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RESUME

Le facteur LECT2 (Leukocyte Cell-Derived Chemotaxin 2) est une petite protéine de 16,4kDa
sécrétée et produite majoritairement par le foie. Bien que quelques propriétés lui aient été attribuées
dans la littérature, le réle de LECT2 reste encore mal compris. Les objectifs de nos travaux sont de
comprendre le role fonctionnel de LECT2 dans le tissu hépatique, et plus particulierement son role
d’une part dans le cycle de division de I’hépatocyte, et d’autre part son implication dans le
métabolisme lipidique. Dans la premiere partie de ce travail, nous avons analysé les effets
moléculaires de LECT2 sur la prolifération des hépatocytes, dans un contexte physiologique (ex-vivo,
culture primaire d’hépatocytes), et dans un contexte physiopathologique de stress oxydant associé a
I’inflammation (in vivo, CCl, et régime MCD) a partir de souris LECT2” vs WT. En absence de
LECT2, nos résultats montrent une altération de la progression des hépatocytes dans le cycle
cellulaire, suggérant un réle de LECT2 dans le contrdle du cycle de division de I’hépatocyte. Dans la
seconde partie de ce projet, nous avons étudié le réle de LECT2 dans le métabolisme lipidique en
physiologie. Nos résultats montrent, en absence de LECT2 une augmentation de 1’expression de génes
impliqués dans la lipogenése hépatique (SREBP-1c, FAS, ACC) et dans 1’élimination et la dégradation
du cholestérol (Cyp7al, ABCG5, ABCGS8). Ces résultats suggerent que LECT2 intervient dans le
contrdle du métabolisme lipidique, et qu’il pourrait étre impliqué dans la physiopathologie hépatique
dans la séquence NAFLD/NASH. De plus, nous montrons a la fois dans des modeles murins de
NAFLD (Ob/Ob, HFD, MCD) et chez des patients NAFLD avec steatose et stéato-hépatite (NASH),
une augmentation significative des niveaux transcriptionnels de LECT2.

Ensemble, nos résultats suggérent que LECT2, a travers la régulation du métabolisme lipidique,

pourrait intervenir dans le contréle du cycle de division de I’hépatocyte.

Mots clés: LECT2, hépatocyte, cycle cellulaire, métabolisme lipidique, cholestérol,
NAFLD/NASH
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ABREVIATIONS

ABC : ATP Binding Cassette

ACAT-2 : Acétyl-Coenzyme A acétyltransférase 2
ACC : Acétyl-CoA Carboxylase

ACS : Acyl-CoA synthase

AG : Acides gras

Apc : Adenomatous polyposis coli

Apo : Apolipoproteine

ATP : Adénosine tri-phosphate

BrdU : 5-deoxy-2’deoxyuridine

BSEP : Bile Salt Export Protein

CAT : Carnitine Acylcarnitine Translocase

CCl,: Tétrachlorure de carbone

CD-HFD: Choline deficient High Fat Diet

CDK : Cyclin dependant kinase

CHC : Carcinome Hepatocellulaire

ChREBP : Carbohydrate Response Element Binding Protein
CK1 : Casein kinase 1

CldU : 5-chloro-2'deoxyuridine

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité
CPT : Carnitine Palmitoyltransferase

CRP : C-Reactive Protein

CTLA-4 : Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CYP : Cytochome P450

Cyp7al : Cholesterol 7a-hydroxylase

Cyp8bl : Sterol 12a-hydroxylase

DAG : Diacylglycérol

DAMP : Damage-associated molecular pattern molecules
DEN: Diéthyle nitrosamine

DGAT : Diacylglycérol acyltransferase

DHE: Dihydroethidium

EGF : Epidermal Growth Factor

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor

FAS : Fatty Acid Synthase

FGF : Fibroblast Growth Factor

FXR : Farnesoid X receptor



FXR : Farnesoid X Receptor

G6P : Glucose -6- Phosphate

GS : Glutamine synthase

GSH : Gluthation réduit

GSK3 : Glycogen synthase kinase 3

HBYV : Virus de I’Hepatite B

HC-HFD: High Cholesterol High Fat Diet
HCV : Virus de I’Hepatite C

HDL : High Density Lipoprotein

HE : Hemalun Eosine

HFD: High Fat Diet

HGF : Hepatocyte Growth Factor

HMGCR : Hydroxy-méthyl-glutaryl-coenzyme A reductase
HPV : Papilloma virus

HSC : Hepatic Stellate Cells

HSCs : Hepatic Stellate Cells

HSL : Hormon sensitive lipase

ICAM : Inter-Cellular Adhesion Molecule
IDO : Indoleamine 2,3-dyoxygenase

IGF : Insulin growth factor

IL : Interleukine

iNKT : Invariant NKT

LDL : Low Density Lipoprotein

LECT2 : Leukocyte Cell Derived Chemotaxin 2
LEF : Lymphoid Enhancer-binding Factor
LPS : LipoPolySaccharide

LSEC : Liver Sinusoid Endothelial Cells
LSECs : Liver Sinusoid Endothelial Cells
LXR : Liver X receptor

LXR : Liver X Receptor

MAP : Mitogen activated protein

MCD : Methionine and Choline deficient Diet
MCP1 : Monocyte chemoattractant protein-1
MTP : Microsomal Triglycerids Transfer
NAFL : Non Alcoholic Fatty Liver

NAFLD : Non Alcoholic Fatty Liver Disease
NASH : Non Alcoholic Stéato-Hépatitis



NF : Nuclear Factor

NK : Natural Killer

NLR : Nod Like Receptor

NLRP3 : NOD-LRR-, and pyrin domain-containing 3
NOD : Nucleotide binding oligomerization domain
OAT : Ornithine aminotransferase

PD-L1 : Programmed Cell Death Ligand 1

PGE, : Prostaglandine 2

PH : Partial hepatectomy

PH : Partial Hepatectomy

PHHS3 : Phospho-Histone H3

PTP: Phosphotyrosine phosphatase

RE : Réticulum Endoplasmique

ROS : Reactive oxygen species

RXR: Retinoid X Receptor

SCD1 : Steaoryl-CoA Desaturase 1

SNC : Serum Normal de Chévre

SOCS : Suppressors of Cytokines Signalling

SREBP : Sterol regulatory element binding protein
SREBPI1c : Sterol regulatory element binding protein-1
STAT : Signal transducer and activator of transcription
TCF : T-Cell Factor

TG : Triglycérides

TGF : Transforming Growth Factor

TLR : Toll Like Receptor

TNF : Tumor Necrosis Factor

TRAIL : Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand
UPR : Unfolded Protein Response

VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule

VLDL : Very Low Density Lipoprotein

XBP1 : X-box Binding protein 1



INTRODUCTION




. LE FOIE

1. Structure

Le foie est, chez les mammiferes, I’organe interne le plus volumineux de I’organisme. Il
se compose de plusieurs lobes, dont le nombre varie en fonction de 1’espéce. Chez I’Homme
le foie posséde deux lobes : le gauche et le droit ; alors que la souris en possede quatre : le
médian, le gauche, le droit et le caudé. L’Homme et la souris possédent également une
vésicule biliaire. La vascularisation du foie est complexe, composée d’un systéme a double
entrée du sang artériel et veineux. Il est alimenté en sang par I’artére hépatique et la veine
porte alors que le sang efférent se déverse dans la veine centrolobulaire pour rejoindre les
veines sus-hépatiques, puis la veine cave inférieure. La circulation artérielle constitue 25%
des apports en sang alors que la circulation porte représente 75% des apports sanguins du foie.

L’unité structurelle du foie est le lobule (ou acinus) hépatique. Les lobules hépatiques
sont des regroupements de cellules hépatiques de forme hexagonale, dont I’agencement est
déterminé par la disposition des vaisseaux et des voies biliaires intra hépatiques (Rappaport,
Borowy et al. 1954). Au centre du lobule se trouve la veine centrolobulaire, alors que chaque
sommet de I’hexagone est constitué¢ d’un espace porte (aussi appelé triade portale). Ce dernier
se compose d’une veinule porte, d’une artériole hépatique et d’un canal biliaire. Au sein d’un
lobule, les hépatocytes sont organisés en travées, allant d’un espace porte vers la veine
centrolobulaire. Le sang qui entre dans le foie par la veine porte est riche en nutriments et
toxines en provenance de I’intestin, tandis que le flux sanguin arrivant par I’artére hépatique
draine du sang riche en oxygene. Le sang issu de cette double irrigation, circule le long des
travées hépatocytaires a travers des capillaires sanguins appelés sinusoides. Ces sinusoides
sont délimités par des cellules endothéliales, formant une barriére entre le sang et les
hépatocytes. Cette région étroite entre hépatocytes et cellules endothéliales est appelé espace
de Disse. Ainsi les hépatocytes sont en contact avec 1’endothélium par leur pdle basolatéral
alors que leur pble apical forme la membrane des canalicules biliaires. Ces canalicules
biliaires servent au transport de la bile produite par les hépatocytes. La circulation de la bile
se fait dans le sens opposé a la circulation sanguine, c’est-a-dire de la veine centrolobulaire
vers la veine porte. Au niveau de I’espace porte, la bile transite par le canal de Hering, qui
assure la transition entre le canalicule et le canal biliaire, pour ensuite rejoindre les canaux

biliaires extra-hépatiques, puis la vésicule biliaire ou elle sera stockée.



2. Composition cellulaire

Le foie se compose de différents types cellulaires qui lui permettent d’assurer
I’ensemble de ses fonctions. Le parenchyme hépatique adulte est constitué d’hépatocytes,
cellules épithéliales représentant 60% des cellules du foie, et de cellules épithéliales biliaires.
Les autres types cellulaires du foie sont appelées cellules non parenchymateuses et sont
diverses : cellules endothéliales sinusoidales, cellules étoilées et cellules immunitaires.
L’ensemble de ces cellules est organisé dans 1’espace afin de faciliter leurs interactions et

d’assurer les différentes fonctions du tissu.

a) Les hépatocytes

Les hépatocytes sont les cellules majoritaires dans le foie. Elles constituent en effet 60%
des cellules totales, et représentent 80% de la masse hépatique (Blouin, Bolender et al. 1977).
Ce sont ces cellules qui assurent la majeure partie des fonctions hépatiques. Pour ce faire, ces
cellules sont polarisées. La partie basale de ces cellules fait face aux sinusoides, tandis que la
partie apicale participe a la formation des canalicules biliaires. Les hépatocytes sont de larges
cellules polygonales, mesurant de 25 a 30um. Afin de leur permettre d’assurer leurs fonctions,
les hépatocytes possedent une machinerie cellulaire tres développée. En effet, on considere
que 15% du volume de I’hépatocyte est occupé par le réticulum endoplasmique lisse et
rugueux. De plus, son cytoplasme contient jusqu’a 30 lysosomes, 300 peroxysomes et 50
complexes de Golgi. Le nombre de mitochondries est également trés élevé : 1000 par
hépatocyte (Weibel, Staubli et al. 1969). Il existe une grande variété de fonctions
métaboliques assurées par les hépatocytes, fonctions sur lesquelles nous reviendrons (cf §1.3).

b) Les cholangiocytes

Les cholangiocytes sont les cellules épithéliales biliaires. Elle représentent 1% du
nombre total de cellules hépatiques (Benedetti, Bassotti et al. 1996). lls forment les canaux
biliaires intra hépatiques qui permettent le transport de la bile. Ces cellules partagent un

progéniteur commun avec les hépatocytes appelé hépatoblaste.

c) Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales du foie (ou LSECs, pour Liver Sinusoid Endothelial Cells)
représentent approximativement 20% des cellules du parenchyme hépatique. Dépourvues de
lame basale, ces cellules forment les sinusoides. D’autre part, elles présentent de larges
fenestrations, pouvant aller de 100 a 170nm, formant ainsi des tamis qui permettent de

nombreux échanges entre le sang et les hépatocytes (Smedsrod, De Bleser et al. 1994). Ces



cellules sont impliquées dans différentes fonctions au sein du tissu, allant de la coagulation a
la régulation de la réponse immunitaire. Par ailleurs, 1’altération de leur fonctionnement et de
leurs fenestrations contribue au développement de maladies comme la cirrhose ou
I’implantation de métastases tumorales. Les sinusoides contiennent une grande diversité de
cellules immunitaires. En effet, la structure des sinusoides permet une extravasation facilitée

pour les cellules immunitaires.

d) Les cellules immunitaires

Le foie a la particularit¢ d’avoir son propre systéme immunitaire. Dans le foie, les
cellules immunitaires représentent environ 20% du nombre total de cellules hépatiques. Ce
systéme intra hépatique se compose de cellules myeéloides dont les cellules de Kupffer, de
cellules dendritiques et de lymphocytes (Lymphocytes T, Natural Killer (NK), NKT et B).
Les cellules de Kupffer et le couple NK/NKT sont des populations résidentes du tissu

hépatique. Ces différents acteurs participent a I’homéostasie de ce tissu.

e) Les cellules étoilées

Les cellules étoilées, ou cellules de Ito (ou encore HSC pour Hepatic Stellate Cells) sont
localisées dans les espaces de Disse, autour des sinusoides. Elles sont trés peu nombreuses
dans le foie, et représentent moins de 1% des cellules. Cependant, ces cellules jouent un role
important, puisqu’elles participent au stockage des gouttelettes lipidiques riches en vitamine
A, et sont impliquées dans les mécanismes de développement et de réparation de la fibrose

hépatique, grace a leur interaction avec les cellules immunitaires (Friedman 2008).

3. Fonctions

Le foie est un organe vital complexe, qui assure de nombreux processus physiologiques.
Il assure trois principales fonctions : la syntheése, le stockage et 1’épuration.

Le foie est composé d’hépatocytes qui sont extrémement hétérogénes selon 1’axe porto-
central (Jungermann and Katz 1989). En effet, les hépatocytes dits « périportaux »sont situés
a proximité de I’espace porte, et regoivent un sang riche en oxygene et en hormones de
I’artére hépatique, et riche en nutriments de la veine porte ; tandis que les hépatocytes dits
« périveineux », localisés autour de la veine centrolobulaire sont soumis a des concentrations
peu élevées en oxygene, hormones et nutriments. Cet axe porto-central définit la zonation
métabolique du foie, avec deux zones distinctes dans un lobule hépatique: la zone
periveineuse (la plus proche de la veine centrolobulaire) et la zone périportale (la plus

proche de l’espace porte), avec une spécialisation des hépatocytes en fonction de leur



localisation (Jungermann and Kietzmann 1996). Ce concept a ainsi permis d’expliquer
comment des fonctions qui peuvent sembler complétement opposées, comme la biosynthese
et la dégradation d’'un méme nutriment, pouvaient cohabiter dans le foie. Ce concept,
initialement décrit pour le métabolisme des glucides, a été étendu au métabolisme des lipides
et des protéines, ainsi qu’aux fonctions de détoxifications du foie, dont nous verrons les
principales caractéristiques dans le paragraphe suivant (Haussinger, Lamers et al. 1992,
Jungermann and Thurman 1992). Toutefois, il a été démontré que certaines fonctions
hépatiques ne répondent pas a cette zonation, c’est notamment le cas pour la sécrétion des
protéines sériques et de particules de VLDL (Very Low-Density Lipoprotein) qui se fait dans

tous les hépatocytes (Kaestner 2009).

a) La fonction métabolique

Le foie est le premier organe a rencontrer les nutriments apres leur absorption
intestinale. Il participe ainsi au stockage des vitamines et du fer, mais il joue également un
role trés important dans le métabolisme des hydrates de carbone, des acides gras et des

protéines.

> Le métabolisme des hydrates de carbone

Un des rdles primordial du foie dans le métabolisme des hydrates de carbone est de
controler la glycémie. Dans un contexte d’hyperglycémie, les hépatocytes sont capables, en
réponse a un signal insulinique, d’absorber le glucose sanguin pour le transformer en glucose-
6-phosphate (G6P) dans le foie. Ce G6P est alors soit, stocké sous forme de glycogene, soit
glycolysé pour fournir du pyruvate, substrat énergétique du cycle de Krebs. A I’inverse, en
conditions d’hypoglycémie, sous I’influence du glucagon, I’hépatocyte est capable d’utiliser
le glycogéne en réserve pour former du glucose (glycolyse) ou de synthétiser du glucose de

novo, a partir de lactate, d’acides aminés ou de glycérol (néoglucogenése).

> Le métabolisme des acides gras

Les acides gras qui arrivent au niveau du foie sont rapidement transformés en
triglycérides (TG). Ces TG peuvent ensuite servir de substrat énergétique a la B-oxydation
(lipolyse). Cette réaction les transforme en acétyl-CoA, carburant énergétique du cycle de
Krebs. Les TG peuvent egalement étre exportés a destination des adipocytes, grace a des
lipoprotéines (chylomicrons, VLDL, LDL (Low Density Lipoprotein) et HDL (High Density
Lipoprotein)), ou étre stockés dans les hépatocytes, notamment lorsqu’il y a un excés d’apport

et de synthése des acides gras associé a une diminution des mécanismes de dégradation et
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d’export au niveau hépatique. A I’inverse, le foie est également capable de synthétiser du

cholestérol et des TG de novo a partir de I’ Acétyl-CoA, par un mécanisme de lipogenése.

> Le métabolisme des protéines

Les protéines sont trés rapidement dégradées en acides aminés, puis ces derniers sont
désaminés dans le foie sous forme d’ammoniac, toxique pour 1’organisme. Ce dernier est
métabolisé sous forme d’urée pour étre €liminé dans le cycle de I'urée. Contrairement aux
hydrates de carbone ou aux acides gras, les protéines ne peuvent pas étre stockées dans les
hépatocytes. Les acides aminés, ainsi désaminés peuvent soit servir de substrat énergétique au
cycle de Krebs, soit participer a la synthése de protéines (I’albumine, la transferrine, la C-
Réactive Protein (CRP) ou encore de nombreuses protéines participant a la coagulation) ou
d’hormones (thrombopoiétine et I’Insulin Growth Factor I (IGF-1)). Celles-ci sont produites

par le foie, puis relarguées dans la circulation sanguine.

b) La fonction de détoxification

Le foie est le premier filtre de 1’organisme, il est, en permanence, soumis a des toxiques
aussi bien endogénes, qu’exogenes (xénobiotiques). Les molécules qui sont hydrosolubles
seront adressées vers le rein pour y étre éliminées dans les urines. Les molécules liposolubles
subissent quant a elles des modifications dans le foie afin de faciliter leur élimination. Celles-
ci vont subir une premiére étape d’oxydo-réduction permettant d’augmenter la polarité des
substrats toxiques catalysés par les cytochromes, et plus particulierement le cytochrome P450.
La seconde étape consiste ensuite a associer des substances endogenes, tels que le glutathion
ou I’acide glucuronique, aux métabolites pour en augmenter I’hydrosolubilité, et ainsi faciliter

leur évacuation via la bile ou les urines.

c) La fonction d’excrétion

Le foie est une glande mixte, dite amphicrine homotypique. En effet, les hépatocytes
sont a la fois capables d’exercer des fonctions de sécrétions endocrines (les protéines et les
hormones, qui une fois synthétisées, sont directement relarguées dans la circulation sanguine),
et des fonctions de sécrétion exocrine : la production et la sécrétion de la bile. La bile se
compose d’eau, de sels biliaires sécrétes a partir du cholestérol, de bilirubine et de mucus.
Elle est synthétisée afin de faciliter la sécrétion de certains lipides et des xénobiotiques. La
bile circule dans les canalicules biliaires, puis dans les canaux biliaires avant de se diriger

dans la vésicule biliaire ou elle sera stockée.
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4. Systéme immunitaire hépatique

Au dela des fonctions métaboliques de synthése, de stockage et d’épuration que nous
venons d’aborder, le foie joue aussi un réle important dans la régulation de la réponse
immunitaire. Le foie a la particularité d’avoir un systéme immunitaire qui lui est propre,
toutes les cellules qui composent le parenchyme hépatique possédent elles aussi, des
propriétés immunologiques (Crispe, 2009). Comme nous 1’avons vu précédemment, le foie est
composé de 40% de cellules hépatiques sont non parenchymateuses (Non Parenchymal Cell,
NPC). On dénombre 50% de cellules endothéliales et 50% de cellules immunitaires. Parmi
ces derniéres, plus de la moitié sont des cellules de I’immunité innée : 25% de cellules NKT
(Natural Killer T), 20% de cellules de Kupffer, 7% de cellules NK (Natural Killer) et 3% de
cellules dendritiques ; et pour les cellules adaptatives : 40% de lymphocytes T conventionnels
et 5% de lymphocytes B(Racanelli and Rehermann 2006). L’ensemble de ces cellules

constitue le microenvironnement hépatique.

a) La tolérance hépatique

Du fait de sa vascularisation particuliére, le foie est constamment exposé a des
antigénes du non-soi issus de I’alimentation et de la flore commensale. En effet 75% des
apports sanguins proviennent directement du tractus intestinal. Une des fonctions du foie est
notamment d’éliminer ces toxines pour éviter qu’elles ne rejoignent la circulation générale.
Nous pouvons prendre I’exemple du LPS (LipoPolySaccharide), composant de la paroi
cellulaire des bactéries Gram négatif. Chez un individu sain, le LPS est indétectable dans la
circulation systémique, alors qu’il est cent fois plus important dans le sang de la veine porte
(Lumsden, Henderson et al. 1988). Dans le foie beaucoup de cellules expriment le récepteur
au LPS et aide a sa clairance. Le récepteur au LPS est constitué de la molécule TLR4 (Toll
Like Receptor 4), associée aux molécules CD14 et MD2. La liaison du LPS a son récepteur
permet la transduction d’un signal activant la réponse immunitaire. Pourtant dans le foie, étant
donné son exposition permanente a de faibles concentrations de LPS, la liaison du LPS a son
récepteur conduit a une réponse altérée et suppressive. De ce fait, le foie est le siége de
réactions immunitaires complexes visant a tolérer cette exposition permanente aux antigénes
bactériens et alimentaires. Le foie est un organe ou I’environnement est immunosuppressif et
tolérant (Crispe, Giannandrea et al. 2006). Les mécanismes de tolérance hépatique font
intervenir les cellules immunitaires innées et adaptatives, mais également toutes les autres

cellules du parenchyme hépatique (Crispe 2009).
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b) Mécanismes de tolérance hépatique

L’ensemble des cellules du microenvironnement hépatique maintient, en condition
d’homéostasie, une réponse suppressive, par une exposition constante a de faibles niveaux
d’endotoxines bactériennes. Ainsi, les cellules du microenvironnement hépatique sécrétent, de
maniere constitutive, des cytokines ayant des propriétés immunosuppressives : interleukine
(IL) 10, transforming growth factor (TGF)-B, arginase, indoleamine 2,3-dyoxygenase (IDO)
et prostaglandine 2 (PGE;) (Thomson and Knolle 2010). Ces cellules expriment également
des ligands aux récepteurs d’immunosuppression comme le Programmed cell death ligand 1
(PD-L1) ou le cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4)(Heymann and Tacke
2016). En plus de I’expression de ces molécules a propriétés immunosuppressives, les cellules
du microenvironnement hépatique maintiennent également un faible taux d’expression des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et ne présentent pas de molécules
de co-stimulation a leur surface (Jenne and Kubes 2013). Une étude récente a permis de
démontrer I’importance des cellules de Kupffer dans le maintien de la tolérance hépatique. En
effet, au dela de leur capacité a sécréter de I’TL-10 en réponse a une stimulation du TLR4, et a
I’expression constitutive de PD-L1, ces cellules sont capables d’induire la polarisation des

lymphocytes T en lymphocytes T régulateurs (Heymann, Peusquens et al. 2015).

c) Mécanismes d’activation de la réponse immunitaire

Les cellules immunitaires, largement présentes dans le foie, contribuent au maintien de
la tolérance hépatique. Toutefois, ces cellules sont également capables de répondre aux
agressions du foie : elles jouent un réle majeur dans les pathologies hépatiques. Il existe trois
principaux types de mécanismes capables d’activer une réponse immunitaire non suppressive
au sein du tissu hépatique. (1) Les signaux de dangers bactériens sont reconnus par
I’intermédiaire des TLRs. Lorsqu’un TLR est tres fortement activé, ou lorsque plusieurs TLRs
sont activés simultanément, une réponse inflammatoire se met en place au sein du tissu.(2)
Cette réponse immunitaire peut aussi étre activée par des lésions des cellules du parenchyme
hépatique, comme par exemple en cas de mort cellulaire. Les cellules Iésées produisent en
grande quantité des toxiques (acides biliaires, acides uriques, du cholestérol libre ou encore
des lipides oxydés) qui seront reconnus par I’inflammasome. L’inflammasome est un
complexe multi-protéique, appartenant aux recepteurs de la famille des protéines Nucleotide
Binding Oligomerization Domain (NOD) capable de détecter les signaux de danger
intracellulaires. Son activation induit une réponse pro-inflammatoire, par la sécrétion de deux
cytokines majeures 1’IL-1f3 et I’IL-18, qui activent les acteurs de la réponse immunitaire innée

(monocytes, neutrophiles et NK). (3) Enfin, suite a des lésions, les hépatocytes sont capables
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de produire des alarmines, qui activent en retour les cellules immunitaires environnantes
(Heymann and Tacke 2016). Dans ce contexte, les cellules exprimeront fortement a leur
surface des molécules de CMH, ainsi que des molécules de co-stimulation, afin de mettre en

place une réponse immunitaire adaptative.
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Il. LA PHYSIOLOGIE HEPATIQUE

Nous avons vu dans la partie précédente que le foie est un organe original, d’une part,
pour sa structure anatomique et sa composition cellulaire particuliére et d’autre part, pour les
nombreuses fonctions vitales qu’il exerce au sein de ’organisme. Le foie est un organe
d’autant plus fascinant car il est le seul a avoir la propriété de se régénérer, mais il est aussi

physiologiquement polyploide.

1. La régénération hépatique

Le foie, a travers le large éventail de fonctions qu’il assure, est un organe central et
indispensable de I’organisme. Au cours de la vie, il est soumis a différents stress et agressions
(infections virales, stress oxydatif, surcharges métaboliques etc.). Pour lui permettre d’exercer
pleinement ses fonctions, dans ce contexte, le foie est capable, bien que ce soit un organe
quiescent a I’age adulte, de se régénérer et de se réparer a volonté, tout en préservant son
intégrite génomique. Afin de comprendre les mécanismes qui interviennent dans la
régénération hépatique, des modeles d’études in vivo ont été développés: le modele
physiopathologique d’administration de produits chimiques ou le modele le plus courant,

celui de la résection d’une partie du foie.

a) Modeéle de régénération hépatique induite par des toxiques

Le modéele de régénération induite par 1’administration de composés hépatotoxiques
repose sur une des principales fonctions du foie : la détoxification. Parmi les molécules
utilisées dans les laboratoires, nous pouvons citer par exemple le tétrachlorure de carbone
(CCly), le thioacétamide, I’acétaminophéne etc. L’administration de ces molécules induit dans
un premier temps une cytolyse du parenchyme hépatique, qui s’accompagne d’une forte
réponse inflammatoire, puis dans un second temps, la régénération compensatoire des
hépatocytes, afin de remplacer les cellules nécrosées et ainsi restaurer I’intégrité du tissu
hépatique. La prolifération des hépatocytes dans ce contexte n’est pas synchronisée en raison

de I’action continue des toxiques.

b) Modéle de régénération hépatique aprés hépatectomie partielle

L’hépatectomie partielle et notamment 1’hépatectomie des deux tiers du foie (partial
hepactectomy, PH), est une approche trés largement utilisée pour étudier les mécanismes
impliqués dans la régénération hépatique (Michalopoulos and DeFrances 1997, Fausto,
Campbell et al. 2006, Mitchell and Willenbring 2008). Cette technique présente 1’avantage de

n’induire qu’une trés faible réponse inflammatoire, sans Iésion tissulaire, avec une
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prolifération synchronisée des hépatocytes. Suite a une hépatectomie partielle, différents
signaux mitogéniques (cytokines et facteurs de croissance) induisent la «sortie » de
quiescence et I’entrée des hépatocytes dans le cycle cellulaire (Michalopoulos 2007). La
prolifération sera alors initiée dans les hépatocytes situés dans la zone périportale, suivi des
hépatocytes localisés autour de la zone périveineuse. Les autres cellules du parenchyme
hépatique proliferent plus tardivement: les cholangiocytes, cellules de Kupffer et cellules
étoilées sont les secondes cellules a initier le cycle de division cellulaire, et enfin ce sont les
cellules endothéliales qui entreront dans le cycle en fin de régénération. Les hépatocytes
effectuent en moyenne 1,6 cycles de division afin de restaurer la masse hépatique initiale par
un processus d’hyperplasie compensatoire des parties résiduelles (restauration de la masse
hépatique initiale + 10% ; (Stocker and Heine 1971)).

La restauration de la masse hépatique est donc associée, dans ce modéle, a la
prolifération de cellules différenciées, sans intervention des cellules progénitrices (Grompe
2014, Yanger, Knigin et al. 2014). La régénération hépatique est un processus physiologique
complexe, que nous pouvons seéparer en trois phases: la phase de «priming» des

hépatocytes, la phase de prolifération et la phase de terminaison.

> Phase de « priming » des hépatocytes

L’initiation de la réponse proliférative des hépatocytes est régulée principalement par la
production de cytokines. Un des acteurs majoritaires responsable de la production de
cytokines pro-inflammatoires, favorisant la transition GO/G1, est la cellule de Kupffer. En
effet, lors de la PH, il y a des modifications du flux sanguin, entrainant une trés forte
augmentation de la concentration de LPS arrivant par la veine porte. Les cellules de Kupffer
sont alors activées via leur récepteur TLR4 et induisent ainsi la production de Tumor Necrosis
Factor (TNF)-a.. Ce TNF-a se lie a son récepteur sur les cellules de Kupffer, pour induire la
production d’IL-6, par I’intermédiaire de la voie Nuclear Factor (NF)-«xB. Au niveau des
hépatocytes, la fixation de I’IL-6 & son récepteur entraine ’activation de la protéine Signal
transducer and activator of transcription (STAT)-3, par I’intermédiaire de la voie JAK/STAT.
L’activation de la protéine STAT3 induit I’expression d’une batterie de génes dits
« immediate early genes » qui sont essentiels pour permettre aux hépatocytes d’effectuer la
transition GO/G1, mais également pour protéger les hépatocytes de signaux nécrotiques ou
apoptotiques(Taub 2004, Fausto, Campbell et al. 2006). Ces observations mettent en avant la
contribution essentielle du microbiote intestinal dans le processus de régénération hépatique
(Karin and Clevers 2016).
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> Phase de prolifération

Une fois que les hépatocytes sont entrés en phase G1 du cycle cellulaire, ils sont
réceptifs a une seconde vague de signaux qui leur permettra de réaliser la transition G1/S.
Cette transition est notamment sous le contrGle de facteurs de croissance, impliquant deux
voies de signalisation majeures : la voie passant par le récepteur a 1I’Epidermal Growth Factor
(EGFR) et par le récepteur cMET (Borowiak, Garratt et al. 2004, Collin de L'hortet,
Gilgenkrantz et al. 2012). Dé¢s les premieres heures aprés la PH, I’Epidermal Growth Factor
(EGF), I’amphireguline et le TGF-a sont sécrétés pour interagir avec I’EGFR, tandis que
I’Hepatocyte Growth Factor (HGF) est sécrété pour interagir avec son récepteur cMET. Ces
facteurs de croissance sont sécrétés par différents types cellulaires ou tissus: I’EGF est
relargué par le duodénum et les glandes salivaires, le TGF-a provient des hépatocytes, I’'HGF
est quant a lui sécrété, par les NPCs et notamment par les cellules étoilées. Les voies de
signalisation sous-jacentes impliquent notamment la voie des Mitogen Activated Protein
(MAP) kinases, STAT3, Akt et ERK1/2. Aprés la transition G1/S, il n’y a plus aucun point de
blocage du cycle cellulaire nécessitant des facteurs de croissance, les hépatocytes effectuent

leur phase S, G2 et leur mitose afin de restaurer la masse hépatique initiale.

> Phase terminale de régénération

Aprés avoir restauré la masse hépatique initiale, les hépatocytes vont arréter de
proliférer et retourner a 1’état de cellules quiescentes. Cette régulation se fait par
I’intermédiaire de voies de signalisations ayant des propriétés anti-prolifératives. Une des
voies majoritaires impliquée dans ces mécanismes de régulation est la voie du TGF-B. Le
TGF-B, principalement produit par les cellules étoilées, active les protéines de la famille des
SMADs. L’expression du TGF-f et des protéines SMADs est augmentée tout au long du
processus de régénération hépatique, ainsi que les complexes inhibiteurs qui leurs sont
associés. Ce n’est qu’en fin de processus de régénération hépatique que ces inhibiteurs
diminuent de manicre significative, pour ainsi permettre aux SMADs d’activer le retour en
quiescence des hépatocytes. D’autres niveaux de régulation existent, comme notamment,
I’activation des protéines Suppressors of Cytokines Signalling (SOCS), et particulierement de
SOCS 3 qui bloque I’expression de I’IL6 (Taub 2004).
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2. La polyploidie hépatique

a) Généralités sur la polyploidie

Une des caractéristiques communes des étres vivants est de posséder son matériel
génétique sous la forme de chromosomes. Leur nombre « n » est propre a chaque espece :
I’homme posséde n=23 chromosomes, tandis que la souris n’en posséde que n=20
chromosomes. Le nombre d’exemplaires d’'un méme chromosome peut varier d’une cellule a
une autre ou d’une espéce a une autre, ¢’est ce qu’on appelle la ploidie. Ainsi, une cellule qui
ne posséde qu’une seule copie de chaque chromosome (n) est dite haploide, deux copies de
chromosomes (2n) est dite diploide, trois copies (3n) triploide, etc... La polyploidie se traduit
donc par une modification du nombre de copies initiales de chromosomes.

Décrite il y a plus de 100ans chez les plantes, la polyploidie est un phénomene
largement répandu chez les eucaryotes (Otto and Whitton 2000). On distingue deux types de
cellules polyploides : les cellules autopolyploides qui réunissent deux ou plusieurs génome
identiques et les alloploides, issues de deux ou de plusieurs génomes différents. Lorsque le
nombre de chromosomes contenu dans une cellule est un multiple de n, on parle de cellule
euploide. Cependant, dans des conditions pathologiques, certaines cellules possédent un
nombre anormal de chromosomes, on parle de cellule aneuploide. Enfin, on retrouve deux
classes de cellules polyploides: les cellules polyploides mononucléées, issues du
regroupement du matériel génétique au sein du méme noyau ; ou les cellules polyploides bi-
ou multinucléées, issues respectivement de la répartition du matériel génétique dans deux

noyaux ou plus.

> La polyploidie chez les mammiféres

Chez les mammiféres, bien que la majorité des cellules soient diploides, on peut
observer la genése de cellules polyploides, de maniére physiologique, dans de nombreux
processus développementaux, pour aboutir a la formation de cellules hautement différenciées.
Parmi ces cellules, nous pouvons citer les mégacaryocytes de la moelle osseuse (16n-128n),
les cardiomyocytes (4n), les cellules géantes du trophoblaste (8n-64n) ou encore les
hépatocytes (4n-8n) (Gupta 2000). La polyploidisation peut également faire suite a un stress
cellulaire (génotoxique, métabolique), ou & une atteinte tissulaire : c’est le cas par exemple
pour les cellules musculaires lisses des vaisseaux dans 1’hypertension, ou encore pour les
cellules des muscles lisses utérins lors de la grossesse. Par ailleurs, dans le tissu utérin, des
études ont pu mettre en évidence un rdle de I’infection par lesPapilloma virus (HPV) dans la

formation de cellules tétraploides (Incassati, Patel et al. 2006). Il est important de souligner
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que des modifications pathologiques de la polyploidie de certains tissus constituent une étape
précoce de la progression tumorale. Dans les cancers du sein, du poumon, du célon, du
pancréas, ou bien de I’cesophage, 1’émergence de populations cellulaires tétraploides précede
I’aneuploidie et 1’apparition d’instabilit¢é chromosomique, dans les stades précoces de

développement tumoral (Davoli and de Lange 2011).

» Meécanismes de polyploidisation

Il existe quatre mécanismes de polyploidisation décrits dans la littérature. Les cellules
polyploides peuvent étre générées 1)-par fusion cellulaire (formation de cellules
multinucléées) ou par des cycles cellulaires avortés2)-avant d’étre rentrés en mitose
(endoréplication), 3)-avant la fin de la mitose (mitotic slippage), ou bien4)- par cytodiérese
incompléte.

b) La polyploidie physiologique dans le foie

La polyploidie cellulaire est une caractéristique essentielle du foie des mammifeéres.
L’apparition de cellules polyploides hépatiques accompagne la fin du développement feetal et
la maturation post-natale (Sigal, Rajvanshi et al. 1999, Gupta 2000). Le développement
hépatique est un processus prolongé qui perdure au cours de la vie post-natale. Chez le rat, au
14°™ jour de la vie embryonnaire (stade E.14), la majorité des hépatoblastes sont bipotents :
ils ont la capacité de se différencier en hépatocytes ou en cellules biliaires. En revanche, au
stade E.15, la plupart des hépatoblastes sont engagés dans le lignage hépatocytaire (Germain,
Blouin et al. 1988, Shiojiri, Lemire et al. 1991). Au cours de la période restante de gestation,
et au cours de quatre premieres semaines apres la naissance, les hépatoblastes acquierent des
fonctions d’hépatocytes différenciés. Cette période de développement est associée a une
importante prolifération cellulaire entre la naissance et le quinziéme jour de vie, suivie d’une
diminution de la prolifération cellulaire. Au cours du sevrage, on observe une nouvelle phase
de prolifération moins importante, corrélant avec la mise en place de la polyploidie
hépatocytaire (Celton-Morizur and Desdouets 2009). Les travaux antérieurs du laboratoire ont
permis de montrer que la polyploidisation du tissu hépatique est un phénomene régulé et
progressif. Au cours des trois premieres semaines aprés la naissance, la majorité des
hépatocytes est diploide. Apres le sevrage, la proportion d’hépatocytes diploides diminue de
maniére significative, pour laisser place a un contingent d’hépatocytes tétraploides binucléés
(2x2n) (Guidotti, Bregerie et al. 2003). La polyploidisation du tissu hépatique est plus
précisément contrblée par la transition allaitement-sevrage (Margall-Ducos, Celton-Morizur
et al. 2007). A ce stade du développement, la succession de divisions cellulaires complétes ou

incompletes permet une polyploidisation progressive du foie au cours du développement post-
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natal. Au cours du second et du troisieme mois, les hépatocytes octoploides (binucléés 2x4n et
mononucléées 8n) s’accumulent mais ne dépasseront pas 5 & 7% de la population totale
(Seglen 1997). A I’age adulte, les hépatocytes sont majoritairement tétraploides, 70% des
hépatocytes chez le rongeur et 40% chez ’homme. Bien que le foie soit un organe quiescent
chez I’adulte, il conserve une importante capacité proliférative. En effet, en réponse a
différents stimuli ou agressions (surcharge métabolique, hépatectomie partielle, altérations
induites par des drogues etc.), il est capable d’induire une forte réponse proliférative et de
moduler sa ploidie.

De maniére intéressante, notre équipe a trés récemment démontré une modification des
mécanismes qui régulent la ploidie hépatocytaire dans un contexte pathologique de stéatose
hépatique, en utilisant des modéles murins et des cohortes de patients. En effet, on observe,
dans ce contexte pathologique, une conversion de la ploidie physiologique (hépatocytes
tétraploides binucléés, 2x2n) en une ploidie pathologique, (hépatocytes mononucléés
hautement polyploides > 8n, rarement observé en conditions physiologiques). Nous avons pu
mettre en évidence un role clé du stress oxydatif dans la genése de contingent d’hépatocytes
hautement polyploides, a travers I’activation du signal de réponse a des dommages a I’ADN
(ATR/p53/p21). Ce dernier empéche 1’activation du complexe cycline B1/Cyclin dependant
kinase (CDK)1 et induit des cycles d’endoréplication(Gentric, Maillet et al. 2015). Ces
résultats démontrent pour la premiere fois, la mise en place d'une polyploidisation
pathologique du tissu hépatique au cours des hépatopathies stéatosiques non alcooliques, dont

nous verrons les principales caractéristiques dans le chapitre suivant.
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1. LA PHYSIOPATHOLOGIE HEPATIQUE

Il existe de nombreuses maladies hépatiques qui peuvent, dans certains cas, perturber
gravement le fonctionnement de 1’organisme. Les principaux facteurs de risque, de
développer une hépatopathie, sont les infections par les virus de I’hépatite B (HBV) et de
I’hépatite C (HCV), I’alcoolisme chronique, et plus récemment le syndrome métabolique, qui
constitue aujourd’hui un véritable probléme de santé publique dans les pays développés. Ce
dernier se manifeste par 1’association de plusieurs symptomes : obésité, résistance a 1’insuline,
diabéte de type 2, hypertension, dyslipidemie. Au niveau du foie, le syndrome métaboliquese
manifeste par des hépatopathies stéatosiques dites non-alcooliques (Non Alcoholic Fatty
Liver Disease, NAFLD)(Marchesini, Bugianesi et al. 2003). Les NAFLD sont caractérisées
par un spectre de désordres hépatiques bien définis allant de la simple accumulation d’acides
gras dans les hépatocytes (stéatose) au développement d’une stéato-hépatite non alcoolique
(Non Alcoholic Steato Hepatitis — NASH) caractérisée par une inflammation chronique. Ceci
pourra alors favoriser le développementd’une cirrhose (fibrose sévere) et/oule développement

d’un carcinome hépatocellulaire (CHC)(Anstee and Day 2013).

Le spectre de désordres hépatiques défini au cours de la NAFLD a tout d’abord été
décrit comme un modeéle en deux étapes, appelé «two hits hypothesis »(Day and James
1998). Le premier «hit» de cette séquence est caractérisé par un désordre lié a une
accumulation pathologique de lipides dans les hépatocytes : c’est la stéatose hépatique non
alcoolique (Non Alcoholic Fatty liver - NAFL). Le second « hit » de cette séquence induit
I’installation de la NASH. Celle-ci est associée a une inflammation chronique, au stress
oxydant, a des dommages a I’ADN,a la mort cellulaire et au développement d’une fibrose
(Caballero, Fernandez et al. 2009). Ce modele place le foie en position centrale, en tant que
seul organe impliqué dans le développement des NAFLD, or des études récentes mettent
clairement en évidence I’implication d’autres organes tels que le tissu adipeux, les muscles et
les intestins. Le spectre de désordres hépatiques se développerait plutdét selon un modeéle
multi-étapes appelé « multiple hits hypothesis »(Tilg and Moschen 2010, Haas, Francque et
al. 2015, Buzzetti, Pinzani et al. 2016)

1. Mise en place de la stéatose hépatique

La stéatose hepatique est définie par une accumulation de divers lipides, principalement
des triglycérides, dans le cytoplasme d’au moins 5% des hépatocytes(Burt, Mutton et al.
1998). C’est une atteinte bénigne pour le foie puisqu’il sera toujours capable d’assurer

I’ensemble de ses fonctions, et réversible lorsque des habitudes alimentaires sont mises en
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oeuvres(Angulo 2002). La stéatose hépatique se développe suite a une augmentation des flux
de lipides dans 1’organisme, ce quiinduit un déséquilibre des balances import/export et
synthése/dégradation. En conséquence, ceci entraine un stockage important des acides gras
sous forme de triglycérides au niveau des hépatocytes, sous forme de gouttelettes lipidiques.ll
a été démontré, chez les patients NAFLD, que 60% des acides gras proviennent de la lipolyse
du tissu adipeux, 25% proviennent de la lipogenése hépatique et 15% proviennent de
I’alimentation (Donnelly, Smith et al. 2005). Le développement de la stéatose hépatique est
fréguemment associé a un état d’insulino-résistance périphérique(Bugianesi, McCullough et
al. 2005, Yu, Shen et al. 2013).

a) Mécanismes menant a la stéatose hépatique

> Absorption des acides gras

L’absorption des acides gras dans le foie contribue a 1I’homéostasie du taux de
triglycérides hépatique, mais aussi au développement des NAFLD. Les acides gras non
estérifiés peuvent provenir de la lipolyse du tissu adipeux et de ’hydrolyse des chylomicrons
(lipoprotéine composeée de lipides en provenance du tractus intestinal). Apres leur entrée dans
la cellule, ces acides gras sont rapidement estérifiés, puis stockés dans les hépatocytes sous
forme de gouttelettes lipidiques. La résistance a I’insuline du tissu adipeux entraine le
développement de la stéatose hépatique, puisque la lipolyse ne sera plus contrblée et
augmentera donc, le flux d’acides gras non estérifiés a destination des hépatocytes (Bradbury

2006, Postic and Girard 2008, Kawano and Cohen 2013).

> Lipogenése de novo

La lipogenése de novo est initiée a partir d’une molécule de glucose qui est glycolysée
puis oxydée pour former une molécule d’acétyl-CoA. Cette derniére sera ensuite convertie en
malonyl-CoA par 1I’Acétyl-CoA Carboxylase (ACC). La formation d’acide palmitique est
ensuite catalysée par la Fatty Acid Synthase (FAS), a partir de 1’acétyl-CoA et du malonyl-
CoA. L’Acide palmitique ainsi formé est transforme, par la Stearoyl-CoA Desaturase 1
(SCD1), en un acide gras mono-insaturé essentiel a la formation de triglycérides. Cet acide
gras mono-insaturé subit des réactions enzymatiques qui conduisent a la formation de
diaglycérol. La catalyse du diaglycérol par 1’Acyl-CoA DiacylGlycérol Acyltransferase
(DGAT) forme une molécule de triglycérides. Les triglycérides seront par la suite inclus dans
des gouttelettes lipidiques, entourées, entre autres par les protéines de la famille des

périlipines, proteines qui régulent les mécanismes de stockage et de mobilisation des
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triglycerides (Fujii, Ikura et al. 2009). Des données récentes suggerent que ces molécules
seraient impliquées dans le développement des NAFLD (lkura and Caldwell 2015).

La lipogenese est régulée par trois principaux facteurs de transcription: la Sterol
Regulatory Element-Binding Protein (SREBP) -1c, la Carbohydrate Response Element-
Binding Protein (ChREBP) et la X-Box Binding Protein (XBP) -1, en réponse respectivement
a I’insuline, au glucose et aux Unfolded Protein Response (UPR) produits suite a un stress du
réticulum endoplasmique (Postic and Girard 2008, Ferre and Foufelle 2010, Tilg and
Moschen 2010).Par conséquent, une insulino-résistance induit I’expression de ces facteurs de
transcription et donc une augmentation de la lipogenése dans I’hépatocyte, menant au

développement d’une stéatose hépatique.

» Oxydation des acides gras

L’oxydation des acides gras est essentielle a la production d’Adénosine Tri-Phosphate
(ATP), ainsi qu’au maintien du taux de triglycérides hépatiques. La (-oxydation des acides
gras a lieu principalement dans la matrice mitochondriale, pour permettre la formation, a
partir d’un acide gras, d’une molécule d’acétyl-CoA. L’acide gras est tout d’abord converti en
acyl-CoA grace a I’Acyl-CoA Synthetase (ACS). L’acyl-CoA est ensuite transformé en acyl-
carnitine par la Carnitine PalmitoylTransferase (CPT)-1, afin d’étre transloqué dans le
cytoplasme de la mitochondrie par I’intermédiaire de la Carnitine Acylcarnitine Translocase
(CAT). L’acyl-carnitine est ensuite reconverti en acyl-CoA par CPT2 (Violante, ljlst et al.
2013). Dans la matrice mitochondriale, 1’acyl-CoA est séquentiellement dégradé en acétyl-
CoA par des tours successifs de 3-oxydation (aussi appelés hélices de Lynen)(Eaton, Zaitoun
et al. 1996). Les acétyl-CoA alors formés pourront alors soit étre oxydés par le cycle de
Krebs, soit étre convertis en corps cétoniques si ceux-ci sont présents en exces dans la
cellule.Un défaut de B-oxydation peut étre retrouvé en condition d’insulino-résistance : une
hyperinsulinémie allume le facteur de transcription SREBP1c, qui active ACC et qui favorise
donc la formation de malonyl-CoA, décrit comme étant un inhibiteur de CPT1 (McGarry and
Foster 1980). Ainsi, I’insuline, a travers la formation du malonyl-CoA va inhiber la B-
oxydation en bloquant I’entrée des acides gras dans la matrice mitochondriale (Ferre and
Foufelle 2010). Cependant, le rdle de la B-oxydation dans les NAFLD reste trés controversée.
En effet, alors que certaines études suggerent une baisse de 1’oxydation des acides gras
(Sanyal, Campbell-Sargent et al. 2001), d’autres démontrent une augmentation qui ne serait
pas suffisante pour compenser 1’afflux massif d’acides gras dans les hépatocytes (Sunny,

Parks et al. 2011, Haas, Francque et al. 2015, Koliaki, Szendroedi et al. 2015).

23



L’augmentation de cette B-oxydation s’accompagne de la production d’especes réactives de
I’oxygene (ROS) (Begriche, Massart et al. 2013, Kawano and Cohen 2013).

> Sécrétion des VLDL

La sécrétion de VLDL est le moyen pour le foie d’exporter ses lipides vers les tissus
périphériques (tissu adipeux, muscle squelettique et muscle cardiaque) (Pessayre and
Fromenty 2005). Les particules de VLDL sont composées principalement de triglycérides
(55%), de phospholipides (18%), et de cholestérol (19%). Chaque particule de VLDL est
stabilisée par une molécule d’apolipoprotéine (Apo)-B100 qui assure la cohésion des
lipoprotéines et qui contréle leur metabolisme(Hussain, Shi et al. 2003). L’assemblage des
lipoprotéines sur I’ApoB100 est facilit¢ par la Microsomal Triglyceride transfer Protein
(MTP). La MTP est une protéine de transfert de lipides (majoritairement des esters de
triglycérides ou de cholestérol) qui stabilise 1’ApoB100 lors de son entrée dans le RE.
Lorsque les particules de VLDL sont formées, elles sont adressées a I’appareil de Golgi ou
aura lieu leur maturation. Ces particules seront ensuite sécrétées dans la circulation par
exocytose(Tiwari and Siddigi 2012). Une altération de synthése, de 1’assemblage et/ou de la
sécrétion des particules de VLDL pourra conduire a une accumulation de lipides hépatiques :
des patients qui présentent une mutation dans le géne codant pour ApoB100 ou MTP
développent une stéatose hépatique (Berriot-Varoqueaux, Aggerbeck et al. 2000, Tanoli, Yue
et al. 2004).La résistance a ’insuline joue un réle important, puisque, a travers la lipolyse non
régulée du tissu adipeux et la lipogenéese de novo, elle augmente le taux de lipides disponible
dans I’hépatocyte et ainsi favoriser 1’assemblage des particules de VLDL (Begriche, Massart
et al. 2013). Cependant, la sécrétion d’ApoB100 n’étant pas augmentée, ceci limite la capacité
d’export des triglycérides hépatiques. De plus, 1’augmentation de la production et de la
sécrétion des particules de VLDL ne parvient pas a compenser la surproduction de
triglycérides dont la concentration reste trés élevée (Fujita, Nozaki et al. 2009). L’exposition
prolongee du foie a des acides gras non estérifiés pourra induire un stress du RE, qui
impacterait directement I’export des particules de VLDL par la dégradation de I’ApoB100. Ce
stress du RE pourra alors activer le facteur de transcription XBP1, et les genes de la

lipogenese, et ainsi amplifier I’accumulation de lipides hépatiques (Lee, Scapa et al. 2008).

b) Réle des triglycérides

L'accumulation de triglycérides dans les hépatocytes esta I'origine du développement de
la stéatose hépatique. Cependant, des études suggerent que cette accumulation lipidique aurait
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plutdt un réle protecteur que délétére(Haas, Francque et al. 2015, Buzzetti, Pinzani et al.
2016).En effet, lorsque la synthése de triglycérides est inhibée par le blocage de I’enzyme
DGAT, la réponse inflammatoire et la fibrose hépatique sont exacerbées chez des animaux
obéses(Yamaguchi, Yang et al. 2007). De la méme maniére, lorsque SCD1 est inhibée, chez
des animaux ou la lipogenése de novo est favorisée par un régime riche en sucres, il a été
démontré que la diminution de 1’accumulation de triglycérides hépatiques s’accompagnait de
séveres dommages au tissu hépatique (Flowers, Groen et al. 2006). Ces résultats suggérent
que I’accumulation de triglycérides est en fait un mécanisme qui prévient I’accumulation de
précurseurs lipidiques des triglycérides, toxiques pour les hépatocytes comme par exemple les

diacylglyceérols (Neuschwander-Tetri 2010).
c) Réle de la résistance a I'insuline

> Implication de I'insuline dans la lipogenése

L’insuline est une hormone hypoglycémiante sécrétée par les cellules B des flots de
Langerhans du pancréas, dans la circulation portale, en réponse a une augmentation du taux
de glucose sanguin.La résistance a I’insuline est définie par une diminution des effets de
I’insuline sur les tissus cibles tels que le tissu adipeux, le muscle squelettique et le foie. Elle
se manifeste, notamment, par une production de glucose hépatique non régulée, entrainant
une hyperglycémie en période de jelne (Girard 1995). Dans un premier temps, avant que
I’hyperglycémie ne s’installe, le pancréas tente de compenser 1’excés de glucose sanguin par
I’augmentation de la sécrétion d’insuline. Lorsque le pancréas n’est plus capable de maintenir
une glycémie normale, il se développe alors une hyperglycémie et une hyperinsulinémie
constante qui caractérisent 1’insulino-résistance. Au niveau hépatique, celle-ci se caractérise
par un déséquilibre de la balance entre absorption/synthése et dégradation des acides gras. Les
triglycérides du tissu adipeux, dans un état physiologique, sont mobilisés et hydrolyseés afin de
fournir de 1’énergie aux autres tissus lorsque cela est nécessaire. L’hydrolyse des triglycérides
est principalement régulée par ’Hormon Sensitive Lipase (HSL). Au cours de I’insulino-
résistance du tissu adipeux, 1’activit¢ de la HSL n’est plus régulée, ce qui entraine une
libération non contr6lée d’acides gras non estérifiés a destination du foie (Lewis, Carpentier et
al. 2002, Postic and Girard 2008). Au niveau hépatique, la résistance a 1’insuline favorise la
lipogenése de novo. En effet, I’hyperinsulinémie et [’hyperglycémie favorisent,
respectivement, la transcription et I’activation de SREBP1c et ChREBP, qui agissent en
synergie dans le foie(Dentin, Pegorier et al. 2004). Ceci induitla transcription des enzymes

FAS, ACC et SCD1 directement impliquées dans la lipogenése, et entrainedans le méme
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temps un défaut de B-oxydation des acides gras (Ferre and Foufelle 2010). La résistance a

I’insuline est donc un facteur clé dans le développement de la stéatose hépatique.

> Roble des hépatokines

Les organokines sont des protéines produites et sécrétées de maniére organe spécifique,
capables d’influencer le métabolisme énergétique. De la méme maniére que le tissu adipeux
(adipokines) et le muscle squelettique (myokines), le foie est capable de sécréter des protéines
dans la circulation appelées hépatokines. Elles jouent un rbdle ambivalent dans le
développement de la stéatose hépatique puisque certaines la favorisent a travers le
développement de la résistance a 1’insuline, tandis que d’autres seront protectrices(Stefan and
Haring 2013). De maniére intéressante, des taux élevés de Fetuin-A, et de Fibroblast Growth
Factor (FGF)-21(Dushay, Chui et al. 2010)sont retrouvés dans la circulation des patients
NAFLD. La Fetuin-A est une hépatokine qui favorise le développement de la stéatose
hépatique en induisant une résistance a I’insuline(Mathews, Singh et al. 2002, Pal, Dasgupta
et al. 2012), tandis que le FGF-21 va avoir des effets protecteurs. En effet, il est décrit dans la
littérature que FGF-21 est capable de réduire la lipogenese de novo par inhibition de

SREBP1c, ainsi que d’augmenter la -oxydation des acides gras (Gimeno and Moller 2014).

2. De la stéatose a la stéato-hépatite non alcoolique

La stéatose hépatique est une affection bénigne réversible, qui peut toutefois s’aggraver
avec la mise en place d’un processus de nécro-inflammation du tissu hépatique : on parle
alors de stéato-hépatite non alcoolique (NASH). Cette transition NAFL/NASH est sous la
dépendance de multiples facteurs tels que la formation de métabolites lipotoxiques, la
production non contrélée de ROS, un stress du RE, ou encore une réponse inflammatoire
exacerbée menant au développement d’une fibrose hépatique(Cusi 2009, Neuschwander-Tetri
2010).

a) La lipotoxicité hépatique
Le concept de la lipotoxicité hépatique est défini par I’exposition prolongee des
hépatocytes a certains types d’acides gras pouvant causer une toxicité directe ou indirecte
pour la cellule, a travers I’activation de réponses pro-inflammatoires et pro-fibrotiques,
favorisant le développement de la NASH (Neuschwander-Tetri 2010). De nombreuses
molécules peuvent activer ce mécanisme de lipotoxicité comme les acides gras non estérifiés
et leurs dérivés comme le diaglycérol(Kumashiro, Erion et al. 2011), les céramides(Chaurasia

and Summers 2015) et le cholestérol, dont I’implication dans la transition NAFL/NASH
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suscite I’intérét de recherches récentes(Musso, Gambino et al. 2013, Arguello, Balboa et al.
2015). Ces lipides toxiques sont capables d’altérer les fonctions des organites (mitochondries,
RE et gouttelettes lipidiques), d’activer une réponse inflammatoire et d’induire une mort
cellulaire (Tabas 2002, Neuschwander-Tetri 2010).

> Implication du cholestérol dans la lipotoxicité

Le foie, parmi ses nombreuses fonctions métabolique, contribue au maintien de
I’homéostasie du cholestérol dans 1’organisme. De nombreux mécanismes sont mis en place
dans les hépatocytes pour réguler ’afflux de cholestérol en provenance de I’alimentation, afin
d’éviter une accumulation de cholestérol libre qui est toxique pour 1’organisme. Le
cholestérol en provenance du tractus intestinal est estérifié, puis stocké dans les gouttelettes
lipidiques grace a 1’acétyl-coenzyme A acétyltransferase 2 (ACAT-2), la synthese de
cholestérol est inhibée par la rétention du facteur de transcription SREBP-2 dans le RE et la
dégradation de ’'HMG-CoA reductase (HMGCR), tandis que son élimination dans les acides
biliaires est augmentée par 1’activation des récepteurs nucléaires Liver X Receptor (LXR) et
Farnesoid X Receptor (FXR). Brievement, la synthese des acides biliaires est régulée par les
enzymes Cyp7al (cholestérol 7o-hydrolase) et Cyp8bl, qui contrdlent la formation d'acides
choliques a partir du cholestérol. Une fois la synthétisés, les acides biliaires sont excrétés a
I'aide de transporteurs spécifiques ABC (ATP Binding Cassette). L'export des acides biliaires
est principalement controlée par le transporteur ABCB11/BSEP (Bile Salt Export Protein)
impliqué dans I'export des acides biliaires, ABCG5/ABCGS8, impliqués dans l'export de
cholestérol et la protéine a activité flippase ABCB4 impliqué dans I'export de
phosphatidylcholine(Musso, Gambino et al. 2013).

Au cours des NAFLD, il a été rapporté de nombreux dysfonctionnements dans ces
mécanismes de régulation du métabolisme du cholestérol, se manifestant par une
augmentation du taux de cholestérol libre et conduisant a une lipotoxicité hépatique(Min,
Kapoor et al. 2012, Musso, Gambino et al. 2013, loannou 2016). La lipotoxicité médiée par le
cholestérol libre fait partie des mécanismes favorisant le développement et I’installation de la
NASH. En effet, des études de lipidomique réalisées sur des cohortes de patients, ont montré
une augmentation du taux cholestérol libre, sans modification du taux d’acides gras non
estérifiés chez des patients atteints de NASH (Puri, Baillie et al. 2007, Caballero, Fernandez
et al. 2009). D’autre part, il a été montré, dans des modeles murins soumis a un régime riche
en gras, couplé a un régime riche en cholestérol, qu’une accumulation de cholestérol libre
était associée a la gravité de la stéato-hépatite (Van Rooyen, Larter et al. 2011, Savard,

Tartaglione et al. 2013). A I’inverse, lorsque des drogues hypocholestérolémiantes ou des
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agonistes de la voie d’élimination du cholestérol sous forme d’acides biliaires sont
administrés chez des animaux présentant une NASH, il y a une résolution partielle de la
NASH sans modification du taux de triglycérides hépatiques, ce qui suggére que le
cholestérol libre est a I’origine de la réponse inflammatoire observée dans la NASH (Wouters,
van Bilsen et al. 2010, loannou, Van Rooyen et al. 2015). Il est intéressant de souligner la
présence de cristaux de cholestérol dans les gouttelettes lipidiques des foies stéatosiques de
souris et de patients atteints de NASH (loannou, Haigh et al. 2013, Hendrikx, Walenbergh et
al. 2014, Arguello, Balboa et al. 2015).Les gouttelettes lipidiques sont constituées d’un noyau
hydrophobe essentiellement constitué de triglycérides et de cholestérol estérifié, entouré par
une monocouche de phospholipides et de protéines de la famille des périlipines. Bien que ces
gouttelettes aient été longtemps considérées comme de simples unités de stockage de lipides
cellulaires, elles sont maintenant considérées comme des organites intracellulaires ayant de
véritables fonctions dans le métabolisme énergétique en étroite interaction avec les
mitochondries et le RE (Greenberg and Coleman 2011, Mashek, Khan et al. 2015). La plupart
des cellules de 1’organisme ont des gouttelettes lipidiques, mais seuls les hépatocytes et les
adipocytes ont la capacité de s’adapter, de moduler leur nombre et leur taille en réponse a une
surcharge métabolique. La présence de cholestérol libre dans la membrane phospholipidique
des gouttelettes est capable de moduler leurs propriétés intrinseques(Thiam, Farese et al.
2013). D’autre part, bien qu’il soit considéré que ces gouttelettes lipidiques contiennent
majoritairement des triglycérides, il est rapporté qu’un certain type de gouttelettes stockerait
préférentiellement du cholestérol estérifié, avec un profil d’expression de protéines de la
famille des périlipines modifié (Hsieh, Lee et al. 2012). Dans un contexte de NASH, la
cristallisation du cholestérol dans les gouttelettes lipidiques a lieu sur le pourtour de la
membrane qui les entoure, ce qui semblerait étre la conséquence d’une forte concentration de
cholestérol libre dans cette membrane phospholipidique. Ces cristaux de cholestérol sont
capables d’induire la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les hépatocytes telles que
I’TIL-1p, favorisant la mort cellulaire des hépatocytes (loannou 2016). Indépendamment de sa
cristallisation dans les hépatocytes, le cholestérol est un véritable interrupteur de la réponse
immunitaire, puisqueson accumulation dans les cellules immunitaires est capable de les
activer, a travers I’inflammasome NOD-, LRR-, and pyrin domain-containing 3 (NLRP3)(Tall
and Yvan-Charvet 2015).

> Altérations de la fonction mitochondriale

La mitochondrie joue un rdle essentiel dans les fonctions métaboliques du foie. Elle est

responsable de la production d’énergie et de la respiration cellulaire, source majeure de
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production de ROS. Des altérations fonctionnelles et structurales ont été décrites dans le
développement des NAFLD. L’accumulation excessive d’acides gras dans les
hépatocytesinduit des altérations de la chaine respiratoire mitochondriale et un défaut de f3-
oxydation des acides gras, ce qui entraine la production de métabolites toxiques et la mise en
place d’un stress oxydatif par une augmentation de la production de ROS (Begriche, Igoudijil
et al. 2006, Begriche, Massart et al. 2013). La sécrétion de ces molécules est délétére : ces
molécules sont capables d’activer une réponse inflammatoire qui ménera au processus de
nécro-inflammation du tissu hépatique (Cusi 2009). Par ailleurs, au cours de la stéatose
hépatique, le cholestérol libre est capable d’altérer les fonctions mitochondriales en diminuant
le taux de glutathion intra-mitochondrial. Le glutathion est un tripeptide formé par la
condensation d’acide glutamique, de cystéine et de glycine. Sous sa forme réduite (GSH) le
gluthathion est 1’anti-oxydant majeur des cellules, sa présence est essentielle dans le contréle
de la production de ROS notamment en réponse a des stimuli de mort cellulaire tels que le
TNF-a ou Fas Ligand (Fas L). En condition d’excés de cholestérol libre, le transport de GSH
dans la matrice mitochondriale est inhibé, ce qui induit une augmentation de la production de
ROS, ainsi que 1’augmentation de la peroxydation des acides gras. Les hépatocytes seront
alors plus sensibles a la nécrose et a 1’apoptose, avec une réponse pro-inflammatoire qui
participe a I’installation de la NASH(Mari, Caballero et al. 2006).

> Stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique joue un role vital dans le maintien de 1’homéostasie
métabolique. Il est le lieu des modifications post-traductionnelles des protéines natives pour
leur conférer la structure conformationnelle adaptée. Il permet également la synthese de
phospholipides, le stockage des ions calcium participant a la signalisation cellulaire, ainsi que
la détoxification par des enzymes telles que le cytochrome P450.Le stress du RE se
caractérise par une modification de la composition lipidique dans le RE, ainsi que I’inhibition
des pompes a calcium ATPase dépendantes (SERCA) (Fu, Yang et al. 2011). Lorsque les
fonctions du RE sont altérées, il y a la mise en place d’un stress du RE dont la réponse
adaptative est la réponse UPR. Dans les NAFLD, la réponse UPR peut étre induite par une
hyperglycémie, une hypercholestérolémie, un défaut de production d’ATP ou encore un stress
oxydant générés par des altérations des fonctions mitochondriales(Seki, Kitada et al.
2005).Les UPR sont impliqués dans la régulation de la lipogenése, et le RE est directement
impliqué dans la synthése des acides gras et le métabolisme du cholestérol. En effet, les
facteurs de transcription de la famille SREBP sont résidents dans la lumiere du RE. Ces

protéines sont essentielles a la régulation des génes impliqués dans le métabolisme du
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cholestérol (SREBP1a et SREBP2) ou de la synthése de lipides (SREBP1c), et peuvent étre
activées suite a un stress du RE (Gregor and Hotamisligil 2007). Dans les hépatocytes, la
réponse UPR active le facteur de transcription XBP1, capable d’induire I’expression de génes
impliqués dans le métabolisme des lipides comme SCD1, ACC et DGAT (Hotamisligil 2010).
De maniére intéressante, XBP1 est directement impliqué dans la pathogenese des NAFLD,
puisqu’il a été décrit que des souris XBP1™ soumises & un régime riche en carbohydrates
(régime induisant, a long terme, le développement d’une stéatose) ne développent pas de
stéatose hépatique (Lee, Scapa et al. 2008). D’autre part, XBP1 est également un activateur de
la réponse inflammatoire, par 1’activation des voies de signalisations JNK et NF-kB
(Hotamisligil 2010). Par conséquent, une exposition prolongée de la cellule au stress du RE
favorise une augmentation du stress oxydant, les dommages tissulaires ainsi qu’une réponse
pro-inflammatoire impliqués dans la progression de la NASH (Nakagawa, Umemura et al.
2014).

b) La réponse inflammatoire

Les maladies hépatiques chronigques sont caractérisées par une mort cellulaire accrue
accompagnée d’une réponse inflammatoire exacerbée pouvant mener au deéveloppement
d’une fibrose (Seki and Schwabe 2015). Au dela d’une stéatose hépatique plus ou moins
prononcée, ces caractéristiques sont toujours retrouvées dans la NASH (Tilg and Moschen
2010, Haas, Francque et al. 2015, Buzzetti, Pinzani et al. 2016). La réponse inflammatoire est
en réalité un mécanisme de défense pour permettre a la fois 1’¢limination des cellules mortes
et la régénération du tissu hépatique alors endommagé, pour restaurer son architecture et ses
fonctions. Cependant lorsque I’inflammation ne parvient plus a contréler les dommages
causés aux hépatocytes, la mort hépatocytaire devient chronique. Par conséquent, une réponse
inflammatoire chronique se met en place, conduisant a des dommages irréversibles du
parenchyme hépatique (Seki and Schwabe 2015). La mise en place de cette inflammation
chronique n’est pas uniquement liée a la mort des hépatocytes. En effet, des eétudes suggérent
une réelle implication de I’activité sécrétoire du tissu adipeux et du microbiote intestinal dans
la mise en place de cette réponse inflammatoire (Tilg and Moschen 2010, Buzzetti, Pinzani et
al. 2016).

> Inflammation du tissu hépatique

Les cellules de Kupffer ont longtemps été considérées comme les principales cellules

responsables de 1’inflammation dans les NASH. En réalité, de nombreuses autres cellules du
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systéeme immunitaire inné ou adaptatif, ainsi que les cellules du parenchyme hépatique sont

impliquées dans cette réponse inflammatoire chronique(Haas, Francque et al. 2015).

L’inflammasomeNLRP3 est le premier senseur du stress métabolique dans les hépatocytes et

les cellules de Kupffer. En effet, il est capable de s’activer en réponse a un excés d’acides
gras non estérifiés, a du stress oxydant, et & des métabolites toxiques. Son activation induit la
production des cytokines pro-inflammatoire IL-18 et IL-1B, par I’intermédiaire de la caspase
1(Schroder, Zhou et al. 2010, Tschopp and Schroder 2010). L’ inflammasome NLRP3 semble
jouer un role essentiel dans la transition NAFL/NASH, puisque sa délétion dans des modeles
murins soumis & des régimes inducteur de stéato-hépatite, empéche 1’apparition de la NASH.
Chez I’homme, les protéines associ¢es a 1’inflammasome NLRP3 sont augmentées chez les
patients NASH, comparativement aux patients NAFL (Wree, McGeough et al. 2014). Par
ailleurs, I’activation de I’inflammasome NLRP3 induit une mort cellulaire des hépatocytes par
pyroptose, ce qui contribue a amplifier une réponse inflammatoire en faveur du
développement d’une fibrose hépatique (Wree, Eguchi et al. 2014).

Les neutrophiles font partie des cellules activées par 1’inflammasome. Leur rble dans les

maladies hépatiques chroniques est peu clair. Toutefois, des études récentes suggerent leur
implication dans la NASH : les neutrophiles contribuent a aggraver I’inflammation par la
production de ROS, d’IL-1 et de TNF-a, et par le recrutement de macrophages et I’activation

des cellules de Kupffer (Xu, Huang et al. 2014).Les cellules de Kupffersont capables de

s’activer en réponse a de nombreux stimuli associés a un stress métabolique : le stress
oxydant, les acides gras non estérifiés et leur dérivés lipotoxiques et le cholestérol.
Conjointement a leur exposition permanente au LPS en provenance du tractus intestinal,
I’ensemble de ces signaux contribue a induire une réponse inflammatoire régulée, entre autres
par le TLR4, le TLR2 etl’inflammasome, menant a la production de TNF-o et d’IL-
1B.(Heymann and Tacke 2016). Le TNF-o joue un rdle primoridial dans I’initiation et le
maintien de la réponse inflammatoire dans la NASH. En effet, la fixation du TNF-a a son
récepteur induit ’activation de la voie de signalisation NF-xB. Cette voie de signalisation est
impliquée dans I’inflammation chronique décritedans des modeles murins de NAFLD (Cali,
Yuan et al. 2005) et chez des patients NASH (Ribeiro, Cortez-Pinto et al. 2004). L’activation
de la voie NF-xB amplifie la réponse inflammatoire par la production de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires telles que I’'1L-13, IL-6, IL-8 et de TNF-a., et par I’induction de
I’expression des molécules d’adhérencelnter-Cellular Adhesion Molecule(ICAM)-1 et

Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM)-1 qui favorise le recrutement des
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lymphocytes(Tak and Firestein 2001, Tomita, Tamiya et al. 2006). Les cellules de Kupffer
contribuent également au recrutement de macrophages périphériques par I’expression de la
molécule CCL2 (Baeck, Wehr et al. 2012, Miura, Yang et al. 2012). Par ailleurs, les cellules
de Kupffer et les macrophages recrutés, participent au développement de la fibrose hépatique
par la sécrétion de TGF-f, cytokine pro-fibrotique majeure (Bieghs and Trautwein 2013).

Les cellules dendritiques sont d’importantes cellules immunorégulatrices dans la NASH,

puisque leur déplétion est corrélée a la sévérité des Iésions tissulaires et & I’apparition d’une
fibrose hépatique. Elles sont capables de sécréter de 1’TL-10 mais aussi des cytokines pro-
inflammatoires comme 1’IL-6 et le TNF-a..Dans la NASH, il a été rapporté que ces cellules
favorisent une activation préférencielle des lymphocytes T CD4+, avec une diminution du

nombre de lymphocytes T régulateurs (Henning, Graffeo et al. 2013).Les lymphocytes T sont

ainsi impliqués dans la NASH. Des études récentes suggérent une activation délétére des
lymphocytes T CD4+ dans des modéles de souris ou la NASH est induite par des régimes
alimentaires(Chatzigeorgiou, Chung et al. 2014, Sutti, Jindal et al. 2014). Par ailleurs, une
amplification du nombre de lymphocytes T CD4+ polarisés Th17 est étroitement associée a la
NASH. Ces cellules pro-inflammatoires produisent de I’IL-17 qui, en synergie avec les acides
gras, induit la production d’IL-6 par les hépatocytes (Tang, Bian et al. 2011). D’autre part,
I’TIL-17 serait impliquée dans le développement de la fibrose hépatique (Meng, Wang et al.
2012). Les lymphocytes T CD8+ jouent également un réle majeur dans les NAFLD. Il a été
trés récemment démontré que ces cellules, avec les NKT favorisaient le développement de la
NASH et sa progression vers un CHC (Wolf, Adili et al. 2014).Les lymphocytes NK et NKT

sont, avec les cellules de Kupffer, les effecteurs majeurs du systéme immunitaire
hépatique.Les cellules NK sont principalement des effecteurs cytotoxiques et semblent jouer
un role protecteur pour le parenchyme hépatique. En réponse a une activation du TLR9, les
cellules NK auraient des effets anti-fibrotiques par la destruction des HSC activés (Abu-Tair,
Axelrod et al. 2013). En revanche, les cellules NKT sont des cellules pro-inflammatoires,
favorisant le développement de la fibrose hépatique dans le contexte des NAFLD (Wehr,
Baeck et al. 2013). Chez I’homme, une accumulation de NKT hépatique est corrélée a la
séverité de la NASH(Syn, Oo et al. 2010). En effet, les NKT contribuent a aggraver les
lésions hépatiques par la sécrétion d’IL-4, d’IFN-y et sont capables d’induire 1’apoptose des
hépatocytes par le récepteur Fas(Gao, Radaeva et al. 2009). De plus, il a été recemment
démontré, a I’aide de modeles murins soumis a un régime permettant de récapituler toutes les
étapes de la NAFLD chez I’homme, un réle des NKT dans 1’augmentation de 1’absorption des

acides gras par les hépatocytes, a travers la sécrétion de la cytokine LIGHT (cytokine de la
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famille du TNF-a). En association avec les lymphocytes T CD8+, les cellules NKT
contribuent au développement de la stéato-hépatite et du CHC, par I’activation de la voie NF-
kB. Da fagon intéressante, l'augmentation de LIGHT est corrélée a la sévérité de la NASH
chez des patients(Wolf, Adili et al. 2014).

> Implication du tissu adipeux

Le tissu adipeux n’est plus considéré comme un simple organe de stockage de lipides,
mais comme un tissu ayant une véritable fonction endocrine par la sécrétion d’hormones
(appelées adipokines) comme la leptine ou 1’adiponectine, et une fonction immunitaire(Tilg
and Moschen 2010). La leptine est une hormone digestive peptidique qui régule les réserves
de graisses de 1’organisme et qui contréle ’appétit. Elle exerce des fonctions pro-
inflammatoires qui préviennent toute accumulation de lipides dans les tissus non adipeux, et
plus particulierement dans le foie par la diminution de I’expression de SREBP-1(Kakuma,
Lee et al. 2000). Des etudes suggeérerait un role de la leptine dans la fibrogenése hépatique, en
induisant la production de TGF-B par les cellules de Kupffer (Wang, Leclercq et al. 2009).
L’adiponectine exerce des fonctions anti-inflammatoires, diminue 1’oxydation des acides gras
et inhibe la gluconéogenese hépatique. Ses effets anti-inflammatoires sont médies par le
blocagede la voie NF-kB, ainsi que I’inhibition de la sécrétion de I’'IL-6 et de TNF-o dans le
tissu adipeux. Chez les patients obeses, les niveaux de leptine sont augmentés avec une
diminution des taux d’adiponectine, suggérant une implication de ces adipocytokines dans les
NAFLD (Tilg 2010). Par ailleurs, le tissu adipeux assure le maintien d’une inflammation de
bas grade par la production d’IL-6 et de TNF-a, associée a une infiltration de macrophages.
Cette inflammation contribue au maintien de I’homéostasie du programme métabolique.
Toutefois, I’augmentation de ces cytokines, ainsique I’activation des macrophages sont
associés a la sévérité de la NASH, chez les patients(du Plessis, van Pelt et al. 2015). De
maniére intéressante, au cours de ces désordres métaboliques, dans le tissu adipeux et le tissu
hépatique, il y a une polarisation des macrophages de type M2 dits « anti-inflammatoires »
vers des macrophages de type M1 dits « pro-inflammatoires ». Ces macrophages M1 vont
contribuer a la sévérité de la NASH en promouvant des Iésions hépatocytaires (Bhargava and
Lee 2012, Bieghs and Trautwein 2013).

> Implication du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal, anciennement appelé flore intestinaleest 1’ensemble des micro-
organismes logeant dans le tractus intestinal. Il est aujourd’hui admis que des modifications

du microbiote intestinal sont impliquées dans la pathogenese et la progression des NAFLD.

33



Des modifications métaboliques sont capables de modifier la flore intestinale. Ces
modifications induisent une augmentation de la perméabilité gastro-intestinale ayant pour
consequence une augmentation du taux d’endotoxines dans la circulation portale, et donc une
activation des réponses immunitaires intestinales, adipeuses et hépatiques : c’est le concept
« d’infection métabolique » (Moschen, Kaser et al. 2013). L’épithélium intestinal porte a sa
surface les récepteurs TLRs capables de répondre a des lipides nutritionnels comme les acides
gras, mais également a des endotoxines bactériennes, et d’induire une réponse inflammatoire
adaptative. Une étude menée sur le TLR5 a permis de souligner 1I’importance du microbiote
intestinal dans les maladies métaboliques. Il a été rapporté que la délétion de TLR5 se
manifestait par une obésité, une stéatose hépatique et une inflammation exacerbée, associées a
d’importantes modifications du microbiote. De maniere intéressante, le transfert de ce
microbiote TLR5 chez des individus sains induit le développement de la pathologie, ce qui
démontre clairement I’implication du microbiote intestinal dans le syndrome métabolique
(Vijay-Kumar, Aitken et al. 2010). D’autre part, une étude plus récente a démontré un effet
protecteur de 1’inflammasome et de 1’IL-18 dans la progression NAFLD/NASH par des
modifications de la flore intestinale. En effet, une déficience en inflammasome NLRP3 ou en
IL-18, dans un contexte ou la NASH est induite par un régime alimentaire dans des modéles
murins, entraine une augmentation du flux d’agonistes des TLR4 et TLR9 dans la circulation
portale, et favorise en conséquence production massive de TNF-a dans le parenchyme
hépatique (Henao-Mejia, Elinav et al. 2012). Ces études demontrent que le microbiote
intestinal peut étre considéré comme un véritable organe métabolique régulant la réponse
inflammatoire dans les maladies hépatiques (Tilg and Moschen 2010, Buzzetti, Pinzani et al.
2016).

c) La fibrose hépatique

La mort des hépatocytes et I’inflammation sont deux caractéristiques de la NASH,
capable d’induire le développement d’une fibrose hépatiqueLa fibrose se définit par le
remplacement progressif des hépatocytes par du tissu cicatriciel constitué de collagene de
type I et 111, ainsi que d’autres composants tels que la fibronectine et la laminine. La matrice
extracellulaire normale qui se trouve dans 1’espace entre les hépatocytes et les cellules
endothéliales subit des modifications qui aboutissent a la formation du tissu fibrotique. Dans
le foie, la fibrogenése implique de nombreuses cellules, dont les HSCs qui sont les acteurs
majeurs de ce processus. Les HSCs sont activés face a de nombreux signaux cytokiniques

génerés par la mort des hépatocytes et 1’inflammation hépatique (Seki and Schwabe 2015). Ils
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sécretent des composants de la matrice extracellulaire comme le collagene et des enzymes
protéolytiques qui dégradent la matrice extracellulaire existante. (Friedman 2008).

L’inflammation et la mort des hépatocytes sont des activateurs majeurs de la
fibrogenése. Les macrophages, et plus particulierement les cellules de Kupffer, jouent un role
essentiel dans I’activation des HSCs par la sécrétion de cytokines pro-fibrosantes (plus
particulierement du TGF-p) et la production de ROS. Ils induisent la transformation des HSCs
en myofibroblastes et leur prolifération. Les plaquettes sont une source importante de facteurs
de croissance tels que le Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), ’EGF et le TGF-B. De
plus, les hépatocytes jouent également un réle important dans 1’initiation de la fibrogenése par
la production de ROS et d’11-33. Les HSCs sont également capables de s’activer directement
par le TLR4 en réponse a des endotoxines bactériennes ou par le TLR9 en réponse a ’ADN
libéré par les hépatocytes apoptotiques ou nécrotiques. La résolution de la fibrose peut étre
initiée par les cellules NK, a travers la sécrétion d’IFN-y et par cytotoxicité directe passant par
les récepteurs TRAIL et FasL. Toutefois, de forts taux de TGF-f3 sont capables d’inhiber les
fonctions anti-fibrosantes de ces cellules (Seki and Schwabe 2015).Selon I’ampleur des
dommages subis par le foie, la fibrose peut étre plus ou moins importante. La fibrose peut
évoluer vers une cirrhose: la cirrhose est un stade de la fibrose irréversible qui se caractérise
par une inflammation chronique entrainant la destruction des cellules hépatiques et leur
régénération anarchique sous forme de nodules. L’apparition de la cirrhose induit une perte
des fonctions hépatiques et favorise le développement de CHC (Siegel and Zhu 2009).
Toutefois, la cirrhose n’est pas une étape nécessaire pour promouvoir les CHC, jusqu’a 75%
des patients qui développent un CHC sous fond de NAFLD n’ont pas développé de cirrhose
(Michelotti, Machado et al. 2013)
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3. Vers I’émergence du carcinome hépatocellulaire

Le CHC est la tumeur primitive du foie la plus fréquente et représente le 5%Me cancer le
plus fréquent et la 2°™ cause de mortalité par cancer dans le monde (Ferlay, Soerjomataram et
al. 2015). Il représente le principal sous-type histologique des tumeurs primitives du foie, soit
85 a 90% des cancers du foie (El-Serag and Rudolph 2007). Il se développe principalement
sur foie cirrhotique résultant d’une maladie chronique hépatique comme 1’infection par les
virus de I’hépatite B et hépatite C ou 1’alcoolisme chronique. Le développement de CHC a été
associe aux hepatopathies stéatosiques non-alcooliques pour la premiére fois dans les années
1990 (Powell, Cooksley et al. 1990). Cette association est désormais considérée comme
alarmante du fait de I’augmentation mondiale de la prévalence du syndrome métabolique dans
la population (Baffy, Brunt et al. 2012). A titre d’exemple, une ¢tude épidémiologique menée
dans la population américaine estime qu’environ 30% de la population présente une stéatose
hépatique (90 millions de personnes), 10% de ces cas développement une NASH (9 millions),
25% des NASH développent une cirrhose (2,25 millions) et 10 a 25% déclarent un CHC (200
a 500 mille) (Siegel and Zhu 2009).

Bien que la majorité des CHC se développent sur un foie cirrhotique, 1’émergence de
CHC sur foie stéatosique non-alcoolique non cirrhotique, suggeére qu’il existe dans les
NAFLD une voie particuliére de carcinogénése hépatique (Paradis, Zalinski et al. 2009,
Starley, Calcagno et al. 2010). Les mécanismes de cette carcinogénese sont encore peu
décrits, mais de nombreux travaux suggerent I’implication de la toxicit¢ métabolique et
oxydative, ainsi que I’inflammation générés au cours de la progression des NAFLD
(Michelotti, Machado et al. 2013, Font-Burgada, Sun et al. 2016).La progression de la
stéatose hépatique vers la NASH est favorisée par des mécanismes de lipotoxicité. Le stress
oxydant et le stress du RE seraient responsables de la mort des hépatocytes, induisant une
inflammation et réciproquement. Les lésions du tissu hépatique stimulent une prolifération
compensatoire des hépatocytes. Cette réponse proliférative pourrait étre a 1’origine du
développement des CHC(Maeda, Kamata et al. 2005). Le TNF-a et I’'TL-6 impliqués dans ce
mécanisme de prolifération compensatoire des hépatocytes semblent étre desinducteurs de la
carcinogenése hépatique sur foie NASH (He, Dhar et al. 2013, Nakagawa, Umemura et al.
2014). D’autre part, il a été montré que 1’obésité est un promoteur direct du développement de
CHC, en favorisant le relargage des cytokines pro-inflammatoires. Lorsque des souris obeses
sont soumises a I’agent carcinogéne di¢thyle-nitrosamine (DEN), le relargage de TNF-a et

d’Il-6 provoque I’activation du facteur de transcription oncogene STAT3, favorisant ses
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actions prolifératives et anti-apoptotiques qui contribuent au développement de CHC (Park,
Lee et al. 2010). En condition de surcharge métabolique, la stéatose hépatique et la lipogenése
de novo ne sont probablement pas directement impliquées dans le développement de CHC,
mais elles génerent un microenvironnement favorable au développement tumoral (Font-
Burgada, Sun et al. 2016). L’inflammation hépatique, et notamment 1’activation des cellules
de Kupffer, le recrutement et 1’activation de macrophages périphériques contribuent a la
production de TNF-a et d’IlI-6. D’autres cellules immunitaires sont impliquées dans ce
microenvironnement, on peut notamment citer les lymphocytes T CD8+ et NKT, dont la
présence favorise fortement la progression de la NASH vers le CHC (Wolf, Adili et al. 2014).
Par ailleurs, le microbiote intestinal intervient également dans le développement de CHC
puisque sa modification, par 1’augmentation du taux d’endotoxines dans la circulation portale
active les cellules de Kupffer et les macrophages recrutés par I’intermédiaire du TLR4, et
ainsi induire la production de cytokines pro-inflammatoires (Dapito, Mencin et al. 2012,
Schwabe and Jobin 2013).
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V. ROLE DU MICROENVIRONNEMENT IMMUNITAIRE DANS LE CHC

Le carcinome hepatocellulaire représente un des exemples les plus pertinents pour
illustrer les cancers associés a I’inflammation. La mise en place d’une réponse inflammatoire
chronique est essentielle au développement de CHC, d’autant plus que le foie posséde un
systéme immunitaire qui lui est propre, avec d’importantes propriétés immunosuppressives.
De nombreux travaux dans le domaine du cancer ont permis de souligner le réle important du
microenvironnement tumoral (aussi appelé stroma tumoral) dans la cancérogénese(de Visser
and Coussens 2006, Hanahan and Weinberg 2011, Hanahan and Coussens 2012). Le concept
de microenvironnement tumoral est particuliérement pertinent pour I’étude du cancer du foie
puisque 80% des CHC émergent a partir d’un microenvironnement perturbé (fibrose,

cirrhose).

1. Systéme immunitaire et cancer

Le systéme immunitaire joue un role essentiel dans le contrdle des tumeurs. Il effectue
une immuno-surveillance dynamique afin de préserver ’homéostasie des tissus. L’immuno-
surveillance est assurée par un dialogue fonctionnel entre les cellules du microenvironnement
(notamment les cellules immunitaires) et les cellules ayant initié un quelconque processus de
transformation tumorale. Toutefois, de nombreux travaux montrent que la chronicité d’action
de la réponse immunitaire favorise une sélection de variants tumoraux de faible
immunogénicité, moins reconnus par les effecteurs du systeme immunitaire. Ce processus
conduirait, a long terme, a un échappement tumoral caractérisé par un envahissement du tissu
par la tumeur, parfois associée a une dissemination métastatique. Dans ce contexte, les acteurs
du systeme immunitaire favoriseraient la croissance tumorale (Dunn, Old et al. 2004). Le
systéeme immunitaire a donc un réle duel dans la carcinogenese, étant a la fois impliqué dans
la protection de 1I’hote vis-a-vis de 1’apparition des tumeurs, et dans le fagonnage de cette
tumeur : on ne parle alors plus d’immuno-surveillance mais d’immuno-édition des tumeurs.
Cette derniére est décrite par la théorie des trois « E » de I’'immuno-édition des cancers :
Elimination, Equilibre et Echappement(Dunn, Old et al. 2004). L’échappement des tumeurs a
I’immuno-surveillance est, aujourd’hui, considéré comme la 7eme caractéristique des cellules

cancéreuses. Il s’agit de la premiére caractéristique extrinseque a la cellule tumorale

(Hanahan and Weinberg 2011, Hanahan and Coussens 2012).
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2. Le carcinome hépatocellulaire

Le CHC est la tumeur primitive du foie la plus fréquente représentant la 2°M cause de
mortalité par cancer dans le monde (Ferlay, Soerjomataram et al. 2015). C’est une tumeur
grave pour laquelle les options thérapeutiques restent a ce jour trés limitées et peu efficaces.
Récemment, le recours aux chimiothérapies a base d’un inhibiteur multikinases, le Sorafenib,
constitue une avancée pour le traitement du CHC, cependant les effets restent mineurs,
I’allongement de la durée de vie des patients étant relativement modeste en raison de
I’acquisition d’une résistance au traitement (Villanueva and Llovet, 2012).Les facteurs de
risques sont bien connus: I’infection par les virus de I’hépatite B et de I’hépatite C,
I’exposition a des toxines comme I’aflatoxine B1, une consommation excessive d’alcool, en
moindre proportion les maladies génétiques comme 1’hémochromatose(Laurent-Puig and
Zucman-Rossi 2006) et plus recemment les NAFLD (Michelotti, Machado et al. 2013). Dans

90% des cas, la survenue du CHC est associée a au moins un de ces facteurs de risques.

a) Classification des CHC

Des ¢études de génomique fonctionnelle ont permis d’établir une classification des CHC
en fonction des altérations génétiques en corrélation ou non avec 1’étiologie. Il est aujourd’hui
admis que le développement de CHC est soumis a une accumulation de modifications
génétiques. Ces modifications peuvent étre quantitatives (perte ou gains de chromosomes),
qualitatives (mutations ponctuelles) ou épigénétiques(Laurent-Puig and Zucman-Rossi 2006,
Nault and Zucman-Rossi 2014).Deux groupes distincts de CHC ont été décrits : les CHC de
forte instabilité chromosomique dus a des altérations génétiques spécifiques liés aux facteurs
de risqueset les CHC de faible stabilité chromosomique dus a des altérations génétiques sans
étiologie connue(Laurent-Puig and Zucman-Rossi 2006). Les tumeurs ayant une forte
instabilité chromosomique, sont associées a des pertes de chromosomes qui résultent en
I’inactivation des génes suppresseurs de tumeur. Ces CHC se développent fréquemment chez
les patients infectés par le virus de ’hépatite B. Ces tumeurssont associées a des pertes de
fonctions de I’axine 1 et de p53. Elles sont trés proliférantes et présentent un aspect
histologique peu différencié. La survie des patients atteints de ce type de CHC est trés faible.
A T’inverse, les tumeurs qui présentent une faible instabilité chromosomique se développent
plus fréquemment chez les sujets non infectés par le virus de 1’hépatite B. Ces tumeurs sont
associees a des mutations gain de fonction dans le géne de la B-caténine. Elles sont peu
proliférantes et d’aspect histologique bien différencié, avec une meilleure survie des

patients(Laurent-Puig and Zucman-Rossi 2006, Boyault, Rickman et al. 2007).
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b) La voie Wnt/[-caténine

La voie de signalisation Wnt/B-caténine est impliquée dans le développement de
nombreuses maladies et des mutations gain de fonctions dans le gene de la -caténine sont
retrouvées dans 20 a 40% des CHC chez I’homme (de La Coste, Romagnolo et al. 1998,
Colnot, Decaens et al. 2004). Cette voie de signalisation contréle de nombreux processus
cellulaires fondamentaux tels que la prolifération cellulaire, la polarité cellulaire ou encore le
destin cellulaire au cours du développement embryonnaire et au cours de la vie adulte(Logan
and Nusse 2004). Dans le foie, elle joue un role prépondérant dans le développement
hépatique, mais également en physiologie normale dans le tissu adulte en intervenant dans la
croissance et la régénération de cet organe (Thompson and Monga 2007). De maniere
intéressante la voie Wnt/B-caténine contrdle la zonation métabolique dans le foie. La B-
caténine est exprimée constitutivement dans la premiere couronne d’hépatocytes de 1’espace
périveineux, et réprimé dans les hépatocytes périportaux, définissant ainsi un gradient
porto/central de la protéine Adenomatous polyposis coli (Apc, régulateur négatif de la -

caténine) (Benhamouche, Decaens et al. 2006).

> Description moléculaire

Dans la cellule épithéliale, en absence de ligand Wnt, on distingue deux pools de B-
caténine. Une partie de la B-caténine se retrouve a la membrane, associée au complexe
d’adhésion E-cadhérine/a-caténine. Ce complexe est essentiel pour 1’adhérence des cellules
épithéliales et constitue un lien entre le cytosquelette d’actineet les complexes jonctionnels
cellulaires. La [B-caténine cytoplasmique est quant a elle séquestrée dans un complexe
multiprotéique de dégradation composé des produits des genes suppresseurs de tumeur Apc et
Axine, ainsi que les kinases casein kinase 1 (CK1) et la glycogéne synthase kinase 3 (GSK3).
CK1 et GSK3 phosphorylent séquentiellement la région N-terminale de la B-caténine, ce qui
induit sa reconnaissance par le complexe E3 ubiquitine ligase PB- Transducing repeat-
containing protein (B-Trcp) et donc son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome.
En présence du ligand Wnt, ce dernier se lie a son récepteur Frizzled, ce qui entraine la
déstabilisation du complexe de degradation de la -caténine. La forme active de la 3-caténine
s’accumule alors dans le cytoplasme avant d’étre transloquée dans le noyau pour former des
complexes avec les facteurs de transcription Lymphoid Enhancer-binding Factor (LEF)/T-
Cell Factor (TCF), et induire la transcription des genes cibles du signal Wnt/B-caténine
(MacDonald, Tamai et al. 2009).
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» Cibles de la B-caténine

Les genes contr6lés par la B-caténine dans le foie interviennent dans de nombreux
processus biologiques. Beaucoup de ces génes sont impliqués dans le métabolisme et
participent aux différentes fonctions assurées par le foie. Par exemple, la glutamine synthase
et I’ornithine aminotransférase (OAT) sont impliquées dans le métabolisme de I’ammonium
et sont controlés par la B-caténine. De méme, la phosphoenolpyruvate carboxykinase
(Pepckl), contrdlée par la voie Wnt est impliquée dans le métabolisme glucidique. Toutes les
cibles de la B-caténine ne sont pas décrites, ni leur fonctions dans le foie. Cependant, en
dehors des cibles métaboliques, une cible de la B-caténine ayant des propriétés immuno-
modulatrices a été identifiee : Leucocyte Cell Derived Chemotaxin 2 (LECT2) (Ovejero,
Cavard et al. 2004). En effet, I’invalidation totale de LECT2 chez la souris conduit a un
phénotype immunitaire essentiellement hépatique, caractérisée par 1’augmentation des
NKT(Saito, Okumura et al. 2004). Ceci a conduit notre équipe a étudier le lien entre
I’activation aberrante de la voie concogénique f-caténine sur les effecteurs immunitaires du

microenvironnement hépatique.

3. Role du microenvironnement immunitaire dans le CHC muté pour la

voie Wnt/B-caténine

A partir de modéles murins récapitulant la tumorigénese humaine dépendante de la voie
Whnt/B-caténine, deux effecteurs interconnectés, les invariants NKT (iNKT) et LECT2, ont été
identifiées comme des effecteurs cellulaires et moléculaires fondamentaux du
microenvironnement tumoral. Brievement, les iNKT sont des cellules fortement accumulées
(20 a 30% des cellules immunitaires hépatiques) dans le foie de la souris et en moindre
proportion chez I’homme. Elles constituent un sous-groupe de cellules T of3 caractérisées par
I’expression d’un TCR semi-invariant Va14-Jal8 chez la souris (Va24-Ja.18 chez ’homme)
reconnaissant une molécule d’a-Galactosylcéramide présentées par des molécules de
CD1d.Ces cellules possédent egalement des marqueurs de cellules NK, plagant ces effecteurs
immunitaires au carrefour de ’'immunité innée et adaptative. Il existe deux principaux types
de NKT, les types | (iNKT) et les types Il. Les iNKT sont les plus nombreuses et les plus
étudiées. Elles expriment ou non le marqueur CD4 et présentent des propriétés anti-tumorales
(Terabe, Swann et al. 2005). Les cellules qui présentent un phénotype de cellules activées

sont capables de sécréter de grandes quantités de cytokines Thl (IFN-y) et Th2 (IL-4).
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La délétion genétique de LECT2 et/ou des INKT se traduit par 1’émergence de formes
malignes de CHC tres invasives qui s'accompagnent de métastases pulmonaires. L’activation
oncogenique de la B-caténine est donc capable d’induire simultanément dans le foie, un
programme & la fois pro- et anti-inflammatoire, spécifiant ’intensit¢é de la réponse
inflammatoire et détermine le degré d’agressivité des tumeurs(Anson, Crain-Denoyelle et al.
2012). Les roles respectifs de LECT2 et des iNKT dans le contréle du développement tumoral
du foie, ainsi que les interactions des iNKT avec d’autres effecteurs du microenvironnement
tumoral restent encore mal compris. De maniere intéressante, dans ces modeles de CHC trés
agressifs, nous avons identifié une importante accumulation de cellules myéloides. Ces
derniéres seraient responsables de 1’agressivité tumorale et de la formation de métastases

pulmonaires observées (L’Hermitte et al., manuscrit en préparation).

4. Leukocyte Cell-Derived Chemotaxin 2

LECT2 est une petite protéine de 16,4 kDa initialement mise en évidence chez
I’homme(Yamagoe, Yamakawa et al. 1996). D’autres études ont permis de retrouver LECT2
dans différentes especes de mammiféres comme la souris, la plupart des vertébrés et les
poissons(Yamagoe, Mizuno et al. 1998, Yamagoe, Watanabe et al. 1998, Fujiki, Shin et al.
2000, Kokkinos, Kazantzi et al. 2005). Le gene codant pour LECT2 est trés conservé au sein
des espéces. Le LECT2 murin et humain est constitué de 151 acides aminés, contenant un
peptide signal. La protéine mature contient 133 acides aminés dont 6 résidus cystéine
complétement conserveés chez tous les mammiféres.La principale source de LECT?2 est le foie,
ou il est produit, sous le contr6le de la B-caténine, par les hépatocytes de la zone

périveineuse(Ovejero, Cavard et al. 2004).

LECT2 a d’abord ¢été décrit comme un facteur chimiotactique pour les
neutrophiles(Yamagoe, Mizuno et al. 1998). De plus, cette protéine avait parallélement été
identifiée comme la chondromoduline I, retrouvée dans le cartilage des bovins et stimulant la
croissance des chondrocytes(Nagai, Hamada et al. 1998). Depuis ces travaux, LECT2 a été
impliqué dans d’autres processus comme la croissance cellulaire, la différenciation, la
réparation et les réponses autoimmunes. Ces données suggérent que LECT2 posséderait un
éventail de fonctions. Cependant, les mécanismes qui conduisent aux différentes fonctions
exercées par LECTZ2, au niveau cellulaire et moléculaire, ne sont pas connus. Une étude a
montré des interactions de LECT2 avec la transferrine et un récepteur lectine de type C chez

le poisson et la souris (Chen, Yang et al. 2009, Chen, Lu et al. 2010 ). Plus récemment, un
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récepteur lectine de type C chez la souris a été mis en évidence dans un modele de choc
septique induit par le LPS, il s’agit de la molécule CD209a, orthologue humain de DC-
SIGN(Lu, Chen et al. 2013).

De maniere intéressante, LECT2 est retrouvé dans certaines pathologies. Par exemple, il
est impliqué dans la formation de fibrilles amyloides a ’origine de 1’amyloidose rénale
(Benson, James et al. 2008). Par ailleurs, une étude japonaise a démontré qu’un
polymorphisme dans le géne de LECT2 est associé a des arthrites rhumatoides sévéeres
(Kameoka, Yamagoe et al. 2000). En accord avec ces résultats, il a été rapporté une
accumulation de LECT2 dans les articulations dans des mod¢les murins d’arthrite induite par
des anticorps anti-collagéne. Il est intéressant de souligner que chez les souris déficientes en
LECT2, le développement de ’arthrite rhumatoide est plus sévére (Okumura, Saito et al.
2008), ce qui semble suggérer des propriétés anti-inflammatoires de LECT2 dans cette
pathologie. De plus, des études chez le poisson zébre ont permis de montrer une production
massive de LECT2 suite a une infection bactérienne (Lin, Chen et al. 2007). Plus récemment,
des études meneées chez le poisson ayu suggerent I’implication de LECT2 dans la réponse
inflammatoire médiée par les monocytes/macrophages suite a une infection bactérienne
(Chen, Chen et al. 2014, Ma, Shi et al. 2016). Ces études suggerent un réle actif de LECT2
dans le systeme immunitaire lors d’infections bactériennes. Toutefois, la démonstration du
contrdle de I’homéostasie des NKT par LECT2 est la preuve la plus évidente de ses fonctions
immuno-régulatrices. En effet, les souris LECT2” arborent un phénotype immunitaire
restreint au tissu hépatique. Ces souris possédent une proportion et un nombre de NKT deux
fois plus important que chez les souris sauvages, alors que les autres populations leucocytaires
hépatiques ne semblent pas modifiées, la souris vit normalement, sans présenter d’autres
phénotypes. Cependant, lorsqu’une hépatite est induite par injection de concanavaline-A, ces
animaux présentent une sensibilitée augmentée a la mort cellulaire hépatique, avec
I’apparition d’importants dommages du tissu hépatique. Ce phénotype est associé a une
augmentation de la production d’IL-4, ainsi que I’expression de Fas-L(Saito, Okumura et al.
2004). De plus, dans un contexte de tumorigénése, notre équipe a démontré 1’importance de
LECT2 dans le contrdle de la reponse inflammatoire générée au cours des CHC mutes pour la
voie Wnt/B-caténine (Anson, Crain-Denoyelle et al. 2012). Par ailleurs, il semblerait que
LECT?2 soit également impliqué dans I’invasion vasculaire et la dissémination métastatique
dans le CHC. En effet, LECT2 a la capacité de se fixer, de maniere non compétitive, au

récepteur cMET sans empécher la fixation de son ligand HGF. La fixation de LECT2 entraine
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une inhibition de la signalisation HGF/CMET, décrite pour favoriser le développement de
tumeurs agressives, par le recrutement de la phosphotyrosine phosphatase (PTP) -1B (Chen,
Yang et al. 2014).

Plus récemment, LECT2 a été identifié comme un acteur important dans le syndrome
métabolique. Une étude menée sur une cohorte de patients japonais a permis de montrer pour
la premiére fois une augmentation du taux de LECT2 sérique chez des patients obéses et chez
des patients qui présentent une stéatose hépatique (Okumura, Suzuki et al. 2013). De plus,
LECT?2 a été identifiée comme nouvelle hépatokine impliquée dans la résistance a 1’insuline
du muscle lisse, dans un contexte d’obésité. Cette étude a montré que la délétion génétique de
LECT?2 chez la souris dans un contexte d’obésité, se manifestait par une augmentation de la
sensibilité a ’insuline du tissu musculaire. Pour confirmer ces données, un traitement de
cellules musculaires C2C12 en culture par du LECT2 recombinant a montré un défaut de la
voie de signalisation insulinique par I’activation de JNK (Lan, Misu et al. 2014). De plus, une
étude menée sur les lignées cellulaires THP-1 et HUVECs a montré que LECT?2 était capable
d’activer la voie de signalisation JNK, par I’intermédiaire de sa fixation a son récepteur
CD209a. L’activation de cette voie de signalisation induit la production d’ICAM-1 et des
cytokines pro-inflammatoires telle que le TNF-a, I'lL-1p et MCP-1(Hwang, Jung et al. 2015).
Ces études suggerent tres fortement I’implication de LECT2 dans la physiopathologie
hépatique et plus particulierement dans la progression de la NAFLD/NASH.

OBJECTIFS DE L'ETUDE

A partir de nos résultats et des données de la littérature, nos objectifs généraux sont de
comprendre le rdle fonctionnel de LECT2 dans le tissu hépatique. Nos objectifs spécifiques
sont de comprendre d’une part, le role de LECT2 dans le cycle de division cellulaire et le
controle de la ploidie de I’hépatocyte et d’autre part, son implication dans le métabolisme

lipidique.

Pour répondre a ces questions, nous avons combiné des approches in vivo et ex-vivo, a
la foisen physiologie et dans un contexte physiopathologique de stress oxydant associé a
I'inflammation, a partir de modeles murins déficients en LECT2. Par ailleurs, en collaboration
avec le Dr. Philippe Gual (C3M, INSERM U1065, Nice), nous avons eu un acces a des
cohortes de patients présentant un NAFLD.
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