 2020). A ce jour, certaines études ont potentiellement identifié le rôle du métabolisme des sels 

biliaires, médié par ces bactéries du microbiote dans l'intestin dans la modulation de la stéatose 

hépatique induites par le régime alimentaire (Sun et al., 2019). Des analyses supplémentaires sont 

nécessaires afin d’identifier le ou les mécanisme(s) responsable(s) des effets bénéfiques observés 

pour limiter la stéatose hépatique de l’hôte induits par notre bactérie AS99. 

 

Notre travail a examiné l'impact de la voie BSH dans un modèle expérimental d'athérosclérose 

induite par un régime enrichi en cholestérol. Tout d'abord, les résultats de la présente étude ont 

permis de confirmer que notre modèle présente une phase précoce de développement de 

l'athérosclérose, induite par le régime enrichi en cholestérol. Ceci est notamment visible par des 

dépôts de lipides, une infiltration de cellules spumeuses et la présence de plaques d’athéroscléroses 

(Libby et al., 2019). Ces résultats soutiennent la constatation clinique selon laquelle 

l'hypercholestérolémie est un facteur de risque essentiel des MCV (Lusis, 2000). En outre, les 

résultats histopathologiques de la présente étude ont montré que le groupe AS99 présente une 

diminution statistiquement significative de l'épaisseur de l'intima et une réduction importante de 

l'infiltration des cellules spumeuses et de l'accumulation de lipides. Cependant, cette étude a ses 

limites. Tout d'abord, bien que nous ayons constaté l’impact la voie BSH pour atténuer les lésions 

d’athérosclérose au niveau de l'aorte, nous ne savons toujours pas évaluer les effets sur les 

marqueurs principaux de la formation de lésions athérosclérotiques tel que l'état du stress oxydatif 

du sérum. En effet, cet aspect permettra de mieux révéler le mécanisme inhibiteur, dans lequel la 

lipoprotéine oxydée joue un rôle important (Gao et Liu, 2017).  De plus, la progression de la 

formation d'une lésion athérosclérotique a été liée à des agents immunogènes et pro-

inflammatoires, tels que TNF-α et IL-1β qui jouent un rôle dans la médiation des réactions 

inflammatoires dans la formation des lésions athérosclérotiques (Fatkhullina et al., 2016). En 

conclusion, la voie BSH atténue de manière significative l'athérosclérose aortique chez les lapins 

hypercholestérolémiques. Ces résultats fournissent un nouvel effet protecteur associé à la voie 

BSH et conforte le potentiel thérapeutique de cette voie métabolique du microbiote intestinal.  

 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats soulèvent l’importance de la voie microbienne des BSH dans le 

métabolisme de l’hôte. Cependant, la signalisation de cette voie métabolique et de son interaction 

avec l’hôte reste encore à comprendre. Plusieurs mécanismes par lesquels les BSH affectent 
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l'hypercholestérolémie ont été proposés : i) la diminution du cholestérol plasmatique par la 

réduction de la circulation entéro-hépatique des sels biliaires par l'activité hydrolase des sels 

biliaires ; ii) la réduction de la biodisponibilité du cholestérol dans l'alimentation ; iii) et une 

diminution des niveaux systémiques de lipides sanguins par l'inhibition de la synthèse hépatique 

du cholestérol (Kriaa et al., 2019). Afin d’identifier ces derniers, il serait intéressant d’évaluer le 

pool de sels biliaires primaires et secondaires au niveau hépatique et de l’intestin (duodénum et 

l'iléon). Il a été précédemment démontré que la voie métabolique des BSH, modifie de manière 

significative le profil des sels biliaires, en particulier dans l'iléon avec des niveaux plus élevés de 

sels biliaires secondaires et des niveaux plus faibles de sels biliaires primaires (Joyce et al., 2013 ; 

Yao et al., 2018 ; Geng et al., 2020).  D'autres indicateurs également bien connus doivent être 

identifiés comme le profil et les niveaux de stérol hépatique (Arguello et al., 2015 ; Bourgin et 

al., 2020). Il est important de souligner que les sels biliaires jouent un rôle essentiel dans la 

régulation des métabolismes du glucose, des lipides et de l'énergie en activant la signalisation du 

récepteur nucléaire des acides biliaires, le récepteur FXR (Joyce et al., 2013 ; Yao et al., 2018). 

Ainsi, on pourrait proposer, par l’intermédiaire de l’action des BSH d’AS99, que la stimulation du 

FXR dans le foie et l'intestin expliquerait la régulation i) des niveaux de SB dans la circulation 

entéro-hépatique ii) de l'homéostasie des lipides, iii) des réponses inflammatoires (Joyce et al., 

2014 ; Geng et al., 2020). Cette voie de régulation du FXR est basée sur une réponse physiologique 

importante, avec une ouverture sur la régulation métabolique claire des paramètres lipidémiques 

circulants, renforcée par des effecteurs intestinaux et hépatiques (Geng et al., 2020). C’est le cas 

du récepteur LXR notamment, réputé pour son rôle préventif dans le développement de 

l'athérosclérose, qui serait impliqué dans cette voie de signalisation FXR, mais dont la causalité 

n’est pas établie (Zununi et al., 2018). D’autres intermédiaires effecteurs de la voie du FXR, 

comme facteur de croissance des fibroblastes FGF19/FGF15, qui module la dépense énergétique, 

est réprimé dans les modèles causaux BSH, entraînant de la gluconéogenèse, de la lipogenèse et 

de la synthèse des protéines. Ceci devrait être vérifié dans notre hypothèse (Ding et al., 2015 ; 

Yao et al., 2018 ; Geng et al., 2020). Une image plus large de la régulation du FXR a dû être 

approfondie avec nos connaissances sur la signalisation du FXR dans le cæcum et le côlon (Sayin 

et al., 2013 ; Dekaney et al., 2008 ; Voronova et al., 2020). De ce fait, l’ensemble de ces 

connaissances, désigne la voie de signalisation FXR comme mécanisme central expliquant 

l’impact de l'activité BSH (Sayin et al., 2013 ; Joyce et al., 2014 ; Yao et al., 2018 ; Geng et al., 
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2020). À l'heure actuelle, aucune preuve n'a été apportée sur cette interaction BSH-FXR, qui 

devrait être explorée. Par ailleurs, il serait également intéressant d’évaluer ce complexe partenarial 

FXR-BSH pour définir la voie du FXR agoniste/antagoniste suivant le profil d’activité des BSH 

(Wang et al., 2012 ; Sayin et al., 2013 ; Yao et al., 2018 ; Geng et al., 2020).  

 

Par ailleurs, le récepteur-1 des acides biliaires couplé à la protéine G de la membrane (TGR5), est 

présenté comme un élément pertinent avec une rôle dans l’impact de la voie BSH sur la sécrétion 

de GLP-1 dans les cellules L entéroendocrines, afin de libérer de l'insuline pour modifier les 

niveaux de glucose sanguin (Stanimirov et al., 2015, Yao et al., 2018). Un autre acteur pourrait 

être suggéré avec un rôle substantiel et un impact sur la régulation des communautés de microbiote 

intestinal : le système immunitaire (Kakiyama et al., 2013 ; Nie et al., 2015). Le système 

immunitaire est intégré dans le réseau BSH, les effecteurs innés et adaptatifs sont exprimés par les 

récepteurs de type "toll-like receptor" (TLR), les protéines oligoadénylate synthase (OAS), les 

facteurs de nécrose tumorale (TNF-α), les biomarqueurs d'intégrité intestinale (Yao et al., 2018 ; 

Geng et al., 2020). Une dernière découverte dans le domaine de la régulation immunitaire des 

muqueuses commence à être appréciée avec le nouvel acteur, le Retinoid-related Orphan Receptor 

(RORC), impliqué dans les réponses de l'interface muqueuse-lumière dans la différenciation et la 

fonction des cellules lymphoïdes innées et des cellules T-helper 17 dans les tissus affectés par les 

MICI (Hernandez-Rocha et al., 2020). Peu de travaux ont porté sur le rôle des partenaires 

spécifiques des sels biliaires dans l'axe intestin-cerveau avec la capacité des sels biliaires à franchir 

la barrière hémato-encéphalique à travers les bicouches de phospholipides pour interagir avec les 

récepteurs FXR et TGR5 dans le cerveau (Mertens et al., 2017). Il serait intéressant de poursuivre 

ces pistes fonctionnelles puisque, récemment une publication au sein de notre équipe a démontré 

les propriétés in vitro d’immuno-modulation d’AS99. Cette étude a également confirmé 

l’implication significative d’AS99 dans le renforcement de la barrière épithéliale intestinal, et sa 

capacité à produire l'incrétine, GLP-1 (Cuffaro et al., 2021).  

 

Conclusion générale et perspectives 

En conclusion, ce travail de thèse nous a permis d’identifier que le microbiote intestinal peut être 

considéré comme un levier pour réguler la cholestérolémie. De façon plus approfondie, il a 

également permis de démontrer que parmi les voies métaboliques du microbiote intestinal, la voie 
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de fixation du cholestérol, de la formation de coprostanol et d’activité BSH, cette dernière est la 

voie thérapeutique la plus efficace pour diminuer l’hypercholestérolémie. Nous avons également 

exploré l’impact de cette voie microbienne sur d’autres troubles métaboliques liés à 

l’hypercholestérolémie. L'administration orale d’AS99, dotée d’une BSH a montré de multiples 

avantages métaboliques, notamment le contrôle de la prise de poids, une diminution de 

l'hypercholestérolémie et de l'hyperlipidémie, et l'amélioration de la stéatose hépatique. Nous 

avons également confirmé la capacité de cette voie du microbiote dans la prévention du 

développement des lésions d’athérosclérose. Cette étude fournit des preuves importantes 

concernant les fonctions de régulation de la voie bactérienne des BSH produits par les bactéries 

commensales de l'intestin ainsi que des aperçus bénéfiques sur l'interaction entre le microbiote 

intestinal et l'hôte. Globalement, la voie métabolique des BSH peut effectivement agir en tant que 

signaux pléiotropiques. En guise de perspective, l'analyse causale de la relation entre le BSH et les 

profils de sels biliaires associés doit être enrichie avec des études fonctionnelles ultérieures dans 

ce projet. Les futurs efforts devraient être ainsi axés sur notre compréhension des principes de base 

qui sous-tendent cette interaction Cholestérol-microbiote BSH- hôte, notamment axés sur les SB, 

afin de tirer parti de leurs vertus médicales en tant que « candidats biothérapeutiques vivants » 

cibles pour les MCVs. 
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Titre : Impact du microbiome intestinal sur la cholestérolémie : Concepts et applications 
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Résumé : Le microbiote intestinal est associé à plusieurs 

troubles métaboliques de l'hôte, comme la 

cholestérolémie. Dans ce contexte, le microbiote 

intestinal pourrait également avoir un impact bénéfique 

par le biais de différentes voies microbiennes, notamment 

: le piégeage du cholestérol, la production de coprostanol 

et les activités hydrolases des sels biliaires. Cependant, de 

nombreux éléments restent à élucider pour comprendre 

les mécanismes de l'influence du microbiote intestinal sur 

le métabolisme du cholestérol de l'hôte. Ce travail de 

thèse a permis d’enrichir nos connaissances conceptuelles 

à travers des travaux de recherche basés sur ces trois 

mécanismes microbiens impliqués dans le métabolisme 

du cholestérol. Par la suite, nous avons choisi d’étendre 

cette approche conceptuelle à la modélisation 

mathématique, pour comprendre la dynamique et les 

interactions de systèmes complexes. Nous avons 

développé pour la première fois, un modèle humain du 

métabolisme du cholestérol incluant le microbiote 

intestinal pour étudier l'impact relatif des voies de l'hôte 

et celle microbiote. Ce modèle montre que ces voies bac- 

-tériennes apparaissent comme un moteur important de la 

régulation du cholestérol. Pour renforcer ces observations, 

nous avons identifié trois nouvelles bactéries intestinales 

présentant chacune de ces 3 voies métaboliques 

microbiennes et tester l'impact de ces trois voies 

métaboliques microbiennes dans un modèle animal, la 

souris. Cette application montre que les hydrolases des sels 

biliaires (BSH) constituent le levier le plus important pour 

réguler la cholestérolémie. Pour consolider ces données 

expérimentales, nous avons confirmé le potentiel 

hypocholestérolémique attractif des bactéries dotées de BSH 

en utilisant un modèle plus proche de l’homme, le lapin. 

L'administration de la bactérie présentant une BSH, a permis 

une diminution de l’hypercholestérolémie et de ses troubles 

associés (lésions hépatiques et développement de 

l'athérosclérose). L’ensemble de ces travaux mettent en 

évidence l'utilisation de bactéries intestinales ayant une 

activité BSH comme stratégie probiotique pour faire face à 

l'hypercholestérolémie. 

 

 

Title: Impact of the gut microbiome on cholesterolemia: concepts and applications 
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Abstract: The gut microbiota is associated with several host 

metabolic disorders, such as cholesterolemia. In this context, 

the gut microbiota could also have beneficial impact 

through different microbial pathways, including: coprostanol 

formation, cholesterol entrapment and bile salt hydrolases 

(BSH). However, many elements remain to be elucidated to 

mechanistic understanding of the gut microbiota influences 

host cholesterol metabolism. This PhD project has enriched 

our conceptual knowledge through research based on the 

three cholesterol microbial metabolisms. To enhance our 

insight into the microbiome and its host, we have extended 

this conceptual approach to mathematical models, which is 

proving to be an effective approach for studying the 

dynamics and interactions of complex systems. For the first 

time, we have developed, a human model of cholesterol 

metabolism including the gut microbiota to investigate the 

relative impact of host and microbiota pathways. This model 

demonstrates that these microbial pathways are an impor- 

-tant driver of cholesterol regulation. To strengthen these 

observations, we have identified three new intestinal 

bacteria with each of these three microbial metabolic 

pathways and tested their impact in an animal model, the 

mouse. This application highlights that BSH constitute the 

most significant lever to regulate cholesterol levels. To 

further support these experimental data, we established the 

attractive hypocholesterolemic potential of BSH active-

bacteria in a rabbit model, more similar to humans. Oral 

administration of the bacteria with BSH led to a reduction 

in hypercholesterolemia and also, its associated disorders 

(hepatic lesions and development of atherosclerosis). Taken 

together, this work provides evidence of the potential 

intervention of the gut bacteria with BSH activity as a 

probiotic strategy to counteract hypercholesterolemia. 

 


