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RESUME

Le foie est un organe essentiel a la vie chez tous les mammiféres. C’est un organe central du
métabolisme énergétique et de la détoxification des substances xénobiotiques auxquelles 1’individu
est exposé. Le foie est la cible d’agressions diverses, telles que les virus, I’alcool, les substances
chimiques présentes dans 1’alimentation ou I’environnement. Il peut également subir des
transformations pathologiques profondes, lors du diabéte ou de I’obésité par exemple.

La stéatose hépatique, caractérisée par une accumulation de triglycérides sous forme de vésicules
générant une réponse inflammatoire, est connue depuis de nombreuses années. Son étude a permis
de définir un modele en deux étapes (« two hits ») indispensables a la genese d’une stéatohépatite
ou NASH. La premiere est I’accumulation de lipides, la seconde consiste en la genése d’un stress
oxydant et la libération de cytokines. La NASH est une des conséquences pathologiques du
syndrome métabolique au cours duquel une résistance des tissus a l’insuline se développe.
Récemment, la composition des lipides accumulés dans la NASH a été décrite et montre la présence
de cholestérol libre et de différents métabolites des acides gras dont la toxicité est grande mais
variable. De fagon surprenante, une nouvelle hypothese tend a émerger quant aux rdles protecteurs
de certaines catégories de lipides. En effet, le stockage des triglycérides sous forme de vésicules
pourrait étre un mécanisme de survie cellulaire (Neuschwander-Tetri, 2010). Il s’agirait
principalement d’une tolérance a la mort cellulaire par nécrose ou apoptose. Dans ce contexte,
I’activation de 1’autophagie serait capitale et la nécrose ne serait plus un mécanisme non contrdlé,
mais au contraire un systéme finement régulé.

Des données expérimentales récentes suggerent 1’existence d’un réseau complexe d’interactions
moléculaires qui lient, dans la NASH comme dans le cas de la cancérogenése, le métabolisme
énergétique, la réponse inflammatoire systémique et tissulaire et des altérations subcellulaires, telles
que les Iésions des mitochondries et du réticulum endoplasmique.

Nous avons utilisé le cas particulier du préconditionnement ischémique, une technique
chirurgicale qui consiste, grace a de courtes périodes d’occlusion vasculaire avant ’ischémie, a
conférer au tissu une protection contre les lésions d’ischémie/reperfusion (I/R), pour étudier les
mécanismes de survie mis en place par les hépatocytes stéatosiques au cours d’un stress d’I/R. Dans
deux contextes différents, celui d’une ischémie chaude au cours d’une hépatectomie partielle et
celui d’une ischémie froide au cours de la transplantation hépatique, nous avons montré que
I’autophagie peut jouer un role central dans la protection des hépatocytes stéatosiques. Cependant, il
est envisageable qu’un dysfonctionnement de [’autophagie pourrait conduire a la genese

d’altérations cellulaires comme une instabilit¢ génomique, caractéristique de la transformation



cancéreuse. L’équilibre entre la survie et la mort cellulaire dépend donc de I’intégration de cette
signalisation complexe, qui concerne 1’état énergétique de la cellule, la réponse aux stress
transitoires et 1’adaptation aux stress chroniques. Dans ce contexte, 1’autophagie semble jouer un
role central dans I’intégration de la réponse aux stress (Kroemer et al 2010), ce qui pourrait
favoriser directement ou indirectement la transformation cancéreuse d’une cellule.

L’amélioration de la compréhension des mécanismes impliqués dans la tolérance et la survie des
hépatocytes chargés de lipides en réponse a un stress inflammatoire, ischémique ou du réticulum
endoplasmique semble donc essentielle. Elle permettrait en effet la mise en place de nouvelles
stratégies thérapeutiques qui pourraient améliorer la prise en charge des patients, augmenter le
nombre de greffons disponibles pour les greffes, et la prévention des risques cancérogenes pour le

foie.



SUMMARY

Liver is a an essential to life organ in all mammals. It plays a central role in energy and drug
metabolism. Liver is constantly challenged by damaging compounds such as viruses, alcohol and
chemicals from food intake or from the environment. It can also undergo some deep pathological
transformations, e.g. in diabetes or obesity.

Liver steatosis has been known for many years, it is defined as an accumulation of triglycerides
vesicles generating an inflammatory response in hepatocytes. A « two step hypothesis » has been
proposed for the genesis of Non Alcoholic Steatohepatitis (NASH). The first step is the fat
accumulation, the second step involves the generation of an oxidative stress and the release of
cytokines. NASH is one of the pathological consequences of metabolic syndrome, when insulin
resistance occurs in the tissues.

The composition of accumulated fat in NASH has been recently described and reveals the
presence of free cholesterol and different fatty acids metabolites with a high but variable toxicity.
Surprisingly, a new hypothesis tends to emerge about the protective effects of some types of lipides.
Triglyceride storage in vesicles could indeed be a survival mechanism for cells (Neuschwander-
Tetri, 2010). It is assumed that it would mainly result in an tolerance to cell death by necrosis or
apoptosis. In this context, (activation of) autophagy would play a key-role and necrosis, usually an
uncontrolled mechanism, would become accurately regulated.

Similarly to oncogenesis, recent experimental data in NASH suggest that energy metabolism,
systemic and tissular inflammatory response and subcellular alterations such as impaired
mitochondria and ER are connected in a complex network of molecular interactions.

Ischemic preconditioning (IP) is a surgical technique consisting of brief periods of vascular
occlusion which confer protection against subsequent ischemia/reperfusion via endogenous
protective mechanisms. We investigated the survival mechanisms set up by steatotic hepatocytes
during I/R, with or without IP. In the following two situations, warm ischemia during partial
hepatectomy and cold ischemia during liver transplantation, we pointed out that autophagy can play
a central role in steatotic hepatocytes protection. However, an autophagy dysfunction might result
in the generation of cellular impairments such as genomic instabilities, typical features of oncogenic
transformation. Therefore, the balance between cell survival or death depends on the integration of
a complex signaling, taking into account the cellular energetic state, the cell response to transient
stress and its adaptation to chronical stress. In that context, autophagy seems to play a central role in
the integration of stress response (Kroemer et al Mol Cell 2010), which could promote, directly or

indirectly the malignant cell transformation.



Therefore, it seems essential to improve the understanding of mechanisms involved in tolerance
and survival of lipid-full hepatocytes in response to an inflammatory, ischemic or ER stress. Indeed,
this would help developing new therapeutical strategies to improve patients care, increase the

number of available grafts for transplants, and prevent cancer risks in liver.
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ABREVIATIONS

4-PBA : 4-phenyl butyric acid

AFLD : alcoholic fatty liver disease

AMBRA 1 : Activating molecule in BECN1-regulated autophagy protein 1
AMPK : adenosin monophosphate-activated kinase

ALT : alanine transaminase

AST : aspartate transaminase

ASH : alcoholic steatohepatitis

AOX : fatty acyl-CoA oxidase

ATF6 : activation transcription factor-6

Atg : autophagy related genes/ proteins

ATZ : Z variant of Alpha 1-antitrypsin

Bad : bcl-Associated Death Protein

Bax : bcl-2-Associated X Protein

Bcl-2 : B-cell lymphoma 2

BiP: BiP, Ig heavy chain binding protein, connue aussi comme GRP78
Bif-1: BAX-interacting factor-1

Bik : BCL2-interacting killer (apoptosis-inducing) protein
BimEL : Bcl-2-interacting mediator of cell death

BNIP3 : BCL2-adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3
BNIP3L : BCL2-adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 ligand
C-EBP : CCAAT-Enhancer-Binding Proteins

CHC : carcinome hépatocellulaire

CHOP/GADD153 : C-EBP Homologous Protein

ChREBP : carbohydrate response element binding proteins
CYP2E1 : cytochrome P450 2E1

DISC : Death Inducing Signaling Complex

elF2a : Eukaryotic initiation factor 2

ERA : especes réactives de I’azote

ERO : espéces réactives de I’oxygene

FABP : fatty acid binding protein

Fas/CD95 : TNF receptor superfamily, member 6
FAT/CD36 : fatty acid translocase



FATP : fatty acid transport proteins

FFA : free fatty acids

FIP200 : RB1-inducible coiled-coil 1 protein
FoxO 1/3 : forkhead box O1/3

GRINA : glutamate receptor, ionotropic, NMDA-associated protein 1, glutamate binding
GRP78 : glucose-regulated protein, 78kDa
HDACG6: histone deacetylase-6 protein

HIFs : hypoxia-inducing factors

HPS70 : heat shock protein 70

JNK : ¢ jun N Terminal Kinase

IL-1ra : interleukin 1 receptor antagonist
IL-6 : interleukin 6

iINOS : inducible nitric oxide synthetase

I/R : ischémie/reperfusion

IRE1 : inositol requiring enzyme-1

IRS 1-2 : insulin receptor substrate 1-2
LAMP 1-2 : lysosome-associated membrane protein 1-2
LC3 : light chain 3

MAP : mitogen activated protein kinases
MCFA : medium chain fatty acids

Mcl-1 : myeloid cell leukemia sequence 1
mTOR : mammalian target of rapamycin
NAFLD : non-alcoholic fatty liver disease
NASH : non-alcoholic steatohepatitis

NFkB : nuclear factor kappa B

NO : nitric oxide

NOXI1 : NADPH oxidase 1

Noxa/PMAIP: phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
PARP :poly(ADP-ribose)polymérase

PERK : protein kinase RNA-like ER kinase
PHDI1-3 : prolyl hydroxylases 1-3

PKC : phospho kinase C

PI : préconditionnement ischémique

PINK 1 : PTEN-induced putative kinase 1
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PPARa.,y: Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
Puma: p53 upregulated modulator of apoptosis protein
RE: réticulum endoplasmique

RIP 1-3: Receptor-Interacting Protein Serine-Threonine Kinases 1-3
RXR: retinoid X receptor

Sirtl: sirtuin 1

SREBP-I1c¢ : sterol response element binding protein-1c
SOCS 1-3 : suppressors of cytokine signalling 1-3

SOD?2 : superoxide dismutase 2

TG : triglycérides

TNFa : Tumor Necrosis Factor a

TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand
TUDCA : Tauroursodeoxycholic acid

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
ULK 1-2 : unc-51-like kinase 1

UPR : Unfolded Protein Response

UVRAG : UV radiation resistance associated gene protein
VDAC : Voltage-Dependent Anion Channels

VLDL : very low density lipoproteins

Vps34 : Vps34 Phosphatidylinositol 3 Kinase

XBP1 : X-box binding protein 1

XD : xanthine déshydrogénase

XO : xanthine oxydase
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RESUME

La stéatose hépatique est une pathologie qui peut constituer la premicre étape d’une evolution
maligne vers le carcinome hépatocellulaire. Les interactions entre le métabolisme énergétique, la
réponse inflammatoire tissulaire et les Iésions subcellulaires determinent 1’équilibre entre la survie
et la mort cellulaire, notamment en adaptation aux stress chroniques. Dans ce contexte, 1’autophagie
joue un role central et les altérations de son fonctionnement pourraient favoriser directement ou

indirectement la cancérogenése.
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INTRODUCTION

Le foie est un organe essentiel a la vie chez tous les mammiféres. Il est un organe central du
métabolisme énergétique et des substances xénobiotiques auxquelles I’individu est exposé. Le foie
est la cible d’agressions diverses, telles que les virus, I’alcool, les substances chimiques présentes
dans I’alimentation ou I’environnement de vie. Il subit également des transformations pathologiques
profondes, lors du diabéte ou de 1’obésité.

Le parenchyme hépatique peut réagir a ces agressions de facon aigue aboutissant a une hépatite
fulminante ou la nécrose massive des hépatocytes provoque une insuffisance hépatique qui peut
s’avérer létale en 1’absence de transplantation. Cependant, on observe souvent une réponse
chronique, caractérisée par le développement d’une stéatose ou par des degrés variables de nécrose
hépatocytaire, d’infiltration tissulaire des cellules inflammatoires, et de fibrose. La progression de
ces conditions pathologiques peut aboutir au développement d’une cirrhose hépatique voire d’un
carcinome hépatocellulaire.

Les NAFLDs (Non Alcoholic Fatty Liver Diseases) qui regroupent ’ensemble des lésions
hépatiques de la stéatose simple, et souvent réversible, a la NASH (Non Alcoholic Stéatohepatitis)
(Brunt & Tiniakos 2010), constituent un ensemble de pathologies dont I’incidence et la prévalence
sont en constante augmentation tant dans les pays occidentaux que dans le reste de la plancte. La
NAFLD est destinée a devenir la premiére indication de transplantation hépatique dans un futur
proche (Charlton 2011) et il est possible qu’une proportion de plus en plus importante des
carcinomes hépatocellulaires se déclare dans un contexte de NAFLD (Page and Harrison 2009).

Les mécanismes pathogénes a l'origine de la progression d’une stéatose simple vers une
pathologie hépatique plus sévere ne sont pas encore éclaircis. L’insulino-résistance et I’obésité sont
les causes ¢épidémiologiques associées a la NASH et au développement d’une cirrhose
cryptogénique (sans causes sous jacentes reconnues). Une accumulation d’évidences
expérimentales montre un réseau complexe d’interactions moléculaires qui lient le métabolisme
hépatique et celui du tissu adipeux, la réponse inflammatoire systémique et tissulaire et des
altérations subcellulaires, telles que les lésions des mitochondries et le stress du réticulum
endoplasmique. Au cours de ces stress, les hépatocytes répondent par la mise en place de
mécanismes de survie. Ces mémes mécanismes, s’ils sont dérégulés, pourraient contribuer a la
transformation d’une cellule normale en cellule pre-cancéreuse puis cancéreuse.

Notre travail est centré sur 1’étude des mécanismes de tolérance a la mort cellulaire mis en place
par les foies stéatosiques et leurs implications dans la chronicité et sévérité de la maladie et dans la

cancérogenese hépatique. Pour étudier ces mécanismes, nous nous sommes appuyés sur le modele



du préconditionnement ischémique, un épisode d’ischémie-reperfusion bréve avant une ischémie
plus longue, décrit pour induire une tolérance aux altérations cellulaires de I’organe ischémié. Nous
avons caractérisé des voies de signalisation impliquées dans la lutte contre 1’apoptose ou la nécrose,
comme celle activée par un stress du réticulum endoplasmique et venant contrer la mort apoptotique
et inflammatoire liée a un excés de cytokines. Nous avons également montré que 1’autophagie joue

un role crucial dans la stéatohépatite pour le maintien de I’homéostasie cellulaire.



I. La stéatose hépatique : définition et épidémiologie

La stéatose hépatique est définie par une accumulation de vacuoles lipidiques dans le cytoplasme

d’au moins 5-10% hépatocytes, ceux-ci n’en contenant normalement que des traces non observables
en microscopie optique (Burt et al 1998). Les causes de cette accumulation sont multiples : il peut
s’agir d’une synthése et/ou d’une disponibilité accrues de lipides ; d’une sécrétion et/ou d’un
catabolisme de triglycérides diminué, ou bien d’une combinaison de ces altérations. Les
triglycérides intra-hépatiques proviennent des plusieurs carrefours métaboliques. En effet, ils sont
produits a partir des acides gras captés par le foie depuis le sérum, suite soit a une lipolyse du tissu
adipeux soit & une augmentation quantitative des apports lipidiques alimentaires Ils peuvent
¢galement étre issus de I’hydrolyse des triglycérides sériques. Le foie est le sicge de la synthese de
novo des acides gras qui peut €tre accrue en présence d’un diabéte ou d’une consommation
excessive d’alcool. Au niveau hépatique, on peut observer ¢galement une oxydation anormale des
acides gras dans le cas de mitochondries endommagées et une détérioration du transport systémique
d’acides gras via la sécrétion de protéines a trés basse densité (VLDL) en cas de malnutrition,
d’action des toxines ou de prise de médicaments (Fabbrini et al 2010).

Deux entités distinctes de stéatose sont décrites en fonction de la notion, ou non, de la
consommation abusive d’alcool du patient : on distingue la stéatose alcoolique (alcoholic fatty liver
disease, AFLD) de la stéatose non alcoolique (non alcoholic fatty liver disease, NAFLD) (Ludwig
et al 1980, O’Shea et al 2010, Lewis & Mohanty 2010).

La stéatose est généralement considérée comme une lésion bénigne, mais elle peut constituer la
premicre étape de la progression d’une hépatopathie (alcoolique ou non alcoolique) vers un large
spectre de 1ésions hépatiques qui vont de la stéatohépatite (une stéatose accompagnée de 1€sions
hépatocellulaires, d’une inflammation chronique et d’une fibrose) jusqu’a la cirrhose (Leclercq &

Sempoux 2006).

1.1 Hépatopatie alcoolique

L’hépatopathie alcoolique (Alcoholic Liver Disease, ALD) représente probablement la plus
ancienne forme de maladie hépatique du genre humain (Patrick 1952) et ’alcool reste encore une
cause majeure de maladie hépatique dans le monde.

Les caractéristiques histologiques des 1ésions induites par 1’alcool varient en fonction du degré et
de I’extension des lésions. Ces lésions comprennent la stéatose («foie gras»), I’inflammation

lobulaire, la fibrose périportale, les corps de Mallory (des agrégats des cytokératines, filaments



intermédiaires et d’autres protéines), la vacuolisation des noyaux, la prolifération des canaux
biliaires, et la fibrose ou cirrhose (Lefkowitch 2005).

Les données disponibles sur I’ALD sont assez solides pour pouvoir décrire la pathophysiologie
de la maladie. Les facteurs pouvant influencer le développement de la pathologie sont la quantité, la
durée et le type de consommation d’alcool ; les modalités de consommation ; le sexe ; I’ethnie ;
d’autres facteurs de risque comme 1’obésité, la surcharge en fer, une infection virale concomitante
ainsi que des facteurs génétiques (O’Shea et al 2010).

Les pathologies alcooliques du foie sont connues depuis tres longtemps et la prévention des abus
de consommation reste la meilleure stratégie pour en diminuer leur impact. Nous nous sommes
focalisés sur les Non Alcoholic Fatty Liver Diseases (NAFLD), dont I’incidence et la prévalence ne

cessent d’augmenter au cours des derniéres décennies (Williams et al 2011).

1.2 Hépatopatie non alcoolique

L’hépatopathie non alcoolique (Non Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) est un ensemble de
désordres qui vont de la stéatose simple jusqu’a la NASH (Non Alcoholic Steato-Hepatitis) et la
cirrhose. Le terme NASH provient des travaux de Ludwig et al qui en 1980 (Ludwig et al 1980)
décrivaient des altérations histologiques telles que stéatose, infiltrats inflammatoires, corps de
Mallory, fibrose et cirrhose dans une série de 20 patients sans histoire avérée de consommation
d’alcool (Ludwig et al 1980).

La NAFLD est une maladie de 1’age adulte, souvent diagnostiquée aprés 40 ans, bien que cette
condition soit €galement décrite dans la population pédiatrique, mais avec des caractéristiques
pathologiques distinctes par rapport a celles observées chez 1’adulte (on observe une fréquence
moindre d’hépatocytes ballonnisés, de fibrose péricentrale, d’inflammation parenchymateuse)
(Loomba et al 2009). La NAFLD est plus fréquente chez les hommes, les obéses morbides et les
populations asiatiques et hispaniques (Arun et al 2006, Weston et al 2005, Browning et al 2004). La
NAFLD est constamment associée a 1’obésité, au diabete de type 2 et aux dyslipidémies (Leclerq &
Sempoux 2006, Marchesini et al 2003). Des études récentes rapportent une association entre
NAFLD et athérosclérose, suggérant que des médiateurs inflammatoires communs peuvent
provoquer a la fois une atteinte du parenchyme hépatique et des vaisseaux périphériques (Brea et al
2005, Kim et al 2009).

Bien que les données épidémiologiques sur la NAFLD soient récentes et fragmentaires, la
prévalence a été estimée de 17 a 33% pour la stéatose dans la population générale (McCullough
2004). On peut effectivement observer une différence de prévalence de la stéatose entre les sujets

de poids normal, pour lesquels I’estimation varie de 16 a 20% (Bellentani et al 2000), et les sujets



obeses, pour lesquels I’estimation varie de 60 a 86% (Ruhl et al 2003, Marceau et al 1999). Des
études sur les foies des sujets décédés dans des accidents de la voie publique rapportent des chiffres
de prévalence similaires, avec de 16 a 24% des foies présentant une stéatose (Hilden et al 1977,
Ground 1982). En ce qui concerne la prévalence de la NASH, une estimation a été calculée avec
une fourchette entre 5,7 et 16,5% (McCullough 2004). Les études précédemment citées sur les
données issues de prélévements d’autopsie ont montré une prévalence moindre de la NASH entre
2,1 et 2,4% (Hilden et al 1977, Ground 1982). Une autre étude d’autopsies conduites a 1’Hopital
Général de Toronto sur 351 personnes consécutives a retrouvé une NASH chez 18,5% des sujets
obeses et 2,7% des sujets de poids normal (Wanless & Lentz 1990). Cependant, ces études ont été
conduites entre a la fin des années 70 et le début des années 90, avant I’épidémie d’obésité et
diabéte de type II que I’on observe depuis dans les pays occidentaux. Une étude prospective sur 328
personnes (age moyen de 54 ans) basée sur un questionnaire, une €chographie du quadrant
supérieur droit et une biopsie hépatique chez les sujets dont 1’échographie était positive a été
publiée récemment (Williams et al 2011). La prévalence de la NAFLD était de 46% et la prévalence
globale de la NASH de 12,2%, celle-ci augmentant a 29,9% chez les patients ayant un foie
stéatosique. L’¢tude confirme que la NAFLD et la NASH sont plus souvent retrouvées chez les
hommes, agés, obeses ou en surpoids, avec des antécédents d’hypertension et de diabete. D’ailleurs,
les patients atteints de NAFLD consommaient plus fréquemment des repas au fast food et avaient
une activité physique moindre (Williams et al 2011). La prévalence globale de la NASH, retrouvée
par ces auteurs est supérieure a celle retrouvée dans les études précédentes, et les patients présentant
une NASH avancée (fibrose 2-4) représentaient 2,7% de la cohorte analysée (Wanless & Lentz
1990, Charlton 2011). Ces résultats indiquent que la NAFLD et ses complications sont destinées a
devenir I’indication principale de transplantation hépatique dans un futur proche (Charlton 2011).
Les caractéristiques histologiques de la NAFLD sont proches a celles de I’ALD. Les altérations
hépatiques ne sont pas nécessairement des €tapes distinctes dans 1’évolution de la pathologie, car
elles peuvent co-exister chez un méme patient (Lefkowitch 2005, Mendez-Sanchez et al 2005). Les
Iésions histologiques sont généralement divisées en 3 stades : stéatose simple, hépatite, et hépatite
chronique associée a la fibrose hépatique ou a la cirrhose (MacSween & Burt 1986, O’Shea et al
2010). La stéatose simple est typiquement asymptomatique, mais elle peut étre associée a une
inflammation (Brunt & Tiniakos 2010). La constatation d’une stéatose touchant au moins 5% des
hépatocytes est obligatoire pour le diagnostic de NAFLD, tandis qu’elle n’est pas nécessaire pour le
diagnostic de ’ALD (Brunt & Tiniakos 2010). Les corps de Mallory-Denk sont typiquement plus
fins, épars et moins nombreux dans la NAFLD par rapport a I’ALD, alors que les noyaux chargés

en glycogene sont retrouvés plus fréquemment dans la NASH que dans I’ASH (Tiniakos 2009). Les



Iésions occlusives des veines hépatiques, la cholestase aigue/chronique ou la cholangite sont
actuellement considérées comme des lésions ne se développant que dans un contexte d’ALD
(Tiniakos 2009).

Les connaissances de I’histoire naturelle de la NAFLD sont limitées par la description récente de
la maladie et par la petite taille des échantillons (Dam-Larsen et al 2004, Teli et al 1995). Une étude
rétrospective américaine conduite sur 435 patients suivis pendant 7,6 années a montré que 3% de
patients initialement atteints de NAFLD ont développé une cirrhose (Adams et al 2005). Dans une
¢tude prospective, Fassio et al ont montré que 30% des patients avec NASH progressent vers une
fibrose avant 5 ans (Fassio et al 2004). Chalasani (2008) suggere que les limites des études ne
permettent pas de conclure au caractére bénin de la stéatose (Chalasani, 2008). De nombreuses
études et case reports ont mis en évidence un lien direct entre la NAFLD et le développement d’un
carcinome hépatocellulaire (CHC) (Powell et al 1990, Marrero et al 2002, Sorensen et al 2003,
Hashizume et al 2007, Hashimoto 2009). Dans une étude danoise, le risque de développer un cancer
primitif sur un foie ayant une NAFLD était élevé avec un risque relatif standardisé de 4,4 (Sorensen
et al 2003). Dans une étude cas-contrdle japonaise, 34 patients ayant une NASH et un CHC ont été
comparés a 348 patients ayant une NASH sans CHC. Les résultats ont montré que 1’age et une
fibrose plus avancée étaient des facteurs de risque importants pour le développement d’un CHC
(Hashimoto 2009). Les ¢études de cohortes que les auteurs avaient menées en parallele de 1990 au
2007 ont montré chez les patients ayant une NASH une incidence cumulative de CHC a 5 ans de
7,6%, montrant que le CHC ¢était la cause principale de mortalit¢ chez ces mémes patients
(Hashimoto 2009). De nombreux case reports ont été publiés et récemment résumés reliant 67 cas
de CHC dans un contexte de NASH. La plus part des cas se développait chez des hommes (66%),
obéses (58%) et diabétiques (64%) et, de fagcon surprenante, dans 33% des cas, le CHC se
développait en 1’absence de cirrhose (Page & Harrison 2009).



I1. Aspects biochimiques de la NAFLD

I1.1 Augmentation de la disponibilité et de la synthése des lipides

La résistance a I’insuline est considérée une étape clé dans 1’accumulation des lipides au niveau
hépatique et donc dans I’initiation de la NAFLD. Dans des conditions d’insulino-résistance, le tissu
adipeux et le muscle oxydent de préférence les lipides, ce qui a pour conséquence d’augmenter la
quantité d’acides gras libres dans la circulation sanguine. (Leclerq & Sempoux 2006, Lewis &
Mohanty 2010) Le tissu adipeux joue un role important dans I’homéostasie systémique des lipides
et du glucose. Dés que sa capacité a estérifier les acides gras provenant de la circulation sanguine et
a les stocker au sein des adipocytes est dépassée (ce qui se produit en cas d’exces alimentaire riche
en graisses et sucres et en cas d’insulinorésistance), les acides gras libres sont délivrés au foie,
provoquant une stéatose (Lewis et al 2002).

La disponibilité¢ hépatique des lipides dépend aussi de I’expression des certains transporteurs
d’acides gras, comme les fatty acid transport proteins (FATP), la fatty acid translocase
(FAT/CD36), la caveoline-1 et la fatty acid binding protein (FABP) (Canbay et al 2007).
L’activation des facteurs de transcription, tels que les carbohydrate responsive element binding
proteins (ChREBP), la sterol response element binding protein-1c (SREBP-1c¢), forkhead box 01
(Fox01), ou certains récepteurs nucléaires comme PPAR-y et RXR, induit la synthése hépatique
d’acides gras (Canbay et al 2007).

Il semble maintenant clair qu’un dysfonctionnement dans le contrdle du métabolisme global des
lipides joue un role majeur dans I’initiation et la persistance de la NAFLD (Fabbrini et al 2010).
Des études in vivo chez I'homme montrent qu’environ 60% des acides gras composant les
triglycérides hépatiques proviennent du tissu adipeux blanc (Donnelly et al 2005). Récemment, il a
¢té montré que la quantité d’acides gras libérés dans la circulation sanguine est proportionnelle a la
masse grasse tant chez ’homme que chez la femme, ce qui implique que la quantité d’acides gras
libres par rapport a la masse maigre est supérieure chez les sujets obéses par rapport aux sujets de
poids normal (Mittendorfer et al 2009). D’autres résultats montrent une expression augmentée de
certaines protéines chez les sujets obéses avec une NAFLD, comme les lipases hépatiques ou bien
le transporteur FAT/CD36, permettant I’absorption des acides gras du plasma tant au niveau
hépatique que musculaire (Greco et al 2008, Fabbrini et al 2009). De surcroit, I'hyperinsulinémie
peut, a elle seule, stimuler I’accumulation de lipides au niveau hépatique, activant la synthése de
novo des acides gras (lipogenese) via le facteur de transcription SREBP-1c, qui active la plupart des
genes impliqués dans la lipogenese (Wanless et al 1989). Enfin, il est intéressant de noter que la

contribution de la lipogenese a la production de triglycérides (TG) intrahépatiques est limitée chez
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les sujets normaux et rend compte pour 5% des acides gras délivrés dans les protéines VLDL. En
revanche, chez les sujets atteints de NAFLD la contribution de la lipogenese est beaucoup plus
importante et rend compte pour 15-23% des acides gras délivrés dans les protéines VLDL (Diraison

et al 2003, Donnelly et al 2005).

I1.2 Diminution de la sécrétion et du catabolisme des lipides

Une ¢élimination insuffisante des lipides par sécrétion des VLDL ou par B-oxydation ne semble
pas jouer un rdle important dans I’accumulation de lipides dans la NAFLD (Lewis et al 2002, Ferré
& Foufelle 2010). Cependant, certaines conditions peuvent altérer la sécrétion des lipoprotéines
synthétisées au niveau hépatocytaire. Il a été montré que certains acides gras a chaine moyenne
(medium chain fatty acids, MCFA), comme ’octanoate, le décanoate, et le dodécanoate, diminuent
la sécrétion de la lipoprotéine apoB dans des hépatocytes de poulet (Sato et al 2005). D’ailleurs,
dans un modele de NAFLD induit par un régime riche en graisses chez le rat, il a été observé une
altération de I’assemblage de VLDL et du transport de TG au réticulum endoplasmique (RE) (Cano
et al 2009).

En ce qui concerne la cinétique de sécrétion des protéines VLDL, la plupart des études a montré
une sécrétion de VLDL supérieure chez les sujets avec NAFLD par rapport aux sujet sains, bien que
le dysfonctionnement soit associé¢ dans certaines conditions a une augmentation des TG intra-
hépatiques (Adiels et al 2006, Fabbrini et al 2008). De fagon intéressante, Fabbrini et al (2008)
rapportent que la sécrétion de VLDL augmente linéairement avec la concentration de TG
intrahépatiques chez les sujets sans NAFLD, tandis que cette sécrétion atteint un plateau chez les
sujets avec NAFLD. Les mécanismes responsables de ce phénomene ne sont pas connus, mais ils
peuvent étre dus a une taille de VLDL excédant le diameétre de sinusoides qui empécherait leur
libération par les hépatocytes (Horton et al 1999). Quant a I’oxydation hépatique des acides gras,
bien que des données issues des modeles animaux montrent que son augmentation diminue
I’accumulation de lipides dans le foie et, vice-versa, son inhibition induit une stéatose hépatique
(Zhang et al 2007, Stefanovic-Radic et al 2008), les données chez I’homme, plus difficiles a obtenir,
montrent une oxydation des acides gras normale ou augmentée chez les patients avec NAFLD
(Bugianesi et al 2005, Kotronen et al 2009).

La B-oxydation des acides gras se produit au niveau mitochondrial et peroxysomal, mais les
acides gras a chaines supérieures a 20 carbones sont aussi métabolisés au niveau du RE par le
cytochrome P450 CYP4A pour étre ensuite délivrés au peroxysome (Hashimoto et al 1999).
Dr’ailleurs, la mitochondrie est le compartiment ou la majorité¢ des acides gras est oxydée et des

altérations structurelles et fonctionnelles des mitochondries sont souvent rencontrées dans les foies
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stéatosiques (Fabbrini et al 2010). Les geénes qui codent pour des enzymes clés de la B-oxydation
mitochondriale, microsomiale et peroxysomiale sont sous le controle du facteur de transcription
nucléaire PPAR-a. Des souris knock-out pour PPAR-o montrent une diminution constitutive de la
[-oxydation mitochondriale et développent une macrostéatose localisée au niveau centrolobulaire.
Si, a cette perte de fonction, est associée une délétion des alleles du gene qui code pour I’enzyme
clé de la P-oxydation peroxysomiale (fatty acyl-CoA oxidase, AOX), une stéatohépatite
microvesiculaire est observée (Hashimoto et al 1999). Ces résultats montrent que PPAR-a et AOX
peuvent effectivement jouer un role important dans le métabolisme lipidique au niveau hépatique et

dans la pathogenése de certains phénotypes de NAFLD (Hashimoto et al 1999).

I1.3 Le role de I’'inflammation dans la progression de la NAFLD

La pathogenése de la NAFLD reste basée sur I’hypothese «two hits» proposée en 1998 (Day &
James 1998) et récemment réactualisée comme une hypothése «multi-hits» (Lewis & Mohanty
2010) (Figure 1).

Les mécanismes impliqués dans la progression de la stéatose vers I’inflammation et la fibrose
restent encore a ¢€lucider, bien que certaines facteurs soient connus depuis longtemps, comme une
vulnérabilité accrue des hépatocytes stéatosiques, une altération de 1’état inflammatoire systémique,
un dysfonctionnement mitochondrial, un excés de stress oxydant et une insulino-résistance qui, au-
dela de conséquences métaboliques déja citées, est responsable de 1’altération de la production des
adipokines par le tissu adipeux, donnant lieu a un état pro-inflammatoire et probablement
profibrotique (Figure 2) (Leclerq & Sempoux 2006).

Les foies stéatosiques sont connus pour &tre plus vulnérables aux stress que les foies normaux.
Ces connaissances sont issues essentiellement des travaux de chirurgie expérimentale et humaine
(Selzner & Clavien 2001, Peralta et al 2001, El-Badry et al 2007). La stéatose est associée a une
diminution de la synthése d’ATP et a un flux sinusoidal perturbé (Peralta et al 2001). D’autres
facteurs peuvent contribuer a cette vulnérabilité comme les altérations de la fonction des cellules de
Kupffer, les macrophages résidents du foie, et 1’adhérence de leucocytes (Farrell et al 2008). De
plus, les foies stéatosiques souffrant principalement d’une mort cellulaire par nécrose ont une
tolérance réduite aux dommages de 1’ischémie/reperfusion, (Selzner & Clavien 2001), pouvant
contribuer a augmenter 1’intensité de la réponse inflammatoire (VanSaun et al 2009).

Il semble de plus en plus évident qu’il existe, dans la NAFLD, une connexion étroite entre
I’activité sécrétoire du tissu adipeux et la réponse inflammatoire systémique et, plus
particulierement, hépatique (Feldstein 2010). Au cours des derni¢res années, il a été montré que le

tissu adipeux n’est pas simplement un organe de stockage
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des lipides, mais un tissu ayant une activité endocrine et des fonctions immunitaires importantes

(Tilg & Moschen 2010).

Insulinorésistance Syndome métabolique
Acides gras
libres
v
Stéatose
ANTGF-B A\ stress oxydatif
ATNF-o W glutathion
\yadiponectin apoptose dérégulé
\4
NASH
A\ Mort hépatocytes V régénération hépatique
A Activité cellules étoilées réparation d’hépatocytes anormale
v
Fibrose

Figure 1. Pathogenése de la NAFLD : hypothése «multi-hit». Dans ce mod¢le, un métabolisme dérégulé
des acides gras libres («first hit») induit une accumulation de lipides dans le foie (stéatose). Des médiateurs
inflammatoires, des espéces réactives de 1’oxygene et une altération de 1’apoptose constituent des «second
hits» caractérisés par la survenue d’une inflammation (NASH). L’interaction entre les médiateurs
inflammatoires et les cellules étoilées peut générer une fibrose qui, en I’absence de contrdle, peut surpasser

les capacités régénératives du foie et progresser vers une cirrhose. Adaptée de Lewis & Mohanty 2010.

L’adiponectine est une adipocytokine anti-inflammatoire dont la signalisation est médiée par
deux récepteurs, AdipoR1 et AdipoR2. Le lien entre I’adiponectine et AdipoR1 permet un influx du
Ca’" extracellulaire nécessaire a 1’activation de I’adenosine monophosphate-activated kinase
(AMPK) et de la protéine Sirtuin 1 (Sirtl), une déacétylase, dont 1’action combinée protege de la
stéatose et de I’inflammation hépatique (Yamauchi et al 2007). L adiponectine peut donc jouer un
role central dans 1’équilibre local et systémique de I’inflammation, permettant la prévention de
I’inflammation hépatique (Tilg & Hotamisligil 2006).

La leptine est une adipokine qui stimule I’oxydation des acides gras dans les tissus
périphériques, notamment dans le foie, diminuant 1’expression du facteur de transcription
lipogénique SREBP-1 (Unger 2002, Kakuma et al 2000). Néanmoins, la leptine semble participer

au développement de la NASH. Elle semble contribuer a 1’insulino-résistance hépatique et, par
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conséquent, a I’établissement de la stéatose (Tsochatzis et al 2009). De plus, elle a un role pro-

inflammatoire et est considérée comme un médiateur essentiel de la fibrose hépatique (Tsochatzis et

al 20006).
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Figure 2. Représentation schématique des facteurs impliqués dans la pathogenése de la NAFLD. TG :
triglycérides; FFA : acide gras libres; ERO : espéces réactives de 1’oxygene; VLDL : lipoprotéines a trés

basse densité (Par Leclerq & Sempoux 2006).

L’expression du Tumor Necrosis Factor a (TNFa) et de I'interleukine 6 (IL-6), deux cytokines
proinflammatoires majeures, est augmentée dans le tissu adipeux des sujets obéses et insulino-

résistants (Hotamisligil et al 1993). Un déséquilibre des adipocytokines, notamment du ratio TNFa.
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/adiponectine, semble jouer un role important dans la progression de la stéatose a la NASH
(Feldstein 2010). Le TNFa a un réle lipogénique, induisant SREBP-1 (You et al 2005). De plus, les
souris génétiquement déficientes pour le récepteur TNFR1 sont résistantes au développement d’une
NASH induite par deux types de régime, et le traitement des souris déficientes en leptine (0b/ob)
avec un anticorps anti TNFa, améliore la stéatose et I’insulino-résistance hépatiques (Feldestein et
al 2004). En ce qui concerne le role de I’IL-6, la situation semble étre plus complexe. En effet,
certaines études avaient montré initialement un role hépatoprotecteur pour cette cytokine, dans le
contexte du préconditionnement ischémique et dans les foies stéatosiques, grace a son effet
antioxydant (EI Assal et al 2004, Teoh et al 2006), mais une autre étude a montré qu’il existe une
différence d’effet entre une exposition courte et une exposition chronique a I’IL-6, la derniére
rendant le foie plus sensible a la mort apoptotique (Jin et al 2006). Cependant, le role exact de I’IL-

6 dans la pathogenese de la NASH reste a ¢lucider (Tsochatzis et al 2009, Feldestein 2010).

I1.4 Les dysfonctionnements mitochondriaux et le stress oxydant
Le stress oxydant constitue une condition de déséquilibre de la balance entre especes réactives de
I’oxygene (ERO) et de 1’azote (ERA) et les défenses antioxydantes de la cellule, en faveur des
especes oxydantes. Cette condition se produit dans la stéatose ou elle est considérée comme centrale
dans la pathogenese de la NASH et dans sa progression vers la fibrose/cirrhose (Videla et al 2004,
Seki et al 2002). Les ERO ont des effets délétéres qui sont connus depuis des décennies : la
peroxydation lipidique, qui rend les membranes cellulaires instables et fragiles ; 1’oxydation des
protéines qui altére leur fonctions et qui peut causer la formation d’agrégats cytotoxiques ;
I’oxydation des acides nucléiques avec un risque accru de formation des mutations génomiques.
Récemment, il a ét€ montré que les ERO peuvent avoir différentes fonctions dans la signalisation
cellulaire, en stimulant la prolifération ou la différenciation, ou encore en déclenchant des réponses
adaptatives en fonction de I’intensité oxydative (due a la fois a la concentration en ERO et a la
durée de leur production intracellulaire) (Hamanaka & Chandel 2010). Parmi les voies de
signalisation dans lesquelles les ERO jouent un role crucial et qui sont impliquées dans la
pathogenése de la NAFLD, on peut citer la réponse cellulaire a I’hypoxie (Chandel et al 1998, Bell
et al 2007), la régulation de I’activité des phosphatases (Kwon et al 2004), et la mort cellulaire
induite par TNF-a (Kamata et al 2005).

L’hypoxie conduit initialement a I’activation d’un programme transcriptionnel adaptatif afin de
réduire la consommation d’oxygene et d’énergie. De fagon paradoxale, I’hypoxie augmente la
production des ERO mitochondriaux, mais des résultats récents montrent que c’est effectivement la

production de H,O,, au cours de 1’hypoxie, qui régule en amont la réponse cellulaire (Chandel et al
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1998, Bell et al 2007). La réponse cellulaire a I’hypoxie nécessite 1’induction des facteurs de
transcription inductibles par I’hypoxie (HIFs). Ils consistent en une sous-unité stable (HIF ) et trois
sous-unités labiles (HIF1-3-a) (Weidemann & Johnson 2008). Au cours de I’hypoxie, les sous-
unités HIF-o, normalement dégradées, sont stabilisées, ce qui permet la translocation nucléaire du
facteur de transcription et 1’activation de 1’expression des geénes régulant I’érythropoiése, la
glycolyse, I’angiogené¢se, le cycle et la survie cellulaires (Weidemann & Johnson 2008). Le
turnover normoxique des sous-unités HIF-a nécessite une hydroxylation directe des prolines,
modification qui permet sa dégradation par le systeme du protéasome. Cette hydroxylation est
réalisée par une famille de prolyl hydroxylases 1, 2, 3 (PHD1-3), dont ’activité est inhibée pendant
I’hypoxie par les ERO mitochondriaux. Au dela de la régulation transcriptionnelle, 1’exposition des
cellules aux faibles concentrations d’oxygene induit une diminution de la consommation
énergétique, en supprimant réversiblement, par endocytose, l’activit¢ de la Na/K ATPase, le
transporteur de sodium et potassium qui maintient le gradient ionique de la cellule. La suppression
de l’activité de cette enzyme nécessite I’activit¢ de I’AMPK (Gusarova et al 2009). Les ERO
mitochondriaux activent I’AMPK au cours de I’hypoxie et cette activation permet la
phosphorylation de la protéine kinase C zéta (PKCC), qui phosphoryle la sous-unité o de la Na/K
ATPase, conduisant a I’endocytose du complexe (Dada et al 2003).

Les ERO régulent aussi 1’activité des phosphatases, enzymes clés dans la signalisation cellulaire
ayant une activité opposée a celle des kinases. Les phosphatases ont un résidu de cystéine oxydable
au sein de leur site catalytique, ce qui en fait une cible de ’action des ERO (Hamanaka & Chandel
2010). Certaines phosphatases sont impliquées dans la pathogenése de la NASH. D’ailleurs, les
souris déficientes en phosphatase and tensin homolog (PTEN) développent des 1ésions hépatiques
correspondant a la NASH humaine (Anezaki et al 2009).

Les ERO mitochondriaux sont des acteurs majeurs dans la mort cellulaire induite par TNF-a., ce
qui, comme nous 1’avons décrit auparavant, peut étre un des mécanismes qui permet la progression
de la NAFLD. Le TNFa peut promouvoir soit la survie soit la mort d’une cellule (Aggarwal 2003).
Le TNFa active deux types de récepteurs, I’'un d’entre eux permet la survie a travers ’action du
facteur de transcription NFxB (Micheau & Tschopp 2003), tandis que ’autre active la kinase JNK
qui est un médiateur central des signaux pro-apoptotiques médiés par le TNFa. A la suite du lien du
TNFa a ces récepteurs, JNK est activé rapidement, mais transitoirement, bien qu’en 1’absence de
NFkB, son activation soit prolongée et entraine la mort cellulaire (Liu et al 1996, Tang et al 2001).
Or, I’inhibition de JNK médiée par NF«B passe par I’induction de la protéine antioxydante

mitochondriale, la superoxyde dismutase 2 (SOD2) (Kamata et al 2005). En effet, le TNFa
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augmente la production des ERO mitochondriaux qui inactivent les phosphatases de JNK,
permettant son activation soutenue et la mort cellulaire : la SOD2 permet d’atténuer cette
signalisation en diminuant la concentration en ERO mitochondriaux (Kamata et al 2005).

Au cours des dernieres années, la participation des mitochondries a la pathogenése de la NAFLD
et de la NASH a été explorée (Pessayre & Fromenty 2005). Des évidences s’accumulent quant au
role d’un dysfonctionnement mitochondrial, notamment une déficience de la chaine respiratoire,
dans la physiopathologie de la NASH, indépendamment de sa cause initiale (Begriche et al 2006,
Rector et al 2010).

Des études portant sur des patients obeses, diabétiques ou atteints de NASH ont montré des
anomalies fonctionnelles et structurelles des mitochondries hépatiques (Spahr et al 2003, Sanyal et
al 2001). 11 est désormais évident que les mitochondries hépatiques sont une source significative
d’ERO dans la NASH (Figure 3) (Begriche et al 2006).

Dans le foie des patients insulino-résistants, 1’activité accrue de la B-oxydation augmente le flux
d’¢lectrons de la chaine respiratoire (Pessayre & Fromenty 2005). Les adipocytes de personnes
obeses liberent des quantités importantes de TNF-a, qui, en se liant a son récepteur hépatique, peut
induire la perméabilisation des mitochondries et une libération partielle du cytochrome ¢ de
I’espace inter-membranaire (Hotamisligil et al 1993). Le déséquilibre entre un apport élevé et un
flux diminué d’¢électrons peut étre la cause d’une réduction excessive des complexes I et III de la
chaine respiratoire, qui peuvent ainsi réagir directement avec 1’oxygene produisant des ERO,
notamment 1’ion radicalaire superoxyde (O,") (Begriche et al 2006). Le superoxyde peut étre
dismuté par la superoxyde dismutase mitochondriale a manganese (MnSOD) et oxyder les acides
gras insaturés accumulés dans le foie en déclenchant la peroxydation lipidique. Le superoxyde, en
présence d’oxyde nitrique (NO), peut également donner naissance au radical peroxynitrique
(ONOQ)), espece radicalaire de I’azote (ERA), responsable de la nitrosation de lipides et protéines.
Les ERO, les ERA et les produits réactifs de la peroxydation lipidique (aldéhyde) peuvent
directement endommager I’ADN mitochondrial (ADNmt). Les mutations de 1°’ADNmt peuvent
produire des altérations des protéines de la chaine respiratoire, causant une détérioration du transfert
des électrons en augmentant encore plus la production des ERO mitochondriales, générant ainsi un
cercle vicieux. Bien que la plupart des études se focalise sur les dysfonctionnements de la chaine
respiratoire, il a été montré récemment qu’une expression ectopique du cytochrome P450 2E1
(CYP2E1) au niveau mitochondrial peut également jouer un réle non négligeable (Raza et al 2004,

Bansal et al 2010).
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Figure 3. Altérations de la chaine respiratoire (CR) mitochondriale dans les maladies métaboliques.
Dans le foie d’un patient insulino-résistant, on observe une activité élevée de la B-oxydation qui augmente
I’apport d’électrons dans la CR (fleche 1). Le tissu adipeux des sujets obéeses libére des grandes quantités de
TNF-a, dont la signalisation hépatique contribue a la perméabilisation des mitochondries (fléche 2). Le
déséquilibre entre un apport élevé et un flux normal peut causer une réduction excessive des complexes I et
IIT de la CR. Ces complexes trop réduits peuvent réagir avec 1’oxygeéne et former des espéces réactives de
I’oxygéne (ERO) (fleche 3). Les ERO oxydent les acides gras insaturés dans le foie, déclenchant une
peroxydation lipidique. Les ERO, les especes réactives de ’azote (ERA) et les produits réactifs de la
peroxydation lipidique (aldéhydes) peuvent directement endommager 1I’ADN mitochondrial (mtDNA)
(fleche 4). Les altérations de I’ADN mitochondrial peuvent résulter en une diminution de la synthése de
protéines de la CR (fléche 5). D’ailleurs, les protéines mitochondriales peuvent étre la cible des ERO, des

ERA et des produits de la peroxydation lipidique (fléche 6), générant un cercle vicieux. (Begriche et al 2006)

La compréhension du role physiopathologique de la mitochondrie est donc incontournable pour
le développement des stratégies préventives et thérapeutiques visant a lutter contre la NAFLD et sa

progression.

I1.5 L’insulino-résistance.

Depuis sa définition dans les années 80 (Ludwig et al 1980), de nombreuses études ont été
conduites pour comprendre la pathogenése de la NAFLD et sa progression chez certains patients
vers des formes d’hépatopathies plus agressives, comme la NASH, la cirrhose et le carcinome
hépatocellulaire (CHC). L’insulino-résistance est considérée comme le facteur physiopathologique

majeur qui caractérise la NAFLD (Bugianesi et al 2005b), bien que les liens entre 1’insulino-
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résistance, la pathogenése et la progression de la NAFLD sont complexes et restent encore a
¢lucider. Bien que le terme soit classiquement utilisé pour décrire une consommation de glucose
insuffisante par le muscle squelettique suite & une stimulation de 1’insuline, 1’insulino-résistance
associ¢e a la NAFLD et a I’obésité s’accompagne d’une sécrétion globale d’insuline plus €levée et
d’une extraction hépatique de 1’insuline normale, mais avec une signalisation altérée tant au niveau
hépatique (notamment une suppression insuffisante de la gluconéogenése) qu’au niveau du tissu
adipeux (notamment un suppression insuffisante de la lipolyse) (Fabbrini et al 2010). Dans les
conditions physiologiques, apreés ’ingestion d’un repas contenant du glucose, environ 80% est
métabolisé par le muscle, qui le stocke sous forme de glycogéne (70% du glucose absorbé) ou
l'oxyde via la glycolyse pour une utilisation immédiate. Le maintien normal de I’homéostasie du
glucose est régulé par : 1) la sécrétion de ’insuline par les cellules B du pancréas ; 2) la stimulation
de I’absorption de glucose par I’intestin, le foie et le muscle ; et 3) la suppression de la libération de
glucose par le foie. Bien que le tissu adipeux ne soit responsable que d’une petite fraction
d’élimination du glucose (environ 5%), son role reste central dans le maintien de I’homéostasie
systémique du glucose (Bugianesi et al 2005b). Pour approfondir le réle de I’insulino-résistance
comme facteur indépendant de la NAFLD, un groupe italien a mené une étude sur des patients
atteints de NAFLD mais sans aucun caractere de syndrome métabolique. Les résultats montrent que
I'insulino-résistance altere significativement la lipolyse, 1'oxydation lipidique et 1'absorption totale
du glucose dans ses deux composantes oxydative et non-oxydative (glycogenogenese), (Bugianesi
et al 2005a). Les auteurs ont trouvé une corrélation entre 1'augmentation de 'oxydation lipidique et
la diminution de l'absorption du glucose, ce qui suggere que le défaut métabolique, a 1’origine d'une
lipolyse accélérée, est responsable d'une augmentation de la fourniture d'acides gras libres au foie et
d'une oxydation lipidique accrue. (Bugianesi et al 2005a). Ces résultats corroborent I’hypothese
d’une implication directe de I’altération de la signalisation de I’insuline dans I’établissement d’une
NAFLD.

Au niveau moléculaire, les mécanismes responsables de 1'insulino-résistance restent encore peu
compris. Si plusieurs mécanismes ont €t€¢ proposés, tels qu’une production anormale d’insuline ou
des mutations au niveau du récepteur et des ses substrats, il est de plus en plus évident que des
défauts dans la signalisation intracellulaire soient les causes principales de la résistance a I’insuline
dans les tissus cibles (Meshkani & Adeli 2009, Leclerq et al 2007). Un premier mécanisme peut
impliquer une expression diminuée ou une dégradation augmentée des composantes essentielles
pour la signalisation de I’insuline (Leclerq et al 2007). Au niveau hépatique, c’est 1’isoforme du
substrat du récepteur de ’insuline IRS-2 qui fonctionne comme un adaptateur pour transférer au

niveau intracellulaire le signal du lien de I’insuline avec son récepteur (Pirola et al 2004). Or, les
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souris déficientes en IRS-2 montrent en effet une hyperglycémie séveére due a une insulino-
résistance hépatique (Araki et al Nature 1994)). Il a été montré que 1’activation de diverses voies de
transduction du signal peut induire une inhibition de la signalisation de I’insuline (Tanti & Jager
2009). La voie JNK et la phospho-kinase C (PKC) peuvent phosphoryler IRS1-2 au niveau de
plusieurs résidus de serine et thréonine, ce qui inhibe la transduction du signal, a I’opposé de la
phosphorylation sur un résidu tyrosine induite par le récepteur de ’insuline (Weickert & Pfeiffer
2006). Un autre mécanisme est corrélé a DI’induction des facteurs inhibiteurs, tels que les
suppressors of cytokine signalling (SOCS1-3), qui bloquent la signalisation de I’insuline a travers
une compétition avec les protéines IRS pour le récepteur de I’insuline et une induction de la
dégradation des IRS par le protéasome (Kile et al 2002). Une augmentation de 1’activité des
phosphatases peut aussi inhiber la signalisation de 1’insuline (Schinner et al 2005). Des études in
vivo ont montré que chez la souris, la protéine tyrosine phosphatase 1B (PTPB1) est un régulateur
majeur dans la signalisation de I’insuline (Kaszubska et al 2002).

La stéatose hépatique peut étre une cause de l'insulino-résistance, méme si dans la NAFLD il
semble plus probable que le site primaire de 1'insulino-résistance soit périphérique (le muscle) avec
la stéatose hépatique qui suit temporellement et 1'exacerbe (Kim et al 2001, Tiikkainen et al 2004).

L’insulino-résistance est aussi un facteur prédictif de la présence d’autres pathologies hépatiques
plus graves comme la cirrhose, voire le CHC (Figure 4) (Bugianesi 2007).

La présence d’une stéatose est donc désormais considérée comme un marqueur important de
I’insulino-résistance multi-organes, indépendamment de 1’indice de masse corporel (IMC), indice
mesurant le poids et la taille, ou la masse grasse viscérale (Korenblat et al 2008, Fabbrini et al 2009
Bugianesi et al 2005a, Seppild-Lindroos et al 2002). Des études récentes ont montré des liens
étiologiques importants qui suggerent que 1’évolution de la NAFLD est étroitement associée a une
augmentation du risque d’apparition d’'un CHC (Starley et al 2010). L obésité a été¢ définitivement
définie comme un facteur de risque de développer un cancer primitif du foie, soit un risque de 1,5 a
4 fois (Moller et al 1994, Wolk et al 2001, Calle et al 2003, Oh et al 2005). Le diabéte est aussi un
facteur indépendant qui augmente de 1,8 a 4 fois le risque de CHC, comme le démontrent des
¢tudes de cohortes conduites en Suéde, Danemark et Gréce (Adami et al 1996, Wideroff et al 1997,
Lagiou et al 2000).

Il est donc évident qu’il existe une intégration systémique qui lie ’altération de la signalisation
de I’'insuline et le développement d’une inflammation chronique. Cette situation pourrait étre a la
base de I’établissement des mécanismes adaptatifs aux Iésions tissulaires, cellulaires et
subcellulaires qui permettent une survie cellulaire au cours de la progression de la NAFLD. C’est

pourquoi, il apparait nécessaire d’adopter une vision d’ensemble des mécanismes impliqués dans la
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Figure 4. Modéle de pathogenése du carcinome hépatocellulaire dans la non-alcoholic fatty liver

disease (NAFLD). L’hyperinsulinémie augmente la concentration en taux d’acides gras libres, la production

de cytokines inflammatoires, la signalisation proliférative et les espéces réactives de 1’oxygene, facteurs qui

peuvent agir en synergie augmentant le risque de développement d’un carcinome hépatocellulaire (HCC)

(Adapté par Starley et al 2010).
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II1. Mécanismes de tolérance a la mort cellulaire en réponse a un

stress chronique pour le maintien de I’homéostasie

Au cours des derniéres années, les études sur les roles respectifs des lipides autres que les
triglycérides et du réticulum endoplasmique (RE) dans I’homéostasie cellulaire ont ouvert de
nouvelles pistes de recherche et introduit des nouveaux concepts pour la compréhension des
pathologies liées au syndrome métabolique. Ils ont ouvert la voie & une nouvelle notion, dans ce
type de pathologie, qui est la mise en place de mécanismes de survie cellulaire en réponse aux stress
chroniques, que nous décrirons ici.

Nous discuterons en particulier de la lipotolérance en parallele de la lipotoxicité, de la réponse
au stress du RE, de la nécrose programmeée et de I’autophagie dans la physiopathologie de la

NAFLD.

I11.1 La lipotolérance et la lipotoxicité

La lipotolérance ainsi que la lipotoxicité hépatique due a des métabolites des acides gras et au
cholesterol libre sont deux concepts émergents dans la pathogenese de la NASH (Neuschwander-
Tetri 2010). Le terme « lipotoxicité » a été forgé en 1994 par Unger pour décrire les effets toxiques
des acides gras sur la survie des cellules B du pancréas (Lee et al 1994). Bien que I’accumulation
intracellulaire des lipides sous forme de vésicules constituées par les triglycérides (TG) soit
considérée comme la premicre étape du développement d’une NASH, des données récentes
montrent que la formation de gouttelettes lipidiques au niveau hépatocytaire peut représenter une
réponse protectrice pour limiter les effets toxiques des acides gras libres (Choi & Diehl 2008). 11
faut pourtant garder a I’esprit que I’accumulation des TG n’est probablement pas complétement
bénigne : les TG peuvent altérer le flux sanguin hépatique par compression des sinusoides au cours
de la nécrose hépatocytaire (Wanless & Shiota 2004) et I’accumulation de vésicules lipidiques a été
associée a une augmentation des marqueurs du stress du réticulum endoplasmique, qui peut induire
une mort cellulaire par apoptose (Puri et al 2008).

Selon ce modéle pathogéne de NASH, des métabolites lipotoxiques des acides gras sont générés
en parallele de la formation des gouttelettes de triglycérides, donnant lieu au phénotype reconnu de
NASH, dans lequel la stéatose et les 1ésions cellulaires co-existent (Figure 5). L’accumulation de
triglycérides pouvant étre protectrice, elle ne serait plus considérée comme nécessaire pour le
développement de la NASH (Neuschwander-Tetri 2010). Les anomalies métaboliques prédisposant
aux lésions lipotoxiques comprennent une augmentation du stockage ou une élimination

défectueuse des acides gras. L’insulino-résistance joue un rdle central dans ces processus, en
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augmentant la lipolyse au niveau du tissu adipeux et en diminuant la consommation de glucose au
niveau des tissus périphériques.

Les mécanismes toxiques peuvent comprendre une augmentation de 1’oxydation des acides gras
et du stress oxydant, une altération de la composition en acides gras et phospholipides des
membranes cellulaires, une altération du contenu cellulaire de cholestérol, une perturbation de la
signalisation des céramides, ou méme une toxicité directe des acides gras libres (Malhi & Gores

2008).
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Figure 5. Le modéle de lipotoxicité/lipotolérance de la NASH. Les fleches rouges identifient les
processus qui augmentent le stockage d’acides gras au niveau du foie causant les lésions lipotoxiques, les
fleches vertes identifient les processus qui ¢éliminent les acides gras réduisant les lésions lipotoxiques.

(Neuschwander-Tetri 2010).

La composition lipidique des foies des patients avec NASH ou NAFLD a été récemment
caractérisée par Puri et al (2007). Comme attendu, la quantité totale de lipides et triglycérides était
plus élevée dans ces 2 groupes de patients par rapport aux groupes contréles du méme age, sexe et
indice de masse corporelle. De fagon intéressante, la quantité des acides gras libres n’était pas
constamment ¢levée et elle ne variait pas significativement entre patients atteints de NASH ou de
NAFLD. Il a été observé une augmentation du ratio triglycérides/diglycérides en fonction de la
progression de la pathologie. La concentration du cholestérol libre était significativement
augmentée dans les foies avec NASH, tandis que la phosphatidylcholine était diminuée tant dans les

foies avec NAFLD que dans les foies avec NASH. Enfin dans les foies avec NASH, il a été observé
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une diminution globale de [’acide arachidonique (20:4n-6) et une diminution de 1’acide
eicosapentanoique (20:5n-3) et docosahexanoique (22:6n-3) dans les TG, avec un ratio d’acides
gras libres n-6/n-3 augmenté dans la NASH. (Puri et al 2007).

Une accumulation intracellulaire excessive d’acides gras libres peut entrainer 1’activation de la
voie de mort programmeée apoptotique (lipo-apoptose) (Figure 6). Les acides gras saturés, comme
I’acide palmitique ou stéarique, induisent 1’apoptose dans différents types cellulaires, tels que les
cellules B du pancréas, le cardiomyocytes, les cellules endothéliales et les hépatocytes
(Shimabukuro et al 1998, Kong & Rabkin 2000, Chai & Liu 2007, Malhi et al 2006), tandis que les
acides gras mono-insaturés, comme I’acide oléique et palmitoléique, ’induisent treés faiblement
(Malhi et al 2006). La présence d’apoptose a été¢ observée dans des biopsies hépatiques de patients
atteints de NASH ou elle était corrélée a ’activité inflammatoire et au degré de fibrose (Feldstein et
al 2003). II est intéressant de noter qu’une étude sérologique pour la mesure d’un marqueur
épithélial d’apoptose, le fragment de la cytokeratine 18, a montré que ce test permettait de
distinguer les patients atteints de NASH des patients présentant une stéatose simple et des patients
controles (Wieckowska et al 2006). Les mécanismes par lesquels les acides gras saturés induisent la
lipo-apoptose dans les hépatocytes convergent vers 1’activation de la protéine pro-apoptotique Bax
qui entraine la perméabilisation mitochondriale, la libération du cytochrome c et I’activation des
caspases 3 et 7 (Malhi et al 2006). Dans ce mode¢le, 1’activation de Bax est dépendante de la kinase
C-Jun N terminale (JNK), qui est activée par les acides gras libres en fonction de leur degré de
toxicité, et de la protéine pro-apoptotique Bim, induite par le facteur de transcription FoxO3, dont
’activation est promue par les acides palmitique et stéarique.

Les acides gras libres peuvent accroitre la sensibilité des hépatocytes a la voie extrinséque de
I’apoptose induite par les récepteurs de mort, tels que Fas et TRAIL receptor 5, notamment en
augmentant leur expression (Feldestein et al 2003, Mahli et al 2007). 11 a d’ailleurs été montré que
les acides gras libres peuvent activer la voie lysosomiale de 1’apoptose (Feldstein et al 2004). La
libération de la protéase lysosomiale Cathepsine B peut en effet induire la perméabilisation
mitochondriale par clivage de Bax et ’activation de caspases (Guicciardi et al 2004). Chez les
patients atteints de NASH, la perméabilisation lysosomiale est associée au degré d’activité
inflammatoire (Malhi et al 2008). De plus, I’acide gras saturé palmitate peut induire directement
une perméabilisation des mitochondries et augmenter la production des ERO (Malhi et al 2006).

Récemment il a été montré que certains sphingolipides, en particulier les céramides,
classiquement considérés comme ayant exclusivement des fonctions structurales dans les
membranes biologiques, sont aussi impliqués dans la signalisation du stress cellulaire et dans la

voie extrinseque de I’apoptose (Mari & Fernandez-Checa 2007). La synthése des céramides dépend
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de la disponibilité d’acides gras saturés a longue chaine, condition existant dans 1’obésité (Alkhouri
et al 2009). Les céramides jouent d’ailleurs un rdle aussi dans 1’insulino-résistance, car ils inhibent
I’absorption de glucose, la translocation du transporteur du glucose GLUT4 et la synthése de
glycogeéne (Summers 2006). Cependant, le réle des céramides dans la pathogenése de la NAFLD
reste encore a ¢€lucider car si le métabolisme des céramides est associ¢ au contenu des lipides
hépatiques chez des patients atteints de NAFLD (Greco et al 2008), les études expérimentales n’ont
pas confirmé leur implication dans I’apoptose des hépatocytes (Wei et al 2006).
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Figure 6. Les acides gras libres (FFA) peuvent induire ’apoptose des hépatocytes. Les FFA peuvent
activer la voie extrinséque soit la voie intrinséque de 1’apoptose dans les hépatocytes. Les FA saturés, tels
que le palmitate et le stéarate, activent la protéine proapoptotique Bax via c-jun N-terminal kinase (JNK) ce
qui emmene a la perméabilisation mitochondriale et a 1’activation de la cascade apoptotique. L’activation de
Bax peut aussi induire la voie lysosomiale de I’apoptose, via une perméabilisation des lysososome.
Drailleurs, le palmitate et le stéarate activent aussi la protéine phosphatase 2A (PP2A) qui active FoxO3a, et
enfin la transcription de la protéine proapoptotique Bim. L.’acide gras monoinsaturé oléate n’est pas toxique
en lui-méme, mais induit I’expression des récepteurs de mort, tels que Fas et TRAIL-R2, ce qui augmente la
sensibilité des hépatocytes a I’apoptose induite par Fas-L et TRAIL (adapté par Mabhli et al 2008).

Des données récentes montrent que le cholestérol libre peut augmenter la sensibilité des
hépatocytes a 1’apoptose induite par TNFa et Fas, a travers un mécanisme qui implique une
déplétion en glutathion mitochondriale (Mari et al 2006). De plus, une étude a rapporté une
augmentation de I’expression d’enzymes impliqués dans 1’homéostasie du cholestérol (SREBP-2,

essentiel pour la synthése du cholestérol ; et StAR, un transporteur qui permet D’entrée du
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cholestérol libre dans la mitochondrie) chez des patients atteints de NASH par rapport a ceux qui ne
présentaient que de la stéatose (Caballero et al 2009).

Des résultats récents ont montré une connexion entre le stress du réticulum endoplasmique (RE),
dont le role dans le développement de la NAFLD sera examiné dans le prochain chapitre, et
I’accumulation des lipides. Il a été montré que les acides gras saturés, tels que le palmitate et le
stéarate, induisent un stress du RE suivi d’une mort apoptotique impliquant la voie mitochondriale
dans des lignées d’hépatome de rat (Wang et al 2006). De fagon trés intéressante, ces changements
ne se produisent pas si les cellules sont traitées par des acides gras mono-insaturés, comme 1’oléate
et le linoléate. Ces résultats ont été confirmés par des études in vivo utilisant des modeles de
NAFLD induits par différents régimes : un régime riche en graisses saturées ou en sucrose entraine
une augmentation du stress du RE, une activation de la caspase 3 et plus de Iésions hépatiques par
rapport a un régime riche en acides gras poly-insaturés (Wang et al 2006). D’ailleurs, un
déreglement de la réponse au stress du RE est présent dans des biopsies hépatiques de patients avec
stéatose ou NASH, par rapport aux sujets ayant un syndrome métabolique mais avec une histologie
de foie normal (Puri et al 2008).

L’ensemble de ces résultats montre que 1’accumulation des lipides, et en particulier certains
lipides, semble jouer un role central non seulement dans I’altération de la sensibilité du foie a
I’insuline et le développement de la NAFLD, mais aussi dans le mort cellulaire, I’inflammation et la
fibrose hépatique. Les nouvelles pistes de recherche devront éclaircir les rdles de ces lipides et leurs
interactions pour améliorer les stratégies thérapeutiques et la prise en charge des patients atteints

par le large spectre des altérations pathologiques de la NAFLD (Alkhouri et al 2009).

II1.2 Le stress du réticulum endoplasmique : un carrefour entre maladie métabolique et
inflammation

Le réticulum endoplasmique (RE), organelle responsable du folding (repliement), de la
maturation et du controle qualité des protéines cellulaires, est un des acteurs émergents dans la
compréhension des bases pathogéniques des maladies métaboliques (Hotamisligil 2010).

Tous les événements qui perturbent la capacité de repliement au niveau du RE, comme un exceés
de synthése protéique, une altération de la disponibilité énergétique ou un changement du potentiel
d’oxydoréduction de son lumen, induisent une réponse physiologique nommée UPR (Unfolded
Protein Response) (Kammoun et al 2009, Hotamisligil 2010). L’activation de la voie UPR vise a
une augmentation de la capacité de repliement du RE via une induction de la transcription de
protéines chaperonnes localisées dans le RE et a une diminution générale du stress via une

inhibition globale de la synthése protéique (Schroeder & Kaufman 2005) ; (Figure 7).
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La voie UPR est modulée par trois protéines de membrane du RE : PERK (protein kinase RNA-
like ER kinase), ATF6 (activation transcription factor-6) et IREI (inositol requiring enzyme-1)
(Ron & Walter 2007).

Lors d’un stress du RE, la protéine chaperonne BiP/GRP78, la plus abondante du RE, se dissocie
de ces trois protéines, aboutissant a leur activation. Une fois activé, PERK phosphoryle et inhibe
elF2a, un facteur qui active la traduction de protéines, entrainant une diminution globale de la
synthese protéique (Harding et al 2000, Ozcan et al 2004). ATF6 est un facteur de transcription qui,
dissocié¢ de GRP78 est ensuite clivé dans sa forme mature dans le Golgi. ATF6 clivé migre dans le
noyau ou il induit la transcription des chaperonnes du RE. Enfin, IRE1 possede une activité
endonucléase qui permet 1’épissage alternatif du transcrit codant le facteur de transcription XBP1,
ce qui permet sa traduction. Les genes cibles de XBP1 sont des chaperonnes du RE et des protéines
impliquées dans la dégradation des protéines mal repliées (Kammoun et al 2009).

Si I’homéostasie du RE n’est pas assurée, la cellule meurt par apoptose. L’apoptose induite par
le stress du RE peut étre dépendante ou indépendante des caspases, mais une interaction étroite
entre RE et mitochondrie semble nécessaire pour aboutir a la mort programmée (Kroemer et al
2007). Bax et Bak, deux protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 qui forment des pores au
niveau de la membrane mitochondriale induisant sa perméabilisation, sont impliquées aussi dans la
libération du Ca*>" du RE, un point de contrdle de I’apoptose (Scorrano et al 2003).

La libération du Ca®" du RE active des protéases cytosoliques ou ancrées au RE, les calpaines,
qui favorisent la translocation de Bax et ensuite la perméabilisation de la membrane mitochondriale
(Kim et al 2008). Par ailleurs, I’inhibition des calpaines est plus efficace que I’inhibition des
caspases pour bloquer 1’apoptose induite par un stress du RE (Sanges & Marigo 2006). Enfin, de
nouvelles protéines du RE ayant une forte homologie avec ATF6a ont été récemment identifiées.
Ceci suggere que le modele traditionnel de I’UPR a trois voies est peut-étre encore partiel (Bailey &
O’Hare 2007).

Pour comprendre le role du RE dans le métabolisme systémique, selon Hotamisligil (2010), il est
nécessaire de considérer que : 1) les conséquences physiologiques d’une dysfonction du RE ne
peuvent étre expliquées seulement par des réponses d’un systéme cellulaire qui vise & maintenir un
repliement correct des protéines et a surmonter un stress ; 2) le RE peut étre vu comme un systéme
senseur du niveau énergétique et de nutriments qui intégre au niveau cellulaire les réponses
métaboliques et qui établit des relations fonctionnelles avec les réseaux endocrines systémiques
(Figure 8); 3) les cellules aux capacités sécrétoires ou métaboliques ¢élevées ne doivent pas
forcement faire face a des stress similaires, donc leurs stratégies pour maintenir 1’homéostasie du

RE ou activer I’'UPR peuvent étre différentes.
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Figure 7. Réponse UPR aux stress du réticulum endoplasmique (RE). La réponse UPR est induite lors
d’une perturbation de 1’homéostasie du RE, par accumulation de protéines mal repliées, changement du
potentiel redox ou des concentrations de calcium. La premicre étape est la dissociation de la protéine
chaperonne BiP des trois protéines du RE, PERK, ATF6 et IRE1, ce qui permet leur activation. PERK
phosphoryle et inhibe le facteur de traduction eiF2o menant a un ralentissement globale de la synthése
protéique. ATF6 est soumis a un clivage protéolytique dans le Golgi, et sa forme mature migre au noyau et
induit la transcription des génes présentant un promoteur avec le ER Stress Response Element (ERSE), le
plus connu étant le géne pour XBPI. Enfin, I’activité endoribonucléase de IRE1 permet un épissage
fonctionnel de I’ARNm de XBP1. La protéine XBP1 est un facteur de transcription qui induit la transcription
de génes codant pour des chaperonnes et de protéines des complexes de degradation. Adapté par Kammoun
et al 20009.

Par exemple, un plasmocyte qui secréte des anticorps ou une cellule B du pancréas qui produit
I’insuline doivent adapter la capacité de leur RE a une demande fluctuante de synthése et sécrétion
(Ron & Walter 2007). D’ailleurs, des cellules métaboliquement actives comme les hépatocytes ou
les adipocytes doivent faire face a des challenges encore plus importants concernant I’homéostasie
du RE. Les adipocytes ne stockent pas seulement des quantités énormes de lipides, mais produisent
et secrétent aussi de nombreuses protéines (adipokines, par exemple), lipides et médiateurs

lipidiques dans des conditions structurales trés particuliéres et uniques (Rosen & Spiegelman 2006,
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Gregor & Hotamisligil 2007). Les hépatocytes secrétent constitutivement une grande quantité de
protéines et des complexes lipoprotéiques qui demandent des capacités de synthése extrémement
spécifiques en fonction du type de lipides (Hotamisligil 2010).

En ce qui concerne les relations entre le stress du RE et les maladies métaboliques, de
nombreuses ¢tudes ont montré que la voie UPR joue en role important dans 1’obésité, le diabete,
ainsi que dans la stéatose hépatique (Ozcan et al 2004, Scheuner et al 2001, Boden et al 2008,
Gregor et al 2009). Dans le tissu adipeux de sujets obeses et insulino-résistants, il a ét¢ montré une
expression augmentée des médiateurs de la voie UPR (Boden et al 2008). Parall¢lement, une
diminution du poids induite par une chirurgie bariatrique réduit le stress du RE chez des patients
obéses (Gregor et al 2009).

L’obésité induit un stress du RE dans le foie et ensuite une insulino-résistance due a la
phosphorylation de /’insulin receptor substrate 1 (IRS-1) a travers 1’activation del” IREla et JNK
(Ozcan et al 2004). D’ailleurs, le stress du RE active directement le facteur de transcription
lipogénique SREBP-1c, induisant la voie de la lipogenese indépendamment de I’action de 1’insuline
(Ye et al 2000). Dans les hépatocytes, XBP1 (effecteur aval de IREla) controle I’activation de
plusieurs génes impliqués dans la synthése des acides gras (Hotamisligil 2010) et PERK joue un
role important dans la lipogenese hépatique en régulant les facteurs de transcription lipogénique C-
EBP et PPARY (Lee & Glimcher 2009).

L’activation de la voie UPR est également associée a une diminution de la sécrétion des
protéines VLDL (Hummasti & Hotamisligil 2010). Inversement aux autres marqueurs du stress du
RE, ATF6a est diminué dans le foie de souris obéses et sa restitution via une ATF6o adénovirale
améliore ’homéostasie du glucose chez les mémes animaux (Wang et al 2009). Ceci suggere que la
production de chaperonnes en réponse aux exigences du repliement de protéines est dissociée
d’autres voies de signalisation, médiées par ’'UPR, qui concernent les effets métaboliques nocifs de
I’obésité (Hummasti & Hotamisligil 2010). Il a été montré que [’utilisation des chaperonnes
chimiques telles que I’acide phénylbutyrique (4-PBA) et I’acide tauroursodeoxycholique (TUDCA)
est efficace dans le traitement de la stéatose hépatique, en déterminant une résolution du stress RE,
la disparition de la stéatose, une normalisation de la glycémie et de la sensibilité a 1’insuline chez
des souris ob/ob (Ozcan et al 2006, Ozcan et al 2009)

Enfin, une perturbation de 1’autophagie a été décrite dans les dysfonctions métaboliques (Yang et
al 2010, Ebato et al 2008). Une réduction de la protéine Atg7, essentielle a I’autophagie, comme il
sera décrit dans le chapitre suivant, diminue la sensibilité a I’insuline dans les foies des souris et
augmente le stress du RE. D’ailleurs, son expression est diminuée dans les foies des souris obeses et

sa reconstitution diminue a la fois le stress du RE et la réponse a I’insuline (Yang et al 2010).
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Figure 8. Interactions entre les organes dans la régulation métabolique. Le glucose provenant de
I’alimentation ou des sources endogeéne stimule la sécrétion de I’insuline par les cellules B du pancréas.
L’insuline diminue la production hépatique du glucose, inhibe la lipolyse et augmente 1’absorption du
glucose par le muscle et le tissu adipeux. Les adipocytes, avec un mécanisme de contre-régulation négative,
libérent des acides gras qui augmentent la gluconéogenese et la lipogenése dans le foie, diminuent
I’absorption de glucose dans le muscle ainsi que la sécrétion d’insuline du pancréas. De plus, les adipocytes
sécretent des cytokines pro-inflammatoires, telles que TNFa, ou des adipokines, telles que 1’adiponectine qui
régule la consommation d’aliments, le dépense énergétique et la sensibilité a I’insuline, soit directement soit
via le cerveau. Le cerveau contrdle les signaux métaboliques (concentration sérique du glucose et des acides
gras libres) et hormonaux (insuline, leptine), en régulant le métabolisme global de I’organisme. Dans ce
contexte, le réticulum endoplasmique (RE) fonctionne comme un senseur des nutriments. En effet, dans les
adipocytes un exces de stockage de lipides, la lipogenese et la syntheése d’adipokines peut induire un stress
du RE. Dans le foie, le transport de lipides, la lipogenese, une synthése excessive de protéines et la
gluconéogenése influencent les fonctions du RE. Une demande excessive d’insuline peut mener a un stress
du RE dans les cellules B du pancréas. Enfin, un niveau trop élevé d’acides gras libres circulants et de
cytokines peut induire un stress du RE dans I’hypothalamus a travers 1’activation de la IkB kinase (IKK).
Adapté par Hotamisligil 2010.

L’ensemble de ces résultats montre que les traitements et la modulation des voies de
signalisation qui visent a rétablir I’homéostasie du RE semblent jouer un rdle protecteur dans un
contexte de maladie métabolique et de NAFLD.

Des études récentes montrent une implication du stress du RE dans le controle de la mort
cellulaire au cours des 1ésions d’ischémie/réperfusion (I/R). En effet, I'I/R altére la capacité¢ du RE a
synthétiser, replier et adresser les protéines, induisant un stress du RE (Orrenius et al 2003,

Breckenridge et al 2003). Les mécanismes sous-jacents au stress du RE induit par I’I/R peuvent étre
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liés tant a I’hypoxie et I’hypoglycémie qui causent un repliement non correct des protéines qu’a la
chute des concentrations en ATP qui suit ’I/R. En effet, la voie UPR pourrait représenter une
réponse métabolique a cette chute, car elle diminue la consommation globale d’ATP (Pallet et al
2009, Uehara et al 2007). Par ailleurs, lors de la reperfusion, on observe le déclenchement d’un
stress oxydant avec la production de ROS et de NO qui interfeérent avec les réactions dépendantes
du potentiel redox et la production des ponts disulfure, entrainant un mauvais repliement des
protéines (Orrenius et al 2003, Breckenridge et al 2003, Uehara et al 2007). Ces mécanismes
semblent étre communs a tous les organes, car une activation de I’UPR est retrouvée dans le
cerveau, le coeur, le rein aussi bien que dans le foie lors qu’ils subissent une I/R (Pallet et al 2009,
Mosbah et al 2010). De facon intéressante, une étude récente a montré une activation différente des
trois branches de la voie UPR dans des foies stéatosiques par rapport aux foies normaux soumis a
une I/R dans un mod¢le expérimental d’hépatectomie partielle (Mosbah et al 2010). En particulier,
les foies stéatosiques présentent une activation plus faible de IREla et de PERK qui, par
conséquent, réduit la présence des facteurs pro-apoptotiques liés au stress du RE, tels que les
caspases 9 et 12, CHOP et JNK, par rapport aux foies non stéatosiques. Ces résultats contribuent a
la compréhension d’un concept plusieurs fois rapporté sur une meilleure tolérance des foies
stéatosiques a I’apoptose (Clavien et al, 2000, Selzner et al 2000). Les résultats obtenus par Mosbah
et al (Mosbah et al 2010) montrent cependant que les 1ésions mitochondriales et du RE observées a
la suite de I’I/R sont plus séveres dans les foies stéatosiques. Le traitement avec la chaperonne
chimique TUDCA est globalement plus efficace que le traitement par 4-PBA en diminuant les
concentrations sériques de AST et ALT dans les foies stéatosiques plus que dans les foies non
stéatosiques. Cela semble étre corrélé au fait que le TUDCA diminue significativement les 1€sions
mitochondriales et du RE, tandis que le traitement avec 4-PBA se montre efficace seulement au
niveau du RE (Mosbah et al 2011). Globalement ces résultats suggerent que le stress du RE peut
étre a la fois un marqueur de toxicité et de tolérance a la mort cellulaire et que la mort cellulaire
induite par la mitochondrie et par le RE sont étroitement liées dans I’I/R hépatique et qu’il est
nécessaire de développer des stratégies thérapeutiques qui envisagent la prise en charge des
plusieurs mécanismes d’actions impliqués, en fonction aussi de la pathologie hépatique sous-jacente
et du type d’ischémie (chaude dans le cas d’hépatectomie partielle et froide dans le cas de
transplantation hépatique) (Peralta & Brenner in press).

Il est intéressant de noter que les altérations décrites dans ce chapitre sont toutes impliquées dans
le controle de la survie cellulaire et qu’elles sont strictement liées au controle de la balance

énergétique et a la réponse inflammatoire. Or, I’intégration des processus inflammatoires, de la
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signalisation hormonale et énergétique a ¢été proposée comme un aspect critique pour la

compréhension de I’étiologie des cancers (Slattery & Fitzpatrick 2009).

II1.3 La nécrose : une mort cellulaire régulée

Les mécanismes de controle de la mort cellulaire sont a la base du maintien de ’homéostasie
cellulaire, qui est essentielle pour assurer 1’intégrité des tissus chez les organismes multicellulaires.

Différents types de mort cellulaire ont été décrits au cours d’une conférence de consensus,
comprenant 1’apoptose, la nécrose, la nécroptose, I’autophagie et la kératinisation (qui est pourtant
réstreinte aux couches superficielles de 1’épiderme et a certaines modifications pathologiques des
mugqueuses) (Figure 9) (Galluzzi et al 2009).

La nécrose (du grec «cadavre») est définie par la détection en microscopie optique ou
¢lectronique de renflements des cellules et organelles, de noyaux pycnotiques et d’une rupture de la
membrane plasmique avec libération des constituants intracellulaires dans le milieu extracellulaire.
Ceci est a I’origine d’un processus inflammatoire, favorisé par une phagocytose incompléte de la
cellule nécrotique, et rend possible la détection plasmatique de marqueurs de nécrose (Hotchkiss et
al 2009). La nécrose est causée habituellement par une défaillance métabolique qui mene a une
déplétion rapide d’ATP, comme dans le cas de 1’ischémie ou de 1ésions diffuses a ’ADN (Leist et
al 1997, Malhi et al 2006). La compromission des membranes des organelles permet aux enzymes
protéolytiques d’envahir le cytosol, causant la destruction de la cellule (Zong & Thompson 2006,
Conus & Simon 2008).

La nécrose est considérée comme un processus largement accidentel qui survient lors d’une
hypoxie aigue ou d’une lésion d’ischémie/reperfusion, comme dans !’infarctus du myocarde ou
dans les accidents vasculaires cérébraux. Dans les tumeurs, la nécrose survient spontanément
lorsque la prolifération cellulaire dépasse 1’angiogenese (Hotchkiss et al 2009).

Au niveau moléculaire, la dépletion en ATP entraine la diminution de ’activité des calcium
ATPases responsables de 1’efflux de calcium hors de la cellule, ce qui augmente la concentration en
calcium intracellulaire et, par consequent, intra-mitochondrial. Ceci diminue le potentiel
membranaire mitochondrial avec rétro-activation de la chaine respiratoire et augmentation de la
synthése d’ERO. Dans le cas d’altération de I'ADN, la mort nécrotique est initiée par PARP
(poly(ADP-ribose) polymérase) (Conus & Simon 2008). PARP est une enzyme réparatrice de
I’ADN qui, dans les cas d’endommagements multiples a I’ADN, peut épuiser les réserves d’ATP,
un facteur responsable de la commutation de I’apoptose a la nécrose. En effet, au cours de
I’apoptose, PARP est inactivée par clivage, ce qui permet la préservation de I’ATP (Los et al 2002,
Jagtap & Szabo 2005).
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Figure 9. Trois voies de mort cellulaire. Parmi les trois voies principales de mort, I’apoptose, 1’autophagie
et la nécrose, un des trois peut prévaloir en fonction des Iésions et du type cellulaire. Il existe une
interconnexion entre les différentes voies de mort a plusieurs niveaux qui ne sont pas détaillés dans la figure.
Adapté par Hotchkiss 2009.

L’augmentation de la concentration intracellulaire du calcium active des protéases qui dégradent
les constituants cytoplasmiques. Cependant, la source et la quantité de cette augmentation peuvent
induire deux types différents de mort cellulaire : si I’influx des ions provient de I’extérieur de la
cellule a travers la membrane plasmique, ce sera la nécrose qui sera déclenchée ; par contre, si le
calcium provient du réticulum endoplasmique, ce sera I’apoptose qui sera plutdt induite (Zong &
Thompson 2006, Vanlangenakker et al 2008)

Des évidences récentes montrent que la nécrose n’est pas un processus totalement accidentel.
Elle semble finement régulée par des voies de signalisation et par des mécanismes cataboliques.
(Golstein & Kroemer 2007, Festjens et al 2006). En effet, la mort par nécrose et par apoptose
présente des similitudes suggérant que la nécrose pourrait étre régulée (Proskuryakov et al, 2003). 11

a été¢ montré que les récepteurs de mort (TNFR1, Fas, TRAIL-R), typiquement connus pour induire



33

une mort apoptotique, peuvent aussi induire la nécrose, notamment dans le cas d’inhibition des
caspases (Galluzzi et al 2009). Des cascades biochimiques et moléculaires stéréotypées ont été
mises en évidence (Golstein & Kroemer 2007) et la relation entre calcium, déplétion en ATP et
ERO pourrait étre un processus programmeé. C'est le cas, dune dysfonction mitochondriale avec
diminution d'ATP et production accrue d'ERO, d'une perte de I'homéostasie calcique, d'une
activation des calpaines avec démantelement nucléaire et enfin d’un gonflement de la cellule et des
organites aboutissant a la rupture des lysosomes libérant des cathépsines et a la rupture de la
membrane plasmique (Festjens et al, 2006 et Zong & Thompson, 2006).
La voie la mieux étudiée aboutissant a une nécrose programmeée est celle du recepteur TNFR1.
En fonction du type cellulaire et du microenvironnement cellulaire, le lien entre TNF et son
récepteur peut determiner la survie cellulaire, ’apoptose ou la nécrose programmée, ce qui montre
I’existence d’un réseau de signaux qui peut orienter la cellule vers differents types de reponse
(Wilson et al 2009). Lors du lien entre TNF et TNFR1, la partie cytosolique du recepteur change de
conformation et permet le recrutement de differentes protéines en formant ce qui est appelé complex
1. Parmi ces protéines adaptatrices qui forment le complexe, la kinase RIP1 semble jouer en role
central dans la régulation de la réponse. En fonction du type cellulaire et du facteur déclenchant la
mort, le complex I peut induire une réponse cytoprotectrice, via NFkB, ou cytotoxique, via NOX1,
une NADPH oxydase qui génére des ERO (Vandenabeele et al 2010). Lors du lien ligand-récepteur,
le complexe peut étre internalisé, ce qui induit une transition du complex I au complex II, un
complexe qui peut promouvoir 1’apoptose ou la nécrose programmée. Le recrutement des kinases
RIP1 et RIP 3 influence cette transition (Cho et al 2009). Dans le complex II, on retrouve la caspase
8, qui en conditions normales, inactive RIP1 et RIP3 par clivage protéolytique, initiant 1’activation
de I’apoptose (He et al 2009). En effet, si la caspase 8 est inhibée ou absente, le complex II ne peut
pas activer 1’apoptose et la signalisation de TNFR1 aboutit a la nécrose programmée (Holler et al
2000). Certain auteurs ont proposé¢ de classer cette mort cellulaire dépendant de RIP1 comme
necroptosis pour permettre la distinction entre une nécrose programmeée et les formes accidentelles
de nécrose (Galluzzi et al 2009). La necroptosis dépend largement de la régulation réciproque entre
RIP1 et RIP3 et la littérature récente montre I’existence de voies de signalisation qui connectent les
récepteurs de mort aux transducteurs pro-inflammatoires, apoptotiques ou nécrotiques
(Vandenabeele et al 2010).
Dans le foie, comme dans les autres organes, la nécrose est une modalité de mort cellulaire liée
principalement aux événements aigus, comme les intoxications alimentaires ou médicamenteuses,
les infections virales ou les 1ésions d’ischémie/reperfusion. En ce qui concerne le role de la nécrose

dans la NAFLD, comme nous I’avons précédemment décrit, la plupart des données disponibles
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provient d’études sur les effets de I’ischémie/reperfusion dans des modeles de chirurgie
expérimentale ou humaine (Selzner & Clavien 2001, Peralta et al 2001, El-Badry et al 2007). La
mort par nécrose a été décrite pour étre prépondérante et plus précoce dans les foies stéatosiques a
la suite d’une ischémie d’une heure par rapport a des foies non stéatosiques dans lesquels 1’apoptose
¢tait la principale voie de mort (Selzner et al 2000). De fagon intéressante, 1’apoptose est un
événement plus précoce que la nécrose tant dans les foies stéatosiques que dans les foies normaux,
ce qui suggere, au moins partiellement, I’implication d’un mécanisme métabolique/énergétique
rendant les foies stéatosiques moins capables de finir le programme apoptotique. D’ailleurs,
I’utilisation d’inhibiteurs des caspases, malgré leur capacité a diminuer 1’apoptose y compris dans
les foies stéatosiques, ne diminue pas le déroulement de la nécrose (Selzner et al 2000), laissant
supposer ’existence d’une insensibilité a I’apoptose intrinseéque des foies stéatosiques soumis a une
ischémie. Une implication des troubles de la microcirculation sinusoidale a été décrite dans les
I1ésions de reperfusion (El-Badry et al 2007). Les défauts de la microcirculation sont majeurs dans
les foies présentant une macrostéatose (ce qui signifie la présence d’une seule vacuole lipidique
déplagant le noyau a la périphérie de la cellule) par rapport aux foies normaux et aux foies
présentant une microstéatose (présence de plusieurs microvésicules lipidiques dans le cytoplasme
des hépatocyte avec un noyau qui reste placé au centre de la cellule) (El-Badry et al 2007). De
fagon intéressante et originale, les auteurs montrent que la macrostéatose peut étre une évolution de
la microstéatose, plutdt qu’une entité distincte, et qu’'un déséquilibre de 1’apport en acides gras
polyinsaturés (oméga-6 et oméga-3) peut jouer un rdle important dans les Iésions
d’ischémie/reperfusion. En particulier, cela pourrait étre expliqué par le fait que, par rapport aux
acides gras oméga-6, les acides gras oméga-3 favorisent la transcription de geénes responsables de la
[-oxydation mitochondriale et diminuent la transcription de genes responsables de leur synthese
(Levy et al 2004). De surcroit, les acides gras oméga-3 peuvent diminuer ’activation des cellules du
Kupffer, avec un effet anti-inflammatoire bénéfique lors de la reperfusion (Vollmar et al Crit Care
Med 2002). Ces résultats confirment une implication des acides gras libres dans la régulation de
I’homéostasie cellulaire, comme nous I’avons décrit auparavant. Récemment, il a ét¢ montré que
I’accumulation hépatique d’acides gras libres induit une perméabilisation des mitochondries et
lysosomes, favorisant la mort cellulaire (Li et al 2008). L’ensemble des données récentes de la
littérature scientifique suggere que les voies de mort cellulaire présentent de nombreux carrefours
communs de régulation réciproque (Maiuri et al 2007, Vandenabeele et al 2010). Ceux-ci intégrent
les signaux provenant des différents types de stress auxquels la cellule peut étre soumise et, en
fonction de leur durée et intensité ainsi que de 1’état métabolique de la cellule, la survie ou une de

voie de mort devient privilégiée. Une meilleure connaissance des mécanismes de régulation et de
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tolérance a la mort cellulaire pourra permettre 1’¢laboration des stratégies préventives et
thérapeutiques dans différentes conditions pathologiques, telles que les maladies (neuro/hépato)

dégénératives, les 1ésions d’I/R, et le cancer.

I11.4 L’autophagie : mécanisme de tolérance a la mort cellulaire dans la NASH

L’autophagie (du grec, autodigestion) est un processus du catabolisme intracellulaire qui est
essentiel pour le développement, la différentiation, la survie et I’homéostasie cellulaire envers
différents types de stress (Mizushima et al 2008, Kroemer et al 2010). L’autophagie est un
phénomeéne connu depuis des décennies, conservé chez les eucaryotes de la levure aux mammiferes.
Mais ce n’est qu’au cours de la dernieére décennie que son réle physiopathologique a été exploré
(Levine & Kroemer 2008). Une altération de 1’autophagie a ét¢é montrée dans les pathologies
neurodégénératives, les infections, les maladies cardiovasculaires et le cancer (Levine & Kroemer
2008).

Lors de I’autophagie, une partie du matériel cytoplasmique, compris des organelles, est adressé
vers les lysosomes pour y étre dégradé. Il existe trois types différents d’autophagie qui se
différentient par leur fonction physiologique et modalit¢ d’adressage aux lysosomes : la
microautophagie, la macroautophagie et I’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (Levine
& Kroemer 2008, Terman et al 2007). La microautophagie consiste en la séquestration du
cytoplasme par invagination directe de la membrane lysosomiale (Marzella et al 1981, Sahu et al
2011) ; la macroautophagie, classiquement appelée autophagie (terme qui sera utilisé¢ ensuite pour
la décrire), consiste en la formation hautement régulée de vésicules a double membrane lipidique
(autophagosome) qui, apres séquestration des macromolécules et organelles, fusionnent avec les
lysosomes (autophagolysosome) pour permettre la dégradation du matériel cellulaire (Levine &
Klionsky 2004) ; I’autophagie médiée par les protéines chaperonnes dégrade spécifiquement des
protéines cytosoliques contenant un motif KFERQ, directement adressés aux lysosomes (Kaushik et
al 2011).

Lors d’un stress non létal tel que les variations physico-chimiques du microenvironnement
cellulaire et les signaux extracellulaires comme les hormones, les cytokines ou la présence de
pathogenes, la cellule répond en adaptant son métabolisme pour se protéger et survivre.
L’autophagie est un processus central dans cette réponse adaptative qui implique différentes voies
biochimiques contrélant 1’absorption de nutriments, le métabolisme intermédiaire, le cycle
cellulaire et les programmes de survie et mort cellulaire (Kroemer et al 2010).

La carence en nutriment est la condition physiologique la mieux connue pour induire

I’autophagie. Dans la plupart des cellules de mammiferes cultivées in vitro et soumises a une
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carence en acides aminés et glucose ou en facteurs de croissance (sérum), on observe le
déclenchement d’une autophagie dans les minutes suivantes. (Boya et al 2005). Chez la souris,
aprés 24-48 heures de jeun, la plupart des tissus présente une augmentation du nombre
d’autophagosomes (Mizushima et al 2004). Dans ce contexte, 1’autophagie est induite par I’AMP
activated protein kinase (AMPK), senseur énergétique activé par 1’augmentation du ratio
intracellulaire AMP/ATP, tandis qu’elle est inhibée par le mammalian target of rapamycin (mTOR),
complexe protéique qui intégre les signaux provenant des facteurs de croissance et de la présence de
nutriments (Kim et al 2011). L’interaction de ces deux acteurs peut étre soit directe, car I’AMPK
activée peut inhiber directement mTOR par phosphorylation (Meijer & Codogno 2007), soit
indirecte, comme dans le cas de la phosphorylation différentielle de la protéine pro-autophagique
Ulkl (Kim et al 2011). Dans ce dernier cas, en 1’absence de glucose, I’AMPK phosphoryle les
sérines 317 et 777 activant Ulkl, tandis qu’en présence suffisante de nutriments, mTOR
phosphoryle Ulk1 sur la Serine757, ce qui empéche son interaction avec I’AMPK.

Le stress du réticulum endoplasmique (RE), médié par le systeme de réponse aux protéines non
correctement repliées (unfolded protein response, UPR) est également un stimulus important de
I’autophagie (Kroemer et al 2010), d’autant plus que le RE est aussi une source capitale pour la
formation de la membrane des autophagosomes. Comme il a été précédemment décrit, les voies
impliquées dans I’UPR sont controlées par trois protéines associées a la membrane du RE : PERK,
ATF6 et IREI (Hotamisligil 2010). Ces protéines sont normalement maintenues inactives grace a
leur lien avec la protéine chaperonne GRP78. Lors d’une augmentation du nombre de protéines mal
repliées, GRP78 est impliquée dans leur repliement, ce qui libére et active PERK, ATF6 et IRE1.
En particulier, I’activation de PERK et ATF6 induit I’autophagie, tandis qu’IRE1l activée la
supprime (Kroemer et al 2010).

PERK est responsable de 1’activation des protéines pro-autophagiques, telles que LC3 et Atg 5, a
travers 1’action des facteurs de transcription ATF4 et CHOP (Rouschop et al 2010). PERK
phosphoryle le facteur de traduction elF2a sur sa sérine 51. Cette phosphorylation donne lieu a une
inhibition générale de la traduction et a une traduction sélective d’ARN messagers de réponse au
stress (Hotamisligil 2010). La phosphorylation de e[F2a joue un role déterminant, bien qu’encore
non €élucidé, dans I’induction de I’autophagie. En effet, les cellules ayant une mutation pour une
forme non phosphorylable de elF2a (S51A) ne sont pas capables d’induire I’autophagie en réponse
a la carence en nutriments (Kouroku et al 2007). 1l est intéresant de noter qu’elF2a inteégre la
réponse a différents types de stress environnementaux et endogénes hormis le stress RE, tels que la
carence en acides aminés, I’exposition aux UV, I’exposition aux ARN double brins viraux, le stress

osmotique, I’hypoxie et le stress oxydant (Harding et al 2003).
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IREI est une kinase dotée d’une activité¢ endoribonucléase qui catalyse un €épissage de la forme
codant pour le facteur de transcription XBP1, qui, a son tour, transactive les génes impliqués dans
I’UPR, comme I’ER-associated degradation, le contrdle de la qualité et le repliement des protéines
(Hetz & Glimcher 2009). L’inhibition d’IRE1 augmente 1’induction de 1’autophagie chez la souris,
ce qui suggere probablement une fonction de rétro-controle negatif pour limiter un éventuel exceés
d’autophagie induit par la voie PERK/elF2a.

L’hypoxie et I’anoxie (correspondant respectivement a une concentration d’oxygene <3% et
0,1%) induisent I’autophagie a travers différents mécanismes. L’autophagie induite par I’hypoxie
dépend du facteur de transcription HIF (Majmundar et al 2010, Mazure & Pouyssegur 2010).
Lorsque la concentration en oxygene est inférieure au 5%, la sous-unité o de HIF est stabilisée et la
transcription des génes dépendants de HIF est activée. Parmi ceux-ci, on retrouve BNIP3 et
BNIP3L, 2 protéines BH3-only qui peuvent perturber 1’interaction Bcl-2/Beclin-1 et permettre la
formation d’un complexe entre Beclin-1 et d’autres protéines, parmi lesquelles UVRAG et la PIP3
kinase Vps34, essentielle a 1’activation de ’autophagie (Bellot et al 2009). D’autres voies de
signalisation sont impliquées dans 1’activation de I’autophagie en conditions d’hypoxie ou d’anoxie
séveres : la protéine DJ-1, dont les mécanismes de régulation ne sont pas encore connus ; la
stimulation d’AMPK par stress métabolique et ’'UPR du RE (Mazure & Pouyssegur 2010). II est
intéressant de noter que D’activité de la kinase PERK et la phosphorylation de elF2a sont
nécessaires a une activation maximale de 1’autophagie, ce qui confirme I’importance de la
phosphorylation de elF2a, et donc d’une réduction globale de I’anabolisme, comme mécanisme
régulateur de I’autophagie (Rouschop et al 2010, Kroemer et al 2010).

Le stress oxydant et le dommage a I’ADN sont aussi des inducteurs d’autophagie a travers
différents mécanismes. Le peroxyde d’hydrogéne exogene peut activer PERK, inhiber mTOR (Liu
et al 2008) ou oxyder et activer la protéase Atg4, accéleérant ainsi la formation des autophagosomes
(Scherz-Shouval et al 2007). D’ailleurs, la réponse cellulaire au stress oxydant implique souvent
I’activation des voies de MAPK (mitogen-activated protein kinase), parmi lesquelles JNK1 active
I’autophagie (Wong et al 2010). Les dommages a I’ADN stimulent I’expression de genes pro-
autophagiques via la protéine oncosuppressive TP53 (Kroemer et al 2010). De facon intéressante,
un role double a été rapporté pour TP53 dans le controle de 1’autophagie (Green & Kroemer 2009).
Celle-ci exerce une activité de facteur de transcription au niveau nucléaire et parmi les geénes cibles
de TP53 il y a plusieurs geénes pro-autophagiques ; en revanche, les mécanismes de son activité
inhibitrice de 1’autophagie lorsqu’elle présente dans le cytoplasme ne sont pas encore complétement

¢lucidés (Gan & Guan 2008, Green & Kroemer 2009).
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L’autophagie a aussi un role central dans le controle de la qualit¢ des mitochondries et par
conséquent dans 1’¢limination de celles qui sont endommagées par une autophagie sélective
nommée mitophagie (Wang & Klionsky 2011). Lors d’un stress sublétal, une fraction des
mitochondries subit la perméabilisation de la membrane, un des signaux qui précedent la mort
cellulaire par nécrose ou apoptose (Kroemer et al 2007). Les mitochondries dépolarisées peuvent
étre reconnues par la machinerie autophagique grace a I’intervention d’une kinase mitochondriale,
PINK1, qui est sensible au changement de potentiel transmembranaire (Narendra et al 2010). A la
suite de la dépolarisation mitochondriale, PINK1 s’accumule sur la surface de la mitochondrie et
permet le recrutement de 1’ubiquitine ligase de type E3 Parkin (Narendra et al 2010). Parmi les
cibles de Parkin, on trouve VDACI, une protéine majoritaire de la membrane mitochondriale
externe. L’ubiquitination de VDACI1 permet le recrutement de la protéine p62/SQSTMI, ce qui
aboutit a I’élimination de la mitochondrie par autophagie (Geisler et al 2010). Il est intéressant de
noter que les mécanismes de formation des vésicules autophagiques peuvent étre différents dans la
mitophagie et 1’autophagie induite par carence en nutriment. Il a ét¢é montré qu’au cours de la
mitophagie ou de I’élimination d’agrégats protéiques, la formation d’autophagosome nécessite
I’activité d’une déacetylase qui se lie a ’'ubiquitine (HDACS6), tandis que 1’absence de HDAC6
n’alteére pas le processus autophagique induit par une carence en nutriment (Lee et al 2010).

L’autophagie est, d’un point de vue biochimique, un processus multi-étapes complexe, finement
contrdlé et conservé chez les eucaryotes de la levure aux mammiferes (Figure 10). Nous allons
décrire les détails moléculaires des différentes étapes de I’autophagie chez les mammifeéres.

La premicre étape consiste en I’initiation et la nucléation de la membrane qui formera ensuite la
vésicule autophagique. Cette premicre structure est appelée pre-autophagosomal structure (PAS)
ou phagophore et ses origines peuvent étre multiples : la membrane du RE, la membrane externe de
la mitochondrie ou méme la membrane plasmique (Axe et al 2008, Ravikumar et al 2010). Les
protéines kinases unc-51-like kinases (ULK 1,2 et 3), orthologues de Atgl chez la levure, jouent un
role central dans I’induction de 1’autophagie (Yang & Klionsky 2010). En conditions normales
(présence de nutriment) mTOR inhibe par phosphorylation ULKI (ou ULK2) qui forme un
complexe avec d’autres protéines, parmi lesquelles des cibles de son activité kinase, Atgl3 et
FIP200. Quand mTOR est inhibée (par exemple lors d’une carence en nutriment), ULK1 est activée
par déphosphorylation et elle phosphoryle FIP200 et Atgl3, ce qui permet la formation du
phagophore (Figure 10A)( Kroemer et al 2010).

Malgré que les détails biochimiques de ’activation en aval des constituants pro-autophagiques
par le complexe ULK ne soient pas encore connus, lorsqu’il est actif, il phosphoryle Ambral,

protéine du complexe Bécline 1/Class III PI3K (phosphatidyl inositol 3-phoshate kinase de class
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IIT) (Di Bartolomeo et al 2010). Ce complexe comprend Bécline 1, la PI3K de classe III Vps34,
Ambra 1 (He & Levine 2010). D’autres protéines, comme UVRAG (UV radiation resistence-
associated gene), Atgl4L ou Bif-1/endophilin B1 peuvent interagir avec Bécline 1, modulant
positivement 1’activité de Vps34 et la genese de phosphatidyl inositol 3-phoshate (PI3P), permettant
le recrutement d’autres protéines nécessaires a la nucléation de la vésicule. (Kroemer et al 2010).

Drailleurs, il existe d’importants régulateurs négatifs de 1’autophagie qui exercent leur activité a
travers une interaction avec Bécline 1. Ces inhibiteurs appartiennent aux membres anti-apoptotiques
de la famille Bcl-2 (Bcel-2, Bel-Xp, et Mcl-1) (Maiuri et al 2007). En présence d’un stimulus pro-
autophagique, ces interactions inhibitrices sont interrompues par différents mécanismes, tels que la
phosphorylation de Bcl-2 ou du domaine BH3 de Beclin 1, ou la compétition avec des protéines
pro-apoptotiques (BNIP3, Bad, Bik, Noxa, Puma et BimEL) (Pattingre et al 2009, Maiuri et al
2007, Bellot et al 2009). L’étape suivante consiste en [’¢longation et la formation de
I’autophagosome (Figure 10C). La membrane croit et commence a entourer les macromolécules et
les organites cytoplasmiques. Cette étape nécessite deux systemes de conjugaison «ubiquitin like».
Le premier systéme permet la conjugaison covalente entre Atgl2 et Atg5 grice aux enzymes E1-
like Atg7 et E2-like Atgl0. Le complexe Atgl2/Atg5 interagit de facon non covalente avec Atgl6
pour former un «manteau» (coating) sur le feuillet cytosolique de la membrane du phagophore
(Yang & Klionsky 2010).

Les concentrations de Atg5 peuvent é&tre controlées par les calpaines, cystéine protéases
dépendantes du calcium : une réduction du Ca®" cytosolique augmente la disponibilité de Atg5
entier et la formation du complexe pro-autophagique Atgl2/Atg5 (Xia et al 2010). Le deuxieme
systeme permet la conjugaison covalente entre la glycine de la protéine LC3 et la phospholipide
phosphatidyléthanolamine (PE) grace a I’action séquentielle de la protéase Atg4, et des enzymes
El-like Atg7 et E2-like Atg3. La conjugaison du PE a LC3 (LC3-II) permet 1’association stable de
LC3-II aux deux faces de la membrane de 1’autophagosome et sa détection biochimique et
microscopique est utilisée pour mesurer 1’autophagie (Mizushima et al 2004). Une fois
I’autophagosome formé, le manteau est désassemblé et il y a le clivage de la liason LC3-PE par
Atgd. Cela permet le recyclage des différentes protéines et leur réutilisation pour former d’autres
autophagosomes (Yang & Klionsky 2010). L’autophagosome dépourvu des protéines du manteau
est appelé amphisome et sa membrane externe débute la fusion avec la membrane des vésicules
endosomales tardives, apportant des hydrolases et des ions H', ce qui diminue le pH de la lumiére
de I’amphisome. Ensuite I’amphisome est adressé vers les lysosomes et la fusion entre amphisome
et lysosome est effectuée par les protéines LAMP 1, 2 (lysosome-associated membrane protein 1

and 2) et RAB 7 (une GTP-binding protein) (Corcelle et al 2009). La fusion avec les lysosomes
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apporte plus d’hydrolases et acidifie ultérieurement le pH, aboutissant a la formation d’un

autophagolysosome.
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Figure 10. Schéma général et composants majeurs de ’autophagie chez les mammiféres. Les
inducteurs de 1’autophagie, comme la carence des nutriments, modulent 1’interaction inhibitrice entre
TORCI et le complexe ULK1/2. A travers la phosphorylation de Ambra 1, le complexe ULK1/2 (A) régule
I’activité du complexe Beclin 1//class III phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) (B). Beclin 1 interagit avec
différents facteurs qui augmentent (bleu) ou inhibent (gris) son lien avec Vps34, I'unité catalytique de PI3K,
dont I’activité de kinase lipidique est essentielle pour I’autophagie. Au dela de ces complexes, la formation
des autophagosomes nécessite la participation de deux systémes de conjugaison du type ubiquitine
(Atgl2/AtgS et Atg8/LC3) (C) Le deux systémes de conjugaison sont essentiels pour la biogenése de la
membrane, appelée aussi, « phagophore ». De plus, le systéme ATG8/LC3 est nécessaire pour le transport et
la maturation de ’autophagosome. Les autophagosomes matures peuvent fusionner avec des endosomes
tardifs possédant la protéine Rab7 pour former des amphisomes. En fin, les autophagosomes ou amphisomes
fusionnent leurs membranes avec les lysosomes acides pour acquérir les enzymes hydrolytiques nécessaires
a dégrader leur cargo, et recycler les molécules essentielles dans le cytoplasme (D). Adapté par Kroemer et
al 2010.
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La membrane interne et le matériel cytoplasmique sont dégradés en acides aminés, acides
nucléiques et acides gras par des hydrolases pH dépendant, les cathepsines (B, D, L) (Kroemer &
Jaattela 2005). Ces ¢éléments simples quittent le lysosome par des pores membranaires pour étre
réutilisés par la cellule.

De nombreuses ¢études récentes ont montré 1’implication de I’autophagie dans différentes
conditions pathologiques du foie.

Des premicres études des années 70-80 avaient déja montré la présence de 1’autophagie dans le
contexte des Iésions d’ischémie/reperfusion (Mortimore & Schworer 1977, Schneider &
Gorschboth 1983). Dans un contexte d’hépatectomie partielle, nous avons montré que, dans des
foies stéatosiques et présentant des atteintes vasculaires suite a des cycles de chimiothérapie,
I’autophagie induite par un preconditionnement ischémique est corrélée avec une diminution de la
nécrose (Domart et al 2009, Degli Esposti et al 2010). Nous avons également montré une induction
de D’autophagie dans des biopsies de greffons stéatosiques soumis a un préconditionnement
ischémique et, de fagon intéressante, la présence de I’autophagie était corrélée avec une diminution
des épisodes de rejet aigu et chronique et avec une tendance a la diminution de I’index nécrotique
(Degli Esposti et al 2011). D’autres études récentes montrent des résultats qui suggerent, dans leur
ensemble, que I’induction de 1’autophagie peut avoir un effet protecteur pour les hépatocytes dans
le cas d’une ischémie suivi par une reperfusion (Shin et al 2008, Kim et al 2008). Cependant,
I’absence de données qui concernent ’interaction entre les hépatocytes, les cellules endothéliales et
les cellules inflammatoires dans ce contexte pro-autophagique limite encore la compréhension du
role de I’autophagie dans les 1€sions d’ischémie/reperfusion (Rautou et al 2010).

Au dela de son role dans le maintien de ’homéostasie cellulaire, ’autophagie a été récemment
reconnue comme une composante de I’immunité innée et adaptative (Rautou et al 2010).

Dans le contexte des hépatites virales, il est intéressant de remarquer comment les virus de
I’hépatite C et B ont développé des stratégies pour utiliser la machinerie de 1’autophagie a leur
bénéfice. En particulier I’autophagie est nécessaire pour les premieres phases de la réplication du
virus de I’hépatite C (Dreux et al 2009) et elle accroit significativement la réplication du virus de
I’hépatite B pendant la phase de réplication de I’ADN, mais faiblement pendant la transcription de
I’ARN (Sir et al 2010).

Les données concernant le role de 1’autophagie dans les 1ésions hépatiques aigues sont rares;
chez I’homme, les seules données disponibles ne montrent pas une induction de 1’autophagie, sauf
dans des cas d’insuffisance hépatique dans un contexte d’anorexia nervosa (Rautou et al 2008).

Dans le cas des hépatopathies alcooliques, 1I’autophagie est réduite dans les hépatocytes (Harada

et al 2010, Zatloukal et al 2007). Les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore élucidés, mais
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I’ethanol cause une diminution de Dactivit¢ de I’AMPK (qui inhibe mTOR, activant ainsi
I’autophagie) et aussi une altération du trafic vésiculaire dans les hépatocytes, nécessaire a un
fonctionnement correct de ’autophagie (You et al 2010, Kochl et al 2006). La diminution de
I’activité autophagique peut contribuer aux conséquences pathologiques de 1’abus d’alcool, comme
la formation des corps de Mallory, dans lesquels on retrouve la protéine autophagique p62
(Komatsu et al 2010).

Récemment, il a été montré que 1’autophagie est impliquée dans le métabolisme hépatocytaire
des lipides, suggérant son implication dans la pathogeneése de la NAFLD (Singh et al 2009).
L’autophagie des réserves lipidiques est nommée macrolipophagie. Comme dans 1’autophagie, dans
la macrolipophagie on observe des vésicules a double membrane qui entourent de gouttelettes
lipidiques et les adressent vers le compartiment lysosomial ou les lipides sont dégradés en acides
gras et glycérol. La présence de cette voie de dégradation des lipides, alternative aux lipases
cytosoliques, explique la capacité du foie a mobiliser aussi rapidement des quantités importantes de
lipides, bien que le contenu en lipases soit modeste comparé a ceux des adipocytes (Zechner et al
2009, Czaja 2010). Dans des modeles murins d’obésité chronique et d’insulino-résistance génétique
(souris ob/ob) et diététique (régime a contenu €leveé en graisses), I’augmentation de la disponibilité
des lipides est corrélée avec une diminution des marqueurs autophagiques dans le foie (Singh et al
2009, Czaja 2010, Yang et al 2010, Liu et al 2009). Les mécanismes qui ont été proposés
concernent des inhibitions tant transitoires qu’a long terme. La voie mTOR peut induire les
inhibitions de courte durée, alors que la régulation de longue durée dépendrait du contrdle
transcriptionnel par le facteur FoxO, celui-ci étant inhibé par 1’activation de protéines kinase B
induite par I’insuline (Liu et al 2009). Dans 1’obésité, 1’autophagie tend a étre diminuée. Il existe
plusieurs mécanismes qui peuvent expliquer ce déclin. Premicérement, le fait que 1’obésité augmente
I’expression de la protéase calpaine 2, qui clive la protéine Atg7, essentielle a la formation de
I’autophagosome, deuxiemement le fait que, dans des conditions d’obésité, 1’activation de mTOR
soit augmentée a cause de I’exces d’acide aminés provenant de 1’alimentation (Yang et al 2010,
Codogno & Meijer 2010).

L’autophagie semble avoir un role double dans 1’établissement de I’inflammation dans le
contexte de I’obésité. D’un coté, un défaut d’autophagie augmente et entretient le stress RE causé
par I’exces d’alimentation, ce qui contribue au développement d’une insulino-résistance (Yang et al
2010, Hotamisligil 2010). De I’autre coté, il a ét¢ montré que, dans les adipocytes, I’induction d’un
stress RE est suffisante a induire une dégradation de ’adiponectine, adipokine anti-inflammatoire,

dépendante de I’autophagie (Zhou & Liu, 2010).
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Le dysfonctionnement de I’autophagie a ¢été corrélé avec le développement du cancer,
notamment a cause de la délétion mono-allélique du géne bécline 1 dans 40-75% des cancers du
sein, ovarien, et de la prostate (Morselli et al 2009, Mathew et al 2007). En ce qui concerne le
carcinome hépatocellulaire, des études in vitro, chez la souris et chez ’homme, ont confirmé que
I’autophagie joue un role suppresseur de tumeur, bien que les mécanismes oncosuppresseurs de
I’autophagie ne soient pas encore €lucidés (Qu et al 2003, Ding et al 2008). Méme s’il semble
paradoxal qu'n mécanisme essentiellement pro-survie soit anti-tumoral, certaines fonctions «anti-
tumorales» de I’autophagie ont été proposées, notamment la capacité de limiter 1’instabilité
génomique, la diminution du stress oxydant, de la nécrose intra-tumorale et de I’inflammation

locale (Morselli et al 2009, Mathew et al 2007).
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IV. La tolérance a la mort cellulaire comme mécanisme impliqué dans

la cancérogenése hépatique

La tolérance a la mort est un des aspects caractéristiques des cellules cancéreuses. Au cours du
développement tumoral ou de la radio/chimiothérapie, les cellules tumorales rencontrent des
conditions de stress physiologique qui normalement induisent 1’apoptose, connue pour &tre une
mort programmeée qui s’oppose a la tumorigenése (Hanahan & Weinberg 2011). Cependant, il est
aussi bien établi que les senseurs classiquement impliqués dans le transfert de signaux qui
emmenent ensuite a I’exécution du programme apoptotique sont souvent anormaux (Adams & Cory
2007). Une des anomalies les plus fréquentes est la perte de fonction de TP53, qui active I’apoptose
en réponse a un endommagement excessif de ’ADN (Juntilla & Evan 2009). Les cellules tumorales
utilisent de nombreuses stratégies pour limiter la mort apoptotique : une augmentation de
I’expression des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-xp) ou des facteurs favorisant la survie
(Insulin-like growth factors 1 et 2), ou bien encore une diminution de 1’expression des protéines
pro-apoptotiques (Bax, Bim, Puma) (Hanahan & Weinberg 2011). D’ailleurs, le développement
d’une tolérance a la mort cellulaire peut étre un événement qui survient assez précocément au cours
de la tumorigenése, car il semble nécessaire a une progression vers un grade de malignité avancée
(Lowe et al 2004).

Comme nous I’avons précédemment décrit, le développement de la NAFLD vers la NASH est
un facteur de risque pour le développement d’un carcinome hépatocellulaire (CHC) (Page &
Harrison 2009). L’obésité est a la fois un facteur de risque reconnu pour la NASH et le CHC
(Caldwell et al 1999). 11 a été reporté un risque relatif de développer un cancer du foie de 1,68 et
4,52 respectivement chez des femmes ou des hommes obeses par rapport aux sujets du méme sexe
non-obeses (Calle et al 2003). Le diabéte de type 2 est un autre élément clé du syndrome
métabolique caractérisé par I’insulino-résistance (Page & Harrison 2009) et un facteur de risque
pour la NASH et le CHC (Adams et al 2005, El-Serag et al Gastroenterology 2004). De fagon
préoccupante, il a ét€ montré que 1’obésité et le diabeéte de type 2 ont un effet synergique sur le
risque de développement d’un CHC (Polesel et al 2009, Chen et al 2008).

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés aux mécanismes de tolérance a la mort cellulaire
dans des foies stéatosiques humains et dans des modeles cellulaires de NASH. Nous avons utilisé a
ce but le modele du préconditionnement ischémique (PI), une technique décrite pour la premiere
fois dans le cceur par Murry et al (1986), qui consiste, grace a de courtes périodes d’occlusion

vasculaire avant I’ischémie, a conférer une protection contre les lésions d’I/R.
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IV.1 Le préconditionnement ischémique comme modele d’étude des mécanismes de tolérance
a la mort cellulaire

Les 1ésions d’ischémie/reperfusion sont caractérisées par une nécrose cellulaire et une réponse
inflammatoire. La nécrose est causée essentiellement par 1’absence d’oxygene et elle peut s’établir
quelques minutes apres 1’ischémie dans certains tissus tels que le ceeur et le foie (Farber et al 1981).
La réponse inflammatoire est déclenchée par I’effet oxydant de la reperfusion et elle peut amplifier
les 1ésions ischémiques tant au niveau local que systémique (Parks & Granger 1986).

C’est en 1986 que Murry et al montraient pour la premicre fois le phénomene du PI sur les cceurs
dans un mod¢ele expérimental chez le chien. Il a montré qu’aprés 40 minutes d’occlusion des
coronaires, la zone d’infarctus chez les animaux préconditionnés était inferieure de 70% par rapport
aux contrles (Murry et al 1986). Le PI était efficace en quelques minutes et pour 2-3 heures, ce qui
suggere le déclenchement de médiateurs des effets a court terme. Des agonistes libérés localement,
tels que I’adénosine, la bradykinine, les catécholamines ou les opioides peuvent induire une réponse
protective en se liant a des récepteurs de membrane couplés aux protéines G (Cohen et al 2000). De
facon intéressante, il a été décrit qu’une deuxiéme fenétre de protection se produisait aprés environ
24h du PI (Kuzuya et al 1993) avec une durée prolongée de 48-96 heures mais moins protectrice
(Bolli 2000).

Le PI induit une tolérance a l’ischémie par différents mécanismes (Pasupathy & Homer-
Vanniasinkam 2005) synergiques qui ont comme dénominateur commun la diminution de la
consommation d’ATP.

De facon générale, le PI réduit la demande d’énergie pendant 1’ischémie (Jennings et al 2001).
Un des mécanismes de downregulation du métabolisme semble passer par 1’activation de I’AMPK
qui inhibe la glycolyse (Vincent et al 1992). D’ailleurs I’AMP, activateur allostérique de I’ AMPK
augmente au cours du PI (Pasupathy & Homer-Vanniasinkam 2005) et I’inhibition de I’AMPK
¢limine les bénéfices du PI chez le rat (Peralta et al 2001). Un des mécanismes proposés est
I’amélioration de I’efficacité du réseau de transfert énergétique (Pucar et al 2001). En effet la
production d’ATP est physiologiquement couplée aux sites d’utilisation par des voies enzymatiques
comprenant la créatine kinase, 1’adenylate kinase et les enzymes glycolytiques (Pasupathy &
Homer-Vanniasinkam 2005). Une étude par spectroscopie a résonance magnétique nucléaire a
montré que le PI change la distribution des phosphates a haute énergie, ce qui rend le réseau de
transfert énergétique plus performant (Pucar et al 2001). Un autre mécanisme consiste en une
restriction du passage passif de ions a travers la membrane plasmique, ce qui permettrait de
diminuer activité de la Na'/K" ATPase, enzyme qui utilise des grandes quantités d’ATP pour

garder le potentiecl de membrane, en réajustant 1’équilibre énergétique (Hochachka 1986). Ce
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mécanisme protége ainsi de I’accumulation intracellulaire de Na', qui serait suivi par un influx
d’eau et qui aboutirait a un gonflement et a une rupture de la cellule. De plus, pendant une ischémie
prolongée, on observe une accélération de la glycolyse anaérobie, qui induit une production de H"
et une acidose dans le tissu ischémique (Dennis et al 1991). Lors de la reperfusion, on observe un
rétablissement trop rapide du pH intracellulaire et un influx de Na™ et Ca®" via le transporteurs
Na'/H" et Na"/Ca”", ce qui peut provoquer une nécrose cellulaire (Scholz & Albus 1993). En effet il
a ét¢ montré que le PI prévient 1’accumulation de Na' intracellulaire et 1’acidose dans les
hépatocytes de rat soumis a anoxie prolongée (Carini et al 2000). L’équilibre ionique a travers les
membranes interne et externe de la mitochondrie est aussi essentiel pour 1’intégrité de la cellule. Le
PI garde ouvert les canaux Karp des mitochondries, en réduisant I’accumulation du calcium dans la
matrice, ce qui protege de la libération des médiateurs apoptotiques de la mitochondrie. (Wang et al
2001). Enfin, il a ét¢ montré que le PI peut activer des voies de signalisation qui favorisent la survie
cellulaire, notamment NF-xB qui, via la voie de MAPkinase, permet aux hépatocytes
préconditionnés d’entrer dans le cycle cellulaire apres ischémie prolongée (Teoh et al 2002).

Le PI induit une tolérance a la reperfusion, notamment par des mécanismes divers concernant la
régulation du stress oxydant (Pasupathy & Homer-Vanniasinkam 2005). En effet la reperfusion,
bien que nécessaire pour rétablir la phosphorylation oxydative et éliminer 1’accumulation des
produits toxiques formés au cours de I’ischémie, a des conséquences locales et systémiques
importantes (Grace 1994). Une partie des ERO est produite au cours de la dégradation de la
xanthine par la xanthine oxydase (XO) et ils sont les principaux responsables des lésions de
reperfusion. Dans les tissus sains, 90% de cet enzyme est dans sa forme de déshydrogénase (XD).
Au cours de I’ischémie, ’influx de Ca>" active des protéases qui catalysent la conversion de la XD
en XO dans les cellules endothéliales (McCord et al 1985). Cela prédispose a la génération des
ERO lors de la reperfusion et par conséquence aux Iésions tissulaires dues a la peroxydation des
membranes et a I’activation des leucocytes (Pasupathy & Homer-Vanniasinkam 2005). Le PI
diminue la conversion de la XD en XO dans les foies des rats soumis a une ischémie froide, ce qui
s’accompagne a une diminution du stress oxydant (Fernandez et al 2002). De plus, il a été montré
que le PI diminue I’activation des cellules de Kupffer et maintient le potentiel redox des
mitochondries dans les foies de rat (Glanemann et al 2003). L’homéostasie mitochondriale semble
jouer un role central dans le controle des lésions I/R, car la mitochondrie est source importante
d’ERO, organelle clé dans I"homéostasic du Ca®" et intégrateur des signaux qui déterminent la
survie ou la mort cellulaire (Kroemer et al 2007). Le PI semble favoriser la conservation de
I’intégrité de la membrane mitochondriale, ce qui est suggéré par une diminution de la libération du

Apoptotic Inducing Factor (AIF) et Dl’inhibition de la perméabilit¢ du pore de transition
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mitochondriale, dont I’ouverture peut initier 1’apoptose (Kim & Han 2003, Hausenloy et al 2002).
De plus, il a ét¢ montré que le PI diminue la concentration hépatique de TNFa, un inducteur
important de I’apoptose dans le foie, modulant la mort caspase dépendante (Yadav et al 1999).

Au dela des effets cellulaires observés, le PI peut également moduler des réponses systémiques
telles que la microcirculation et la réponse inflammatoire (Pasupathy & Homer-Vanniasinkam
2005). Apres reperfusion, on peut observer un phénoméne connu sous le nom de no reflow
phenomenon. 1l consiste en une absence de reperfusion (jusqu’a 30% du lit vasculaire) causée par
une nécrose post-ischémique des cellules endothéliales, une diminution de biodisponibilité de NO et
une activation des plaquettes et neutrophiles (Rezkalla & Kloner 2002, Dayton et al 2002). Le PI
diminue ce phénomene par une augmentation de la production des molécules vasodilatatrices, telles
que les eicosanoides et le NO (Lefer & Lefer 1996, Peralta et al 1996). La reperfusion permet
d’ailleurs aux cytokines inflammatoires produites pendant le stress hypoxique de circuler a distance
du site de production, aboutissant a une réponse inflammatoire systémique (Pasupathy & Homer-
Vanniasinkam 2005). De fagon intéressante, il a ét¢ montré que les rats dont le foie avait été
préconditionné, présentaient a la fois des concentrations hépatiques moindres de TNFoa et une
diminution de I’expression de la P-selectine, protéine que permet 1’adhérence et I’infiltration de
neutrophiles dans des organes éloignés (Peralta et al 2001). De plus, I’équipe de notre laboratoire et
I’équipe de C. Peralta ont montré de fagon indépendante que le PI exerce une activité anti-
inflammatoire en modulant la synthese de NO et ’action de I’IL-1 (Barrier et al 2005, Franco-Gou
2006). Au cours de la transplantation hépatique, 1’activation de I’AMPK, une kinase centrale dans
la régulation du métabolisme énergétique, est augmentée par le PI tant dans les foies stéatosiques
que dans les foies non stéatosiques. L’AMPK induit la synthése de NO, pour lequel un role
protecteur pour les greffons a été confirmé (Carrasco-Chaumel et al 2005).

Enfin, il est intéressant de noter que les effets du PI ne sont pas toujours les mémes dans le foies
stéatosiques par rapport au non-stéatosiques, les réponses étant parfois modulées soit par des
mécanismes moléculaires différents soit par une intensité différente du méme mécanisme. Dans les
greffons stéatosiques, une plus grande quantité de xanthine et xanthine oxydase a été observée par
rapport aux greffons non stéatosiques. Celle-ci était corrélée a une augmentation de la peroxydation
lipidique (Fernandéz et al 2004). Le PI diminuait les concentrations de xanthine et de xanthine
oxydase dans les foies stéatosiques. Il a été décrit que les foies stéatosiques sont plus prédisposés a
subir une diminution de PPAR-a, un facteur de transcription qui régule 1I’inflammation au niveau
hépatique, de facon concomitante avec une surexpression d’adiponectine a la suite d’un I/R
(Massip-Salcedo et al 2008). Cette condition, induite par les MAP kinases, résulte en une

augmentation du stress oxydant et des lésions hépatiques. Le PI montre un effet agoniste dans
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I’activation de PPARa., ce qui inhibe 1’activation de MAP kinase et 1’accumulation d’adiponectine,
avec pour résultat une diminution du stress oxydant et des lésions d’I/R (Massip-Salcedo et al
2008).

Il est remarquable que les foies stéatosiques, qui présentent une capacité¢ de synthése de ’ATP
détériorée (Peralta et al 2001), soient aussi ceux qui bénéficient plus des effets métaboliques du PI.
Le PI a un meilleur effet de maintien sur I’activit¢ de I’ATP synthétase et le taux de respiration
mitochondriale dans les foies stéatosiques par rapport aux foies non stéatosiques dans un mod¢le
animal d’I/R chaude (Rolo et al 2009). Nous avons montré que des greffons stéatosiques soumis a
PI présentent une activation de I’autophagie significativement plus importante par rapport aux foies
préconditionnés non stéatosiques et que 1’autophagie est activée par le PI dans les foies rendus
stéatosiques a la suite d’une chimiothérapie (Degli Esposti et al 2011, Domart et al 2009).
L’autophagie, dont les détails biochimiques ont été¢ décrits dans le chapitre précédent, est un
mécanisme catabolique qui permet de recycler des acides aminés et d’autres composants
moléculaires simples a partir de la dégradation de protéines et d’organelles endommagées
(Mizushima et al 2008). L autophagie est rapidement induite lorsque la cellule nécessite de générer
de ’énergie et des nutriments par exemple dans le cas de carence en nutriments (Mizushima et al
2008). Dans le contexte de I’'I/R des foies stéatosiques, il est possible que I’autophagie vienne lutter
contre une déplétion d’ATP pour retarder la mort cellulaire. L’autophagie représente donc un
mécanisme au carrefour de I’homéostasie métabolique et de la survie cellulaire, dont un

fonctionnement dérégulé est impliqué dans différentes pathologies hépatiques (Rautou et al 2010).

IV.2 Le risque de cancérogenese par un excés de tolérance aux stress chroniques

L’incidence du développement d’un carcinome hépatocellulaire chez des patients suivis pour
NASH est rapporté depuis peu dans de grandes séries, bien que les chiffres soient variables (Page &
Harrison 2009). Les mécanismes de cancérogenese sont encore méconnus. Les liens les plus
probables sont 1) la production accrue d’ERO et leurs conséquences sur les attaques radicalaires des
macromolécules, notamment les acides nucléiques ou encore les protéines des systemes de
réparation des anomalies de I’ADN ; 2) la libération de débris cellulaires et de cytokines pro-
inflammatoires au cours de la nécrose, notamment I’IL-1, provoquant une inflammation chronique
faisant le lit de développement de tumeurs primitives, et «3) un défaut de mort cellulaire
programmée aboutissant a la survie de cellules portant des anomalies génétiques qui pourront étre
transmises a la descendance. C’est ce dernier aspect, qui implique I’autophagie et la mitophagie,

décrites précédemment, que nous allons discuter.
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Le concept de la mort cellulaire programmée par apoptose des cellules constituant un rempart
naturel contre le développement d’une tumeur primitive a été décrit par plusieurs études au cours
des derniéres années (Adams and Cory 2007, Lowe et al 2004, Evan and Littlewood 1998).
D’autres ont montré que 1’apoptose est atténuée dans les tumeurs qui deviennent malignes et dans
celles qui résistent a la thérapie (Adams and Cory 2007, Lowe et al, 2004).

L’activation du programme apoptotique utilise deux voies distinctes mais convergentes, la voie
des récepteurs de mort et la voie mitochondriale. La convergence de ces deux voies, qui passe par
I’interaction des protéines adaptatrices (complexe de signalisation de mort, DISC), se réalise au
niveau de ’activation d’une famille d’enzymes connue sous le nom de caspases (contraction de
cystein-dependent aspartate specific protease). Le signal apoptotique qui transmet le message entre
les protéines régulatrices et les protéines effectrices de 1’apoptose (les caspases) est controlé par la
balance entre membres pro- et antiapoptotiques de la famille de Bcl-2 (Adams and Cory 2007). Bcl-
2 et les protéines de la méme famille (Bcl-xL, Bel-w, Mcl-1, A1) sont des inhibiteurs de 1’apoptose.
Leur mécanisme d’action consiste a lier et inhiber deux protéines pro-apoptotiques (Bax et Bak)
qui, si elles sont activées, forment des pores dans la membrane externe des mitochondries causant la
libération dans le cytosol d’autres médiateurs pro-apoptotiques, tels que le cytochrome ¢ ou AIF
(Adams and Cory 2007). D’autres protéines pro-apoptotiques ne possedent que le domaine 3
d’homologie a Bcl-2, nommeées protéines BH3-only (Kuwana et al 2005). Ces protéines se lient aux
membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 en les inhibant, ce qui permet 1’activation de Bax et
Bak (Leber et al 2007).

Les conditions déclenchant I’apoptose ne sont pas toutes connues. Toutefois il a ét€ montré que
diverses anomalies des acteurs de I’apoptose jouent un role clé dans le développement des tumeurs
(Adams and Cory 2007, Lowe et al, 2004).

Les cellules cancéreuses acquierent différentes stratégies pour échapper a I’apoptose. La plus
commune est la perte de fonction de la protéine TP53, un senseur qui active 1’apoptose a la suite
d’un endommagement de I’ADN. Les tumeurs peuvent aussi détourner I’apoptose a travers une
expression accrue des régulateurs antiapoptotiques (Bcl-2, Bel-xL) ou de signaux de survie, tels que
I’Insulin-like growth factors 1 et 2 ; voire a travers une diminution des facteurs pro-apoptotiques
(Bax, Bim, Puma), ou par un court-circuit de la signalisation des récepteurs de mort (Hanahan &
Weinberg 2011). La multiplicité des mécanismes pour échapper a 1’apoptose refléte les différents
types de stress que les populations des cellules tumorales rencontrent pendant leur évolution vers la
malignité (Hanahan & Weinberg 2011).

Un dysfonctionnement de [’apoptose est caractéristique du processus de cancérogencse

hépatique (Schattenberg et al 2011). Une diminution de la sensibilité a la signalisation du récepteur
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de mort CD95/Fas contribue a la transformation maligne des hépatocytes (Lee et al 2001).
L’inhibition de 1’apoptose a travers une diminution de I’expression de protéines adaptatrices des
DISCs est aussi un mécanisme commun par lequel les cellules transformées évitent la mort
cellulaire (Schuchmann et al 2003). Cependant, un taux apoptotique ¢levé est corrélé avec la
présence des processus inflammatoires et fibrogéniques (Vick et al 2009, Takehara et al 2004). Les
Iésions et le renouvellement des hépatocytes sont aussi essentiels pour déclencher la transformation
maligne des cellules hépatiques. En effet, 1’élimination des cellules par apoptose favorise la
prolifération hépatocytaire (Malhi et al 2010). L’interaction entre le renouvellement cellulaire di a
I’apoptose, un stimulus constant pro-apoptotique et la réponse fibrotique de la matrice
extracellulaire donne lieu a un microenvironnement favorisant le développement d’un cancer du
foie (Malhi et al 2010).

Si ’apoptose et les stratégies utilisées par les cellules cancéreuses afin d’éviter 1’apoptose sont
connues depuis longtemps, c’est seulement au cours de la derniére décennie que le concept de mort
programmé devient plus large, grace a la compréhension des interrelations entre 1’apoptose et
d’autres formes de mort cellulaire, telles que la nécrose, la necroptose et la mort autophagique
(Hanahan & Weinberg 2011). D’ailleurs ces interrelations correspondent a une intégration de 1’état
métabolique de la cellule avec les stress endogénes (ERO, stress du RE) et exogene (cytokines et
adipokines, hypoxie).

L’autophagie, comme nous I’avons décrit auparavant, représente une réponse physiologique qui,
comme I’apoptose, fonctionne a un niveau basal faible, mais qui peut étre fortement induite dans
certaines conditions de stress, la plus connue étant la carence en nutriments (Levine and Kroemer,
2008; Mizushima et al, 2004). Des études récentes ont montré une interaction entre les circuits de
régulation de 1’autophagie, I’apoptose et I’homéostasie cellulaire. C’est le cas des signalisations des
kinases PI3-kinase, AKT, et mTOR kinases, qui sont activées par des signaux de survie qui
bloquent a la fois 1’apoptose et 1’autophagie (Levine and Kroemer, 2008; Sinha & Levine, 2008;
Mathew et al, 2007). Lorsque les signaux de survie ne sont pas suffisants, 1’atténuation des trois
voies peut donner lieu a I’activation de 1’apoptose et/ou de 1’autophagie (Levine and Kroemer 2008,
Sinha & Levine 2008, Mathew et al 2007).

La protéine Bécline-1, dont le role essentiel dans ’activation de 1’autophagie a été décrit dans un
chapitre précédent, appartient a la famille de protéines BH3-only, qui possédent un domaine pour
lier les protéines Bcl-2/Bcl-xp (Levine and Kroemer 2008, Sinha & Levine 2008). Le complexe Bcl-
2/Bécline 1 rend la Bécline 1 inactive, inhibant 1’induction de 1’autophagie. 11 est donc possible que,

selon 1’état physiologique de la cellule, une compétition des protéines senseurs de stress de la
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famille BH3-only pour Bcl-2, puisse donner lieu a une induction de I’autophagie et/ou de I’apoptose
(Hanahan & Weinberg 2011).

Le role de I’autophagie dans la cancérogenese est complexe et dépendant du contexte (Mathew
& White 2011). En effet, les souris porteuses d’alleles inactifs du géne pour Bécline 1 ou d’autres
composantes de la machinerie de 1’autophagie présentent une susceptibilit¢ plus élevée au
développement de cancers (White and DiPaola 2009, Levine & Kroemer 2008). Ces résultats
montrent que I’autophagie est une voie qui supprime la tumorigenése, en limitant probablement le
stress oxydant et les 1ésions tissulaires qui peuvent déclencher I’initiation d’un cancer (White &
DiPaola 2009, Mathew & White 2011).

La carence en nutriments, la radiothérapie et certains médicaments cytotoxiques peuvent induire
un niveau d’autophagie qui semble permettre la survie de cellules cancéreuses (White & DiPaola
2009 Amaravadi & Thompson 2007, Mathew et al 2007). De plus, il a ét¢ montré que certaines
cellules cancéreuses, soumises a des stress séveres, peuvent se rétrécir grace a I’autophagie, entrant
dans un état de dormance réversible (White & DiPaola 2009, Lu et al 2008). Cette réponse pro-
survie peut permettre la persistance et éventuellement une récidive du cancer a un stade plus avancé
a la suite d’un traitement de chimiothérapie Hanahan & Weinberg 2011).

L’autophagie comme processus de cancérogenese hépatique chez les sujets atteints d’'une NASH
n’a pas été encore décrit, a notre connaissance. Dans ce contexte, ’accumulation de mitochondries
endommagées dans les cellules stéatosiques pourrait étre en partie responsable de la production
d’un exces d’ERO, déclenchant une réaction inflammatoire et/ou des attaques radicalaires des
acides nucléiques ou des lipides, et des protéines, en particulier celles intervenant dans la réparation
des lésions de ’ADN.

Malgré les études réalisées a ce jour, les connaissances sur I’impact des altérations
mitochondriales dans la genese et 1’évolution de la NASH vers un carcinome hépatocellulaire sont
encore insuffisantes. Dans ce contexte, le turn over des mitochondries, plus particulicrement la
modulation de la mitophagie lors de la stéatohépatite, est un mécanisme qui pourrait s’avérer
important. Il est peu exploré a notre connaissance dans cette pathologie. La mitophagie, ou macro-
autophagie appliquée aux mitochondries, est un processus qui garantit 1’intégrité cellulaire en
assurant la dégradation et le recyclage des mitochondries endommagées afin de maintenir entre
autres une production d’ATP a un niveau vital. Une altération de ce processus a déja été mise en
évidence dans plusieurs cas, notamment dans les maladies neurodégénératives (Lutz et al 2009,
Springer & Kahle 2011, Santos et al 2010). Une mitophagie anormale provoque une accumulation

de mitochondries endommagées sources d’ERO nocives pour les composantes cellulaires, en
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premicres lignes desquelles se trouvent les mitochondries elles-mémes. Ceci participe ainsi par un
phénomene d’auto-amplification des ERO a la genese d’un stress oxydant délétere pour la cellule.
Il est possible que le stress cellulaire chronique généré par la stéatose perturbe le turn-over des
mitochondries, en particulier la mitophagie. En conséquence, 1’accumulation de mitochondries
endommagées dans les cellules stéatosiques serait en partie responsable de la production d’un exces
d’ERO, déclenchant une réaction inflammatoire et/ou des attaques radicalaires des macromolécules,
notamment les acides nucléiques. La survie de telles cellules, via I’autophagie par exemple, pourrait
permettre la transmission des anomalies génétiques a la descendance et ainsi €tre une nouvelle voie
de cancérogenése.

En conclusion, I’autophagie semble avoir des effets contradictoires sur les cellules et donc sur la
progression tumorale (White & DiPaola 2009). Il est nécessaire que la recherche a venir éclaircisse
les conditions physiologiques déterminant quand et comment 1’autophagie permet la survie ou

cause la mort cellulaire ainsi que son rdle dans les étapes précoces de transformation tumorale.
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OBJECTIFS

La stéatose hépatique, caractérisée par une accumulation de triglycérides sous forme de
vésicules, est connue depuis de nombreuses années. La réponse inflammatoire engendrée par cette
accumulation est également décrite depuis plusieurs années. Sa description a permis de définir
«two hits » indispensables a la gen¢se d’une stéatohépatite ou NASH. Le premier étant
I’accumulation de lipides, le second, la genese d’un stress oxydant et la libération de cytokines. La
NASH est une des conséquences pathologiques du syndrome métabolique au cours duquel une
résistance des tissus a I’insuline se développe. Récemment, la composition des lipides accumulés
dans la NASH a été décrite et montre la présence de cholestérol libre et de différents métabolites
des acides gras dont la toxicité est grande mais variable. De fagon surprenante, une nouvelle
hypothese tend a émerger quant aux roles protecteurs de certaines especes lipidiques. En effet, le
stockage des triglycérides sous forme de vésicules pourrait étre un mécanisme de survie cellulaire
(Choi & Diehl 2008). 1l s’agirait principalement d’une tolérance a la mort cellulaire par nécrose ou
apoptose. Dans ce contexte, 1’activation de I’autophagie serait capitale et la nécrose ne serait plus
un mécanisme non contrdlé, mais au contraire un systeme finement régulé.

La tolérance a la mort cellulaire est une des caractéristiques des cellules dont 1I’organe est soumis
a un préconditionnement ischémique avant une ischémie-reperfusion plus longue (Murry et al
1986). Le PI entraine la régulation positive de I’expression de genes anti-apoptotiques ou la
répression de genes pro-apoptotiques. Ces mécanismes ont été largement décrits dans la tolérance
du cceur et du foie a I’ischémie-reperfusion sans étre pour autant complétement ¢lucidés a ce jour.
Cependant, ces travaux offrent des pistes intéressantes quant aux voies de signalisation impliquées
dans les mécanismes de tolérance a la mort cellulaire.

La tolérance a la mort cellulaire est ¢galement une caractéristique des cellules cancéreuses qui
surviendrait assez précocement dans le développement tumoral. Celle-ci ne reposerait pas
seulement sur la présence des mutations dans les genes qui codent pour les protéines contrdlant
I’apoptose (Hanahan & Weiberg 2011). La littérature récente a montré I’existence de systémes de
réponse aux stress impliquant un contrdle de I’homéostasie tant au niveau tissulaire qu’au niveau
cellulaire (Hanahan & Weiberg 2011, Kroemer et al 2010, Hotamisligil 2010). Ces systémes
integrent les signaux provenant du métabolisme énergétique cellulaire, de I’état du catabolisme et
anabolisme cellulaires et du microenvironnement tissulaire (Sonnenschein & Soto 2008, Kroemer et
al 2010). Les organelles subcellulaires, telles que la mitochondrie et le réticulum endoplasmique,
jouent un rdle critique dans I’intégration de ces signaux (Hotamisligil 2010, Galluzzi et al 2010).

Dans ce contexte, 1’autophagie, un processus du catabolisme intracellulaire essentiel pour le
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développement, la différentiation, la survie et I’homéostasie cellulaire, est considérée comme un des
mécanismes principaux dans I’intégration de la réponse aux stress et son dysfonctionnement est
impliqué dans la cancérogenese (Kroemer et al 2010, Mathew & White 2011).

Des données expérimentales récentes suggerent 1’existence d’un réseau complexe d’interactions
moléculaires qui lient dans la NASH, comme dans le cas de la cancérogenese, le métabolisme
énergétique, la réponse inflammatoire systémique et tissulaire et des altérations subcellulaires, telles
que les Iésions des mitochondries et du réticulum endoplasmique.

L’objectif de notre travail a été d’étudier les mécanismes de tolérance a la mort cellulaire
développés dans les foies stéatosiques et leurs conséquences sur la chronicité et la sévérité de la
maladie ainsi que dans 1’évolution de la NASH vers une tumeur primitive du foie. La
compréhension de ces mécanismes permettrait une meilleure prise en charge des patients atteints
des pathologies hépatiques et le développement de stratégies thérapeutiques et préventives

appropriées.
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RESULTATS ET DISCUSSION

I. Etude des mécanismes de tolérance a la mort hépatocytaire induits par un

préconditionnement ischémique

I-1. Etude des mécanismes de tolérance a la mort hépatocytaire induits par
un préconditionnement ischémique dans le parenchyme hépatique
présentant une stéatose et/ou des atteintes vasculaires liées a un traitement

par chimiothérapie

Article 1: Concurrent induction of necrosis, apoptosis, and autophagy in ischemic preconditioned

human livers formerly treated by chemotherapy

Domart MC*, Degli Esposti D*, Sebagh M, Olaya N, Harper F, Pierron G, Franc B, Tanabe KK,
Debuire B, Azoulay D, Brenner C, Lemoine A.

* Ces auteurs ont contribué¢ également a ce travail

Journal of Hepatology, 2009; 51: 881-889

Article 2: Autophagy is induced by ischemic preconditioning in human livers formerly treated by

chemotherapy to limit necrosis

Degli Esposti D*, Domart MC", Sebagh M, Harper F, Pierron G, Brenner C, Lemoine A.

* Ces auteurs ont contribué¢ également a ce travail

Autophagy, 2010; 6: 172-174

Situation du sujet

Les foies stéatosiques sont décrits pour étre plus sensibles aux lésions d’ischémie/reperfusion
(I/R) que les organes non stéatosiques. Cette sensibilité a été corrélée a une diminution de la
synthése d’ATP et un flux sinusoidal perturbé (Selzner & Clavien 2001, Peralta et al 2001, Farrell

et al 2008). Le préconditionnement ischémique (PI), décrit pour la premiére fois dans le cceur par
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Murry et al (1986), est une technique qui consiste en de courtes périodes d’occlusion vasculaire
avant I’ischémie et confére une protection cellulaire contre les 1ésions d’I/R. Le bénéfice clinique
du PI reste controversé. Au cours de I’hépatectomie, une étude prospective randomisée a montré
que les bénéfices n’étaient observés que chez les sujets jeunes ou atteints de stéatose (Clavien et al
2003), d’autres équipes, dont la notre, n’ont pas montré de bénéfice clinique majeur (Azoulay et al
2006). Cependant, nous avons recherché si le PI, consistant dans nos conditions en 10 min
d’ischémie suivies de 10 min de reperfusion précédant 1’ischémie prolongée nécessaire a la
résection hépatique, pouvait induire une tolérance contre la mort cellulaire due aux Iésions de I’I/R
des foies soumis a une chimiothérapie. En effet, la chimiothérapie néo-adjuvante que les patients
regoivent avant la chirurgie, peut induire une stéatose hépatique et des atteintes microvasculaires,
qui augmentent la sensibilité du foie a I'l/R (Aloia et al 2006, Zorzi et al 2007). Un de mécanismes
a la base de ces altérations pourrait €tre un stress du réticulum endoplasmique (RE). En effet, il a
€té montré qu’un traitement par chimiothérapie induit un stress du RE au niveau hépatique, celui-ci
¢tant connu pour favoriser le développement de la stéatose (Manekeller et al 2009, Ozcan et al
2004)

Notre objectif a ét¢ d’analyser les mécanismes de mort cellulaire induits par la chimiothérapie et
le bénéfice que pourrait représenter le préconditionnement ischémique dans la chirurgie des
métastases hépatiques. En effet, ce type de chirurgie est fréquent car le nombre de malades
concernés est grand. Peu de patients sont opérables d’emblée ; ils nécessitent une chimiothérapie
pré-opératoire pour diminuer la taille et le nombre de tumeurs afin de leur offrir la possibilité d’une
chirurgie. Cependant, les suites opératoires peuvent étre compliquées si le foie restant présente des
altérations histologiques.

Nous avons analysé des biopsies hépatiques de patients traités par chimiothérapie pour
métastases hépatiques de cancer colorectal et dont le foie a été soumis (n=30) ou non (n=31) a un PI
avant hépatectomie. Nous avons ¢étudi¢ les conséquences de celui-ci sur 1’activation des voies de

mort et de survie cellulaires au niveau hépatocytaire.

Résultats et discussion

Nous avons montré que le PI est associé a une diminution de la nécrose chirurgicale, sans
modifier ’apoptose, selon la méthode TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labelling) et
I’étude de 1’activation des caspases.

Par ailleurs, le PI induit une augmentation de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans les foies
préconditionnés par rapport aux foies non préconditionés. L’expression de Bcl-2 est localisée au

niveau centrolobulaire et co-localise avec la protéine Bécline 1, impliquée dans I’activation de
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I’autophagie (Mizushima et al 2004). Nos résultats suggerent un role coordonné de ces protéines
dans I’induction de I’autophagie aprés un PI. De plus, nous avons observé une augmentation de la
forme phosphorylée de Bcl-2, modification nécessaire a la dissociation du complexe Bcl-2/Bécline
1 et a I’'induction de D’autophagie. Cette augmentation est associée a une diminution de
I’immunoprécipitation de Bécline 1. L’observation par microscopie électronique de 1’augmentation
du nombre de cellules présentant des vacuoles d’autophagie, ainsi que 1’augmentation du nombre de
vacuoles dans ces cellules dans les foies préconditionnés, ont confirmé une activation de
I’autophagie dans les foies traités par chimiothérapie et soumis a un PI. L’utilisation de la
microscopie ¢lectronique reste en effet le gold standard pour une évaluation directe de 1’autophagie
(Klionsky et al 2008) et elle nous a permis de mettre en évidence pour la premiere fois 1’activation
de I’autophagie dans le contexte de la stéatose hépatique chez I’homme.

Ainsi, dans les foies présentant une stéatose et/ou une péliose liées a la chimiothérapie, nous
avons montré que le PI est associé a une diminution de I’incidence de nécrose et a une activation de
I’autophagie. Dans ce contexte, Bcl-2 et Bécline 1 pourraient étre des protéines clés dans la
régulation de la mort cellulaire lors des Iésions d’I/R. Ces résultats sont a rapprocher de ceux
récemment publiés et montrant que I’autophagie est un mécanisme central dans I’homéostasie des
hépatocytes (Rautou et 2010). En particulier I’autophagie peut étre activée pour diminuer le stress
du RE, déclenché par I’accumulation de la protéine ATZ dans le cas de déficit d’ a-1-antitrypsin
(Perlmutter 2009). Dans ce contexte, le déclenchement d’une autophagie pourrait étre un moyen de

lutte de la cellule contre le stress et la mort cellulaire induits par 1'I/R.
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Back ground/Aims: Liver pathology induced by chemotherapy (steatosis or vascular injury) is known to increase the liver's sensitivity to ischemia/reper-
fusion (UR) injury, thereby increasing morbidity and mortality after liver resection. Qur aim was to assess whether ischemic preconditioning (IP) reduces
UR injury to livers with chemotherap v-induced pathology.

Methods: We analyzed a series of livers from patients treated with chemotherapy for colorectal cancer who underwent IP (1 = 30) or not (r = 31)
before hepatectomy. All but one of the livers exhibited chemotherapy-induced steatosis and/ or peliosis before the IR insult.

Resulrs: Wecrosis was less frequent (p = 0L.038) in livers with I than in the others. TP had no influence on apoptosis as assessed by terminal transferase
wridyl nick-end labeling (TUNEL) assay or caspase-3, -8 and -9 expression. [P induced a twofold increase in B-cell lenkemia/ lymphoma 2 (Bel-2;
< 0.05), which was localized to hepatocytes of centrolobular and peliotic areas and colocalized with the autophagy protein beclin-1 in livers with IP,
suggesting their coordinated role in autophagy. Increased expression of the phosphorylated Bel-2 was observed in preconditioned livers and was associated
with a decreased immunoprecipitation of beclin-1 and the increased expression of light chain 3 type IT (LC3-II). The increased number of autophagic
vacuoles seen by electron microscopy confirmed an association of autophagy in chemotherapy-injured livers following IP. However, the differences in pro-
tein expression were not reflected in postresection liver-injury tests or measure of patient morbidity.

Conclusions: 1P is associated with a reduction in necrosis of hepatocytes already damaged by chemotherapy and an activation of autophagy. Bel-2 and
beclin-1 could be major targets in the regulation of cell death during I/R injury.
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1. Introduction

Colorectal cancer accounts for about 1 million new
cases per year worldwide. At diagnosis, 20% of patients
have liver metastases and an additional 35-60% of
patients will subsequently develop them. Surgical resec-
tion is the best treatment for liver-confined metastases
from colorectal cancer [1], and many patients undergo
resection of liver metastases afier receiving several
courses of adjuvant chemotherapy.

It is now established that preoperative chemotherapy
for colorectal liver metastases produces pathologic
changes including vascular injury, steatosis, and hepati-
tis in the nontumorous liver parenchvma, and this liver
injury affects surgical outcomes [2-5]. Chemotherapy-
mduced liver pathology increases both morbidity and
mortality [2-3] after liver surgery. It may augment the
consequences of ischemia/reperfusion (I/R) injuries dur-
ing liver surgery, since either steatotic livers or livers
with vascular pathology from etiologies other than
chemotherapy have been reported to be more sensitive
to I/R injuries [4-7].

Ischemic preconditioning (IP), first described in the
heart by Murry et al [8] consists of brief periods of vas-
cular occlusion that confer protection against subse-
quent I/R injury via an endogenous protective
mechanism.

The effectiveness of 1P against hepatic I/R injury dur-
ing human liver surgery has been demonstrated by lower
transaminase levels and reduced endothelial cell injury
[9]. This protection has been hnked to decreased apopto-
tic cell death [10,11] as well as to preservation of the
adenosine triphosphate (ATP) content in liver tissue
[9,12-14] or overproduction of B-cell leukemia/lym-
phoma 2 (Bcl-2), interleukin 1 receptor antagonist, and
inducible nitric oxide synthase, countering the proin-
flammatory and proapoptotic effects of /R [15].

The beneficial effects of IP in human liver surgery
have been demonstrated in specific groups, such as
voung patients and patients with liver steatosis [9] or cir-
rhosis [16]. Because chemotherapy causes steatosis and
vascular injuries that reduce tolerance to perfusion
injury and increase risk of subsequent liver failure, we
have assessed whether IP could induce tolerance of che-
motherapy-injured liver cells to cell death in a subgroup
of patients who all received chemotherapy and under-
went the same liver surgery.

2. Patients and methods

2.1, Study population and experimental design

In our institution, a total of 301 patients underwent hepatic resec-
tion for colorectal liver metastases from 2001 to 2007. Of those, 61
patients underwent surgery with total vascular occlusion and preserva-

tion of the caval flow after receiving several courses of chemotherapy.
IP, consisting of 10 min of portal triad clamping followed by 10 min of
reperfusion before the prolonged ischemia reguired by liver resection,
was performed in 30 of 61 patients. Notably, 27 of 61 patients had been
previously analyzed as part of a previous clinical trial in which patients
were randomized to undergo or not undergo IP [17].

For all patients, two liver biopsies were taken, one just prior to [P
and another after liver reperfusion (median: 88 min; range: 57-
125 min), before closure of the abdomen. Liver biopsies were per-
formed at the free edge of segment 3 in all patients. The biopsies were
felt to be deep enough to avoid the known artifacts that result from
operative manipulation. All of the IP and the non-IP patients under-
went liver biopsy with the same technigue. The subgroup of 61 patients
underwent protocols of intravenous systemic chemotherapy based on
the use of S-fluorouracil. Most of them also received oxaliplatin and/
or irinotecan and/or avastin before surgery (Table 1). The nature of
the chemotherapy and the number of courses were distributed similarly
in the two groups. There was no significant difference in distribution of
age, gender, liver function test values, prothrombin time, and creati-
nine before surgery between the two groups. The type and number
of surgical procedures, the volume of resected liver, and the overall
duration of operation were similar between the two groups, as was
the time of ischemia, which varied from 13 to 75 min. Informed con-
sent was obtained from each patient included in the study, and the
study protocol conformed to the ethical guidelines of the 1975 Decla-
ration of Helsinki.

2.2, Histologic evaluation

Histologic evaluation was carried out without knowledge of the
state of IP of the patients and related clinical data. The histologic fea-
tures, previously assessed at the time of surgery, were reviewed by an
experienced pathologist (MS). Brefly, samples were formalin fixed,
embedded in paraffin, and stained with standard hematoxylin eosin
safran and picrosirius stain. Steatosis was semiquantitatively graded.
Fibrosis was assessed wsing the METAVIR system, as described else-
where [18), and graded according to severity as ponal, portoportal,
septal fibrosis, or cirrhosis. Patchy necrosis associated with polymor-
phonuclear infiltrate was classified as surgical necrosis. Vascular
lesions included sinusoidal vasodilatation and congestion, hemor-
rhagic centrolobular necrosis, peliosis, veno-occlusive disease, and
regenerative nodular hyperplasia.

2.3 DNA fragmentation

A cell-death terminal transferase wridyl nick-end labeling (TUN-
EL) kit (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany) was used
on 40 liver samples (20 from the IP group and 20 from the non-IP
group) according to the manufacturer’s protocol. TUNEL assay was
evaluated according to Kerr's criteria [19] Values are the number of
apoptotic figures out of 1000 apoptotic and nonapoptotic cells under
a light microscope. The results were analyzed by two different pathol-
ogists who were not aware of the preconditioning status of the patient
biopsies.

2.4. Western blot analysis

For each of the 61 patients, whole protein extracts were prepared
from each frozen sample (two per patient), as previously described
[15] The membranes were probed with the following antibodies:
mouse monoclonal anti-caspase-3, clone 31A1067; mouse monoclonal
anti-caspase-8, clone 12F5 (Alexis Biochemical Corporation, Lausen,
Switzerland); rabbit polyclonal anti-caspase-9 (Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI, USA); mouse anti-human-Bcl-2 oncoprotein, clone
124 (DAKO, Glostrup, Denmark); rabbit polyclonal anti-LC3
(MBL, Nagoya, Japan); mouse monoclonal anti-beclin-1, clone 20/
Beclin (BD Bioscience, Franklin Lake, NJ, USA); and mouse mono-
clonal anti-B-actin, clone AC-74 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). After ovemight incubation with each primary antibody. the
membranes were incubated with homseradish peroxidase-conjugated
immunoglobulin G (DAKO) for 1h at room temperature. The pro-
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Table 1

Demographic, surgical, and biologic characteristics of patients undergoing or not undergoing ischemic preconditioning during hepatectomy.

Varable (mean) Preconditioned (# = 30) Monpreconditioned (k= 31) P value”
1. Clinical and laboratory

Age (y) 624 10 64+ 8 040
Sex (male/female) 19/11 16/15 0.35"
AST (IU/L) 40+ 23 35+23 0.36
ALT (TU/L) 37415 9 +39 0.73
Bilirubin (pmol/L) 12+5 10+3 0.08
Alkaline phosphatase (IU/L) 142 + 88 132+ 71 0.63
GGT (IU/L) 117 +121 121 + 137 0.90
PT (%) 91412 96 £+ 6 0.051
Creatinin (pmol/L) TT+16 7Ti+18 039
2. Surgical parame ters

Ischemia time (min) 40+138 458 +£13.6 061
Total surgical time (min) 306.8 + 61.6 331234+ 995 023
‘Weight of resected liver (g) 5136+ 414.8 4470+ 2714 046
MNumber of resected segments 14415 29+14 023
Mean blood loss (L) L1£09 08+05 014
3. Chemotherapy regimen

5-FUJ 30 3

Oxaliplatin 10 9 072"
Irinotecan 4 7 017"
Oxaliplatin plus irinotecan 9 3 (i1} o
Avastin 1 1 051"

Abbreviarions: AST, aspaniate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; GGT. y-glutamyltransferase; PT, prothrombin time.
* All parameters were compared using the student ¢ test, except as indicated.

** Compared using the #* test.
- Compared using the Fisher exact test.

teins were then detected using an enhanced chemiluminescence westem
blotting detection system (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA).
Images were captured with a Fuji Film Intelligent Dark Box 1T coupled
to IRLAS-1000 pro V2.5 software (FujiFoto Film Co. Ltd.). The den-
sity of the bands was compared using Image Gauge V4.0 software
(FujiF oto Film Co. Ltd.). For comparison, the bands were delineated
into squares of identical surface area and the intensity of signal was
measured. The global background signal was subtracted. Means and
standard deviations were calculated for procaspases-3, -8, and -2 and
Bal-2.

2.5, Immunoprecipitation

After nommalization for total protein content, the resulting lysates
were incubated with a rabbit polvelonal or mouse monoclonal anti-
Bel-2 antibody for 1.5 h at 37 °C and then immunoprecipitated using
Protein A/G Plus Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA). Beads were then washed three times in phosphate buffered
saline, and 30 pl of loading bufier was added. Immunoprecipitated pro-
teins were then boiled for 10 min, separated by sodium dodecyl sul-
fate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), transferred to
polyvinylidene difluoride membranes, and probed for mouse monoclo-
nal anti-Bcl-2, clone 124, mouse monoclonal anti-beclin-1, and rabbit
polyclonal anti-phosphorylated proteins antibodies (Zymed. San Fran-
cisco, CA, USA).

2.6. Immunohistologic procedures

Part of the liver sample was available for immuncstaining (five pre-
conditioned-liver biopsies and four nonpreconditioned). Immunohis-
tology was performed on 4-pm paraffin-embedded formalin-fixed
tissue sections using the anti-Bel-2 and the anti-beclin-1 antibodies.
Antigen retrieval was obtained by heat in a citrate buffer at pH 6 for
beclin-1 and in tris—citrate bufier at pH 9 with 0.5% saponine for
Bel-2. The revelation system was based on a three-step biotin-free

immunophosphatase stain wing S-bromo-4-chloro-3-indolyl phos-
phate/nitroblue tetrazolium (BCIP/NTB) chromogene substrate
(DAKO, Glostrup, Denmark), followed by nuclear red
counterstaining.

2.7. Electron microscopy

Electron microscopy was performed, as previously described [20]
Samples taken from segment 3 by surgery were further fragmented
for better penetration of the fixative and of the embedding resin, allow-
ing the examination of 80-100 hepatocytes per thin section in at least
two to three different embedded fragments per patient.

2.8, Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using R software version 1.8.0.
Results are expressed as mean and standard deviation. Means were
compared in the different groups with the help of analysis of variance.
Student ¢ test after normalization of variables was used to compare
two means, and the Wilcoxon rank-sum test (nonparametric U test)
was used when the number of samples was less than 10. For dichoto-
mous variables, a Fisher exact test or 3 test with or without Yates cor-
rection (# = 3) was used.

3. Results
3.1. Histologic and biologic characteristics
Histologic findings of liver biopsies performed before

IP and I/R injury were in accordance with previously
described responses to chemotherapy (Table 2). A
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predominance of vascular lesions occurred in 44.3% of
the patients, and one patient exhibited veno-occlusive
disease. Macrovesicular steatosis was observed mn at
least 10% of hepatocytes m 32.8% of the patients, and
two patients exhibited steatohepatitis with 50% fatty
hepatocytes. Six patients had at least portoportal fibro-
sis. Differences in incidence of steatosis or vascular
lesions in livers with IP versus those without were not
statistically significant. The liver-injury tests were simu-
lar between the IP and the non-IP groups in the preop-
erative period and exhibited no differences m the
postoperative period; this was also the case for the mea-
sures of patient morbidity (Table 2).

3.2, Characteristics of cell death in preconditioned and
nonpreconditioned livers after ischemialreperfusion injury

3.2.1. Necrotic cell death

After I/R injury, a patchy centrolobular necrosis with
polvmorphonuclear infiltrate was more often encoun-
tered in non-IP patients (8 of 31) than in IP patients
(2 of 30) (p=0.038; Table 2). All necrotic cells were
located in the centrolobular areas, and none were in
the peliotic areas. An example is shown in Fig 1.

3.2.2. Apoptotic cell death

After I/R injury, apoptosis, assessed by TUNEL
assay (Table 2) was similar in livers with and without
IP. A mean of 21 and 29 apoptotic hepatocytes per
1000 cells was observed at the centrolobular region in
non-IP and IP livers, respectively, although high vari-
ability among patients was observed. Apoptotic smaller
cells were also observed close to blood vessels (a mean of
10 and 13 apoptotic cells per 1000 cells in non-IP and IP
livers, respectively), thereby raising the issue of whether
they are hepatocytes or endothehal cells. We assessed by
mmunoblot the cleavage of three major caspases—casp-
ases-3, -8, and -9—and the level of Bel-2. TP was not
associated with changes in cleavage of caspases-3, -8,
and -9, although 1t seemed to avoid the decrease of pro-
caspase-3 due to I/R injury that was observed in non-IP
livers. By contrast, we observed a sigmificant twofold
increase in the level of Bel-2 in the livers of patients
who underwent IP (p < 0.05; Fig. 2).

The distribution of Bel-2 in chemotherapy-injured
livers was examined by immunohistochemistry on liver
sections before and after I/R injury in a subset of
patients who underwent IP and compared to those
who did not. Before I/R injury, Bcl-2 was expressed in

Table 2

Histologic, biologic, and clinical data in 61 patients formerly treated by chemotherapy and undergoing or not undergoing ischemic preconditioning during

hepatectomy.

Histologic features Preconditioned (n = 30) Nonpreconditioned (n = 31) p Value

Before surgery

Steatosis = 10847 12 8 0.24

Fibrosis® 2 4 0.25

Vascular lesions® 13 14 0.89
Sinusoidal dilatation 2 2 0.39
Peliosis 6 4 0.21
NRH 4 6 0.22
Peliosis plus NRH 1 0 0.49
Veno-occlusive disease 0 2 0.25

After surgery

Surgical necrosis® 2z 8 0.038

Apoptosis - - -
Sinusoidal cells (mean + SD per 1000 cells) 13.8 +£6.3 104 +14.5 0.32
Hepatocytes (mean + SD per 1000 cells) 208x112 214 £31.9 0.26

Hepatic functionality after 7 d postsurgery (mean £ SD)

AST (TU/L) 59 +27 49+ 29 017

ALT (IU/L) 116 £70 142+ 128 0.32

Bilirubin (pmol/L) 65 + 106 3142 0.10

Alkaline phosphatase (TU/L) 200 +114 206+ 118 0,002

GGT (IU/L) 280 + 196 200 + 249 0.87

PT (%) T8 +14 82+ 13 0.28

Duration of hospitalization

Intensive care unit stay 247+1.18 215 +264 0.55

Total stay in hospital 14.00 +5.16 17.13 + 10,00 0.13

Abbreviations: AST, aspanate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; GGT, y-glutamyltransferase; NRH, nodular regenerative hyper-

plasia; PT, prothrombin time; SD. standard deviation.

? Walues shown represent the number of subjects within a category with the mentioned histologic features.

* One subject also exhibited histologic features of NRH.
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Fig. 1. Necrotic cell death in liver without ischemic preconditioning.
Patchy centrolobular necrosis (V) is indicated within the dashed lines in a
chemotherapy-injured liver after ischemiafreperfusion injury. The poly-
morphonuclear infiltrate and necrotic hepatocytes (arrows) are shown
enlarged in the inset (<400; bar = 25 pm). Steatotic hepatocytes (5) are
also shown (< 100; bar = 200 pm).

mfiltrating lvmphocytes and small biliary ducts. After
I/R injury, Bcl-2 was expressed in hepatocytes of three
of the five IP patients analvzed; it was rare and mainly
locahized in centrolobular and peripeliotic hepatocytes
(Fig. 3A). Although several steatotic cells in the
centrolobular areas expressed Bel-2, not all steatotic
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hepatocytes expressed Bel-2. In contrast, no hepatocyte
expression of Bcl-2 was observed in the cases of patients
m the non-1P group.

3.3 Study of the activation of autophagy as a swrvival
mechanism induced by ischemic preconditioning

Because Bel-2 acts not only as an antiapoptotic pro-
tein but also as an antiautophagy protein via its inhib-
itory interaction with beclin-1 [21], we analyzed the
expression of beclin-1 on consecutive liver sections
from the IP and non-IP patients evaluated for Bel-2.
Interestingly, rare cytosolic or perinuclear expression
of beclin-1 was observed only in livers with IP and
not in livers without IP after I/R injury. Moreover,
beclin-1 colocalized with Bel-2 m peripeliotic and cen-
trolobular hepatocytes (Fig. 3B). Coimmunoprecipita-
tion experiments using Bel-2 antibodies showed an
increased expression of the phosphorylated fraction of
Bcl-2 in protein lysates from livers with IP together
with a decreased expression of beclin-1, thereby sug-
gesting that the Bel-2/beclin-1 complex was partly dis-
sociated in livers with IP following I/R injury (Fig. 4).
In contrast, the expression levels of both Bel-2 and
beclin-1 remained similar in livers without IP before
and after I/R injury. Interestingly, we detected an
increase in light chain 3 type I (LC3-II) expression fol-
lowing I/R injury in 80% of the livers from the IP
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a 2 (Bclk-2) and caspases expression assessed by western blot analysis in livers

of patients previously treated by chemotherapy. fi-Actin was assessed as a control for loading and transfer. (A) Before: biopsy performed before ischemia/
reperfusion injury (I/R); After: biopsy performed after I/R. "p < 0.05 compared to the expression of the protein in the control biopsy before FR. p < 0.05
compared to the expression of the protein in the biopsy taken after I/R in the non-IP group. (B) As cleaved (activated) caspases were only weakly
detectable in most liver biopsies, procaspase levels were used for quantification. A representative western blot analysis of Bel-2 and procaspase-3 in two

patients’ livers, one non-IP and one IP, is also shown.
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Fig. 3. Assessment of B-cell lenkemia/lymphoma 2 (Bcl-2) and beclin-1 expressions in livers with and without ischemic preconditioning (IF) from patients
treated by chemotherapy. (A) Bel2 expression in the hepatocytes of a patient's preconditioned liver in a centrolobular region (arrows) (:=400;
bar= 50 pm). Hepatocytes expressing Bel-2 circumscribed within the dashed lines are shown enlarged in the inset (< 1000; bar = 10 pm). (B) Beclin-1
expression in the hepatocytes of the same patient in a centrolobular region (arrows) (< 400; bar = 50 pm). Hepatocy tes expressing beclin-1 circumseribed
within the dashed lines are shown enlarged in the inset (<1000; bar= 10pm). (C) Bel-2 is not expressed in the hepatocyies of a patient’s
nonpreconditioned liver ( x400; bar =350 pm). The blue staining corresponds to lymphocytes infiltrated in the liver parenchyma. (D) Beclin-1 is not

expressed in the liver of the same patient (400; bar = 50 pm).

group but in only 13% of livers from the non-1P group,
although low levels of LC3-II were observed in all the
livers before I/R injury (Fig. 4).

Finally, electron microscopy was performed on liver
biopsies of five patients before 1P or I/R and after I/R
mjury. Four of the five patients had been treated by
chemotherapy (two underwent IP and two did not),
and one patient who underwent surgery on a com-
pletely normal liver, operated for a hvdatid cyst, under-
went IP. Prior to I/R injury, autophagy-positive cells
were less than 10% of counted cells (80-100 cells per
biopsy) in biopsies for both the IP and non-1P groups.
Within the autophagy-positive cells, the average num-
ber of vacuoles was similar (1.89 = 1.11 in the IP group
vs. 1.45 +0.80 in the non-IP group). Interestingly, after
I/R injury, the number of autophagy-positive cells was
fixed at less than 10% i biopsies of the non-1P group,
while a clear-cut mcrease was observed n biopsies for
the IP group, with 50% or 60% of autophagy-positive
hepatocytes observed respectively in the two patients.
Furthermore, after I/R injury, in autophagy-positive
cells, the number of autophagic vacuoles observed in
biopsies for the IP group was greater than that
observed 1n  biopsies for the non-IP  group

(10.6 = 8.07 vacuoles per cell in the IP group vs
3.6 £3.2 vacuoles per cell in the non-IP group;
p =<0.001; Fig. 5) as well as in the normal liver (data
not shown). These results suggest that autophagy could
be induced m response to IP m chemotherapy-injured
livers.

4. Discussion

IP has been reported to confer protection against
subsequent I/R injury in an endogenous protective
mechanism. Although the molecular pathways affected
by IP in human liver surgery have not been well charac-
terized, [P appears to confer tolerance to I/R injuries in
steatotic [9] and arrhotic livers [16]. In a previous study
[17], we could not demonstrate any beneficial effect of IP
by analyzing transaminases or clinical outcome after
resection of a cohort of 60 patients, including 27 patients
with colorectal cancers treated by chemotherapy. In this
study, our objective was to assess whether [P could
change the patterns of cell death resulting from I/R in
human livers previously altered by several courses of
chemotherapy. A decrease in necrotic cell death and
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Fig. 4. Effects of ischemic preconditioning (IP’) on the expression and
phosphoryla tion of B-cell leukemia/lymphoma 2 (Bcl-2) and its comrela-
tion with expression of autophagy markers. Representative results from
livers with and without IP are shown before and after ischemia/
reperfusion injury (I/R). (A) Levels of Bel-2 and beclin-1 assessed by
western blot analysis. (B) Coimmunoprecipitation of Bel-2 and beclin-1.
Levels of phosphorylated Bel-2 are also shown. (C) Levels of light chain 3
(LIC3) as assessed by western blot analysis. f-Actin was assessed as a
control for loading and transfer in westemn blot.

the appearance of autophagic vacuoles were observed in
livers undergoing IP compared to non-1P livers, while no
change mm apoptosis was observed between the two
groups of patients. These changes, however, were not
associated with differences in postresection liver-injury
tests or patient morbidity.

Chemotherapy has been reported to induce liver
parenchyma injuries such as steatosis, steatohepatitis,
and vascular lesions [2-5]. Concordant with these find-
ings, we observed greater than 10% steatotic hepatocytes
in 32.8% of the patients and vascular lesions in 44.3%;
only one patient had a completely normal liver paren-
chyma. Anticancer drugs have also been described to
induce autophagy [22,23], an observation that could
explain the low levels of autophagic vacuoles, as
assessed by transmussion electron microscopy, that we
observed in liver biopsies before IP or I/R.

Cell death occurs following I/R, which results in
reduced function of the organ. Results obtained under
warm ischemia indicate that apoptosis 1s the predomi-
nant form of hepatocyte death in the 1schemic nonstea-
totic liver, whereas the steatotic livers develop massive
necrosis after an ischemic msult [24]. In our study, we
observed patchy areas of centrolobular necrosis with
polymorphonuclear infiltrate following I/R injury that
were significantly less frequent after IP. No change in
apoptotic cell numbers or caspase-3, -8, and -9 cleavage

was found between livers with and without IP, as previ-
ously reported [16,25,26], although there was a trend for
a decrease in procaspase-3 expression linked to I/R
mjury.

We observed that the protection against I/R injury
conferred by IP is related to a major increase in Bel-2
expression. Qur observation corroborates the impor-
tance of Bcl-2 in IP [27,28] and confimms our previous
results [15] Although not constitutively expressed in
normal livers [29], as we have also observed 1n our study,
Bel-2 can be rapidly upregulated after inflammatory
stress such as cholestasis [30] and endotoxic shock [31]
It 1s also possible that the protective role of the increased
expression of Bel-2 by IP is to maintain higher intracel-
lular levels of ATP [32,33], which are known to be
decreased n fatty livers [34]

Recent studies suggest that Bel-2 can have a dual
function, by turning autophagy or apoptosis on or
off when required, and that autophagic cell death
may be observed under conditions in which apoptosis
15 blocked [21]. The increase in Bcl-2, especially in
areas damaged by chemotherapy, and its colocalization
with beclin-1, which we observed in livers with IP, may
regulate autophagy to protect against I/R injury.
Immunoprecipitation studies that we carried out
showed an mcreased phosphorvlation of Bel-2 in the
IP group that could disrupt the Bcl-2/beclin-1 complex
leading to the activation of autophagy, as attested by

»

the increased levels of LC3-II expression and the
mereased numbers of autophagic vacuoles. Indeed,
phosphorylation of Bel-2 has been recently proposed
as a promoting event in chemically induced autophagy
[35]. The observed expression of LC3-I1 and the
numerous autophagic vacuoles in the cytoplasm of
liver cells following IP suggest an association of
autophagy with IP. The increased presence of auto-
phagosomes with digested materials in preconditioned
livers may imply a rescuing function of autophagy in
injured livers. In our model, IP may trigger autophagic
pathways by the activation of beclin-1 expression in
cells with nonactivated caspase-3, as previously
described [36]. Therefore, autophagy could be activated
to temporarily avoid cell death by necrosis and its sub-
sequent inflammatory process.

In conclusion, IP appears to change cell death pat-
tern in chemotherapy-injured livers submitted to hepa-
tocellular damage induced by I/R associated with liver
resection. Increased autophagy observed in livers with
IP could be mvolved in temporarily limiting cell death
induction by necrosis in injured livers. Increase in Bel-
2, especially in zones damaged by chemotherapy, collo-
cated with beclin-1 and the phosphorylation of Bel-2
suggest an important role for these proteins in the reg-
ulation of cell death during IP. Further studies are war-
ranted to assess whether activation of autophagy could
have clinical relevance in IP.
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Fig. 5. Ultrastructure of autophagic vacuoles in livers with and without ischemic preconditioning (IP) from patients treated by chemotherapy. (A)
Representative field of a hepatocyte from a non-IP patient before ischemiafreperfusion injury (I/R). A cytoplasmic area from a hepatocyte with
conspicoous dilation of the endoplasmic reticulum (ER) is shown. Bar =2 pm. (B) Biopsy from the same patient after I/R. Notice that adjacent
hepatocytes present different conformations of the ER: tight on the left cell and dilated on the right. A few presumptive mtnjhglc vacuoles circomscribed
within the dashed lines are shown enlarged in the inset. This reveals endogeneous membranous whorls indicative of autoph (black ).
Bar = 2 pm. Inset bar = 500 nm. (C) Representative field of a liver biopsy from an I'P patient before UR. Mmﬂnnnfthelmnfﬁehmhqrte:s
striking. Other cell organelles like mitochondria or the nucleus are not altered. Black arrow underlines a sng]emwphgnlysm Bar =2 pm. (D)
Biopsy from the same patient after [/R. Cytoplasmic area of a hepatocyte showing a nondilated ER and a high ber of pha gi les (black and
white arrows). A cluster of autophagic vacuoles delineated by dashed lines is enlarged in the inset. Higher magnifica tion allows to distin guish newly formed
autophagosomes (white arrows) from neighboring autopha golysosomes (black arrows). Bar = 2 pm. Inset bar = 1 pm. ( E) Number nrl'allmplngic vacuoles
counted in awtophagy-positive hepatocytes by electron microscopy in four patients formerly treated by ch herapy and und ischemic
preconditioning or not during hepatectomy. The frequency of autophagy-positive hepatocytes was 10% in non-IP patients, both before and nﬁ:u'll'll, while
in [P patients, it increased from 10% before I/R to 50-60% after UR. “Statistically significant, comparing the number of vacuoles before and after surgery
in non-1P patients, using the student r test, p = 0.0017. *Statistically significant, comparing the number of vacuoles before and after surgery in [P patients,
using the student ¢ test, p = 1.45 x 10, *Statistically significant, comparing the number of vacuoles after surgery between non-IP and IP patients, using
the student 1 test, p = 7.6 x 1072 bbreviarions: L, lipid droplet; M, mitochondrion; N, nucleus; PM, plasma membrane.
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Tl‘le effectiveness  of  ischemic
preconditioning (1P) against
hepatic  ischemia/reperfusion  injury

during human liver surgery is linked to
decreased apoptotic cell death as well
as preservation of the ATP content in
liver tissue. Overproduction of Bel-2 is
reported in preconditioned organs. In
human liver biopsies exhibiting steatosis
and/or vascular injuries (mainly pe]iosis]
induced by chemotherapy, we find that
the expression of Bel-2 in centrolobular
and peliotic areas colocalizes with the
autophagy protein Beclin 1 in IP livers.
Increased expression of phosphorylated
Bcl-2 in preconditioned livers is associ-
ated with decreased immunoprecipita-
tion of Beclin 1 and increased expression
of LC3-II. The increased number of
autophagic vacuoles seen by electron
microscopy confirmed that IP could trig-
ger autophagy in chemotherapy-injured
livers, probably to reduce the pro-inflam-
matory necrotic cell death of hepatocytes
or endothelial cells and to increase ATP
levels. Indeed, necrosis is less Freq_ueut
{p = 0.04) in IP livers than in the oth-
ers although no change in apoptosis as
assessed by TUNEL assay or caspase-3,
-8 and -9 expressions is observed. In
conclusion, Bel-2 and Beclin 1 could be
major targets in the regulation of cell
death during ischemia/reperfusion injury
modulating autophagy to switch on/off
necrosis and/or apoptosis.

Autophagy

Introduction

Pre-operative chemotherapy for colorec-
tal liver metastases produces pathological
changes including vascular injury, ste-
atosis and hepatitis in the nontumorous
liver parenchyma, and this liver injury
increases both morbidity and mortality
after liver surgery. Chemotherapy may
augment the conscquences of ischemiaf
rcpcrfusion injuries during liver surgery,
since either steatotic livers or livers with
vascular pathology from ctiologics other
than chemotherapy arc more sensitive to
ischemia/reperfusion injuries.

Ischemic preconditioning (IP) con-
sists of brief pcriod.s of vascular occlusion,
which confer protection against subse-
quent ischemia/reperfusion injury via an
endogenous protective mechanism. This
protection is linked to decreased apoprotic
cell death, preservation of the ATP content
in liver tissue, and/or the overproduction
of anti-apoptotic and anti-inflammatory
proteins. We have assessed whether IP
could induce tolerance of chemotherapy-
injured liver cells to cell death in patients
who all received chemotherapy and under-
went hepatectomy.

Results
Characteristics of cell death in IP and

non-IP livers after ischemia/reperfusion
injury. Necrotic cell death. After ischemia/
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Figure l. Biclogical hypoth-
esis; ischemic preconditioning
may start up autophagy to keep
ATP levels and avoid necrosis.
Hollow flashes indicate the
necrotic death pathway fol-
lowing ischemia/reperfusion
injury. Gray flashes indicate the
effect of ischemic precondition-

: — ing on cell death pattern, with
: F;,;,Pr ‘i‘:;its H Apoptosis induction of autophagy and its
presumable necrosis delaying/
U pro-apoptotic and anti-inflam-
matory effects.
Membrane disruptien | —— Wasiei
Lysosomal breakdown q

reperfusion injury, a patchy centrolobular
necrosis with polymorphonuclear infilerate
was more often encountered in non-1P
paticnts (8/31) than in IP paticnts (2/30)
(p 0/038). | — -

Apapmm; cell’ safmr.i: Aftcr |sc|:.|cm|a.|'
rcpcrfusmn injury, apoprosls asscssed by
TUNEL assay, is similar in [P and non-1P
livers. A mean of 21 or 29 apoptotic hepa-
tocytes per 1,000 cells is obsc!'vcd at the
centrolobular region in non=IP or-P liv-
ers, respectively. IP is not associated with
changes in cleavage of caspases-3, -8 and
-9, although it seems to avoid the decrease
of pro-caspasc-3 duc to ischemia/reper-
fusion injury that is obscrved in non-IP
livers. We observe a significant two-fold
increase in the level of Bcl-2 in the livers
of IP paticnts (p < 0.05).

Before ischemial/reperfusion, Bel-2 is
expressed in infiltrating lymphocytes and
small biliary ducts. After ischemia/rep-
erfusion, Bel-2 is cxpressed cxclusively in
hepatocytes of IP paticnts. No hepatocyte
expression of Bel-2 is observed in non-IP
patients.

Study of the activation of autophagy
as a survival mechanism induced by IP.
Immunostaining of Beclin 1 on consccu-
tive liver sections from the IP and non-IP
paticnts cvaluated for Bel-2 shows rare
expression of Beclin 1 only in IP livers
after ischemial/reperfusion. Interestingly,
Beclin 1 colocalizes with Bel-2 in peripe-
and
Co-immunoprecipitation
antibodies shows an increased expression

liotic centrolobular

hepatocytes.
using Bcl-2

of the phospharylated fraction of Bel-2 in
protein lysates from IP livers together with
a decrcased expression of Beclin 1, sug-
gesting that the Bel-2-Beclin | comp]cx
is-partly disseciated in IP-livers ﬁ:ruowing
zschcmlafrcpcrﬁ.lsmﬁ' Although low lev-
ols of LC3-Tare observed in all thc v
crs before ischemia/reperfusion injury, we
detect an_increase in LC3-10 c.l_(pr'é.ssi.gn

following ischemia/reperfusion in 80% of

the 1¥ livers corrrparc‘d to-13% of the non="

IP livers.

Finally, clectron microscopy was per-
formed on liver biopsies of 4 patients
treated by chemotherapy (2 underwent IP
and 2 did not) before IP or ischcmiafrcp—
crfusion, and after ischemia/reperfusion
injury. A clear-cut increase of autophagy-
positive cells is scen in IP biopsics. Indecd,
prior to ischemia/reperfusion, autophagy-
positive cells arc less than 10% of counted
cells (B0-100 ccﬂsfbiopsy}. Afrer isch-
cmialreperfusion injury, the number of
autophagy-positive cells docs not change
in non-1P biopsics, while it increases up
to 60% in IP patients. Furthermore, after
ischemia/reperfusion injury, the number
of autophagic wvacuecles in autophagy-
positive cells is greater in IP paticnts
compared to non-IP biopsics (10.6 £ 8.07
vacuoles/cell versus 3.6 £ 3.2 vacuoles/
cell p< 0.001). These resules suggest thar
autophagy could be induced in response
to IP in chemotherapy-injured livers.

Autophagy

Discussion

Ischemic preconditioning is reported to
confer oIgan protection against subse-
quent ischemiafreperfusion-injury in an
cndogcnou.s pmfcctlvc mechanism, espe-
cially in stcatoric livers. We observe that
the protection against ischemia/reperfu-
sion injury conferred by IP can be related
to a major-increase in Bel-2 expression. It
is“also-possible-that the protective role of
the increased expression of Bel-2 by IP is
to maintain higher intracellular levels of
ATP, typically decreased in fatey livers, by
preserving mitochondrial integrity.
Furthermore, Bcl-2 can have a dual
function, by turning autophagy or apopto-
sison or off when required, and autophagic
cell death may be observed under condi-
tions in which apoptosis is blocked. The
increase in Bel-2, especially in arcas dam-
aged by chemotherapy, and its colocaliza-
tion with Beclin 1 thar we obscrved in
IP livers, may rcgu]atc autopha.g}' to pro-
tect against ischemia/reperfusion injury.
Immunoprecipitation studies that we car-
ricd out show an increased phosphoryla-
tion of Bcl-2 in IP livers that can disrupt
the Bel-2-Beclin 1 complex leading to the
activation of autophagy, as attested to by
the increased levels of LC3-II expression
and the increased numbers of autophagic
The increased presence of
autophagosomes with digested materi-
als in preconditioned livers may imply a

VﬂC'LlOlCS.

rescuing function of autophagy in injurcd

livers. In our model,

IP may trigger
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autophagic pathways by the activation of
Beclin 1 expression in cells with nonac-
tivated caspasc-3. Therefore, autophagy
could be triggered by IP to temporarily
avoid cell death by necrosis and its subsc-
quent inflammatory process.

In conclusion, IP appears to changc
the ccll death pattern in chemotherapy-
injurcd livers submitted to hepatocellular
damage induced by ischemia/reperfusion.
Increased autophagy obscrved in IP livers
can be invelved in temporarily limiting
ccll death induction by necrosis in injured
livers: an hypothetical schema is shown in
Figure 1. Increases in Bdl-2, cspccia]]}' in
zones damaged by chemotherapy, colo-
cated with Beclin 1 and the phosphoryla-
tion of Bcl-2 suggest an important role for
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these proteins in the regulation of cell death
during IP. Further studies are warranted
to assess whether activation of autophagy
could have a clinical revelance in IP.

Patients and Methods

Sixty-one paticnts underwent surgery after
receiving scveral courses of chemotherapy.
IP, consisting of 10 minutes of portal triad
c]amping followed by 10" minutes of rep-
crfusion before the prolonged ischemia
required by liver resection, was performed
in 30 out of a total of 61 (30/61) patients.
For all paticnts, two liver biopsics were
taken, onc just prior to [P and another
The 61 paticnts

PFOtCICO[S CIF

after liver reperfusion.

undcrwcnt im:ravcnou.s

systemic chemotherapy based on the usc
of 5-luorouracil, oxaliplal:in and/or irino-
tecan. There was no significant difference
in dcmographic, clinical, surg.ical and
anatomopathological features  between
the two groups of patients. Histological
evaluation, immunchistochemical analy-
sis, western blot, immunoprecipitation
and clectron microscopy studics were per-

formed as reported in the original paper.
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I-2. Etude des mécanismes de tolérance induits par le préconditionnement
ischémique chez le donneur de greffons stéatosiques pour transplantation

hépatique

Article 3: Ischemic preconditioning induces autophagy and limits necrosis in human recipients of

fatty liver grafts, decreasing the incidence of rejection episodes

Degli Esposti D, Sebagh M, Pham P, Reffas M, Poiis C, Brenner C, Azoulay D, Lemoine A.
Cell Death and Disease, 2011; 2(1):el11

Situation du sujet

Afin de palier la pénurie de greffons a transplanter, les greffons stéatosiques sont utilisés alors
qu’ils sont plus sensibles aux Iésions d’I/R. Ils sont a 1’origine du non fonctionnement primaire du
greffon (Adam et al, 1991 ; Canelo et al 1999, Frongillo et al 2009) et plus généralement des
dysfonctions du greffon entrainant des suites opératoires plus longues et plus difficiles pour les
receveurs. Les bénéfices du préconditionnement ischémique (PI) dans le contexte de Ila
transplantation hépatique des foies marginaux restent controversés. En effet, a ce jour peu d’études
ont permis d’évaluer le PI chez I’homme. Notre équipe a montré que celui-ci diminuait les
concentrations de transaminases, mais diminuait en méme temps la fonction initiale du greffon
(Azoulay et al Ann Surg 2005). Jassem et al ont observé une diminution des transaminases chez les
receveurs d’un greffon préconditionné (2006), tandis que Koneru et al ont trouvé des pics des
transaminases plus ¢élevés dans les foies préconditionnés (2007). Récemment, Franchello et al ont
montré que le PI apporte plus des bénéfices aux greffons marginaux (donneurs ayant plus de 60
ans) qu’aux greffons non marginaux (2009) C’est pourquoi nous avons étudi¢ les conséquences
d’un PI sur la tolérance des 1ésions d’ischémie/reperfusion de foies stéatosiques par rapport a des
foies non stéatosiques. Dans ce but, nous avons étudié une série de greffons randomisés pour le PI
chez le donneur, la moiti¢é d’entre eux étant des foies stéatosiques. Les foies stéatosiques
présentaient une stéatose macro-microvésiculaire, soumis a une ischémie froide et a une
préservation au cours de la transplantation. Nous avons étudi¢ les conséquences sur la mort
cellulaire du greffon aprés reperfusion et les conséquences post-opératoires cliniques chez le
receveur. Comme nous avions précédemment montré une activation de 1’autophagie aprés PI dans

des foies stéatosiques et péliotiques, nous avons analysé I’expression de marqueurs de I’autophagie
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dans des biopsies des greffons apres reperfusion afin d’évaluer si 1’autophagie est un mécanisme
¢également activé au cours de la transplantation.

Nous avons analysé une série des biopsies de greffons stéatosiques (n=22) ou non-stéatosiques
(n=28), préconditionnés (14 non stéatosiques et 12 stéatosiques) ou non (14 non stéatosiques et 10

stéatosiques).

Résultats et discussion

Comme il est décrit dans la littérature, nous avons observé qu’apres reperfusion, les greffons
stéatosiques présentent plus fréquemment de la nécrose que les greffons non stéatosiques, associée
a des valeurs de transaminases sériques plus ¢élevées que les receveurs de greffons non stéatosiques,
malgré une forte variabilité interindividuelle (Behrns et al 1998, El-Badry et al 2007). Chez les
receveurs de greffons stéatosiques, le PI diminue la présence de la nécrose, bien qu’aucune
diminution des concentrations de transaminases n’ait été observée chez les receveurs de greffons
préconditionnés par rapport aux receveurs de greffons non-préconditionnés. Chez les receveurs de
greffons non stéatosiques, le PI ne modifie pas la présence de nécrose apres reperfusion, mais
diminue les concentrations de transaminases sériques chez les receveurs de greffons
préconditionnés. L’analyse des paramétres per-opératoires et des suites post-opératoires n’ont pas
permis d’obtenir des résultats significativement différents, probablement liée a des variations inter-
individuelles trés importantes chez les receveurs de greffons stéatosiques.

De facon intéressante, le PI diminue 1’incidence des épisodes de rejet 1éger, aigu ou chronique,
seulement chez les receveurs des greffons stéatosiques (aucun épisode de rejet séveére n’a été
observé dans notre cohorte de patients).

Nos résultats suggerent que le PI peut étre bénéfique, tant pour les receveurs des foies non
stéatosiques que pour les receveurs des foies stéatosiques. Cependant, les mécanismes biologiques
different entre les deux types de greffons. En effet chez les receveurs des greffons stéatosiques, le
PI tend a réduire la présence de nécrose et I’incidence des épisodes de rejet aigu et chronique. Il est
possible que cet effet soit associé a la présence d’autophagie. En effet, nous avons observé une
activation de [’autophagie, mesurée par marquage immunohistochimique des protéines pro-
autophagique Bécline 1 et LC3, et en conséquence, a une réduction de la nécrose, en particulier
dans les foies stéatosiques préconditionnés. L’autophagie posséde un role physiologique dans la
régénération d’ATP et d’acides aminés pour le maintien de I’homéostasie métabolique. Les besoins
métaboliques plus importants pour la stéatose que pour les foies non stéatosiques pourraient
expliquer D’activation de D’autophagie dans la prolongation de la survie des hépatocytes

endommagés apres un stress I/R.
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La nécrose et les 1ésions vasculaires induites par I’I/R ont précédemment été associées a une
augmentation du risque de rejet aigu et chronique (Halloran et al 1997). D’une fagon intéressante,
nous avons montré que le PI ne diminue significativement 1’incidence des rejets aigus et chroniques
que chez les receveurs des greffons stéatosiques. Aussi, une tolérance a la mort cellulaire
nécrotique, comme nous I’avons observé a I’instar d’autres équipes (Franchello et al 2009), et une
diminution de la réponse inflammatoire pourraient en partie expliquer cette observation. En effet,
les 1ésions péri-opératoires induites par I’I/R au cours de la transplantation peuvent libérer des
cytokines pro-inflammatoires et des nucléotides qui augmentent la réponse immunitaire et
provoquent une inflammation vasculaire et tissulaire dans les organes greffés (Rao & Pober 2008).

En conclusion, I’induction de I’autophagie pourrait promouvoir une survie cellulaire temporaire
en rétablissant une concentration intracellulaire d’ATP et en diminuant la libération des médiateurs
pro-inflammatoires par les cellules endommagées. Pour ces raisons, son intérét clinique dans le

contexte de la transplantation d’organes marginaux mérite d’étre approfondi.
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Ischemic preconditioning induces autophagy and
limits necrosis in human recipients of fatty liver grafts,
decreasing the incidence of rejection episodes

D Degli Esposti'®?, M Sebagh®, P Pham'#, M Reffas'?, C Poiis®, C Brenner®, D Azoulay®” and A Lemoine*'??

Whether ischemic preconditioning (IP) reduces ischemia/reperfusion (I/R) injury in human normal and fatty livers remains
controversial. We compared two independent groups of liver donor transplants with versus without steatosis to evaluate IP
consequences. Liver donors with (n= 22) or without (n = 28) steatosis either did or did not undergo IP before graft retrieval.
Clinical data from the recipients, as well as histological and immunohistological characteristics of post-reperfusion biopsies
were analyzed. Incidence of post-reperfusion necrosis was increased (10/10 versus 9/14, respectively; P<0.05) and the clinical
outcome of recipients was worse for non-P steatotic liver grafts compared with non-P non-steatotic grafts. IP significantly
lowered the tfransaminase values only in patients receiving a non-steatotic liver. An increased expression of beclin-1 and LC3,
two pro-autophagic proteins, tended to decrease the incidence of necrosis (P = 0.067) in IP steatotic livers compared with non-IP
steatotic group. IP decreased the incidence of acute and chronic rejection episodes in steatotic livers (2/12 versus6/10; P = 0.07
and 2/12 versus 7/10; P<0.05, respectively), but not in non-steatotic livers. Thus, IP may induce autophagy in human steatotic

liver grafts and reduce rejection in their recipients.

Cell Death and Disease (2011) 2, e111; doi:10.1038/cddis.2010.89; published online 13 January 2011

Subject Category: Experimental Medicine

In steatotic livers, hepatocytes cell death and inflammatory
response have a great impact in both surgical and medical
context.’? Indeed, steatotic livers are more sensitive to ischemia—
reperfusion (I/R) injury.3* Operative mortality rate associated with
steatosis after major liver resection has been reported as high as
14% compared with 2% for healthy livers.* Steatotic liver grafts
are more frequently used in the context of transplantation and
they are associated with a primary non-function rate of 60%
compared with <5% for non-steatotic grafts.>® Therefore,
developing protective strategies to minimize the adverse effects
of I/R injury in steatotic livers is of paramount importance.

Ischemic preconditioning (IP), first described in the heart by
Murry et al.,” consists of brief periods of vascular occlusion
which confer protection against subsequent I/R via endogen-
ous protective mechanisms. In the liver, IP was shown to
lower transaminase levels and reduce endothelial cellinjury.®
This protection has been linked to various mechanisms, such
as decreased apoptosis,® preservation of the ATP content in
liver tissue,®'° or overproduction of pro-survival and anti-
inflammatory proteins. !

The beneficial effects of IP in human liver hepatectomy,
associated with warm and short ischemia have been

demonstrated in young patients and patients with liver
steatosis.® In liver transplantation, some previous studies
have demonstrated controversial results of the role of IP on
liver grafts. Our group was the first to show a significant
decrease in transaminase levels after IP counterbalanced by
decreased early function of the graft.’ Jassem et al'®found a
significant reduction of transaminase levels in IP patients
compared with non-IP patients in the post-operative period,
whereas Koneru et al.,'* found a paradoxal effect of higher
transaminase peak in IP livers. These studies have shown
that steatosis was a significant worsening parameter for I/R
injuries, although none of them have specifically studied the
role of IP on steatotic or non-steatotic livers. Recently,
Franchello et al'® compared normal livers with marginal
livers, including mostly livers from donors over the age of 60.
They have shown that IP reduced the AST and ALT mean
levels 5 min after reperfusion during the first 3 operative days.
Interestingly, they also observed that IP induced a lower rate
of hepatocyte cell death as assessed by TUNEL assay, the
apoptotic index being higher in marginal livers compared with
normal livers outside the context of preconditioning. There-
fore, our objective was to focus on macro—microvesicular
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steatotic livers that underwent cold ischemia, and preserva-
tion during liver transplantation to determine whether and how
IP could influence cell death and clinical efficacy or safety in
the recipients.

Results

Donor, recipient and intraoperative data. In all, 22 donor
livers out of 50 showed steatosis. Steatosis was globally
graded as mild (< 30% of steatotic hepatocytes) in 16 livers
and moderate in 6 (steatotic hepatocytes > 30% but <60%).
In all, 17 livers showed mixed macro and microvesicular
steatosis, with macrovesicular ranging from =1 to =30%
and microvesicular ranging from =5 to <50%. Three
steatotic liver grafts showed only microvesicular steatosis
ranging from 20 to 40% of hepatocytes. Two others showed
only macrovesicular steatosis affecting 10% of hepatocytes.
There was no significant difference in distribution of age and
hospitalization stay for graft donors before transplantation
between groups (Table 1). No significant differences were
observed in recipients with regard to age, gender or initial

Table 1 Allografts characteristics before transplantation in IP and non-IP donors

disease before transplantation (Table 2), nor for surgical
parameters (Table 3).

Clinical and histological outcomes in patients receiving
non-steatotic or steatotic allografts without IP. When
comparing the two groups of patients who did not undergo IP,
higher mean values in both peak and day 5 levels of AST and
ALT were observed in recipients of steatotic grafts compared
with recipients of non-steatotic grafts, although these
differences were not statistically significant because of high
inter-patient variability (Table 4). Mean AST and ALT peaks
were 862 and 7281U/ in patients receiving steatotic grafts,
whereas they were 458 and 5771U/ in patients receiving
non-steatotic grafts. AST and ALT day 5 levels were 139 and
4231U/l in patients receiving steatotic grafts and 79 and
247U/l in patients receiving non-steatotic grafts (Table 4).
Levels of serum bilirubin at day 7 were significantly higher in
steatotic livers compared with non-steatotic livers, whereas
no difference was observed in PT levels (Table 4). No
significant differences in post-transplantation intensive care
unit stay (12 days versus 11 days) or total hospitalization stay

MNon-steatotic allografts

Steatosic allografts

IP (n=14) Non-IP (n=14) IP (n=12) Non-IP (n=10)

P-value P-value P-value P-value

Variable group | group Il group il group IV | versus I® Il versus IV® | versus I |l versus IV®
Age of donor (years) 4791136 50.1+12.1 505+x8.4 54.7+10.3 0.65 0.30 0.57 0.34
Donor hospitalization 19+1.1 1.8£1.0 21+1.3 1.620.9 0.67 0.38 0.73 0.77
(days in intensive care unit)
Body mass index 21.7+£3.3 23.7+£29 251+3.7 24923 0.11 0.87 0.02 0.29
Histology before reperfusion
Necrosis
Absent 12114 13/14 12112 910 0.39 0.45 0.28 0.51
Mild 114 1/14 onz 010 0.52 — 0.54 0.58
Moderate 114 014 onz 110 0.50 0.45 0.54 0.42
Steatosis
Absent 14/14 14/14 0/12 0110 = = 1077 5% 1077
Mild (0—30%) 014 014 8n2 8/10 — 0.30 3x107* 6x107°
Moderate (30—60%) 014 014 412 210 — 0.30 0.03 0.16
High glycogen content 6/14 9/14 812 910 0.16 0.19 0.15 0.15
(grading =2)
®Means were compared using the Student's t-test
Dichotomous variables were compared using the Fisher's exact test
Table 2 Patients (recipients) characteristics before receiving IP or non-IP livers
Non-steatotic allografts Steatosic allografts
IP(n=14) Non-P (n=14) IP(n=12) Non-IP (n=10) P-value P-value P-value P-value

Variable group | group Il group 1l group IV | versus IP |ll versus IV®* | versus|IP Il versus IV*
Age of recipients (years) 50+ 14 45+ 14 47 +12 45+13 0.38 0.68 0.55 0.89
Gender (M/F) 8/6 9/5 10/2 91 0.28 0.43 0.13 0.15
Etiology
Alcoholic cirrhosis 214 214 412 310 0.40 0.35 0.20 0.26
HBV cirrhosis 314 314 112 1/10 0.35 0.52 0.29 0.34
HCV cirrhosis 414 414 312 310 0.32 0.77 0.32 0.64
Others 5/14 514 4/12 3/10 0.30 0.73 0.70 0.33

“Means were compared using the Student's +test
Dichotomous varables were compared using the Fisher's exact test
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Table 3 Surgical data during liver transplantation in patients receiving a IP and non-IP allograft

Non-steatotic allografts

Steatosic allografts

IP (n=14) Non-IP (n=14) IP (n=12) Non-IP (n=10)

P-value P-value P-value P-value

Variable group | group Il group Il group IV | versus II* 1l versus IV® | versus P Il versus IV*
Allograft weight (g) 1333 +192 1533 +403 1622 +494 1540 + 314 0.11 0.67 0.06 0.96
Portal ischemic time (min)  435+127 476+ 151 424 £134 429 +76 0.44 0.91 0.83 0.38
Arterial ischemic time (min) 36+25 35+24 50+ 22 40+ 15 0.88 0.26 0.16 0.56
Blood units 8.1+102 59+52 781111 75192 0.46 094 0.94 0.58
Surgical complications 314 214 3Nz 310 0.34 0.35 0.35 0.27
(vascular or biliary)
*Means were mmpared using the Student’s t-test
Dichotomous varables were compared using the Fisher's exact test
Table 4 Clinical data during liver transplantation in patients receiving a IP and non-IP allograft

Non-steatotic allografts Steatosic allografts

IP (n=14) Non-IP (n=14) IP (n=12) Non-IP (n=10) P-value P-value P-value P-value

Variable group | group Il group Il group IV | versusIP Il versus IV? | versus III? Il versus IV?
Hepatic function
AST at day 5 (IU/l) 42+ 33 79157 55140 139+ 164 0.047 0.10 0.37 0.22
ALT at day 5 (IUN) 82+39 247 + 194 222+ 248 423 +409 0.005 0.17 0.046 017
AST peak (1U/) 235+189 458 + 308 88111323 8621762 0.029 0.96 0.08 0.09
ALT peak (1U/l) 187+94 577 + 361 795+ 796 7281724 0.0006 0.84 0.009 0.51
PT (%) atday 5 6113 67110 63120 6819 0.18 0.48 0.73 0.74
Bilirubin at day 7 (pmol/1) 46+ 44 38+21 106 + 148 78145 0.55 0.57 0.16 0.007
Hospitalization
Intensive care unit stay (days) 1217 1116 15+10 1215 0.67 0.42 047 0.59
Total stay in hospital (days) 2818 29+13 52+43 3319 0.70 0.18 0.049 0.53
Retransplantation 114 114 012 010 — — 0.52 0.52
Rejection
Acute rejection 214 514 212 6/10 0.15 0.048 0.40 017
Rejection activity index 5+1.4 5.2%1.3 5+1.7 47+09 0.86 0.73 1.00 0.66
(meant S.D.)
Acute rejection delay 0.5 125 05 2 0.84 0.92 0.99 0.99
(median in month)
Chronic rejection 014 214 212 710 0.24 0.017 0.20 0.009
Ductopenia (mean + S.D. in %) —_ 445+15.6 49.7+231 36.5+10.2 —_ 0.15 —_ 0.22
Chronic rejection delay — 42 9 36 — 0.09 — 1.00
(median in month)
Follow-up (mean £ S.D. 53+18 60+30 47 £ 27 64 + 26 0.44 0.16 0.51 0.76

in months)

*Means were compared using the Student's ttest
Dichotomous variables were compared using the Fisher exact test
Medians were compared with Kolmogorov—Smirnov test

(33 days versus 29 days) were observed between the 10
steatotic and the 14 non-steatotic grafts recipients (Table 4).

No differences in the incidence of acute rejection (AR 6/10
versus 5/14) nor in rejection activity index were observed
(Table 4). However, a statistically significant increase in the
incidence of chronic rejection (CR) was observed in recipients
of steatotic grafts compared with recipients of non-steatotic
grafts (7/10 versus 2/14; P<0.01), whereas no differences in
severity of ductopenia was observed (Table 4).

Histological changes in livers following transplantation were
analysed. Necrotic cells associated with polymorphonuclear
infiltrate were observed in centrolobular areas, throughout the
lobule and periportal spaces. Surgical necrosis was more
frequently observed in patients receiving steatotic grafts
compared with patients receiving non-steatotic grafts (10/10
versus 9/14 P<0.05; Figure 1, Table 5). However, no
differences in necrotic index was observed between the two

groups (Table 5). Apoptotic cell death was evaluated by
activated caspase 3 immunostaining. Apoptotic cells were
mostly detected in centrolobular areas in both steatotic and
non-steatotic hepatocytes (Figure 2a). In particular, activated
caspase 3 was more frequently detected in patients receiving
steatotic grafts compared with non-steatotic grafts (3/10
versus 0/14; P=0.059).

Effects of IP on clinical and histological outcomes of
patients receiving steatotic allografts. IP did not
significantly change transaminase peaks and day 5 levels
in recipients of steatotic allografts. In particular, mean AST
and ALT peaks were 881 and 7951U/ in IP graft recipients
compared with 862 and 7281U/1 in non-IP graft recipients.
Mean AST and ALT day 5 levels were lower, but not
significantly, in IP graft recipients compared with non-1P graft
recipients (55 and 2221U/I versus 139 and 423I1UA,

[2%)
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Figure 1 Representative images of different grades of necrosis. (a) Absence of necrosis (= 200). (b) Mild necrosis: few foci of polymorphonuciear cells (amows) can be
ohserved through the lobule surrounding few necrotic hepatocytes (< 200). () Moderate necrosis: some foci of polymomhonuclear cells can be observed around the section
of the centrolobular vein (CLV) associated to some necrotic hepatocytes (= 200). (d) Severe necrosis: large necro-inflammatory area with bridging between two centrolobular

veins (CLV; = 200)

Table5 Histological and immunchistochemical and analysis on post-reperfusion livers

Non-steatotic allografts

Steatosic allografts

IP (n=14) Nor-IP (n=14) IP (n=12) NonP(n=10) P-value

Pvalue P-value Pvalue

Variable group I# group Il group 11l group IV | versus II® 1l versus IVY | versus IIP 1l versus IV®
Surgieal necresis (presence) 914 914 12 10410 0.30 0.067 0.32 0.047
Absent 514 514 412 0/10 0.30 0.067 0.32 0.047
Mild 714 714 512 7110 0.29 0.15 0.28 0.21
Moderate 114 1714 22 aro 052 0.30 0.36 0.16
Severe 114 1714 712 0/10 052 0.54 052 0.58
Necrotic index 071+067 0671061 0801071 0971032 0.85 0.50 0.75 0.17
Activated caspase 3 w12 04 112 310 — 0.20 0.50 0.059
Beclin 1 212 o4 Y12 210 0.20 0.015 0.006 0.16
LC3 212 214 @y12 310 0.40 0.046 0.006 0.26
Beclin 1+ LC3 112 o4 2 210 046 0.071 0.014 0.16

:In all, 12 paraffin blocks ware available for group | to allow further immunohistochemical analysis

‘Means wene compared using the Student's FHast
Dichotomous variables were companed using the Fisher's exact test

respectively). Lower PT and higher serum bilirubin, although
not significantly, were observed in IP grafts compared with
non-IP grafts (Table 4). No significant differences in post-
transplantation intensive care unit stays were observed
between the two groups (15 days versus 12 days). Total
hospitalization stay was longer, but not significantly different,
for IP graft recipients compared with non-IP recipients
(52 days versus 33 days; Table 4).

Interestingly, IP significantly decreased the incidence of
both AR and CR in recipients of steatotic grafts compared
with recipients of non-IP steatotic grafts (2/12 versus 610 for
AR and 2/12 and 710 for CR; P<0.05; Table 4). However, IP
did not change the rejection activity index, nor severity of
ductopenia in steatotic allografts (Table 4).

Cell Death and Disease

Histological examination showed that IP tended to de-
crease the incidence of surgical necrosis in steatotic grafts
(8/12 versus 10/10; P=0.067). However, no differences in
necrotic index was observed between the two groups
(Table 5). No difference in the detection of activated caspase
3 was observed in IP steatotic livers compared with non-IP
steatotic livers (Table 5).

Effects of IP on clinical and histological outcomes
of patients receiving non-steatotic allografts. IP signifi-
cantly decreased both AST and ALT peak and day 5 levels
in non-steatotic allografts recipients. In particular, mean AST
and ALT peak were 235 and 187 U/ in recipients of IP livers
compared with 458 and 577 in recipients of non-IP livers
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Figure2 Assessment of activated caspase 3, beclin-1 and LC3 in steatotic preconditioned livers. (a) Activated caspase 3 expression in the hepatocytes of a centrolobular
region (armows; » 400). Hepatocytes expressing activated caspase 3 circumscribed within the dashed lines are shown enlarged in the inset (> 1000). (b) Beclin-1 expression
in the hepatocytes located in a centrolobular region and also in the lobule (x 400). Cenfrolobular hepatocytes expressing beclin-1 circumscribed within dashed lines are
shown enlarged in the inset (x 1000). (c) LC3 expression in the hepatocytes located in a centrolobular region and also in the lobule (x 400). Centrolobular hepatocytes
expressing LC3 circumscribed within dashed lines are shown enlarged in the inset (< 1000)

(P<0.05 and P<0.01 for AST and ALT peaks, respectively).
Mean AST and ALT day 5 levels were 42 and 821U/ in
recipients of IP livers compared with 79 and 247U/ in
recipients of non-IP livers (P<0.05 and P<0.01 for AST and
ALT day 5 levels, respectively). Lower PT and higher serum
bilirubin were observed, although not significantly, in IP
grafts compared with non-IP grafts (Table 4). No significant
difference in post-transplantation intensive care unit stays
(12 days versus 11 days) or total hospitalization stays
(28 days versus 29 days) was observed between the IP or
non-IP non-steatotic graft recipients (Table 4).

No difference in the incidence of AR or CR was observed
in these two groups (2/14 versus 5/14 for AR and 0/14 versus
2/14 for CR), as well as in rejection activity index or ductopenia
severity (Table 4).

Histological examination did not show any difference in the
incidence or severity of surgical necrosis neither in necrotic
index (Table 5). No apoptotic cells were detected either in IP
nor in non-1P biopsies (Table 5).

IP activates autophagy in steatotic allografts. As we
previously showed that autophagy is activated by IP in
steatotic and peliotic livers treated by chemotherapy,’® we
investigated the presence of autophagy biomarkers in post-
reperfusion biopsies of this series to evaluate the potential
role of autophagy in steatotic livers.

The presence of autophagy markers was assessed by
immunohistochemical detection of beclin-1 and LC3, these
two proteins being essential for the macroautophagic process
and, respectively, representing an early and a late marker of
autophagy.'” Hepatocytes showing positive staining for both
proteins were found mainly in the centrolobular areas,
although some positive hepatocytes were observed through-
out the lobule (Figures 2b and c). Beclin-1 and LC3 staining
were rarely observed in post-reperfusion non-steatotic livers.
In particular, only one IP non-steatotic liver was positive for
both protein stains, whereas 7/12 IP steatotic livers showed
positive staining for both beclin-1 and LC3 (P < 0.05; Table 5).
Double-positive staining for beclin-1 and LC3 was more
frequently observed in IP steatotic livers compared with non-
IP steatotic livers, although the results did not reach statistical
significance (7/12 versus 2/10; P=0.07; Table 5). When
we considered only immunohistochemical-positive biopsies,

we observed a statistically significant increased number of
beclin-1-positive cells in IP steatotic livers compared with
non-IP steatotic livers (Figure 3). Interestingly, we observed
an inverse correlation between the number of LC3-positive
cells and the necrotic index in IP steatotic livers, whereas no
correlation was observed in the other groups. No correlation
between the number of beclin-1-positive cells and the necrotic
index was observed (Figure 3).

Discussion

In this study, we showed that IP may be beneficial for both
patients receiving either steatotic or non-steatotic allografts,
although biological mechanisms mediating IP effects did
differ. IP tended to reduce parenchyma necrosis and
subsequent graft rejection incidence in recipients of steatotic
grafts. The activation of autophagy could have an important
role to ensure cell homeostasis, and limit necrosis and graft
rejection in steatotic livers.

Ischemia was more deleterious in steatotic grafts compared
with non-steatotic livers as shown by transaminase levels
after transplantation and the presence of surgical necrosis in
post-reperfusion biopsies of non-IP livers. Our results are in
accordance with previous observations in human or experi-
mental liver surgery.*'® Chronic necrosis, generally asso-
ciated with lower ATP levels'® and increased inflammatory
response in the parenchyma,®® could explain that steatotic
livers are less resistant to I/R injuries.*'®

The main parameter considered to assess I/R injury was
serum transaminases level. However, contrasting results
were published. The discrepancies in the significance of
transaminases values can be attributed to different sample
timing after transplantation and to high interpatient variability,
particularly in marginal grafts such as steatotic livers, as we
can observe here, or grafts from donors > 60 years of age.'®
Indeed, we showed that IP significantly decreased transami-
nases levels in non-steatotic livers, whereas a nonsignificant
decrease was observed in IP steatotic liver. Moreover, the
groups of patients with improved transaminase levels did not
benefit from shorter hospitalization stays, as also observed
in other studies.?"? Therefore, more accurate biological
markers are needed to better assess I/R injuries and the
subsequent effects of IP.

wn
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Figure 3 Expression of autophagy markers in human liver biopsies and correlation with necrofic index. (a) Correlation between beclin-1 expression and necrotic index in
IP steatotic livers. (b) Correlation between LC3 expression and necrotic index in [P steatotic livers. (c) Beclin-1 and LC3 expression inimmunohistoche mical-posttive biopsies

in all studied groups

Similarly, the decrease of apoptosis has been reported as a
biological protective mechanism triggered by IP.2% It has been
mostly assessed by TUNEL assay or caspase 3 or Bcl-2
expression levels evaluation. However, results were not
always conclusive.'>'%2 This can be because of the use of
the TUNEL assay that can not discriminate between
apoptosis or necrosis cell death,® or to the comparison of
groups of biopsies that included steatotic livers or livers from
donors over the age of 60. Indeed, steatotic livers have been
reported to have higher levels of oxidative or nitrosative
radicals with subsequent oxidized lipids and proteins,®* and
consequently lower intracellular ATP levels, thus favoring
necrotic cell death following I/R injury.2*25 In our study, we
observed that steatotic livers frequently exhibited necrosis
although non-steatotic livers did not. Interestingly, IP tended
to decrease the incidence of necrosis without changing
apoptosis in IP steatotic livers. We can note, as in other
studies,’>2° that apoptosis assessed by caspase 3 activation
was not a major mechanism triggered by I/R. Few hepato-
cytes exhibited caspase 3 activation. We can hypothesize that
other apoptotic pathways could be activated or that apoptosis
was controlled. Recently, autophagy has been described to be
activated in stress conditions to ensure cell survival by limiting
necrosis or apoptosis in vivo.2? Autophagy is a catabolic
pathway triggered following various stress conditions, such as
starvation ortransient hypoxia, and aimed to restore adequate
intracellular ATP and aminoacids levels and to eliminate
damaged organelles.?®° It is reported that autophagy cross-
talks with apoptotic and necrotic cell death pathways,'” and
that activation of autophagy may favour cellular survival by
decreasing reactive oxygen species production®® In other
cellular contexts, autophagy has been shown to retard cell
death by suppressing ER stress.®! Actually, ER stress has
been recently described to have a role in the pathogenesis of
liver steatosis®+*? and ER stress inhibition has been shown to
be protective under I/R in an experimental model of steatotic/
non-steatotic partial hepatectomy.* Thus, we can speculate
thatin our context, activation of autophagy may be involved in
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ER stress attenuation in steatotic livers, and that the modula-
tion of autophagy and ER stress can have beneficial effects
in liver pathologies. Accordingly, our group has described
that IP can trigger autophagy to switch on/off necrosis
and/or apoptosis in steatotic or peliotic livers from patients
formerly treated by several courses of chemotherapy.'®
In this study, the decreased trend of incidence of necrosis
that we observed was associated with a significant increased
expression of autophagy markers in steatotic livers. Thus,
the induction of autophagy, especially in IP steatotic livers,
was in favor of the restoration of sufficient energetic levels
and aminoacids availability in injured hepatocytes to prolong
their survival under I/R stress. It is noteworthy that high ATP
levels have been correlated with better post-transplantation
outcomes 3%

Tissue necrosis and vascular injury caused by I/R has been
associated with an increased risk of acute and chronic graft
rejection.>” Interestingly, in our study IP significantly de-
creased mild AR and mild CR incidences only in recipients of
steatotic livers. A decrease in AR was previously observed in
recipients of IP liver in other studies'®>'® and in particular
Franchello et al. showed that IP increased survival rates at 6
months in marginal grafts but not in non-marginal grafts
(which had, however, a higher survival rate compared with
marginal livers). The biological mechanism involved in the
decrease graft rejection after IP remains to be elucidated.
However, a decreased sensitivity in necrotic cell death that we
and other authors observed'® and probably a decreased
inflammatory response observed by another group™ may be
involved. It has been hypothesized that perioperative allograft
injury induced by I/R releases mediators, such as TNFz, IL1z,
HMGE1, and cellular nucleotides, that enhance destructive
adaptive immune responses driving vascular inflammation
and production of IL18 within grafted organs.®® Interestingly,
TNFz signaling, known as a mediator of inflammation in liver
and adipose tissue, has been recently shown to be involved
also in NAFLD pathogenesis.®®*° Thus, the induction of
autophagy may promote cell survival by restoring adequate



intracellular ATP levels and consequently decreasing the
release of inflammation mediators by injured cells. In our
clinical context, we cannot conclude whether autophagy has a
pro-survival role or an ATP restoring function, but a better
understanding of autophagy activation during IP may lead
clinical improvements in post-transplantation outcomes of
patients receiving steatotic grafts.

Patients and Methods
Study population and experimental design. Among the patients who
underwent a liver transplantation in our institution from 2000: (1) in an elective
situation, (2) with a whole deceased donor liver, (3) from a donor without cardiac
arrest or severe hemodynamical instability before retrieval, we analyzed patients
who received an IP steafofic graft (n=12) and we compared them with age-
matched patients receiving non-IP steatotic liver grafts (n=10), IP non-steatotic
liver grafts (n=14) or non-IP non-steatotic liver graft (n=14). Only patients
receiving a graft from a donor staying <4 days in an intensive care unit and not
having an alcohol-induced accident were included in the study. The mean duration
stay of donors in an intensive care unit was 1.9 £1.1 days. The protocol of
preconditioning {10 min of portal triad clamping folowed by 10 min of reperfusion
folowed by multiorgan recovery) is the same as used in the previous dinical studies
performed at our institution. ™" Al post-reperfusion biopsies were taken at the
same time before closure of the abdomen. The profocol was approved by our
center's investigation and review board, and was always accepted by the teams
recovering other organs. The pre-transplant characteristics of graft donors are
shown in Table 1. I/R injury was evaluated as transaminase peak levels and
fransaminase levels 5 days after transplantation (day 5). A routine histological
examination on postreperfusion livers was performed to assess the degree of
steatosis and surgical necrosis.

Each group was followed until July 2010 in order to evaluate the incidence and
the grading of AR and CR of liver grafts after liver transplantation.

Histological evaluation. Samples were fixed in alcohol-formalin-acetic
acid, embedded in paraffin and stained with standard haematoxylin eosin safran
and picrosirius stain. Histological review was made by an experienced pathologist
(MS) without knowledge of the state of IP of the graft or other clinical data. The
review concemed post-reperfusion surgical biopsies. Histological features, including
steatosis and ‘surgical' necrosis, were assessed semi-quantitatively. Steatosis of
macro and microvacuolar type was graded as mild (0-30%), moderate (30-60%)
or severe (60-100%). Severely steatotic livers are discarded and not used for
fransplantation. When mixed steatosis was observed, the overall degree was
calculated adding the macro and microvacuolar degrees. ‘Surgical' necrosis
was defined as patchy necrosis associated with polymorphonuclear infitrate
and graded as mild (score = 1), moderate (score=2) and severe (score =3).
To assess a necrotic index, the mean score between lobular, periportal and
perivenous necrosis was calculated for each biopsy. The review also concemed
liver biopsies performed in the recipient after liver transplantation, especialy in
order to assess the presence of AR and CR, both graded according to the
relevant Banff classifications.? A rejection activity index was used to score liver
allograft biopsies with AR, whereas severity of ductopenia was used to score liver
allograft biopsies with CR.

Immunohistological procedures. All buttwo liver samples were available
for immunostaining. Immunohistology was performed on 4 um paraffin-embedded
formalinfixed tissue sections using activated anti-human rabbit caspase 3 (Cel
Signaling, Beverly, MA, USA), anti-human mouse beclin-1 (an early and essential
autophagic profein; BD Biosciences, Franklin Lake, NJ, USA) and anti-human rabbit
anti LC3 (a late autophagic protein; MBL, Nagoya, Japan) antibodies. Antigen
retrieval was obtained by heat at 97°C in a citrate buffer at pH 6 and in Tris-citrate
buffer for beclin-1 and LC3 and at pH 9 with 0.5% saponine for activated caspase 3.
The revelation system was based on a three-step biotin-free immunophosphatase
stain using 5-brome-4-chloro-3-indolyl phosphate/itroblue tetrazolium chromogene
substrate (Dako, Glostrup, Denmark) followed by nuclear red counterstaining for
beclin-1 and LC3 detection, whereas it was a one-step biotin free immuno-
peroxidase stain (ImmPress, Vector Laboratories, Buringame, CA, USA) using
3,3-daminc-benzidine chromogene (Dako) substrate followed by Hemalun counter-
staining for activated caspase 3.
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Statistical analysis. Results are expressed as mean and standard deviation.
Mean results were compared in the different groups with the help of variance
analysis. Student tHests after nomalization of variables were used to compare two
means. For dichotomous variables, a Fisher exact test was used. Median was used
to compare AR or CR delay. Median results were compared in the different groups
with Kolmogorov—Smimov tests.
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I-3. Etude de Pintérét clinique du préconditionnement ischémique dans la

transplantation hépatique du lobe droit de donneurs vivants

Article 4: Ischemic preconditioning of the graft in adult living related right lobe liver

transplantation: impact on ischemia-reperfusion injury and clinical relevance

Andreani P, Hoti E, de la Serna S, Degli Esposti D, Sebagh M, Lemoine A, Ichai P, Saliba F,
Castaing D, Azoulay D
HPB 2010; 12: 439-446.

Situation du sujet

L’effet du préconditionnement ischémique, qui a été décrit dans les articles précédents, a été
étudié¢ pour la premiére fois dans le contexte de la transplantation hépatique du lobe droit de
donneurs vivants.

Notre équipe avait déja réalis€¢ une premicre ¢étude afin de rechercher 'intérét du PI dans la
tolérance des foies sains aux lésions d’I/R dans le cadre de la transplantation par don familial
(Barrier et al, 2005) Nous n’avions pas montré¢ de bénéfice clinique ( Azoulay Ann surg 2005), mais
nous avions identifi¢ une signature génique trés intéressante qui comportait des génes codant pour
des protéines maintenant décrites dans des mécanismes de survie cellulaire, notamment IL1-ra, le
récepteur soluble de I’IL-1 ou HSP-70.

Ici, notre objectif était de rechercher le bénéfice clinique dans une série de 44 patients
consécutifs, transplantés avec un greffon provenant du lobe droit et soumis (n=22) ou non (n=22) a
un PI chez le donneur vivant. Les Iésions d’ischémie/reperfusion, la fonction rénale et hépatique, le

taux de morbidité et de mortalité ont ét€¢ comparés entre les 2 groupes.

Résultats et discussion

Aucune différence n’a été observée entre les 2 groupes concernant la durée d’hospitalisation, le
non-fonctionnement primaire du greffon et le taux de rejet aigu. Les pics d’aspartate
aminotransferase (AST) et d’alanine aminotransferase (ALT) étaient également similaires dans les 2
groupes.
Le PI du greffon chez les donneurs vivants n’est pas associ¢ a un bénéfice clinique ni chez les
receveurs ni chez les donneurs vivants. L’absence d’effet du PI correspond peut étre a ce que nous
avons décrit précédemment dans le cadre de la transplantation orthotopique, a savoir que seuls les

foies stéatosiques pourraient bénéficier d’un IP pour contrer la nécrose. Le temps plus court de
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trans-section du greffon chez les donneurs pourrait également influencer 1’absence de conséquences

post-opératoires du PL.



DOI:10.1111/j.1477-2574.2010.00194.x

-83-

HPB

ORIGINAL ARTICLE

Ischaemic preconditioning of the graft in adult living related right
lobe liver transplantation: impact on ischaemia-reperfusion injury
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Abstract

Background: Ischaemic preconditioning (IPC) of the right liver graft in the donor has not been studied
in adult-to-adult living related liver transplantation (LRLT).

Objective: To assess the IPC effect of the graft on ischaemia reperfusion injury in the recipient and
compare recipient and donor outcomes with and without preconditioned grafts.

Patients and methods: Alternate patients were transplanted with right lobe grafts that were (0 = 22;
Group precong) or were not (n = 22; Group contnl) subjected to IPC in the living donor. Liver ischaemia—
reperfusion injury, liver/kidney function, morbidity/mortality rates and outcomes were compared. Uni-
variate and multivariate analyses were performed to identify factors predictive of the aspartate
aminotransferase (AST) peak and minimum prothrombin time.

Results: Both groups had similar length of hospital stay, morbidity/mortality, primary non-function and
acute rejection rates. Post-operative AST (P = 0.8) and alanine aminotransferase (ALT) peaks (P = 0.8)
were similar in both groups (307 = 189 and 437 = 302 vs. 290 + 146 and 496 * 343, respectively). In
univariate analysis, only pre-operative AST and warm ischemia time (WIT) were significantly associated
with post-operative AST peak (in recipients). In multivariate analysis, the graft/recipient weight ratio
(P = 0.003) and pre-operative bilirubin concentration (P = 0.004) were significantly predictive of minimum
prothrombin time post-transplantation.

Conclusions: Graft IPC in the living related donor is not associated with any benefit for the recipient or

the donor and its clinical value remains uncertain.
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Introduction

Living related right lobe liver transplantation (LRRLLT) was a
breakthrough in the field of adult liver transplantation' (for a
review see™”). This technique increased the availability of grafts at
a time when there was a critical shortage of cadaveric organs
resulting in a very high death rate among patients on waiting lists.*
It may also improve the prognosis of certain indications. Use of
the right liver lobe has several advantages over use of the left lobe

This paper was presented at the International Hepato-Pancreato-Biliary
Association Meeting, 18-22 April 2010, Buenos Aires, Argentina.

HPB 2010, 12, 439446

for adult-to-adult liver transplantation: better anatomic position
for the vascular reconstruction, lower risk of hepatic venous
outflow block and increased hepatic mass. To ensure donor safety,
an adequate liver mass must be left to avoid post-operative hepatic
dysfunction. Several strategies have been designed to optimize
the function of the liver graft in the recipient and the remaining
liver in the donor. These include stringent selection of the donor
(with liver biopsy in many centres),**’ preparation of the recipi-
ent, avoidance of vascular clamping during procurement, the
choice of the preservation solution and the shortest ischaemia
time possible.

@ 2010 International Hepato-Pancreato-Biliary Association
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Several recent animal studies have shown that ischaemic pre-
conditioning (IPC) (especially brief exposure to warm ischemia)
provides robust protection against ischemia—reperfusion
injury during subsequent long periods of ischaemia. This phe-
nomenon was first described for the heart.® It has since been
described in many experimental models (for review see®"”) and for
several tissues and organs, including the liver”™" It has
been shown to be protective in three clinical studies on liver
resection.®™ It has also been shown that a short period of warm
ischaemia protects different organs including the heart, intes-
tine, lung and kidney*** against subsequent cold ischaemia—
reperfusion injury. Several studies in experimental models™ * and
humans™* suggest that IPC is suitable for use during liver trans-
plantation. The aim of the present study was to evaluate
the effects of IPC of the right lobe liver graft in the living donor on
ischaemia—reperfusion injury in the recipient. We compared the
rates of ischaemia—reperfusion injury, early graft function, mor-
tality, morbidity and patient survival in the two groups of recipi-
ents. We also assessed the impact of graft IPC on donor outcome.

Patients and methods

Objectives of the study

The primary end point of the study was the graft tolerance to
ischaemia reperfusion as assessed by the post-operative peak AST
concentration in the recipient.'™* Secondary end points included
the analysis of the potential clinical relevance of IPC on early
graft function, mortality, morbidity and patient survival. We also
assessed the impact of graft IPC on donor outcome.

Study population and experimental design

This single centre prospective study was conducted during a
4-year period and included 44 consecutive cases of adult-to-adult
LRRLLT. Alternate patients were assigned to the two study groups.
Twenty-two patients received a graft that had been preconditioned
in the donor (Group precona): 10 min of right pedicle clamping
including clamping of all arteries feeding the right liver, the right
portal branch(es) and the main bile duct, followed by 10 min of
reperfusion. Twenty-two patients received a graft that had not
been preconditioned (Group contwl). LRRLLT performed during
the study period for fulminant hepatic failure (four cases) was the
only exclusion criteria from the study. The protocol of precondi-
tioning was identical to the one used in the two clinical studies
reported so far."**" The sample size calculation was based on the
results of the 15 first cases of LRRLLT performed at our centre, by
the same surgeon (D.A.) and without any vascular clamping. In
these 15 cases the mean peak aspartate aminotransferase (AST)
concentration was 274 * 126 IU/L (standard error = 27.6 IU/L).
The sample size needed to detect a significant difference for the
peak AST concentration was calculated as 22 cases on each group,
using a two-sided test (0 =0.05, B=10.1). The protocol of the study
was approved by the investigation and review board of our centre.
Informed consent was obtained from all donors and recipients.

HPB 2010, 12, 433446

Surgical procedures

Right liver graft harvesting

The same procurement technique was used throughout the
study. This technique has been reported in detail previously.” No
vascular clamping (except during the preconditioning stage, when
applied) was performed during the harvesting procedure. The
middle hepatic vein and/or the inferior hepatic vein were included
in the graft as indicated.”™" The graft was perfused ex situ with 1 L
of cold University of Wisconsin (UW) solution. All donor hepa-
tectomies were performed by the same surgeon (D.A.).

Transplantation technique

In brief, the native liver was totally removed with caval preserva-
tion.™ A temporary porta-caval shunt was performed.* The right
lobe was then implanted. A microscope was used for arterial and
biliary anastomosis in all cases. All graft implantations were per-
formed by the same surgeon (D.C.). Cold ischaemia time (CIT)
was defined as the time between devascularization in the donor
and portal reperfusion in the recipient. Warm ischaemia time
(WIT) was defined as the time between portal unclamping and
arterial revascularization. A liver biopsy was taken before closing
the abdomen. This biopsy was available for 19/22 (86%) and 20/22
(91%) of Group copm and Group peeng recipients, respectively
(P = 0.9). None of the graft was steatotic, as macrovacuolar
steatosis »20% of hepatocytes was never observed. Ischaemia—
reperfusion injury was classified as moderate to severe (vs. absent)
when at least 10% of hepatocytes were necrotic, mainly in the
centre of the lobule or disseminated throughout.”

Post-operative management

Donors

In addition to the usual post-operative care received after right
hepatectomy, we measured the indocyanine green clearance
rate at 15 min (ICG gri5) and used CT imaging to measure the
volume™* of the remaining left liver 8 and 30 days after donation.

Recipients

Transplanted patients received a standard immunosuppres-
sive regimen including FK-506 and methylprednisolone. Early
outcome was assessed by' measuring ischaemia—reperfusion liver
injury, as estimated by the peak AST concentration® liver function
tests, including determination of the minimum prothombin time
and the peak bilirubin concentration within 10 days of transplan-
tation® measuring primary non-function, defined as immediate
absence of graft function leading to retransplantation or death”.
For the later group, the following technical complications were
recorded: hemoperitoneum needing reoperation, and arterial,
portal, outflow and biliary complications. Histologically proven
acute rejection was recorded, provided it occurred within 6 weeks
of transplantation and needed increased immunosuppression.*
Post-operative mortality was defined as death occurring during
the initial hospitalization period after transplantation or within
60 days of transplantation.

@ 2010 International Hepato-Pancreato-Biliary Association
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Data analysis

All quantitative data are expressed as mean * standard devia-
tion. A P-value < 0.05 was considered statistically significant.
Factors potentially predictive of the peak AST concentration in
the recipient within 10 days of transplantation were assessed by
univariate and multivariate analysis. The donor data included:
age, pre-operative liver function tests, duration of operation,
intra-operative blood loss, volume of autotransfusion and graft
preconditioning; and the recipient data included: age, gender,
pre-operative liver function tests, graft to recipient body weight
ratio, cold ischaemia time, warm ischemia time and transfusion
volume.

The same assessment was performed for the minimum pro-
thrombin time. For continuous variables, differences between the
groups were evaluated using the Student’s ¢-test. For discrete vari-
ables, data were expressed as counts and percentages and were
analysed using Fisher’s exact test. Survival rates were calculated
using the Kaplan—Meier method, and groups were compared with
the log rank test. All statistical analyses were performed using SAS
software (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).

Biologists, intensive care specialists and pathologists were
not informed whether the graft had been subjected to ischaemic
preconditioning in the donor.

Results

Pre- and per-operative data (Tables 1 and 2)

The two donor groups were similar (Table 1) in terms of age
(P=0.4), gender ratio (P = 0.5), pre-operative liver function tests

including the ICG gris (P = 0.2 in all cases), intra-operative data
including duration of operation (P = 0.08) and volume of auto-
transfused blood (P=0.9). The remaining left liver to body weight
ratio was similar in the two groups (P = 0.2).

The two recipient groups were similar (Table 2) in terms of age
(P = 0.8), gender ratio (P > 0.9), indication for transplantation
(P=0.5), liver function tests before transplantation (P > 0.2 in all
cases) and intra-operative data including graft-to-body weight
ratio (P = 0.7), cold ischaemia time (P = 0.6), warm ischaemia
time (P = 0.6) and number of blood units transfused (P = 0.9).

Donor outcome (Table 1)

The peak AST concentration was similar in the two groups of
donors (189.0 £ 70.5 vs. 231.5 = 130.5 IU/L — group without vs.
with graft preconditioning, respectively, P = 0.2). Liver function
tests were similar at all time points, including ICG gy |5 at day 8
(P =0.8) and day 30 (P= 0.9), and volume of remaining left liver
at day 8 (P=0.7) and day 30 (P = 0.6).

At least one complication occurred in 11 (morbidity rate =
50%) and 15 (morbidity rate = 68%) donors in the control and
preconditioned group, respectively (P = 0.7). None of these com-
plications were life-threatening. The duration of hospitalization
was similar in the two groups (P = 0.6). All donors were alive and
well at 24 = 15 months after donation.

Tolerance to ischaemia-reperfusion in recipients
(Table 2, Fig. 1)

We found no significant difference in serum concentrations of
AST and ALT between the two groups at any time point. Patients

Table 1 Pre-, per- and post-operative characteristics of right lobe donors

Characteristics Donor of (R) liver without Donor of (R) liver with P-value
preconditionning preconditionning
n =22 cases n =22 cases

Maleffemale (ratic) 6/16 814 0.5
Age (years) 37.8 =131 414 + 154 0.4
Left liver to body weight ratio (24) 0.76 = 0.15 0.83 £0.18 0.2
Duration of operation (minutes) 319 =107 274 + 38 0.08
Number of blood units autotransfused 05 =08 05 +09 09
Peak AST (IU/L) 189.0 = 70.5 231.5 £ 1305 0.2
Peak ALT (IU/L) 193.1 = B1.1 236.9 + 1356.2 0.2
Minimum prothrombin time (% of normal) BT =79 368.0 £7.5 0.3
Peak bilirubin (umol/L) 51.1 £ 223 68.8 + 39.5 0.08
Morbidity rate n cases (%) 11 (50%) 15 (68%) 07
Duration of hospital stay (days) 134 = 6.4 144 £ 44 0.6
1CG g7 15

Day 8 127 =42 121 £ 6.7 0.8

Day 30 11.3 =40 11.7 £ 6.5 09
Left liver to body weight ratio (%)

Day & 1.34 = 0.29 1.34 + 0.31 >0.9

Day 30 1.67 = 0.25 1.50 + 0.31 0.1

AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase.

HFB 2010, 12, 439-446
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Table 2 Pre-, per- and post-operative characteristics of recipients

Characteristics Recipient of (R) liver without Recipient of (R) liver with P-value
pre-conditionning pre-conditionning
n=22 cases n=22 cases
Maleffemale (ratio) 17/5 18/4 =09
Age (years) 465 = 13.6 476 = 11.5 0.8
Mo. transplanted for 0.5
Cirrhosis 6 9
Cancer 13 a
Other 3 5
Graft to body weight ratio (%) 1.14 £ 0.39 1.18 £ 0.31 0.7
Cold ischaesmia time (minutes) BY = 31 92 = 28 0.6
Warm ischasmia time (minutes) 68 = 27 B3 = 27 0.6
Number of blood units transfused 45 =46 3.7 =358 0.9
Peak AST (IU/L) 290 = 148 307 = 189 04
Peak ALT (IU/L) 496 + 343 437 = 302 0.8
Minimum prothrombin time (% of normal) 364 =133 3Fr7F =856 07
Bilirubin day 7 {umol/L) 107 = 97 132 = 104 04
Duration of stay (days)
Overall N33 357 =87 0.3
In intensive care unit 104 = 54 12.0 = 66 04
Morbidity n (%) 7(31.8) 8 (36.4) 0.9
In-hospital mortality n (%) 29 1 (4.5) 0.5
Actuarial survival rate at 1 year (%)
Patient 86.1 95.5 0.08
Graft 88.9 80.2 0.6

AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase.

P=028
‘ [
With (n = 22)
496 + 343
10007 1y B ithout
900 -| IPC (n =22)
437 + 302
800 _
: P =04
700 ——
307 +189
o 290 =146 -
500
400
300
200
100 — —
Peak AST Peak ALT

Figure 1 Ischasmia—reperfusion injury in the recipient after living related right lobe liver transplantation (LRRLLT)

in Group pracong had a similar peak AST concentration (307 = 189  Factors associated with the maximum AST concentration
vs. 290 * 146 [U/L, P=0.4) and a similar peak ALT concentration ~ within 10 days of transplantation

(437 = 302 vs. 496 = 343 IU/L, P=0.8) as patients in Group omm  Factors potentially predictive of the maximum AST concentration
(Fig. 1). in the recipient were assessed using univariate and multivariate

HPB 2010, 12, 439446 @ 2010 International Hepato-Pancreato-Biliary Association
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Figure 2 Post-living related right lobe liver transplantation (LRRLLT) liver function tests with versus without graft preconditioning. Compa-
rision of groups was never statistically significant at any time point. AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase;

PT, prothrombin time

analysis. The donor data included: age, pre-operative liver func-
tion tests, duration of operation, intra-operative blood loss,
volume of autotransfusion and graft preconditioning; and the
recipient data included: age, gender, pre-operative liver function
tests, graft-to-recipient body weight ratio, CIT, WIT and transfu-
sion volume.

Univariate analysis showed that only the pre-operative AST
concentration in the recipient and the warm ischaemia time were
associated with peak post-operative AST concentration (P = 0.04
and P = 0.03, respectively). Using multiple variable analysis none
of the later factors remained independently significant.

Graft function and factors associated with the minimal
prothrombin time

We found no significant difference in prothrombin time and
bilirubin concentration between the two groups of recipients at
any time point (Table 2, Fig. 2). Univariate analysis showed that
the following factors were associated with the minimal prothrom-
bin time: presence of cirrhosis (P = 0.01), the combination of
female donor to male recipient (P= 0.04), graft to recipient body
weight ratio (P = 0.02), number of blood units transfused in the
recipient (P = 0.02), pre-operative bilirubin concentration in the
recipient (P = 0.002), and recipient preoperative prothrombin
time (P= 0.006). None of the other factors tested were significant,

HPFB 2010, 12, 439-446

including preconditioning of the graft, CIT, and WIT (data not
shown). In the multivariate analysis, graft-to-recipient body
weight ratio (P = 0.003) and recipient pre-operative bilirubin
concentration (P = 0.004) remained independently associated
with the minimal prothrombin time.

Analysis of post-reperfusion biopsies

Analysis of post-reperfusion biopsies revealed no steatosis in any
of the grafts. Liver biopsies revealed ischaemia-reperfusion injury
in 2/20 (10%) and 4/19 (21%) of Group prcond and Group contml
patients, respectively (P = 0.4).

Recipient outcome (Table 2)

Two patients in Group conwat and one patient in Group precong died
within 60 days of transplantation (P=0.5). Primary non function
occurred in one case in Group wmwa and none in Group pramd
(P=0.9). Technical morbidity occurred in 7/22 (31.8%) and 8/22
(36.4%) patients in Group o and Group prcong, respectively
(P = 0.9). The incidences of biliary complications (6/22 in
Group oo and 7/22 in Group precas, P = 0.9), arterial thrombosis
(3/22 and 0/22, P= 0.2) and hemoperitoneum requiring reopera-
tion (3/22, and 0/22, P= 0.2) were similar in the two groups. We
observed no cases of portal vein thrombosis or outflow occlusion.

@ 2010 International Hepato-Pancreato-Biliary Association
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The incidence of acute rejection needing increased immunosup-
pression was the same in Group wnira and Group srcons (4/22, and
1/22, P=0.3).

The durations of stay in intensive care and in hospital were
similar in the two groups (P = 0.4 and P = 0.3, respectively).

Retransplantation was performed in three cases in Group conl
(due to arterial thrombosis #= 2 and primary non-function n=1)
and none in Group pregad (P =0.2). One patient from Group conal
who was on the waiting list for elective retransplantation for
ischaemic cholangitis dropped out because of recurrent cancer.

Long-term survival

The mean follow-up period was 20.6 * 14.4 months. Four
patients in Group i and none in Group prcng (P = 0.1) died.
These four deaths occurred 3, 14, 21 and 24 months after trans-
plantation and were as a result of cancer recurrence (3 cases) and
intracerebral haemorrhage (1 case). No difference in I-year
survival was found between the groups (86.1% and 95.5% for
Group il and GFOUP precons, respectively, P = 0.08, logrank).
Actuarial graft survival rate was 88.9% and 80.2% at 1 year for
Group conot And GIOUP precong, Tespectively (P = 0.6).

Discussion

This single centre prospective study involving 44 consecutive cases
of elective adult-to-adult living related right lobe liver transplan-
tation is one of the few studies™ to evaluate the potential benefit
of ischaemic preconditioning of the graft in this model.

Ischaemic preconditioning had no effect on graft tolerance to
ischaemia—reperfusion injury, as shown by the similar peak AST
concentrations in the two groups (Fig. 1, Table 2).

Two human studies have evaluated the preconditioning-like
effect of reversible cardiac arrest in the cadaveric liver donor on
the post-transplantation outcome.™” Totsuka et al.* showed that
livers from human donors who were resuscitated after cardiopul-
monary arrest had similar survival and function to those from
other donors. In addition, these authors showed that the post-
transplantation serum concentrations of transaminases were
lower in patients who received organs from donors with prior
cardiopulmonary arrest compared with those without. Con-
versely, Wilson et al.”” reported that reversible cardiac arrest prior
to graft procurement did not trigger any preconditioning benefit
in liver transplantation. These two studies, together with the large
body of experimental evidence showing that ischaemic precondi-
tioning protects against cold ischaemia—reperfusion injury, were
the impetus for our study. The discrepancy between our disap-
pointing results and previous results in favour of ischaemic
preconditioning may be as a result of several factors. First, the
occurrence of ischaemic preconditioning differs between different
tissues within a given species and within the same tissue in differ-
ent species.®** Second, the many mechanisms beyond the scope
of our study of ischaemic preconditioning®'™* might be involved
differently in different models. Third, biases in our study might
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mask any effect of ischaemic preconditioning. These biases
include small graft size, the preconditioning protocol and the
choice of study design. One of the biases could be the short cold
ischaemia time (below 3 h in all our cases; median = 82 min). This
potential bias, which remains to be proven, is however counter-
balanced by the absence of an effect of preconditioning on
ischaemia reperfusion subsequent to the warm ischaemia between
portal and arterial revascularization (always >30 min, the cut-off
value of clinical studies evaluating the value of IPC in warm
ischemia during liver resection).'*” Pharmacological precondi-
tioning protocols that do not include a warm ischaemia step (with
portal triad clamping) might prevent this negative effect.*™'

Ischaemic preconditioning did not improve graft function, as
shown by the similar prothrombin time and bilirubin concentra-
tion in the two groups at all time points of the study (Fig. 2). This
is in accordance with the results of the two human studies
that evaluated the preconditioning-like effect of reversible
cardiac arrest in the cadaveric donor.”" In these studies, post-
transplantation prothrombin times and bilirubin concentrations
were similar regardless of whether the donor had sustained
temporary cardiac arrest prior to procurement or not. None of
the animal studies on ischaemic preconditioning in cold
ischaemia measured the coagulation factors and bilirubin levels
after ischaemic preconditioning of the liver. However, Adam
et al** showed that preconditioning of the liver graft was associ-
ated with altered liver function compared with a control group
in a rat model. In a randomized study, we showed that 10 min
of ischaemic preconditioning of the whole liver in the cadaveric
donor improved graft tolerance to ischaemia—reperfusion.
However, this protective effect tended to alter graft function.™
Conversely, Koneru er al.>* showed in a randomized study that
5 min of ischaemic preconditioning of the whole liver in the
deceased donor did not trigger any benefit in the recipient in
terms of ischaemia—reperfusion injury and graft function.

The preconditioning protocol had neither a positive nor a nega-
tive effect on the outcome of liver transplantation. The clamping
of the graft pedicule was not associated with an increased risk
of portal or arterial thrombosis in the recipient. Interestingly,
when comparing the two groups, only patients in the Group cpm
appeared to require retransplantation. Besides the fact that this
difference was statistically non-significant and purely attributable
to technical problems (2 patients) or graft primary non-function
(1 patient), we could not confidently confirm that the clamping
of the graft pedicule is not associated with an increased risk of
portal or arterial thrombosis in the recipient as our study was
underpowered to demonstrate a difference in this criterion.

Likewise, ischaemic preconditioning of the graft had no effect
on donor outcome. Ischaemic preconditioning had no effect on
the post-operative concentration of transaminases or on liver
function tests i.e. prothombin time and bilirubin concentration.
However, it is worth noting that the absence in our study of any
effect of ischaemic preconditioning of the graft can also be inter-
preted as results of an intervention which is already compensated
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by advantages such as shorter transection time in LDLT donors,
or healthy donors who have no underlying liver disease such as
steatosis.

In addition, the results of this study differ from those reported
by Arai etal. in a rat model” In the study by Arai etal
ischaemic preconditioning of one half of an individual rat liver
decreased non-parenchymal cell killing, used as an index of
sinusoidal endothelial cell killing, not only on the precondi-
tioned side but also on the contralateral side. This potential
effect, termed heterologous preconditioning, which has also been
observed in the heart model,* was not confirmed in the donors
of our study.

Lastly, we also found that ischaemic preconditioning not only
did not have any clinical impact on the recipients’ outcome, but
also that ischaemia—reperfusion injury was similar in the post-
reperfusion biopsies of the patients belonging to the control and
preconditioning group. However, our study did not provide any
clinical information about the changes at a molecular level (such
as over expression of IL1-Ra, Bcl-2 and NO), thought to be
responsible for neutralizing the pro-inflammatory responses of
interleukin-1 (IL-1) and tumour necrosis factor-alpha (TNF-0t) to
ischaemia reperfusion.” Concerning the later changes (molecu-
lar) induced by ischaemia-reperfusion injury, we feel that newer
prospective randomized studies in the same settings should be
conducted to better evaluate their effects.

Conclusion

Ischaemic preconditioning of right hepatic lobe liver grafts
in living donors does not seem to protect against ischaemia—
reperfusion injury in the recipient. Ischaemic preconditioning of
the graft did not have deleterious effects on graft function, or on
morbidity or mortality rates. Ten minutes of ischaemic precon-
ditioning had no consequence on the post-operative outcome of
the donors. As donor safety and immediate and sufficient graft
function are the primary goals of LRLT, the use of ischaemic
preconditioning (ten minutes of warm ischemia) is not appropri-
ate for living-related right liver transplantation.
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I1. Etude des mécanismes de tolérance a la mort hépatocytaire dans la stéatose

impliquant de nouvelles cibles moléculaires

II-1. Revue de la littérature sur ’utilisation des approches moléculaires a
haut débit pour I’étude de la pathogenése et I’identification de marqueurs

précoces des hépatopathies non-alcooliques

Article 5: Human Non-Alcoholic SteatoHepatitis: new insights from OMICS studies.
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Soumis pour publication

Cet article fait une revue de la littérature sur les travaux de « omic » réalisés sur des tissus
humains présentant une hépatopathie non-alcoolique. Il rassemble notamment les études de
transcriptomique précédemment effectuées au sein du laboratoire sur des foies stéatosiques. Cette
revue présente 1’intérét de décrire de nouvelles voies de tolérance a la mort dans les maladies
inflammatoires du foie.

Notre équipe a conduit des études de transcriptomique sur des foies stéatosiques et sur des foies
soumis a une preconditionnement ischémique (Chiappini et al 2006, Barrier et al 2005; Navarro-
Sabate et al, 2006). Les résultats obtenus ont montré 1’expression spécifique de genes qui contrdolent
différentes voies métaboliques : 1) la régulation du cholestérol intracellulaire et du trafic des
membranes; 2) la beta-oxydation mitochondriale des acides gras a long chaine ; 3) 1’adressage des
acides gras libres vers les voies biosynthétiques des phospholipides ; 4) le contrdle de
I’adipogeneése ; 5) un stress oxydatif et des mécanismes de mort et survie cellulaires

Ces résultats viennent conforter ceux de la littérature utilisant des techniques de protéomique et
de lipidomique (Puri et al, 2007, Puri et al 2009 , Le Naour et al 2009 ). Comme nous 1’avons décrit
dans I’introduction, les résultats de ces articles récents convergent vers une nouvelle hypothése
d’une balance entre « lipides toxiques » et « lipides protecteurs » dans la NASH. En effet, il semble
exister un état trés dynamique, mais difficilement détectable en histologie, caractérisé par un trafic

des acides gras et leurs dérivés. Ce trafic aurait pour conséquence l’activation de systémes
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permettant de rétablir 1’homéostasie lipidique et protéger le foie d’une éventuelle lipotoxicité
(Neuschwander-Tetri 2010).

La découverte de nouvelles voies contrélant I’homéostasie intracellulaire des lipides et de leurs
métabolites, notamment 1’autophagie qui régulerait finement le recyclage des vésicules lipidiques,

permettra I’identification de nouvelles cibles diagnostiques ou thérapeutiques.
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Abstract (219 words)

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common liver pathology characterized by fat
accumulation in a context of metabolic syndrome or insulin resistance. It can be associated with obesity,
diabetes, hyperinsulinemia, dyslipidemia as well as hypertension. NAFLD consists of a large spectrum of
hepatic lesions including benign steatosis, non-alcoholic steatohepatitis (NASH), cirrhosis or hepatocellular
carcinoma. Upon chronic stress, NASH would occur via a “two-hits” process involving modulation of a high
number of genes and proteins. Firstly, the accumulation of fat, either due to the increased inflow of free fatty
acids or de novo lipogenesis, leads to steatosis. Secondly, when adaptive mechanisms for stress tolerance are
overwhelmed, lipotoxicity and chronic inflammation trigger major hepatic damages, mainly via oxidative
and inflammatory stress, lipid peroxidation and cell death. As a consequence, all these processes concur to
favor steatohepatitis, fibrosis and cancer. Recently, the elucidation of physiopathological signaling cascades
controlling NAFLD and NASH benefited from large-scale studies, namely the omics, such as
transcriptomics, genomics, proteomics, and lipidomics. The advent of lipidomics would allow shedding light
upon the respective roles of triglyceride and fatty acid metabolites in the lipotoxic liver injury hypothesis for
the pathogenesis of NASH. In this review, the contribution of the omics to the understanding of the

molecular basis of NASH is discussed that could offer perspectives for novel biomarkers discovery.

Keywords: biomarker, inflammation, liver, mitochondria, NAFLD, omics

Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) constitutes a major public health concern because it affects
approximately 10-20% of the population in developing countries and its prevalence is constantly rising.
NAFLD includes successive stages of increasing severity: steatosis, inflammation (i.e. hepatitis or non-
alcoholic steatohepatitis (NASH)), fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC). It is associated
with metabolic syndrome (e.g. obesity, combined hyperlipidemia, type II diabetes mellitus and high blood
pressure) or insulin resistance. Abnormalities in fatty acid metabolism and systemic inflammation are key
factors involved in the development of insulin resistance, dyslipidemia and cardiovascular risk factors.
However, factors that link metabolic syndrome to the onset and progression of liver injury are poorly
understood [1].

Steatosis, characterized by an accumulation of triglycerides in the liver parenchyma, is the hallmark of
NAFLD. It occurs when the rate of hepatic uptake of circulating blood free fatty acids (FFA), which
originates from excessive adipose tissue lipolysis and de novo liver lipogenesis from glucose is greater than

the rate of mitochondrial fatty acids oxidation or export as triglycerides within low density lipoproteins. It
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ensues major alteration in glucose, fatty acid and lipoprotein metabolism with the development of insulin
resistance. However, emerging data now provide convincing evidence that triglyceride accumulation in the
form of lipid droplets could rather be a parameter of excessive fatty acid trafficking while nontriglyceride
fatty acid metabolites would be the culprit of lipotoxicity of the NASH pathogenesis [2]. Insulin resistance
favors an excessive flow of fatty acids from adipose tissue and also impairs peripheral glucose disposal.
Fatty acid disposal in the liver occurs through oxidative pathways with excessive production of reactive
oxygen species and subsequent lipid peroxidation and inflammatory response. Importantly, macrophages
present in adipose and liver tissues of obese patients release high levels of chemokines, which cause
inflammation and insulin resistance. Then, innate immune activation is central to the development of
obesity-related insulin resistance and tissue damage, such as that observed in atherosclerosis.

In 1998, a “two-hit” model has been proposed for the development of NAFLD [3]. The “first hit”
corresponds to a primary hepatic lipid accumulation, the “second hit” consisting in an oxidative stress
leading to liver injury and inflammation. Clinical investigation of patients with NASH revealed that
mitochondria present morphologic and functional abnormalities, suggesting a central role in pathogenesis via
altered fat metabolism and excessive production of reactive oxygen species (ROS) [4,5]. Indeed,
mitochondria are the site for free fatty acids f—oxidation and are responsible for the ATP production by
oxidative phosphorylation. Thus, in NASH, dysfunction of the mitochondrial respiratory chain results in
enhanced ROS production, ATP depletion and lipid peroxidation [2,6,7].

However, other molecular mechanisms have been proposed to modulate hepatic lipid accumulation and
inflammation. Thus, there is strong evidence that some cytokines, like TNFa and I1-1[] are also involved in
the pathogenesis of NASH by disturbing the mitochondrial respiratory chain, increasing ROS and cell
resistance to insulin, amplifying proinflammatory cytokines production and ultimately, provoking cell death
by apoptosis and/or necrosis [8,9]. Chemokines, adipokines and hormones have been largely described in the
pathogenesis of steatosis and its evolution towards NASH, cirrhosis or HCC [10]. Finally, another emerging
mechanism is endoplasmic reticulum (ER) response to stress, the organelle responsible for protein folding,
maturation, and secretion, in relation with the lipid and glucose metabolisms. Thus, ER stress pathway can
intersect with inflammation to manage a metabolic dysfunction [11]. Both are short-term adaptive responses
contributing to the function and survival of organism, and are detrimental when chronically engaged.
Treatment of NAFLD remains difficult. Apart from a hypocaloric diet and physical exercise, alcohol
withdrawal and vitamins, no treatment has shown any efficacy in the prevention of these diseases yet [1].
Few molecules can improve liver steatosis and inflammation, and no treatment for fibrosis is available.
Bariatric surgery, which improves the survival of obese patients, may reduce liver steatosis and
inflammation, but not fibrosis [12,13]. Therefore, it is important to identify the biological targets and
signaling pathways that underlie the pathogenesis of NASH and distinguish it from steatosis. It will be also
important to identify patients with NASH who will evolve towards fibrosis, and/or hepatocellular carcinoma.
The identification of such targets will allow the development of biomarkers to diagnose, prevent, and/ or

treat patients.
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Large-scale studies, such as transcriptomics, genomics, proteomics, lipidomics and metabolomics (i.e.
omics) may offer interesting insights into the pathophysiological mechanisms of NAFLD. Thus, systematic
investigation of a large number of genes and proteins can help to identify novel molecular pathways that are
active in NAFLD and related to its progression. In this review, the contribution of the omics to the
understanding of the molecular basis of NASH is overviewed and their respective contributions for the
discovery of novel biomarkers are discussed. We have focused on omics performed in human samples that

could open ways to target new diagnostic or therapeutic tools.

Genomics

Since the completion of the Human Genome Project in 2003, genome-wide association studies (GWAS)
have been developed to rapidly search biomarkers across genomes of population to identify genetic
variations associated with a particular disease. The hypothesis-free approach of the GWAS has the advantage
of interrogating genes that otherwise would have not been considered as candidates due to our limited
understanding of their function, and may also uncover important regulatory variation within the large regions
of the genome that do not contain protein-coding genes. Few GWAS comparing populations with NAFLD or
NASH have been performed in patients with microarrays spotted with single nucleotide polymorphisms
(SNPs). For instance, Yuan ef al. [14] conducted a GWAS to study genetic variations influencing plasma
liver enzyme levels in three populations (total n = 7,715) with replication in three additional cohorts (total n
= 4,704). This study highlighted six loci influencing plasma levels of liver enzymes and confirmed the
previously reported associations between the GGT! locus and gamma glutamyl transpeptidase (GGT) levels
and between the 4BO locus and alkaline phosphatase levels. In addition, Romeo et al. [15] reported the
relationship between a genome-wide survey of 9,229 non-synonymous single nucleotide polymorphisms
(SNPs) and hepatic fat detected by MR spectroscopy in 1,032 African-American, 696 European-American,
and 383 Hispanic adults residing in Dallas County. Variation in PNPLA3 (the patatin-like phospholipase 3
gene) contributed to ethnic and inter-individual differences in hepatic fat content and susceptibility to
NAFLD. An allele in PNPLA3 (rs738409; 1148M) was strongly associated with increased hepatic fat levels
and with alanine aminotransferase levels. This variant has been recently confirmed to play a major role in
NASH progression due to its association to fibrosis development [16]. More recently, Chalasani et al. [17]
have analyzed 324,623 SNPs from the 22 autosomal chromosomes in 236 non-Hispanic white women with
NAFLD well characterized for their clinical and histological features of NAFLD. Specific genetic variants
were associated with features of hepatic histology in patients such as NAFLD activity score (e.g. SNP
1$2645424 on chromosome 8 in farnesyl diphosphate farnesyl transferase 1 (FDFTI)) or lobular
inflammation (SNP rs1227756 on chromosome 10 in a collagen XIII variant, COLI3A41). Some others are
associated with the degree of fibrosis or serum levels of alanine aminotransferase. However, no significant
association was reported between genotypes and steatosis, ballooning degeneration, portal inflammation, or

other features of NAFLD.
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Altogether, this limited number of studies suggests that some genetic determinants, in particular those linked
to lipid metabolism, may correlate with an increased susceptibility to NAFLD progression. However, further
studies are required to really improve our knowledge in genomics impact on the pathogenesis of NAFLD.

Such results could help in the prevention of progression or treatment at each step of the disease.

Transcriptomics

The advent of a family of transcriptomic tools, mainly real-time quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction (QRT-PCR) and microarrays, together with supporting informatics and statistical
procedures have permitted robust analyses of global mRNA expression changes in NAFLD. The first use of
high-density synthetic oligonucleotide microarray analysis (Hu6800 GeneChip, Affymetrix, CA) in
histologically progressive non-alcoholic steatohepatitis pointed out an involvment of genes affecting
mitochondrial function and insulin sensitivity [18]. The global hepatic gene expression was determined in six
patients with NASH and compared to six healthy controls. The study also included two groups of patients
with cirrhosis caused by hepatitis C or cirrhosis secondary to primary biliary cirrhosis. Among the modulated
genes, a significant decrease of mRNA levels of mitochondrial anti-oxidant defense genes or genes involved
in metabolism like methylglutaryl coenzyme A, glucose-6-phosphatase, acyl CoA synthetase, oxoacyl CoA
thiolase was observed, whereas an increased expression of genes that might be deleterious for patient insulin
sensitivity was detected (e.g. complement component C3 and hepatocyte-derived fibrogen-related protein)
[18].

The profiling of hepatic gene expression using microarray hybridizations and qRT-PCR in 98 bariatric
surgery patients classified as normal, steatosis alone, steatosis with nonspecific inflammation, and NASH
was performed [19]. Several genes were differentially expressed underscoring the implication of multiple
molecular pathways. Sets of genes segregated steatosis alone and obese controls (seven genes), steatosis with
unspecific inflammation versus obese controls (three genes), and NASH versus obese controls (14 genes).
An overall down regulation of phase II detoxification enzymes was observed at earlier stages of NAFLD
(steatosis alone) as well as a down regulation of Mu-class glutathione S-transferases, enzymes involved in
the cellular defense against oxidative stress as expected from above study. NASH progression was associated
to an up-regulation of genes related to the activation of stellate cells and fibrogenesis as suggested previously
[20] and to liver regeneration and/or hepatocyte survival in patients with steatosis alone (e.g. FGFR2 gene at
earlier stages of NAFLD). The expression of type Il keratins KRTHB6/B3, proteins probably involved in
protection or stimulation of inflammation was also enhanced [21]. Moreover, Younoussi et al. [19]
performed pairwise comparisons between the NAFLD groups including NASH versus steatosis, NASH
versus steatosis with unspecific inflammation, steatosis versus steatosis with unspecific inflammation, and
NASH versus non NASH-NAFLD. Interestingly, only the NASH versus steatosis comparison yielded
significantly differentially expressed genes. The first is IGFBP1 that was down-regulated in NASH patients,
the second, FACL4, acyl-CoA synthetase long-chain family member 4, were up-regulated.
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The mechanism responsible for the development of steatosis has been assessed by our laboratory/team using
high-density microarrays (22.3K) in nine normal and nine steatotic human liver samples without histological
signs of inflammation or fibrosis. Interestingly, we have shown that with unsupervised classification (no
gene selection) all steatotic livers clustered together showing the genetic homogeneity of the pathology [22].
One hundred and ten genes were found significantly differentially expressed, 100 being up-regulated in
steatosis. Among this list, the occurrence of several genes of mitochondrial oxidative phosphorylation and
oxidative metabolism suggest that modulation of mitochondrial function is an early hallmark of steatosis.
However, significant increase of several inflammatory genes expression (i.e. IL-1 receptor family, TGF[),
confirmed by qRT-PCR and immunohistochemistry, indicated the onset of the modulation of inflammation.
Recently, specific microarrays, namely muParaflo microRNA microarrays, allowed the investigation of
microRNAs in NAFLD. MicroRNAs are non-protein-coding small single stranded RNAs that regulate gene
expression via mRNA degradation or translation inhibition and their role in the NASH pathogenesis was not
known. Cheung et al. have studied in 25 liver biopsies with NASH and 25 normal controls the expression of
474 microRNAs in NASH and their role in the genesis of the disease [23]. A total of 23 microRNAs were
under-regulated whose targets were described to affect cell proliferation, protein translation, apoptosis
inflammation, oxidative stress and metabolism. The authors focused their interest on miR-122, which is the
most abundant miRNA in the liver and known to target hepatic lipogenic genes expression [24]. They further
validated the implication of miR-122 by silencing as well as overexpression experiments in HCC cells, such
as HepG2 and HUH?7. Thus, its down-regulation could contribute to altered lipid metabolism in NASH.
Several transcriptomics studies have also been performed in animal or cellular models, most of them
confirming the activation of genes encoding proteins involved in lipid metabolism, regulation of metabolic
and cellular process, and G-protein coupled receptor protein signalling and inflammatory responses [25-27].
De Gottardi et al. performed microarrays gene chips and qRT-PCR of immortalized human hepatocytes
treated or not with 50 ['M oleic acid for seven days [28]. Gene expression analysis showed significant
alterations in the transcription of two major classes of genes. The first one is involved in the cholesterol and
fatty acid biosynthesis with an increased production of triglycerides in steatosis while synthesis of
cholesterol is decreased; the second one is involved in apoptosis activation and cell proliferation suppression.
Interestingly, no detectable change in genes associated with insulin resistance was observed in steatotic
immortalized human hepatocytes, suggesting that this model is consistent for the study of lipid accumulation

and steatosis independently of insulin sensitivity modulation.

Proteomics

A modest number of proteomic studies in samples of patients with NAFLD have been performed probably
due to technical and ethical limitations, such as the quantity of tissues required. Most of them have been
performed in animal or cell lines studies [29-31]. In humans suffering from NAFLD, proteomic techniques
have been applied to serum of patients suffering of NASH leading to (i) the establishment of a list of proteins

whose expression is changing during the progression of the disease, (ii) the identification of predictive



- 100 -

biomarkers and (iii) diagnosis. Thus, in addition to gene expression profiles (see “genomics”) Younossi ef al.
(2005) generated protein expression profiles for the same cohorts of liver biopsies using SELDI-TOF mass
spectrometry and two chip chemistries [19]. Changes in twelve proteins have been observed although none
of them corresponded to the differentially expressed genes studied in the same samples. In addition, a
biomarker panel for obesity-related nonalcoholic steatohepatitis (NASH) based on proteins associated with
apoptosis and adipocytokines was established, providing basic knowledge on the NASH pathogenic
mechanisms and a clinically-relevant diagnosis assay [32]. More recently, a study revealed also the interest
of phosphoproteomics in visceral tissue of 167 NAFLD patients using reverse phase protein microarrays
[33]. The authors have designed 3 types of models (clinical, proteomic, and combination) to identify the
activated or deactivated state of the incriminated kinase-driven signaling cascade. NASH was predicted by
the variations of components of the insulin signaling pathway, especially the phosphorylation of the
glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) as well as the two subunits of cyclic AMP regulated protein kinase A
(PKA). By contrast, predictions based on phosphoproteomics were less reliable for fibrosis. Therefore, these
results confirm the major role of the AKT kinase and insulin signaling pathway in the development of NASH

and highlight promising predicting biomarkers.

Other studies have searched for serum markers of steatosis and NASH in obese non-alcoholic patient
candidates to bariatric surgery. Comparison of serum protein profiles according to liver lesions identified
double charged ions of alpha- and beta-haemoglobin subunits, the intensity of which significantly increased
according to the severity of the liver lesions. Interestingly, these proteins returned to normal after bariatric
surgery [34]. By contrast, an independent study failed to find proteins to distinguish between simple steatosis
and NASH, using the MALDI TOF-MS technology in 80 patients with NAFLD and 19 healthy controls,
showing the limits of the approach [35]. Recently, Bell et al., have used liquid chromatography tandem mass
spectrometry (LC/MS-MS) to explore the serum proteome of 69 patients with simple steatosis, NASH,
NASH with advanced fibrosis and 16 healthy patients [36]. They identified over 1,700 proteins, the changes
of 55 or 15 of them being significant between the simple steatosis and NASH F3/F4 group and the NASH
and NASH F3/F4 group, respectively. According to transcriptomics studies, identified proteins belonged to
immune system regulation and inflammation, coagulation, cellular and extracellular matrix structure and
function.

Therefore, although proteomic studies reveals information on the pathogenesis and progression of the
disease, currently, they do not have major clinical value to diagnose NASH or discriminate NASH and

steatosis.

Lipidomics

It is well accepted that steatosis is the consequence of accumulation of triacylglycerols (TAG) and
diacylglycerols (DAG) in the liver and that free fatty acid-induced lipotoxicity plays a pivotal role in the
pathogenesis of NAFLD. They are the consequences of three sources, in particular the excessive postprandial

lipolysis within an enlarged adipocyte mass typically observed in insulin resistant states. Minor sources are
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dietary fat and de novo lipogenesis in the hepatocyte [37,38]. However, the patterns of fat distribution within
tissues or the types and amounts of the intracellular lipids, especially the chain length and degree or location
of desaturation, and their relationship to histological severity and metabolic parameters are unknown. Fat
distribution is mostly abdominal, limb, truncal, and also dorsocervical. Interestingly, generalized obesity or
waist circumference has been shown to contribute modestly to severity of steatohepatitis by contrast to
dorsocervival lipohypertrophy [39]. It was, however, associated with severity of lobular inflammation and
pericellular fibrosis. The amounts and types of lipids that accumulate in NAFLD are not fully defined and
emerging data show that nontriglyceride fatty acid metabolites could play a central role in the pathogenesis
of NASH whereas triglycerids could be relatively inert [1,40]. Indeed, fatty acids can give rise to metabolites
that include desaturated products, elongation products, diacylglycerids, phospholipids, ceramides,
sphingolipids, eicosanoids, oxidized- and nitrated-lipids. All of them may impact the genesis of stress and
ROS within the endoplasmic reticulum and mitochondria, disrupt cell membrane integrity, alter pathways of
cell signaling and thus modulate the death or the survival of hepatocytes or other liver cells [40,41]. They
could influence the mechanistic aspects of injury, repair, and fibrogenesis that ultimately determine whether
lipotoxic liver injury leads to cirrhosis. For example, lysophosphatidylcholine content increases in the liver
specimens from NASH patients, and lysophosphatidylcholine administration induced hepatitis in vivo [42].
Therefore, given the important biological activities of many lipids, such information could provide potential
insights into the pathophysiology of NAFLD and the metabolic syndrome. By using a lipidomic approach
based on the study of hepatic lipids by capillary gas chromatography in fine needle liver biopsies of subjects
with and without histological proven NAFLD or NASH, Puri ef al. (2007) showed that the total hepatic lipid
content was markedly increased in NAFLD and NASH, especially the TAG and the DAG content. Indeed,
there was a stepwise increase in the mean TAG/DAG ratio from normal livers to NAFLD to NASH with a
similar increase in free cholesterol and decrease in phosphatidylcholine [43]. Thus, they corroborated the
existing evidence that increased TAG accumulation is the hallmark of NAFLD [38,44]. However, the FFA
content did not increase in either NAFLD or NASH although it is believed that elevated FFA in the liver is
the major cause of cell injury in NASH [45,46]. The decrease of phosphatidylcholine suggested that it may
contribute to the observed increase in DAG along with lipogenesis. The increase of free cholesterol with
unchanged levels of esterified cholesterol in NAFLD and NASH could contribute to the cellular toxicity of
hepatocytes since free cholesterol has been described to be highly cytotoxic [47]. Toxicities could be related
to mitochondrial abnormalities and impaired ATP synthesis [48-50], as well as the relative depletion of n-3
fatty acids, which increases 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase activity [51].

Puri et al. (2009) have applied similar technology to quantify the absolute and relative amounts of different
lipid classes and characterize the plasma lipidome in 25 NAFL and 50 NASH subjects, compared with 50
lean normal controls [52]. The description of plasma lipid signatures at various stages of the disease may
help to characterize the lipid traffic and metabolism and the role of specific metabolites and pathways in the
pathogenesis of NASH. Compared with lean normal controls, the total plasma fatty acids as well as the total

saturated fatty acids were increased in both NAFLD and NASH but reached significance only for NAFLD.
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Interestingly, monounsaturated fatty acids were increased significantly in both NAFLD and NASH, probably
due to increased levels of palmitoleic (16:1 n7) and oleic (18:1 n9) acids. The total polyunsaturated fatty acid
levels were not significantly different across the three groups. Given the higher degree of toxicity attributed
to saturated fatty acids compared to monounsaturated fatty acids [40,41], these results raise the question
whether these changes constitute evidence of an adaptive response to increased fatty acid traffic in NAFLD.
Among the lipid classes measured, DAG and TAG were significantly increased in subjects with NAFL and
NASH compared with normals, as previously observed in the liver [43]. By contrast, the levels of FFA,
lysophosphatidylcholine, phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine, sphingomyelin, and cholesterol
ester were not significantly different between the study groups. Overall, the findings support the presence of
increased lipogenesis, desaturases activities and relative activation of lipoxygenase pathway in NAFLD with
a relative abundance of hydroxyeicosatetraenoic acids (HETEs) from normal through NASH and little
change in the levels of cyclooxygenase-generated prostaglandins. This observation lends support to the
existence of a state of increased proinflammatory lipid production rather than anti-inflammatory (e.g.,
lipoxin) products of lipoxygenase pathway. Of note, the data also provide new evidence for impaired
peroxisomal polyunsaturated fatty acid metabolism in subjects with progression to NASH with an increase in
plasma docosapentaenoic acid (DPA), a decrease in docosahexaenoic acid (DHA), which is synthesized in
peroxisomes from DPA and lowered levels of plasmalogen lipids, that are also synthesized in peroxisomes.
These results suggest the role of an impaired catabolism of fatty acids via the peroxisomal pathway in the
progression to NASH whereas peroxisomal B-oxidation of fatty acids has been viewed as a peroxisome
proliferator activated receptor a—activated protective response to fatty acid overload in the liver [52-54].

The intracellular traffic of lipids has also been described by the use of sophisticated technologies that could
have an impact in NAFLD. Debois et al. (2009) have used time-of-flight-secondary ion mass spectrometry
(ToF-SIMS) with a bismuth cluster ion source to map lipids within liver biopsies of several patients suffering
from NAFLD [56]. This technique revealed the accumulation of triacylglycerols, diacylglycerols,
monoacylglycerols, fatty acids and myristic acid in small vesicles with dramatic vitamin E depletion. There
was also a selective macrovacuolar localization of cholesterol in steatosis areas of fatty livers compared to
control livers. Moreover, a careful scrutiny of the ion images have exhibited very subtle differences in lipid
localizations, depending on alkyl acid chain lengths of diacylglycerols and fatty acids, which were not
characterized by the histological control performed on serial tissue sections [56]. Using both synchrotron
FTIR (Fourier transform infrared) and ToF-SIMS microspectroscopies, Le Naour ef al. (2009) described that
DAG species C30, C32, C34 and C36 carrying at least one unsaturated alkyl chain were selectively
concentrated into the steatotic vesicles, a selective and an enrichment in cholesterol as well as in DAG
species carrying long alkyl chains in steatotic vesicles [57]. Indeed, DAG C36 species as well as unsaturated
lipids were selectively localized inside the steatotic vesicles whereas DAG C30 species were detected mostly
outside. Investigations performed on the non-steatotic part of the fatty livers have revealed important

changes when compared to the normal liver.
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Lipidomics have opened a new area in the comprehension of the pathophysiology of NAFLD but still require
further studies in the perspective of biomarker discovery. It would allow the identification of important fatty
acid derivatives and the understanding of lipotoxic diseases of the liver but also heart, pancreatic islets, and

vasculature.

Conclusion

In conclusion, the above-described omics studies in cohorts of patients confirmed that NAFLD and NASH
are very complex diseases involving the accumulation and traffic of various lipids in the liver and triggered
inflammation responses. Transcriptomics, proteomics and lipidomics converge to provide evidence that the
earliest detectable pathogenic mechanisms are (i) mitochondrial energetic and structural dysfunction, (ii)
activation of inflammation via multiple targets and (iii) lipotoxicity. In comparison, hepatocyte death appears
to be a late consequence of the progression of the disease. Then, hepatocyte death appears to be a key
component of hepatic damage processes. In the perspective of biomarker discovery, only a limited number of
studies found a potential application in the field of diagnosis. This can be explained by the cost, the difficulty
to analyze large cohorts of patients and the sophistication of data analysis. However, there is an urgent need
of accurate diagnosis to help the clinician to stratify the risk of patients identified with NAFLD to evolve
towards NASH and HCC, but only the future will tell us if the results will be the height of the hope raised by

omics.
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Figure 1. Scheme of the use of omics technologies for non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) study.
Increasingly fatty and sugared diet, adipose tissue-derived free fatty acids and insulin resistance contribute to
the onset of NAFLD, a syndrome presenting a wide spectrum of disorders, ranging from simple steatosis to
steatohepatitis and cirrhosis at more advanced stage. The use of the different omics technologies on human
samples at different stages of NAFLD (full lines) and the bioinformatic integration of their data improve the
knowledge of the pathogenesis (dashed lines), providing molecular targets for developing therapies and
biomarkers for early detection of patients with higher risk to progress towards non-alcoholic steatohepatitis

and its clinical complications. Lipidomics mass spectra are adapted from Tan et al. (58).

EEA Insulltn
glucnsex resistance

» Serum
biomarkers

(1841 " mom R om e

genamics transcriptomics protecmics lipidormics



- 109 -

I1-2. Etude du role d’une sous-unité du récepteur NMDA dans la régulation

de la mort cellulaire dans la stéatohépatite non alcoolique

Article 6: GRINA activation decreases hepatocytes apoptosis induced by endoplasmic reticulum

stress in Non-Alcoholic Steatohepatitis

Degli Esposti D*, Domart MC*, Saffroy R, Hamelin J, Martel C, Bouchet A, Azoulay D, Brenner
C, Lemoine A.
* Ces auteurs ont contribué¢ également a ce travail

Soumis

Situation du sujet

La stéatohépatite est une maladie inflammatoire du foie, caractérisée par une accumulation
intrahépatocytaire de lipides, une présence d’infiltrat mixte de neutrophiles et cellules mononuclées
associée a une libération de cytokines pro-inflammatoires, ainsi que par une mort cellulaire des
hépatocytes par nécrose et apoptose.

Au cours d’une étude de profils génomiques des foies stéatosiques conduite au sein du
laboratoire (Chiappini et al 2006), il a été observé une augmentation de ’expression d’un gene
codant pour une sous-unité a 7 domaines transmembranaires d’un récepteur au glutamate, GRINA
(glutamate receptor, ionotropic, NMDA-associated protein 1, glutamate binding). GRINA
appartient par homologie de séquence et de structure a la famille des protéines Bax-Inhibitors (Zhou
et al 2008). Bax est une protéine cytosolique qui, a la suite des stimuli apoptotiques, est transloquée
a la mitochondrie, déclenchant la voie mitochondriale de 1’apoptose. Il a été récemment montré que
I’expression de certains membres de la famille des Bax-Inhibitors, notamment BI-1, est altérée au
cours des hépatopathies chroniques (Kotsafti et al 2010, Bailly-Maitre et al 2010). La littérature sur
ce récepteur est limitée a des études in silico ou génomiques et sa fonction dans le foie est
completement inconnue. C’est pourquoi nous avons choisi d’en approfondir 1’étude.

Ce travail vise a étudier I’expression de GRINA dans le foie humain soumis a un stress
chronique tel que la stéatose et a comprendre sa fonction dans le contexte de la mort cellulaire

hépatocytaire.

Résultats et discussion

Nous avons confirmé 1’expression de GRINA dans les foies stéatosiques par immunohistochimie

et qRT-PCR et nous avons corrélé son expression au degré de stéatose. Ces résultats sont a
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rapprocher des conséquences d’un exces de glutamate induisant une obésité, une résistance a
I’insuline et une stéatose hépatique dans des modeles murins (Nagata et al 2006, Nakanishi et al J
2008) et des stress chroniques, tels que le stress oxydant, le stress du réticulum endoplasmique
(RE), une altération des mitochondries et un micro-environnement pro-inflammatoire, présents dans
la NASH.

Nous avons étudié les effets de ces différents types de stress afin d’identifier ceux qui étaient
associés a une augmentation de ’expression de GRINA. Nous avons utilis¢ a cet effet deux
modeles cellulaires, une lignée d’hépatome (PLC/PRF/5) et une lignée non cancéreuse
d’hépatocytes immortalisés (HHL16). Nous avons €galement développé un modele qui mime la
stéatohépatite, en traitant ces deux lignées soit par I’insuline et 1‘hydrocortisone, soit par un milieu
enrichi en acides gras libres comme 1’oléate et le palmitate. De fagon intéressante, nous avons
observé une augmentation de la transcription de GRINA a la suite de traitements induisant une
accumulation de lipides, un stress du RE, une libération de NO ou a la suite d’un traitement par un
agoniste du glutamate, le NMDA.

Nous avons testé I’hypothése que le glutamate pouvait induire lui-méme un stress du RE. Nous
avons en effet observé, lors du traitement avec le glutamate, une augmentation dose et temps-
dépendante du facteur de transcription GADD153/CHOP, connu pour étre induit au cours du stress
du RE (Oyadomari & Mori 2004). Parallelement, nous avons étudié le facteur de transcription
NFxB, acteur central dans I’inflammation hépatique (Baker et al 2011) et pouvant étre induit par un
stress du RE. Nous avons observé une augmentation de I’expression de NFxB p65 a la suite d’un
traitement par NMDA ou dans le cas d’accumulation de lipides. L’inhibition de NFxB, nous a
permis d’observer une diminution de I’expression de GRINA et CHOP, malgré le traitement par
NMDA.

Nous avons étudié la réponse au stress du RE induite par NMDA dans notre mod¢le de cellules
stéatosiques. Nous avons observé une meilleure tolérance des cellules stéatosiques a la mort
cellulaire par rapport aux cellules controle. NMDA induit en effet une diminution de la transcription
et de I’expression de Bax totale, ainsi que celle de CHOP, plus marquée dans les cellules
stéatosiques. Ces résultats suggerent que [’activation de GRINA par NMDA diminue la
transcription de Bax, en accord avec les fonctions attendues d’un membre de la famille Bax
Inhibitor. Les résultats du silencing génétique de GRINA par des siRNA confirment un réle
inhibiteur de GRINA sur I’expression de CHOP and NFkB p65 (Figure 5D).

Nous avons alors recherché si les cellules stéatosiques modulaient différemment la sécrétion
d’IL-1b a la suite d’un stress du RE par rapport aux cellules controles. Nous avons observé que les

cellules stéatosiques répondent spécifiquement a un stress du RE avec une diminution de la
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libération d’IL-1p, tandis qu’un stress oxydant augmente a ’inverse la sécrétion de la cytokine de
facon plus importante dans les cellules stéatosiques que dans les cellules controle. Cette réponse
s’accompagne d’une tolérance accrue a la chute de potentiel de membrane mitochondriale a la suite
d’un traitement par TNFa. L’ensemble de ces résultats suggere une corrélation entre 1’expression
de GRINA et une diminution de la sensibilité¢ de cellules hépatiques aux insultes inflammatoires.

Nous avons aussi évalué¢ I’effet de la synthétase du NO inductible (iNOS), car nous avions
observé une augmentation de I’expression de GRINA a la suite d’un traitement avec un donneur de
NO. Par ailleurs, iNOS semble jouer un rdle important dans la régulation de la réponse
inflammatoire et le développement de la stéatohépatite (Spruss et al 2011, Pasarin et al 2011). De
facon intéressante, nous avons montré¢ que iNOS est plus précocement et plus fortement exprimée
dans les cellules stéatosiques soumises a un traitement avec NMDA et que NO n’est essentiel que
dans les cellules stéatosiques pour garantir I’expression de GRINA et la diminution de la
transcription de Bax.

GRINA, qui est décrit pour étre un récepteur au glutamate et une protéine Bax-Inhibitrice,
pourrait étre un senseur du stress du RE et étre activé en présence d’un exces de glutamate. Son
activation protegerait les hépatocytes de la mort apoptotique en diminuant la transcription de Bax.
De plus, GRINA pourrait atténuer un stress chronique du RE et I’inflammation dans la NASH a

travers un rétro-contrdle négatif visant a diminuer I’expression CHOP and NFKB.
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Abstract

Non- alcoholic steato-hepatitis (NASH) is a chronic inflammatory liver disease characterized
by the intracellular accumulation of lipids, the release of pro-inflammatory cytokines and
chemokines as well as apoptotic or necrotic liver cell death. Here, we investigated the role of
a novel seven transmembrane domain receptor, GRINA (glutamate receptor ionotropic, N-
methyl D-aspartate-associated protein 1) in NASH. We show that the increased ex pression of
GRINA correlates with the degree of steatosis in human liver biospies. In two hepatocellular
models, lipid overload, insulin/corticoid treatment as well as endoplasmic reticulum (ER)
stress, increased the transcription of GRINA, reduced cell death and the release of IL-1p.
Moreover, GRINA overexpression attenuated glutamate ER stress-induced apoptosis via the
decrease of NFkB p65, CHOP and Bax expression. Silencing studies and pharmacological
experiments confirmed that the protective role of GRINA required NO and CHOP regulation.
These results suggest that GRINA, a member of the Bax Inhibitor (BI) family, functions as a
sensor controlling the cell fate in steatotic cells. On the one hand, its activation decreases
apoptosis by regulating the transcription of Bax and on the other hand, its upregulation by NO
protect the hepatocytes. Therefore, the overexpression of GRINA in chronic ER stressed
pathologies such as steatohepatitis may be an early and important factor that may represent a

therapeutic target to reduce inflammation and increase cell survival.
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INTRODUCTION

The molecular mechanisms leading to Non Alcoholic Fatty Liver Diseases (NAFLD) in
humans are not fully understood yet, although the prevalence of NAFLD in the general
population has been estimated between 15 to 30% in developed countries (1:2). NAFLD is
strongly associated with insulin resistance and excessive body weight, which are cardinal
central cores of metabolic diseases. Circulating free fatty acids (FFA) originating from
excessive adipose tissue lipolysis and de novo liver lipogenesis are known to contribute to the
development of NAFLD (3). The inflammatory status of NAFLD, which characterizes Non
Alcoholic SteatoHepatitis (NASH), can originate from an intricate network of genetic and
environmental factors. The candidate mediators of liver injury potentially include alterations
in circulating cytokines, adipokines, reactive oxygen or nitrogen species and FFA leading to
chronic cell death (4;5). In hepatocytes, pro-apoptotic mediators activate the lysosomal
pathway of cell death or signaling pathways leading to mitochondrial membrane
permeabilization, cytochrome c release and caspase activation (4). The endoplasmic reticulum
(ER) stress pathways, which are mediated by the Unfolded Protein Response (UPR), have
been well characterized in pancreatic p cells of diabetic patients (6;7) and they have also been
shown to be activated in NASH (8). However, fatty hepatocytes exhibit a depletion of NAD+
and ATP leading to necrosis rather than apoptosis (9;10). Necrotic liver cells release pro-
inflammatory mediators, especially TNF-u and IL-1p, which can activate effector functions of
immune cells, as well as hepatocyte intracellular signalling pathways controlling cellular
homeostasis (11). The mechanism(s) responsible for cytokine-induced hepatocyte death,
however, remain(s) in part to be clarified.

We have previously analyzed genomic profiles in human liver steatosis (12) and observed
the increased expression of a gene coding for a glutamate receptor (GRINA; glutamate
receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate-associated protein 1 (glutamate binding)). This
gene encodes a G protein-coupled receptor (GPCR) that has been poorly described and has
never been studied in the liver. In order to identify the potential protein domains of GRINA,
we used a bioinformatical approach based on the tools and databases available online.
Sequence analysis showed that GRINA is an evolutionarily conserved protein containing
seven transmembrane domains. Its localization was predicted to be the endoplasmic reticulum
(ER) and the plasma membrane. At the C-terminus we identified a conserved domain
characteristic of a new protein family, the Bax Inhibitor (BI)-1 like family, whose members

function as anti-apoptotic proteins via Bax or Bel-2 activity modulation. Indeed, GRINA, also
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called TMBIM-3 (transmembrane Bax inhibitor motif containing 3) shows at primary
structure level 399 pairwise identity (58% similarity) with FAIM-2 (Fas apoptotic inhibitory
molecule 2; TMBIM2), 35% (50% similarity) with TMBIM-1 and 34% (55% similarity) with
TMBIM-4, three other members of this family.

The current work is devoted to the study of the expression and regulation of GRINA in human
non alcoholic steatohepatitis (NASH), a chronic liver disease associating steatosis,
inflammation and persistent cell death. We have shown that GRINA may be a sensor of
endoplasmic stress to reduce cell death and inflammation in liver cells by the decrease of Bax

transcription.

MATERIALS AND METHODS

Sequence analysis

The primary amino acid sequence of human GRINA was analyzed by several programs to
predict the transmembrane regions and topology (TOPPRED2, TMPRED, TMHMM,
HMMTOP and SMART) as well as the localization of GRINA (PSORT II, SignalP and
TargetP). A Kyte and Doolittle hydropathic plot (13) was generated with ProtScale
(http:/fwww.expasy.org/cgi-bin/protscale.pl) with Kyte and Doolittle option. Pfam
(http:/pfam.wustlLedw/) and SMART domain analysis programs were used to predict the
domain architecture of GRINA. We used ScanProsite (http:www.expasy.org/tools/
scanprosite/PROSITE) and NCBI RPS-BLAST for conserved domain database screening.

Tissue and Cell Specimens

In our institution, liver biopsies are systematically performed in donors during liver graft
harvesting to assess the degree of steatosis allowing to decipher the transplantation or the
elimination of the liver graft. Steatosis has been graded by a pathologist, depending on the
percentage of cells presenting lipid vacuoles in their cytoplasm, in grade 0 (<5%), grade 1 (5-
30%) and grade 2 (30-60%). Fulminant hepatitis biopsies were obtained from recipients
during total hepatectomy, before the emergency orthotopic transplantation of a liver graft.
After histological examination, parts of the biopsies were frozen and stored at -80°C for later
RNA extraction. A total of 27 liver biopsies with different grades of steatosis and 5 biopsies

from fulminant hepatitis were studied.
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PLC/PRF/5 human hepatocellular carcinoma cells were obtained from American Type
Culture Collection (Rockville, MD, USA). Immortalized non-cancerous primary hepatocytes
(HHL16) are a generous gift from Dr A. Patel, MRC-University of Glasgow, Centre for Virus
Research, Glasgow, UK (14) and cultured in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium;
GIBCO Invitrogen, Paisley, Scotland, UK) supplemented with 10% foetal bovine serum
(ATGC Biotechnologie, Marnes la Vallée, France), 50ug/ml penicillin, 50pg/mL
streptomycin et 100pg/mL neomycin (GIBCO), in 5% CO?2 at 37°C.

Chemicals and Reagents

GRINA siRNA (Stealth RNAi) and negative control siRNA were purchased from Invitrogen.
Cells were transfected using lipofectamine LTX and Plus Reagent (Invitrogen) following the
manufacturer’s protocol. Polyclonal anti-GRINA antibody raised against the following
peptide: CEVKGFVREN was produced in rabbit by Genosphere Biotechnologies (Paris,
France). All other reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

Treatments

To induce lipidic vacuoles formation, the usual culture medium was supplemented either with
8ug/mL human recombinant insulin (GIBCO) and 0.1pM hydrocortisone (Sigma-Aldrich) or
with 1mM oleate/palmitate (2:1 ratio) with 2% of BSA, as described in the literature (15).
Cells were maintained in this medium for 48 hours and either recovered or further treated.
Control or steatotic cells were treated with thapsigargin (TG; 1pM), 5pM A23187,
tunicamycin (TN; 12.5pg/uL), H,O, (100 uM), deferoxamine (DFX; 250uM), interleukin 18
(IL-1p, 100 U/ml), tumor necrosis factor-a (TNF-a; 1.33ug/L), etoposide (ETO, 5uM),
arsenic trioxide (As;Os; 10puM), N-methyl-D-aspartate (NMDA; 500puM), S-nitroso-N-
acetylpenicillamine (SNAP; 250uM), Bay 11-7082 (20uM) for different times.

mRNA Extraction
mRNAs were extracted from 20 mg of tissue or 10° cells with the RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Venlo, Netherlands) according to the manufacturer’s protocol. A final elution volume of 75uL

was used.
Real-time quantitative PCR
Reverse transcription and real-time quantitative PCR (QRT-PCR) were performed as

described before (12). Specific primers for GRINA and Bax were chosen from the human
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genome database and the specificity of the nucleotide sequences chosen was confirmed by
basic local alignment search tool (BLAST) searches. Primers were designed to bind to
different exons, in order to minimize amplification of contaminating genomic DNA. In
particular, for GRINA the forward primer sequence was 5-GAACCTTGTT
GCACTGCTGGT-3" and the reverse primer sequence was 5-AGAGCAGAGCG
CCCAGTGA-3". A probe was designed in the same way for GRINA mRNA quantification
(5*-CTCCATGCAGACCCGCTACGACTTCA-3"). For Bax. the forward primer sequence
was 5-CTGACATGTTTTCTGACGGCAA-3' and the reverse primer sequence was 5'-
AATGTCCAGCCCATGATGGT-3". TagMan RNAse control reagents (Applied Biosystems),
designed for ribosomal 188 RNA amplification or sfrs4 cDNA amplification (16), were used
as a reference to normalize the results. For each sample, results were normalized, using the

185 RNA value or sfrs4 cDNA of the calibrator to obtain a final R-gene value.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on 4 um paraffin-embedded formalin-fixed tissue
sections using the anti-GRINA antibody in 6 non-steatotic and 6 steatotic liver biopsies.
Antigen retrieval was obtained by heat in a citrate buffer at pH 6. The revelation system was
based on a three-step biotin-free immunophosphatase stain using 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate/nitroblue tetrazolium (BCIP/NTB) chromogene substrate (DAKO, Glostrup,

Denmark) followed by nuclear red counterstaining.

Biochemical assays
Cell Titer Blue Assay (Promega) or Lactate dehydrogenase (LDH) activity were used to
evaluate cell viability before caspase activity assessment. Cell Titer Blue Assay is based on
the ability of viable cells to reduce resazurin into resorufin, which is highly fluorescent. Cells
were incubated with the reagent for the last 45min of the treatment at 37°C and fluorecence
was measured with the CytoFluor Multi-well Plate Reader. LDH activity in cell supernatants
was measured by a spectrophotometric assay on a Beckman Synchron CX-7 automatic
biochemistry analyzer (Beckman Coulter Inc.) using commercially available reagents
supplied by Beckman.

IL-1p concentration in cell supernatants was measured using Quantikine Immunoassay

(R&D systems, Minneapolis, MN, USA), following the manufacturer’s protocol.

Flow cytometric assay of mitochondrial membrane potential
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DiOC4(3) is used to detect variations in mitochondrial membrane potential (17). Treated
cells were loaded with 40 nM of DiOCg(3) for 15 minutes at 37°C and fluorescence was
measured by flow cytometry with FACSCAlibur flow cytometer and Cell Quest software
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

Western Blot analysis

Whole protein extracts were prepared from each frozen samples as previously described
(18). The membranes were probed with the following antibodies: rabbit polyclonal anti-
GADDIS3/CHOP (R-20; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) ; rabbit
polyclonal anti-NF«xB p65, clone C20 (Santa Cruz Biotechnology); polyclonal anti-GRINA
antibody (Genosphere Biotechnologies) and mouse monoclonal anti-p-actin, clone AC-74
(Sigma-Aldrich). After overnight incubation with each primary antibody (except for anti-p-
actin; 1h), the membranes were probed with horseradish peroxidase-conjugated IgG (DAKO)
for 1 hour at room temperature. The proteins were then detected using an ECL Western
Blotting detection system (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). Images were captured
with a Fuji Film Intelligent Dark Box II coupled to IRLAS-1000 pro V2.5 software (FujiFoto
Film Co. Ltd., Tokyo, Japan).

Statistical analysis
Statistical analysis was carried out using R software version 1.8.0. Results are expressed as
mean (m) + standard deviation (SD). Means were compared pairwise in the different groups

with the help of Student t-test.

RESULTS

GRINA expression in normal and fatty human livers

We have quantified GRINA mRNA levels in human liver biopsies. The expression of GRINA
was increased in a linear fashion with the grade of steatosis to reach a significant (p<0.05)
60% increase in grade 2 steatotic livers compared to grade 0 (Figure 1A). Interestingly, no
GRINA mRNA expression was found in fulminant hepatitis, which corresponds to the
massive and acute destruction of hepatocytes preventing the establishment of tolerance

mechanisms.
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Then we studied the expression of GRINA by immunohistochemistry. No GRINA staining
was found in non-steatotic livers (Figure 1B), while we observed a cytoplasmic GRINA
staining in hepatocytes of steatotic livers, mainly found in the centrilobular area (Figure 1C).
Most but not all steatotic hepatocytes showed a positive immunostaining, while only some

non steatotic hepatocytes showed a clear positive immunostaining.

GRINA gene transcription is activated by lipids accumulation or insulin/corticoids and
ER stress.

Since NASH is characterized by lipid accumulation, ER stress, mitochondrial dysfunction and
inflammation, we investigated whether some of these conditions might modulate GRINA
transcription in PLC/PRF/S and in HHL16 cells. Similar results were observed between the
two cell lines in the different testing conditions (not shown). We observed that lipid
accumulation associated with droplets formation induced an increase GRINA mRNA levels
by 2 to 3-fold after 48 hours treatment after either high insulin‘hydrocortisone or
oleate/palmitate medium incubation (Figure 2A, B). By contrast, inflaimmatory cytokines
(ILIP or TNF-a) or generic oxidative stress (e.g. H,0,) did not induce changes in GRINA
mRNA transcription after 24 hours of treatment. We treated cells with molecules specifically
inducing organelle stress for 24 hours and showed that mitochondrial dysfunction
{(deferoxamine, DFX or arsenic trioxide, As;0;) or genotoxic stress (etoposide, ETO) did not
induce changes in GRINA mRNA transcription (Figure 2A, B). By contrast, three molecules
known to induce ER stress, all increased GRINA transcription in both PLC/PRF/5 and in
HHL16 cells. ER stress-promoting drugs exhibited a higher inducing effect on GRINA
transcription in HHLI16 cells compared with PLC/PRF/5 cells. Moreover, while the
transcriptional effect of lipid accumulation was not different compared to ER stress-
promoting drugs in PLC/PRF/S cells, a statistically significant increase (p<0.05) in GRINA
transcription was observed in HHL16 cells when treated with ER stress-promoting drugs
compared to steatogenic conditions (Figure 2A, B). As the formation of nitric oxide (NO) is
described in the development of hepatic steatosis, inflammatory response and ER stress (19-
21), we tested the effects of SNAP, a NO donor, on GRINA expression and we observed a
significant increase in GRINA mRNA transcription compared with the control. However, this
increase was much lower compared with the effect of ER stress promoting drugs. Moreover,
as GRINA is predicted to be a glutamate receptor, we tested the effects of NMDA, a

glutamate agonist, and we observed, similarly to SNAP treatment, a significant increase in
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GRINA mRNA transcription compared with the control, but a much lower effect compared to

ER stress-promoting drugs in both cell lines (Figure 2A, B).

Modulation of GRINA expression via NFxB during NMDA-induced ER stress.

Since we observed an increased expression of GRINA following NMDA, lipid and
insulin/corticoid treatments, we tested the hypothesis that NMDA and lipid accumulation
might be responsible for ER stress. We observed that NMDA induced a dose and a time
dependent increase of GADDI53/CCAAT enhancer-binding protein homologous protein
(GADD153/CHOP), a transcription factor induced during ER stress (22) (Figure 3A, 4A). We
also observed an increased expression of CHOP in cells treated by thapsigargin (TG) or
oleate/palmitate compared to control cells (Figure 3B).Insulin‘hydrocortisone treatment also
increased, although not significantly, CHOP expression. Concurrently, we observed that
NMDA induced an increased expression of NFxB p65 (Figure 4A). Actually, NFxB may be
activated during the UPR and in liver inflammation (23). In particular, NMDA induced a time
dependent increase in NFxB p65 during the first 6 hours and a time dependent increase of
IL1-p release in the medium up to 12 hours after NMDA treatment. When pre-treated for 3
hours with Bay 11-7082 (a NFxB inhibitor via the inhibition of IxB-o phosphorylation),
before NMDA treatment, cells did not release IL1-f following NMDA treatment (Figure 4B).
Interestingly, NFxB seems to sustain cell survival during the first 12 hours of NMDA
treatment, while at 24 hours its inhibition decreased cell death as measured by LDH release
(Figure 4C). Moreover, NF«B inhibition induced a dramatic decrease of GRINA and CHOP
expression, all along NMDA stimulation (Figure 4A ).

GRINA protects steatotic cells from cell death in NMDA-induced ER stress.

In order to investigate whether and how GRINA expression may modify the response of
steatotic cells to ER stress, we treated control and steatotic cells with NMDA.

We first compared cell viability and observed that steatotic cells exhibited a significant
decreased mortality following the treatment compared with control cells (Figure SA). NMDA
induced a time-dependent decrease in Bax transcription in both steatotic and control cells, but
in steatotic cells mRNA Bax levels were always lower compared with control (Figure 5B).
However, Bax protein levels tended to decrease only in steatotic cells (p<0.06 at 24 hours
compared to tg), compared to a time dependent increase in control cells (p<0.05 at 12 and 24

hours compared to tp) (Figure 5C). CHOP expression showed a similar trend compared with
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Bax, as a time dependent increase was observed in control cells up to 12 hours (p<0.05 at 1; 6
and 12 hours compared to ty), while a decrease was observed in steatotic cells after 24 hours
of NMDA treatment (p<0.05). Interestingly, NFxB levels were lower in control cells
compared with steatotic cells up to 6 hours. However, in steatotic cells we observed a time-
dependent decrease in NF«xB expression following NMDA freatment (p<0.05 at 12 and 24
hours compared to tp), while an increased expression of NF«B was observed in control cells
after 6 hours of NMDA treatement (p<0.05 at6; 12 and 24 hours compared to t;). Concerning
GRINA expression following NMDA treatment, a slight increase at early times (p<0.05 at 3
hours compared to tp)followed by a decrease after 6 hours was observed in control cells, while
higher levels of GRINA were observed in steatotic cells, in particular at t, and 24 hours time
points comapred to controls (Figure 5C). Conversely, genetic silencing of GRINA by siRNA
induced an increased expression of CHOP and NF«B p65 (Figure 5D).

We then investigated whether steatotic cells might modulate differently IL-1p secretion
following ER stress induction compared to control cells. Inferestingly we observed that
NMDA and TG induced significantly higher secretion levels of IL-1p in control cells
compared to steatotic cells and this effect was specific for ER stress inducing drugs, as
oxidative stress induced by H,O, and DFX induced a higher IL1 B secretion in steatotic cells
than in control cells (Figure 6A). In order to test the hypothesis that steatotic cells respond
differently to an inflammatory and pro-apoptotic stimulus, such as TNFc, we measured loss
of mitochondrial membrane potential (mtAy) and we observed that following TNFa
treatment, steatotic cells presented a decreased loss of mtAw compared to control cells,
suggesting a correlation between GRINA expression and decreased sensitivity to
inflammatory insult.

Finally, we investigated iNOS expression in control and steatotic cells during NMDA
treatment and we observed a slight time-dependent increase in control cells, while an earlier
and higher increase followed by stabilization was observed in steatotic cells (Figure 7A). In
order to better understand the role of NO on GRINA expression, we treated control and
steatotic cell with L-NAME, a specific inhibitor of iNOS. We observed that L-NAME did not
modified substantially GRINA and Bax transcription levels in control cells, while a time
dependent decrease in GRINA transcription and a concurrent increase in Bax transcription

were observed in steatotic cells (Figure 7B, C).
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2 DISCUSSION

g We have studied the expression of a new putative glutamate receptor, GRINA, mainly
g localized at ER membrane and reported to be also a Bax inhibitor protein (24) in human
5130 steatotic livers and in two cellular models of non-alcoholic steatohepatitis. Our results suggest
1 that GRINA, which is induced by ER stress, may decrease cytokine-induced cell death.

g First of all, we have shown that an increased expression of GRINA correlated with steatotic
::g degree in human livers, while livers with fulminant hepatitis did not express GRINA. These
1? results suggest that GRINA expression is induced in chronic stress conditions, but not in acute
13 liver failure leading to a rapid cell death. Then we replicated these results in our cellular
20 model, showing that lipid accumulation increased GRINA transcription.

g; Non-alcoholic steatohepatitis is characterized by lipid accumulation in hepatocytes and
33 liver inflammation (25). ER stress has been recently described in the development of liver
gg steatosis and inflammation (26;27). ER stress activates the unfolded protein response, an
27 adaptive intracellular stress response to accumulation of unfolded or misfolded proteins in the
33 ER. This signaling pathway can either result in the recovery of homeostasis, or can activate a
g? cascade of events, which ultimately result in cell death (7). CHOP is one of the key proteins
gg of ER stress-induced apoptosis (28). Moreover, ER stress is reported to induce NF«B,
gg contributing to increase tissue inflammation in insulin resistance state (29). CHOP and JNK
36 pathways have also been described in human NASH pathogenesis (28). In our model, we have
ig shown that ER stress-inducing drugs, as well as NMDA, a glutamate agonist, induced GRINA
ig transcription. Interestingly in an animal model of neonatal neuro-intoxication, glutamate also
i; induces obesity, insulin resistance, diabetes and inflammation in adults (30-32), suggesting a
43 pathogenic role of this amino acid in the development of steatohepatitis.

j:g Further, we have shown that NMDA induced an increase in CHOP expression, suggesting
j:? that NMDA may cause an ER stress in epithelial cells. Moreover, we observed a time
j:g dependent increase in NFxB p65 expression. However, in steatotic cells overexpressing
22 GRINA, NMDA induced a time dependent decrease in CHOP and NFxB expression and a
gg decrease in Bax transcription, resulting in diminished cell death via a partial inhibition of
54 apoptosis. Actually, we observed attenuation in IL-1p release in steatotic cells treated with ER
gg stress-inducing agents, but the opposite was observed with oxidative stress-inducing agents.
gg However, steatotic cells also showed a lesser decrease of mitochondrial potential membrane
gg following TNFo treatment, despite that did not induce GRINA. Thus, it seems that GRINA

expression is part of a pathway induced to decrease ER stress-induced and inflammatory cell
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death in steatotic cells. We hypothesize that this difference may be ascribed to an early
activation of GRINA, which could attenuate ER stress and decrease apoptotic sensitivity by
its Bax-Inhibitor function, as already described for Bax-Inhibitor 1 (BI-1) (33;34). These
results suggest an anti-apoptotic function of this expected glutamate receptor. Interestingly, it
has been recently shown that BI-1 mRNA levels are higher in early liver disease, while they
decrease as liver damage progresses (35). The authors hypothesized that this increase might
represent a protective effect with respect to tissue inflammation. Actually, GRINA may
participate in this system that seems to be redundant probably to protect the vital functions of
liver for the organism.

We observed that genetic silencing of GRINA increased NFkB and CHOP expression and
that GRINA overexpressing steatotic cells showed a decreased expression of NFxB and
CHOP and released less IL-1B during NMDA stimulation. These results seem to confirm an
anti-apoptotic and anti-inflammatory effect of GRINA. In fact, NF«B is a known mediator of
inflammation even in the liver and its decreased expression by GRINA may decrease
inflammatory lesions and tissue necrosis (23). CHOP-deficient mice tend to develop less
fibrosis than wild type mice in a model of cholestatic-induced liver fibrosis (36), suggesting
that CHOP inhibition by GRINA may limit cell death and ensure hepatocyte survival.

We have shown that NO exposure induced GRINA expression and that NMDA induced
differently iNOS expression in steatotic cells compared to control cells. In particular the
increase in iINOS expression was slow and time dependent in control cells, while it was
rapidly followed by stabilization in steatotic cells. NO exposure has been associated with ER
stress induced by Ca™ depletion in pancreatic P cells (37;38) and ER stress has been shown to
cause NO formation by iNOS induction in mouse embryonic fibroblast cell line (39),
suggesting an important interplay between ER stress and NO signaling. However, it is
considered that lower NO concentrations promote cell survival and proliferation, whereas
higher levels favor cell cycle arrest, apoptosis, and senescence (40;41). Indeed, NO has been
shown to have a protective effect during endoplasmic stress response in pancreatic B cells
(42). Similarly, our data showed that inhibition of NO production decreased GRINA
transcription in steatotic cells with a concurrent increase of Bax transcription, suggesting a
protective role of NO against ER stress by sustaining GRINA expression in a context of
chronic ER stress.

In our models, GRINA may be an ER stress sensor activated in the presence of an excess of

glutamate, and its activation may protect hepatocytes from apoptotic cell death by decreasing
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Bax transcription. Moreover, GRINA may attenuate chronic ER stress and inflammation in

NASH by a negative feedback on UPR response, thus decreasing CHOP and NFxB

expression.
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Figure legends

Figure 1. GRINA expression in human livers. A) QRT-PCR analysis of GRINA mRNA
expression in biopsies from patients with different grade of steatosis or with fulminant
hepatitis. Results are expressed as GRINA/18S mRNA ratio. Nine biopsies were analyzed for
each condition excepted for fulminant hepatitis (n=5 biopsies). * Statistically significant
(p<0.05) compared to grade 0. ** Statistically significant (p<0.001) compared to grade 2. B-
C) Representative results of immunohistochemical analysis of GRINA expression in human
livers. No detectable expression was observed in non steatotic livers (B) while a cytosolic

expression mainly in centrolobular hepatocytes was found in steatotic livers (C).

Figure 2. GRINA mRNA expression in response to different stresses. QRT-PCR analysis
of GRINA expression (% GRINA compared to control non-treated cells (cnrtl)). A)
PLC/PRF/5 cells were exposed to different drugs/treatments for 24 hours (see text for more
details). * Statistically significant (p<0.05). B) Non-cancerous cell line HHL16 cells were

exposed to the same drugs/treatments for 24 hours.

Figure 3. NMDA and steatogenic treatments-induced ER stress. PLC/PRF/5 cells were
treated with various doses of NMDA (A), insulin/hydrocortisone (Insulin), oleate/palmitate
(O/P) and thapsigargin (TG) (B) and total proteins were separated by SDS-PAGE and
analyzed by immunoblot for CHOP expression to assess endoplasmic reticulum (ER) stress.
p-actin was used as control for loading and transfer. Optical density ratios were measured to
quantify protein expression changes. Results are representitive of at least two independent
experiments. Results statistically significant compared to control cells are indicated, * :

p<0.05); ** : p<0.01.

Figure 4. GRINA expression and IL-1p release are mediated by NFxB. A) NF«B,
GRINA and CHOP protein expression analyzed by Western blot following NMDA treatment
with or without the NF«B inhibitor Bay 11-7082. B-actin was used as control for loading and
transfer. Optical density ratios were calculated to quantify protein expression. Results are
representitive of at least two independent experiments. B) IL-1p release in culture medium
following NMDA treatment with or without the NFxB inhibitor Bay 11-7082. C) Lactate

dehydrogenase (LDH) activity in culture medium following NMDA treatment with or without
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the NF«B inhibitor Bay 11-7082. * Statistically significant (p<0.05) compared to control (tg)

cells. ** Statistically significant (p<0.01) compared to control (tp) cells.

Figure 5. Steatotic cells are protected by cell death following NMDA-induced ER stress.
A) Cell viability measured by a fluorimetric assay in control and steatotic PLC/PRF/S cells.
B) Bax mRNA expression measured by gqRT-PCR in control and steatotic PLC/PRF/5 cells.
C) NF-kB, CHOP, GRINA and Bax protein expression analyzed by Western blot in control
and steatotic PLC/PRF/S cells. B-actin was used as control for loading and transfer. Optical
density ratios were calculated to quantify protein expression. Results are representitive of at
least two indipendent experiments. D) GRINA, CHOP and NFxB expression following
genetic silencing of GRINA by siRNA. Control cells (cnrtl) were treated with a negative
control siRNA.

Figure 6. Steatotic cells secreted less IL1pB during ER stress and are protected by
cytokine-induced cell death. A) ILIP release in culture medium following NMDA,
thapsigargin (TG), H,0, or deferoxamine treatments in control and steatotic PLC/PRF/S cells.
B) Mitochondrial membrane potential measured by 3.3'-dihexyloxacarbocyanine iodide

(DiOC6)(3) following TGFo treatment in control and steatotic PLC/PRE/S cells.

Figure 7. NO sustained GRINA expression in steatotic cells during ER stress. A) iNOS
expression following NMDA treatment in control and steatotic PLC/PRF/S cells. B-actin was
used as control for loading and transfer. Optical density ratios were calculated to quantify
protein expression. Results are representative of at least two independent experiments. B)
GRINA mRNA expression following NOS inhibitor L-NAME freatement in control and
steatotic PLC/PRF/5 cells. C) Bax mRNA expression following NOS inhibitor L-NAME

treatement in control and steatotic PLC/PRF/S cells.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au cours des derni¢res décennies il a ét¢ observé une augmentation des dimensions épidémiques
de l’incidence de ’obésité et du diabéte de type 2 chez l’adulte et I’enfant dans les pays
industrialisés et en voie de développement (Flegal et al 2010, Hossain et al 2007). Les causes sont a
rechercher dans les changements des conditions de vie, comme les repas a haute densité calorique,
le manque d’activité physique, la prolongation de la durée de la vie, et plus récemment identifiée,
I’exposition a des agents chimiques « obésogenes » (Flegal et al 2010, Hossain et al 2007, Griin &
Blumberg 2009).

L’obésité et 1’insulino-résistance sont associées a de nombreuses pathologies, parmi lesquelles,
comme il a déja été décrit dans les chapitres précédents, on retrouve la NAFLD, des maladies
hépatobiliaires et différents types de cancers (Leclerq & Sempoux 2006, Fabbrini et al 2010,
Hotamisligil 2006). La compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents a la pathogenese
des ces maladies métaboliques est centrale tant pour leur prévention et diagnostic précoce, que pour
I’amélioration des traitements et de la prise en charge des patients.

La stéatose hépatique est une condition pathologique généralement considérée comme bénigne,
mais elle peut constituer la premiére étape de la progression d’une hépatopathie (alcoolique ou non
alcoolique) vers des Iésions plus séveres qui vont de la stéatohépatite jusqu’a la cirrhose et au
carcinome hépatocellulaire (Leclercq & Sempoux 2006, Page & Harrison 2009). Sa prévalence est
en augmentation dans les pays occidentaux ainsi que dans les autres continents (Williams et al
2011, Charlton 2011). Les causes sont a rechercher dans les changements de style de vie ainsi que
dans des facteurs environnementaux, tels que certains médicaments ou agents chimiques (Griin &
Blumberg, 2009).

L’utilisation des greffons hépatiques présentant une stéatose hépatique, dans un contexte de
pénurie de greffons, présente également une plus grande morbidité pour les receveurs de ces
greffons. (Selzner & Clavien 2001, Peralta et al 2001).

Nous avons utilis¢é le cas particulier du préconditionnement ischémique, une technique
chirurgicale qui consiste, grace a de courtes périodes d’occlusion vasculaire avant ’ischémie, a
conférer une protection du tissu contre les 1ésions d’I/R, pour étudier les mécanismes de survie mis
en place par les hépatocytes stéatosiques au cours d’un stress d’ischémie/reperfusion (I/R). Dans
deux contextes différents, celui d’une ischémie chaude au cours d’une hépatectomie partielle et
celui d’une ischémie froide au cours de la transplantation hépatique, nous avons montré que

I’autophagie peut jouer un role central dans la protection des hépatocytes stéatosiques.
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L’autophagie est un processus catabolique d’autodéfense intracellulaire au cours duquel les
organelles et les protéines sont incluses dans des vésicules ensuite adressées vers les lysosomes
pour y étre dégradées. Ce processus permet d’éviter une accumulation toxique des composants
endommagés ou non nécessaires ainsi qu’ un recyclage de ces composants pour soutenir
I’homéostasie métabolique. Dans un tissu normal, I’association de 1ésions cellulaires et d’un stress
temporaire, médié par I’autophagie, pourrait supprimer la cancérogenése, tandis que dans un cancer
avancé, l’autophagie permettrait une meilleure survie cellulaire au cours d’un stress grace au
recyclage de composés macromoléculaires (Mathew & White 2011). Une meilleure compréhension
des mécanismes de régulation de 1’autophagie pourrait ainsi permettre sa modulation pour atténuer
les effets des 1ésions d’I/R au cours de la chirurgie hépatique, en particulier dans la transplantation
hépatique et dans les hépatectomies majeures. Au-dela des indication dans la chirurgie,
I’exploration de 1’autophagie dans les pathologies chroniques du foie ouvrirait de nouvelles pistes
thérapeutiques.

Cependant, il est envisageable qu’un dysfonctionnement de 1’autophagie pourrait conduire a la
genese d’altérations cellulaires comme une instabilité génomique. Si celle-ci était avérée, elle
pourrait correspondre a la présence d’une instabilité des microsatellites que notre équipe a de¢ja
décrite dans le carcinome hépatocellulaire et la cirrhose. Nous supposons qu’a I’origine de cette
instabilit¢ génomique coexistent différents types de mécanismes, parmi lesquels un
dysfonctionnement de [’autophagie dans un foie stéatosique pourrait favoriser la survie de
mitochondries endommagées, entrainant une production accrue d’espéces réactives de I’oxygene
(ROS). Une production excessive de ROS peut étre la cause d’une peroxydation lipidique et des
protéines des organelles telles que les mitochondries, le réticulum endoplasmique, les lysosomes,
voire les peroxysomes. Il est de plus en plus décrit un important cross-talk entre les différents
organelles qui permettrait de maintenir 1’homéostasie cellulaire (Ferri & Kroemer 2001; Le Bras et
al 2006). L’équilibre entre la survie et la mort cellulaire dépend donc de I’intégration de cette
signalisation complexe, qui concerne 1’état énergétique de la cellule, la réponse aux stress
transitoires et 1’adaptation aux stress chroniques. Dans ce contexte, 1’autophagie semble jouer un
role central dans I’intégration de la réponse aux stress (Kroemer et al 2010), ce qui pourrait
favoriser directement ou indirectement la transformation cancéreuse d une cellule.

Nous approfondirons, dans des foies stéatosiques, le role de I’autophagie dans 1’établissement
d’une instabilité des microsatellites (MSI) de I’ADN nucléaire et de I’ADN mitochondriae que nous
avons déja caractérisée. Des résultats préliminaires suggérent qu’une diminution de I’autophagie
soit liée en effet a une MSI mitochondriale. Elle s’accompagne d’une augmentation des marqueurs

d’oxydation, notamment les concentrations en 8-oxo-deoxyguanidine et de peroxyde lipidique et



- 140 -

d’un nombre plus ¢levé de mitochondries. D’autres résultats préliminaires montrent une diminution
de la transcription et de 1’expression protéique de 1’enzyme hMYH, une enzyme impliquée dans la
réparation de I’ADN mitochondrial par excision de bases. Nous approfondirons les liens entre le
stress oxydant, I’activation de 1’autophagie et la réparation de I’ADN mitochondrial dans des
biopsies de foie stéatosique humain et dans des modeles cellulaires que nous avons développés.

Les hépatopathies non-alcoolique (Non Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) sont
caractérisées par une altération systémique du métabolisme et de la réponse inflammatoire. Une
¢tude de transcriptomique sur des foies stéatosiques conduite au sein du laboratoire a en effet
montré le role prépondérant dans la stéatose de genes controlant I’homéostasie mitochondriale,
I’inflammation et la mort cellulaire (Chiappini et al Lab Invest 2006). Parmi ces genes d’intérét,
nous avons choisi d’approfondir 1’étude d’un gene codant pour un récepteur au glutamate, acide
aminé central dans le métabolisme hépatique et impliqué récemment dans la pathogenése de la
stéatose (Nagata et al 2006, Nakanishi et al 2008).

Nous avons ainsi montré pour la premicre fois 1’expression hépatocytaire d’un récepteur au
glutamate, GRINA, impliqué dans la protection contre la mort cellulaire des hépatocytes liée au
stress du réticulum endoplasmique (RE) et a ’inflammation. Cette protéine appartient a la famille
de « Bax Inhibitors » et nous avons, en effet, montré que GRINA protege les hépatocytes contre un
exces de stress du RE en atténuant 1’apoptose par une diminution de la transcription de Bax. Le RE
et les voies de réponse aux protéines mal formées (Unfolded Protein Response, UPR) sont aussi
impliqués dans la régulation de la lipogenese (Hotamisligil 2010). De facon intéressante, la fonction
adaptative et protectrice de I’UPR dans sa phase précoce semble importante pour diminuer la
lipotoxicité d’un excés d’acides gras libres (Erbay et al 2009). Nous nous intéresserons au
métabolisme de lipides au cours d’un stress du RE afin d’approfondir leur role dans la mort
cellulaire voire dans la survie des hépatocytes dans la stéatose et la stéatohépatite.

Nous avons ainsi mis en évidence un role important de 1’autophagie et du stress du RE dans le
controle de la mort et de la survie cellulaires en réponse a des atteintes chroniques du foie par
I’activation de diverses voies. Nous rechercherons comment 1’autophagie ou la biogenese des
mitochondries ou des peroxisomes régulent le trafic intracellulaire des lipides.

Enfin, nous partirons des résultats obtenus avec nos modeles cellulaires de NASH pour
approfondir la signalisation et le cross falk entre la voie NFKB et la voie de I’AMP-activated kinase
(AMPK), une enzyme clé de I’homéostasie énergetique, dans la régulation de 1’autophagie et de la
réponse inflammatoire ainsi que leurs effets sur la survie cellulaire.

L’amélioration de la compréhension des mécanismes impliqués dans la tolérance et la survie des

hépatocytes chargés de lipides en réponse a un stress inflammatoire, ischémique ou du réticulum
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endoplasmique semble donc essentielle. Elle permettrait en effet la mise en place de nouvelles
stratégies thérapeutiques qui pourraient améliorer la prise en charge des patients, augmenter le
nombre de greffons disponibles pour les greffes, et la prévention des risques cancérogenes pour le

foie.
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ANNEXES

Revue de la littérature sur les causes environnementales des cancers primitifs du foie et I’utilisation
des ¢études a long terme sur les rongeurs comme outils pour implémenter leur prévention primaire et

diagnostic précoce.

Article 7: Environmental risk factors in primary liver cancer: a review of the literature and

perspectives for primary prevention and early detection.

Degli Esposti D, Pham P, Saffroy R, Azoulay D, Debuire B, Lemoine A.
European Journal of Oncology 2009; 14: 133-150.

Cet article représente un lien entre I’activit¢ de recherche que j’ai effectuée en Italie avant ma
thése dans le domaine des origines environnementales des cancers et celui que j’ai développé au
sein du laboratoire sur la pathogenese des cancers primitifs du foie. En effet, au sein du Centre de
Recherche sur le Cancer « Cesare Maltoni », je coordonnais, sous la direction du Pr. Morando
Soffritti, une étude de cancérogenése fotale sur 1’édulcorant artificiel aspartame et j’ai été
responsable de deux études de pharmacogénomique sur des agents chimiopréventifs en
collaboration avec I’Universit¢ Columbia de New York, USA. J’ai aussi participé a la conduite des
¢tudes de longue durée sur les radiations non-ionisantes, notamment les champs magnétiques a tres
faible fréquence (50Hz) et a radiofréquence (1800 MHz).

L’utilisation des études de cancérogencse a long terme sur les rongeurs représente encore
aujourd’hui un outil puissant pour I’identification des risques cancérogenes des agents chimiques et
physiques présents dans 1’environnement du travail et de la vie.

Ces ¢tudes peuvent permettre de comprendre les mécanismes de cancérogenese induits par les
xénobiotiques et d’identifier les altérations génétiques, épigénétiques et biochimiques corrélées, tels
qu’un stress oxydatif, une déficience de la réparation de I’ADN, un déséquilibre entre prolifération
cellulaire, apoptose, et communication et signalisation intra- et intercellulaire. L’intégration
pluridisciplinaire entre 1’expérimentation animale en toxicologie, les techniques d’imagerie
médicale et les nouvelles approches moléculaires a haut débit peuvent permettre des progres

importants pour alléger le fardeau global de I’incidence et de la mortalité du cancer du foie.
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Summary

Primary liver cancer is a major public health
problem, accounting for about 600,000 deaths in
the world annually, with hepatocellular carci-
noma (HCC) accounting for about 80% of all
primary tumours in the liver and intra-hepatic
cholangiocarcinoma (ICC) representing about
10-15% of the remaining primary hepatic malig-
nancies. Incidence and mortality trends for both
HCC and ICC are increasing globally, with
particular concern for US and Europe, and
survival rates are still very poor. Some risk
factors are well-established, such as hepatitis
viruses, alcohol intake and aflatoxins exposure
for HCC, and infection with liver flukes and
primary sclerosing cholangitis for cholangiocarci-
noma (CC). However, these known etiologies do
not explain the observed increased incidence of
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Riassunto

I tumori primitivi maligni del fegato sono un
grande problema di salute pubblica, essendo la
causa di 600.000 decessi I’anno nel mondo. 11 car-
cinoma epatocellulare (HCC) rappresenta 1’80%
di tutti i tumori epatici maligni primitivi, mentre il
colangiocarcinoma intra-epatico (ICC) rappre-
senta circa il 10-15% dei rimanenti tumori epatici
maligni. L’incidenza e I’andamento della morta-
lita per HCC e ICC sono globalmente in aumento,
con particolare preoccupazione negli Stati Uniti e
in Europa, e i tassi di sopravvivenza sono ancora
molto bassi. Alcuni fattori di rischio sono ben sta-
biliti: i virus dell’epatite, il consumo di alcool e I’e-
sposizione ad aflatossine per ’HCC; le parassitosi
da vermi epatici e la colangite sclerosante prima-
ria per il colangiocarcinoma (CC). Tuttavia, que-
ste eziologie conosciute non spiegano I’osservato
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these two malignancies worldwide. Environ-
mental carcinogens could play an underestimated
role in the increased global burden of primary
liver cancers. An essential tool to identify chem-
ical and physical carcinogenic agents is long-term
carcinogenicity bioassays, such as those
performed by the US National Toxicology
Program and the Ramazzini Institute. Although
some strains of rodents are reported to be more
susceptible to chemical-induced hepatocarcino-
genicity, many similarities in histologic, cytolog-
ical and molecular pathways are shared between
humans and rodents in liver tumorigenesis, thus
making long-term carcinogenicity bioassays the
best available tool for identifying environmental
carcinogenic agents, including those targeting the
liver. Moreover, early detection of HCC and CC
should provide a valuable means to decrease
mortality rates in the short term, but reliable
biomarkers are not yet available for clinical prac-
tice. Advanced technologies such as proteomics
and in vive imaging techniques are now available
for animal cancer models. Well-designed proto-
cols which will integrate a proteomic approach
with imaging diagnostics using animal models
may result in greater improvement for
biomarkers development in early diagnosis of
primary liver cancers. Eur. J. Oncol., 14 (3), 133-
150, 2009

Key words: hepatocellular carcinoma, cholangio-
carcinoma, environmental carcinogens, long-
term carcinogenesis bioassays, rodents,
biomarkers

Abbreviations

AFB1: Aflatoxin Bl

AFP: Alpha-fetoprotein

AHE: Altered hepatic foci

AUROC: Area under receiver operating curve
CC: Cholangiocarcinoma

CT: Computed Tomography

CYP4502E1: Cytochrome P450 2E1

ECC: Extrahepatic cholangiocarcinoma

ER: Estrogen Receptor
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aumento di incidenza di questi due tumori maligni
nel mondo. I cancerogeni ambientali potrebbero
giocare un ruolo sottostimato nell’aumentata inci-
denza globale dei tumori primitivi del fegato. Uno
strumento essenziale per identificare agenti cance-
rogeni chimici e fisici sono i saggi di cancerogeni-
cita a lungo termine, come quelli effettuati al Na-
tional Toxicology Program degli Stati Uniti e all’l-
stituto Ramazzini. Nonostante sia riportato in let-
teratura che alcuni ceppi di roditori siano piu su-
scettibili all’insorgenza di epatocarcinomi chimi-
camente indotti, molte somiglianze istologiche, ci-
tologiche e nei meccanismi molecolari sono condi-
vise negli esseri umani e nei roditori per quanto ri-
guarda la cancerogenesi epatica, rendendo cosi i
saggi di cancerogenicita a lungo termine il miglior
strumento disponibile per identificare gli agenti
cancerogeni ambientali, inclusi quelli che colpisco-
no il fegato. Inoltre, ’identificazione precoce di
HCC e CC potrebbe fornire un mezzo importante
per diminuire i tassi di mortalita nel breve perio-
do, ma nella pratica clinica non sono ancora di-
sponibili biomarcatori affidabili. Tecnologie avan-
zate, come la proteomica e la diagnostica per im-
magini in vivo, sono ora disponibili per i modelli
animali del cancro. Protocolli ben progettati, che
integrino un approccio proteomico con la diagno-
stica per immagini utilizzando modelli animali per
il cancro, possono contribuire a un importante mi-
glioramento per lo sviluppo di biomarcatori per la
diagnosi precoce dei tumori primitivi maligni del
fegato. Eur. J. Oncol., 14 (3), 133-150, 2009

Parole chiave: carcinoma epatocellulare, colan-
giocarcinoma, cancerogeni ambientali, saggi di
cancerogenicita a lungo termine, roditori, bio-
marcatori

HCC: Hepatocellular carcinoma

HBV: Hepatitis B Virus

HCV: Hepatitis C Virus

HTLV-1: Human T-cell lymphotropic virus
ICC: Intrahepatic cholangiocarcinoma
MRI: Magnetic Resonance Imaging
NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease
PAH: Polycyclic aromatic hydrocarbons
PET: Positron Emission Tomography
PSC: Primary sclerosing cholangitis
VCM: Vinyl chloride monomer



Introduction

Primary liver cancer is a major public health
problem, accounting for about 600,000 deaths in the
world in 2002 (1). Hepatocellular carcinoma (HCC)
accounts for about 80% of all primary cancers in the
liver, while intra-hepatic cholangiocarcinoma (ICC),
arising from the epithelium of bile ducts located in
the liver, represents about 10-15% of the remaining
primary hepatic malignancies (2, 3). Hepatoblas-
toma (a malignant embryonal tumour of the child-
hood) and hepatic angiosarcoma (arising from blood
vessels) account for the remaining 5-10% (2).

In this review we will summarize current epidemi-
ological data on HCC and biliary malignancies,
particularly ICC. Biological, dietary and environ-
mental risk factors of these diseases will be
reviewed. The r6le of experimental carcinogenicity
bioassays in the identification of hepatocarcinogens
and of animal models for development of
biomarkers for early detection of carcinogenic
process in the liver will be discussed.

Epidemiology
Geographic distribution

HCC is the fifth most common cancer worldwide
with about 500,000 new cases annually, representing
the third most common cause of cancer-related death
among men and the eighth in women (1, 4). The
geographic distribution of primary liver cancer
burden is not even: more than 80% of HCC cases
occur in sub-Saharan Africa or Eastern Asia (5) with
China accounting for 55% of the world’s cases (2).
Cholangiocarcinoma (CC) has highest incidence
rates in some Asiatic countries, such as Thailand
with 96 cases per 100,000 people, about 100 fold
with respect to some Western countries (6).

Incidence and mortality trends

Time trends in primary liver cancers may be diffi-
cult to interpret due to changes in classification,
variable inclusion of metastatic tumours and only
recent inclusion of topographical coding for CC
distinguishing intrahepatic from extrahepatic CC.
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However, slight decreases in the HCC incidence in
high-rate areas, such as China and Japan, have been
reported (7), while a sustained increasing trend has
been reported in low-rate countries, particularly the
United States and some European countries, such as
Italy, France, UK and Germany (2, 5). It merits
noting that these increasing trends are associated
with younger age groups (2). In the United States
HCC incidence rates doubled in the period 1985-
2002 with age distribution shifting towards younger
age ranges, particularly 45-60 years old, and HCC
has become the fastest growing cause of cancer-
related death in men (8). Interestingly, it has been
reported that in the United States 15-50% of HCC
patients had no established risk factors, such as
hepatitis viral infections, heavy alcohol consump-
tion or aflatoxin B1 exposure (5). In Europe an
analysis of mortality rates from HCC trends in the
last 20 years has shown increasing rates for men in
11 countries and for women in 6 countries out of 17
whose data were considered (9). In particular,
France and Italy are the countries with the highest
mortality rates from HCC for men in the period
2000-2003, with 6.79 and 6.72 deaths/100,000
respectively. In the last 20 years mortality rate per
100,000 men has increased from 3.57 to 6.79 in
France and from 5.60 to 6.72 in Italy. ltaly is also the
first country for mortality rates from HCC for
women (1.92 deaths/100,000), while France has
0.96 deaths/100,000. However, mortality rates for
women show a decrease from 2.48 to 1.92 per
100,000 women in Italy and an increase from 0.69 to
0.96 per 100,000 women in France in the last same
period (9).

With regard to biliary malignancies, ICC and extra
hepatic CC (ECC) show different epidemiologic
features: ICC incidence and mortality are increasing
worldwide, while those of ECC are slightly
decreasing (3). A US study using data from the
Surveillance, Epidemiology and End Results
(SEER) program has shown that incidence trends in
ICC more than doubled approximately between
1976 and 2000 (10). Similar results have been shown
in another study which reported a 165% increase in
ICC incidence comparing the period 1975-1979 to
1995-1999 (6). ICC incidence and mortality rates are
also increasing in most European countries: in the
last decades trends in mortality rates show an
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increase in 13 out of 15 analyzed countries for both
men and women (11). In particular England-Wales
and Scotland showed the highest mortality rates for
both men and women: 0.83 (men) and 0.63 (women)
deaths/100,000 and 1.17 (men) and 1.00 (women)
deaths/100,000 respectively. The percent increase is
315% for men and 271% in women in England-
Wales comparing 1979-1981 with 1995-1997, while
in Scotland this increase is 216% for men and 335%
for women in the same period (12).

Survival

Survival rates for HCC after 5 years are still very
poor also in developed countries, as low as 8% in the
United States, 10% in Italy and 9% in France (2, 13,
14). Survival rates for CC are also very poor, ranging
2-7%, although early diagnosis may allow surgical
resectability of small or little infiltrating malignan-
cies, thus increasing 5-years survival rates to 25-
30% (15-18).

Biological risk factors

Hepatitis B (HBV) and C (HCV) infections have
been reported to be associated with over 80% of
HCC in the world (19). It has been estimated that
HBV carriers have more than 100-fold increased
risk of HCC compared with non-infected individ-
uals (20). HCV infection is a more important risk
factor for HCC than HBYV in Western countries and
Japan. HCV infection markers have been detected in
variable proportions of patients in Italy (44-66%)
(21), France (27-58%) and Spain (60-75%). HCV-
associated HCCs have been reported as high as 80-
90% in Japan (22). Different mechanisms of
carcinogenesis are associated to HBV and HCV
infections. HBV is a known oncogenic virus, able to
integrate its DNA into the genome of the infected
cells causing direct mutagenesis, and higher rates of
chromosomal abnormalities have been found in
HBV-related HCC (23, 24). HCV virus seems to
cause HCC through an indirect pathway causing
chronic inflammation, cell death, proliferation and
cirrhosis (20). However, HBV virus also seems to
promote liver carcinogenesis through indirect path-
ways by continuous hepatocyte injury, liver regen-
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eration and tumour-promoting activities of viral
proteins, like Hbx (20). It is interesting to note that
a recent epidemiological study (25) found an asso-
ciation between a leukemogenic virus infection,
HTLV-1, and an increased risk of HCC (RR=2.1;
95% C.I. 1.0-4.6). Although confounding factors
due to interactions between HCV and HTLV-1
infections has been pointed out as a partial explana-
tion of these data, further studies are warranted to
explore these findings.

Etiology and risk factors for CC are much less
known compared to HCC ones. Some inflammatory
diseases of biliary or gastrointestinal tract are asso-
ciated with an increased risk of CC, notably gall-
stones, chronic ulcerative colitis and primary scle-
rosing cholangitis (PSC) (26, 27). PSC has been
indicated as the most common cause of CC in
Western countries, but since its incidence has not
increased in the last decade it cannot explain the
observed increased incidence of CC (3, 6). In
Eastern Europe and in many Asian countries an
important etiologic factor of CC is infection with
liver flukes (Opistorchis spp., Clonorchis sinensis)
which contaminated raw food, particularly fish (28).
A 1994 WHO estimate reported about 17 million
people globally infected with CC-related liver flukes
(29). HCV infection was also associated with higher
risk of developing ICC in the United States (30), but
still most patients with CC have no identifiable risk
factors for the disease.

Dietary risk factors

Excessive alcohol intake (more than 3 drinks/day
corresponding roughly to 35-40 g ethanol/day) has
been recognized as human carcinogen by IARC in
1988 (31). Ethyl alcohol is a multipotent carcino-
genic agent and has been causally associated not
only to liver cancer, but also to other cancer sites
(oral cavity, pharynx, larynx, esophagus, liver, colo-
rectum and female breast) (32). Ethyl alcohol in
drinking water has also been demonstrated to be
carcinogenic in experimental animals (33).Various
mechanisms seems (o act in alcohol-associated
carcinogenesis: chronic inflammation resulting in
oxidative stress, as in steatohepatitis; acetaldehyde
formation (by liver alcohol dehydrogenase and
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cytochrome P4502E1, CYP2E1) and its consequent
mutagenic and carcinogenic effects; induction of
CYP2EI causing increased reactive oxygen species
(ROS) formation and subsequent lipid peroxidation
and DNA damage; depletion of cellular antioxidant
defense pool (glutathione and alpha-tocopherol);
disturbed methyl group transfer associated with
DNA hypomethylation; decrease retinoic acid in the
liver with induction of AP-1 complex, the latter
being a downstream effector of tumour promoters,
oncogenes and growth factors; and iron overload,
due to increased intestinal uptake and hepatic depo-
sition, promoting ROS formation through the Fenton
reaction (34).

Aflatoxins are known and potent hepatocarcino-
gens in both animals and humans (35). These myco-
toxins are produced by Aspergillus flavus and related
fungi on improperly stored corn, rice and peanuts.
Sub-Saharian and Eastern/Southeastern populations
are highly exposed (2). Little information is avail-
able on correlation between aflatoxins and HCC in
developed countries, but it merits noting that afla-
toxins adducts have been identified in a small
sample of patients in the United States (36). Many
ecological studies performed between the 1960s and
1980s showed aflatoxins induced HCC in exposed
populations (37-39). Many studies in rats have also
demonstrated the carcinogenicity of aflatoxins: a
dose-related increased of hepatomas were firstly
shown by Newberne (40). Hepatocarcinogenicity of
aflatoxins was later confirmed by several studies in
different rodent species and strains (39, 41, 42).
Aflatoxin B1 (AFB,) is the standard reference for
mechanistic studies on aflatoxins carcinogenicity.
AFB,; is metabolically activated in the liver by
cytochrome P450 oxidation, forming the AFB, exo-
8,0-epoxide that reacts covalently with DNA and
also with proteins (43). The most frequently
observed mutation induced by metabolically acti-
vated AFB, is GC—TA transversion. In particular, in
the specific case of AFB, -induced HCC, a striking
sequence specificity has been observed as most of
the mutations are found in the third position of codon
249 of p53 gene (44). AFB, reactivity is particularly
strong towards guanine bases although it also
depends on local DNA sequence (45-46). It is also
speculated that the observation of the hotspot muta-
tion site in the p53 gene is due to a selective advan-
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tage for growth of already mutated hepatocytes, as it
has been suggested that AFB, exert a major effect on
late-stage carcinogenesis (46).

Recently, non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD), a metabolic disorder characterized by
steatosis, non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
frequently leading to fibrosis and finally evolving in
cirrhosis, has been proposed to increase HCC risk
(47). However, in an experimental model of
NAFLD, mice exposed to particulate matter PM<2.5
pm develop more severe liver inflammation and
fibrosis compared to non exposed mice (48). It is
worth noting that in a series of 105 consecutive
patients in the United States, cryptogenic cirrhosis
accounted for 29% of diagnosed HCC and NAFLD
might underlie 13% of total HCC patients for whom
neither HCV/HBV infections nor heavy alcohol
intake is reported (49). NAFLD is strongly associ-
ated with caloric overconsumption, obesity and
diabetes, the latter of which is found to be a risk
factor for both chronic liver disease and HCC (4,
50).

Concerning CC, few data on dietary risk factors
have been reported. Excess alcohol consumption
was recently found higher in ICC compared to
controls in a case-control study (51). Further experi-
mental and epidemiologic research on food contam-
inants such as additives or pesticides is warranted to
analyse diet influences on CC onset.

Chemical risk factors

An analysis of the data reported by the TARC
monographs on the 108 agents classified as human
carcinogens (class 1) shows that 17 (about 16%) are
causally associated or suspected hepatocarcinogens
(Table 1). Among these, viruses such as HBV, HBC
and HTLV-1 have already been discussed briefly, as
the examples of ethanol in alcoholic beverages and
aflatoxins exposure in contaminated foods.

Different classes of chemicals are reported to
induce HCC in humans: drugs or hormonal therapies
(azathioprine, tamoxifen and estrogen-progesteron
oral contraceptives) (68); radioisotopes or heavy
metals (Plutonium-239, Radium-224, Thorium-232;
arsenic in drinking water) (57, 65); complex
mixtures of PAH and other combustion products
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Table 1 - Chemical, physical and biological agents recognized or suspected as hepatocarcinogens to humans

Agent/mixture/ Type of agent Liver cancer Other cancer sites  Data on rodent carcinogenicity ~ References
exposure situation (level of evidence) in humans Liver Other sites
Azathioprine Immunosup- Causally Hematopoietic Not Hematopoietic IARC
pressant drug associated tissue, skin reported tissue, ear duct Suppl. 7 (52),
Cohen et al
(53)
Estrogen- Hormones Causally Female breast, Causally Mammary IARC
progesteron associated cervix associated  gland, Vol 91 (54)
oral uterus
contraceptives
Ethanol in Alcohol Causally Oral cavity, Causally Head IARC
alcoholic associated pharynx, larynx, associated  (osteosarcomas), Vol 96 (32);
beverages esophagus, neck, mammary  Soffritti
colorectum, gland etal (33)
female breast
Hepatitis B Virus Causally Not reported Suspected  Not reported IARC
virus associated to be Vol 59 (55)
associated®
Hepatitis C Virus Causally Not reported Not Not reported IARC
virus associated reported Vol 59 (55)
Human Virus Suspected Adult T-cell Not Not reported IARC
Tcell to be leukemia/ reported Vol 67 (56)
lymphotropic associated lymphoma,
virus type [ cervix, vagina
Plutonium-239 Alpha particle Causally Lung, Causally Lung, bones IARC
emitter associated bone sarcoma associated Vol 78 (57)
Radium-224 Alpha particle Causally Bone sarcoma, Not Bones, IARC
emitter associated female breast, reported hematopoietic Vol 78 (57)
kidney tissue
Thorium-232 Alpha particle Causally Leukemia Causally Bones IARC
emitter associated associated Vol 78 (57)
Tamoxifen Hormone Suspected Endometrium Causally Uterus IARC
agonist/ to be associated Vol 66 (58);
antagonist associated Maltoni
et al (59)
23.78- Organochlorine Suspected Lung, Causally Thyroid, IARC
tetrachlorodi- to be hematopoietic associated  subcunateous Vol 69 (60),
benzo-para- associated tissue, soft and Walker
dioxin tissues sarcomas, hematopoietic etal (61)
all cancers tissue
combined
(continued)
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Table 1 - (continued)

Agent/mixture/  Type of agent Liver cancer Other cancer sites  Data on rodent carcinogenicity — References
exposure situation (level of evidence) in humans Liver Other sites
Vinyl chloride organochlorine Causally Suspected brain, Causally Skin, TIARC
associated hematopoietic associated  mammary gland, Vol. 97 (62)
tissue, melanoma Zymbal gland,
lung, kidney
Aflatoxins Mycotoxins Causally Not reported Causally Not reported IARC
associated associated Vol. 82 (63)
Betel quid Plant Suspected Oral cavity, Suspected  Skin, lung, TARC
with or derivatives to be pharynx, to be stomach Vol. 85 (64)
without tobacco associated esophagus associated
Soots PAH and Causally Esophagus, lung, Not Skin, lung TARC
combustion associated leukemia reported Suppl 7 (52)
products
mixtures
Arsenic in Heavy metal Suspected Skin, lung, kidney, Causally Skin, lung, TIARC
drinking water to be urinary bladder associated  urinary Vol. 84 (65),
associated bladder Waalkes
et al (66)
Tobacco PAH and Causally Oral and nasal Suspected  Skin, TARC
smoking and combustion associated cavities, esophagus, tobe respiratory Vol. 83 (67)
tobacco smoke products mixtures pharynx, larynx, associated  tract, lung
lung, stomach,
pancreas, kidney,

urinary tract, cervix,
hematopoietic tissue

* results were obtained in transgenic mice expressing pre-S, S and X genes of HBV genome and the relevance of these studies

is not clear

(soots and tobacco smoking) (52, 67); organochlo-
rines (vinyl chloride monomer: VCM) (62); and
plants (betel or Areca catechu) (64). For many of
these compounds carcinogenicity studies on rodents
anticipated or confirmed specific liver tumour induc-
tion. It is interesting to note that recently also some
psychoactive substances, like cannabinoids, have
been reported to worsen liver steatosis and fibrosis
in presence of HCV infections (69-71). Despite that
no evidence of carcinogenicity has been shown for
delta 9-tetrahydrocannabinol (the principal
psychoactive ingredient in marihuana) in rats and
mice (72), more research is warranted to assess long-
term carcinogenicity effects of cannabinoids, partic-
ularly in the liver, as their assumption during
cannabis smoking may result in cannabinoids expo-
sure for a large population. Moreover, some natural

and synthetic cannabinoids have been recently tested
for therapeutic applications, such as control of
chemotherapy-induced nausea and vomiting in
cancer patients (73, 74), appetite stimulation for
AIDS patients (74), and control of mood disorders
(75). Thus, evaluation of potential cannabinoids
carcinogenicity should be addressed to verify their
safety as drugs.

Estrogen-progesteron oral contraceptives have
been shown to induce liver tumours in women in
many case-control studies (54). Carcinogenicity
studies on rats showed that oral administration of
ethinyl estradiol plus norethisterone to male and
female rats induced increased incidence of liver
adenomas in treated males and HCC in treated
females (54) and that oral administration of
mestranol plus norethisterone induced increased
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incidence of liver adenomas in treated male rats (54).
Another study showed that administration of
mestranol plus norethynodrel induced an increased
incidence of AHF in female rats (54). Estrogen-prog-
esteron oral contraceptives carcinogenicity may be
mediated by promotion of the epithelium prolifera-
tion and by the generation of ROS caused by
estrogen reactive metabolites (76).

Human exposure to alpha-particle emitlers, in
particular Plutonium-239, Radium-224, Thorium-
232, has been associated to increased incidence of
HCC (57). Recently a 17 month-long study on mice
showed that a short period of exposure to Thorotrast
(Thorium-232 dioxide) increased the incidence of
altered hepatic foci in treated mice (77). A mecha-
nistic explanation is that during their decay
radioisotopes emit alpha particles which have been
shown to induce direct and indirect DNA damage
(78).

Some cases of HCC following tamoxifen treat-
ment in breast cancer patients have been reported
(58, 68). Even though no strong statistical associa-
tion was shown with HCC, clear carcinogenic effects
were shown for endometrial cancers. Interestingly,
in a 2-year carcinogenicity bioassay, oral administra-
tion of tamoxifen to male and female Alderley Park
Wistar derived- rats induced an increased incidence
of liver adenomas and carcinomas in both sexes (79).
Tamoxifen possesses a partial estrogen-agonist
activity in the liver (58). Human hepatic estrogen
receptor (ER) appears to be quantitative and qualita-
tive similar to that of rodents, so tamoxifen-induced
liver tumours in humans and rodents may be due in
part to ER-dependent responses, such as hepatocytes
mitogenesis (80).

VCM induces increased incidences of hepatic
angiosarcomas and hepatocellular carcinomas in
humans, as shown in many studies (62, 81-83).
However, the first evidence of hepatic angiosarcoma
induced by VCM comes from a long-term carcino-
genicity study performed in the early 1970s (84, 85)
and further experiments showed that VCM induced
also HCC and other cancers in rats (85). VCM is
predominantly oxidized by the cytochrome P4502E1
and, following metabolic activation, the two metabo-
lites (chloroethylene oxide and chloroacetaldehyde)
react with nucleic acid bases to form adducts (62).
Furthermore, the molecular pattern of p53 mutations
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has been shown to be similar in Sprague-Dawley rat
primary liver tumours (both angiosarcomas and
hepatocellular carcinomas) compared to human liver
cancers (86).

Ecological studies performed in areas where
drinking water was contaminated by various levels
of arsenic (As) have shown increased incidence of
different kind of malignancy in exposed population,
particularly tumours of skin, lung, liver, kidney and
urinary bladder (87-89). In a transplancetal study on
CH3 mice, inorganic As was shown to induce a
dose-related increase in the incidence of HCC in
males (66). Arsenic is genotoxic and induces chro-
mosomal aberrations both in vitro and in vivo (55,
65).

Interestingly, some chemical agents associated
with increased risk for HCC have been reported to be
carcinogenic also for the biliary tract in humans. In
an epidemiological study on chemical workers vinyl
chloride was associated with increased risk of CC
(90). Thorotrast, used as a radiocontrast agent in
1930s, has been reported to be a potent carcinogenic
agent for CC (91). Furthermore, dioxins and
nitrosamines have been associated (o increased risk
for CC in humans (92). Importantly 3 different kinds
of dioxins (2,3,7.8- tetrachlorodibenzo-p-dioxin;
3.37.4.4",5-pentachlorobiphenyl and 2.,3.4.,7.8-
pentachlorodibenzofuran) have been recently
demonstrated to induce a dose-related increase in
both HCC and CC incidence in Sprague-Dawley rats
in a 2-year carcinogenicity assay (61).

Many genetic epidemiologic studies have been
conducted to evaluate gene polymorphisms and
gene-environment interactions as risk factors for
HCC, particularly concerning genes coding for
metabolizing enzymes (glutathione-S-transferase,
epoxide hydrolase, cytochrome P4502E1) or DNA
repairing enzymes (XRCC1, UDP-glucuronosyl-
transferasel A7) (93-98). Until now. results from
these studies have reported positive association,
association in a subset of population or negative
association. These results have been attributed to
inadequate sample size to reliably detect likely small
effects of single genes on risk with a background of
strong environmental factors (5). Meta-analysis and
additional studies with larger samples should clarify
the réle of genetic polymorphisms in the onset of
HCC (5, 99).
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These data clearly indicate that the human liver is
sensitive to chemical-induced carcinogenesis and
that xenobiotic exposure could play an underesti-
mated role in inducing primary liver cancers, alone
or in addition to viral and alcoholic etiologies.
Although it is aknowledged that in some rodents,
particularly in mice, the liver is a preferred target
organ for chemical carcinogens (100, 101), it should
not be disregarded that some human hepatocarcino-
gens such as aflatoxins, VCM, oral contraceptives,
tamoxifen have been anticipated as such in rodents
and that molecular events in tumorigenesis appear to
be similar. Even though mouse liver susceptibility to
tumorigenesis is often used as an argument against
the relevance of carcinogenic bioassays for public
health protection, this biological feature should be
considered as a de facto sensitivite biosensor, as
about one third of human carcinogens (IARC group
1) induce HCC in mice (102). Finally, only a small
fraction of the about 100,000 chemical agents
presently commercialized in Europe and United
States have been adequately investigated for their
carcinogenic potential, so the chemical burden for
hepatocarcinogenesis could be greater than actually
estimated (103, 104).

Long-term carcinogenicity bioassays and detec-
tion of potential human hepatocarcinogens

Long-term carcinogenicity bioassays, particularly
using rats and mice, have been traditionally
employed for detecting the carcinogenic potential of
chemical and physical agents by the two most exten-
sive bioassays programs in the world, the National
Toxicology Program and the Ramazzini Institute
(105-107). Although the etiology of hepatic
neoplasias is different, in particular due fto the
absence of chronic hepatitis as a precursor in sponta-
neous HCC in rodents, histologic, cytological and
molecular similarities have been identified between
humans and rodents with respect to liver neoplasia
(107).

In both humans and rodents HCC are frequently
multifocal and show a histologic/cytological spec-
trum from well-differentiated to poorly-differenti-
ated carcinomas (101). Histological patterns of HCC
show various similarities between humans and
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rodents, as they may be organized in multicellular
trabeculae, solid mass or gland-like arrangements
(108-111). Furthermore, some histochemical abnor-
malities are shared between rats and humans, such as
decreased activity of ATPase and glucose 6-phos-
phatase and increased activity of gamma-glutamyl-
transpeptidase (112).

One of the suggested pathogenic pathways
involved in development of HCC is the proliferation
of oval cells, considered the stem cells of the adult
liver (113). Oval cell proliferation may lead to the
formation of atypic hepatic foci (AHF), whose
progression towards hepatic neoplasias has been
extensively studied in rodents (114-116). AHF has
also been indicated as a preneoplastic lesion associ-
ated with human HCC development (117).

The molecular pathways involved in the develop-
ment of liver neoplasia are diverse in both humans
and rodents and no universal molecular features
have been found associated with all hepatic tumours
in both species. In humans, alterations in mainly four
different genetic pathways have been identified: the
P53 pathway involved in response to DNA damage;
the retinoblastoma (Rb) pathway involved in cell
cycle control; the TGF-p pathway involved in
growth inhibition; and the Wnt/ B-catenin involved
in signal transduction and cell-cell adhesion (23,
118, 119). Specific p53 mutations, particularly
GC—TA transversions, have been shown after afla-
toxin and VCM exposure both in humans and
rodents HCC, although p53 mutations in HCC are
less frequent in rodents than in humans (86, 120).
Other mutations in the p53 gene have been identified
in humans, but its overall mutation rate is geograph-
ically heterogeneous, ranging from 15% in European
HCC to 40% in Chinese HCC (121, 122). It is worth
noting that hepatoblastomas have been reported to
carry p53 alterations in both children and mice,
although in rodents this is a tumour occurring in
adult animals (123-125). The Rb gene, an onco-
suppressor gene involved in regulation of the Gl
phase of the cell cycle and its inactivation, exhibits
either gene mutation or epigenetic alterations in
about 30% of human HCC (23, 126). Epigenetic
silencing through promoter methylation is also
observed in another Rb pathway gene, pl16-INK4,
leading to the repression of cyclin D-dependent
kinase inhibitor 2 (CDKN2) and ARF (two tumour
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suppressor proteins), in a wide range of HCC (127).
In a folate/methyl deficiency model, inducing HCC
in rats, methylation of pl6 gene promoter has been
found to be an early event in hepatocarcinogenesis,
suggesting that the Rb pathway is shared by human
and rodents in certain conditions and that
folate/methyl deficiency model is a suitable experi-
mental model to study Rb pathway implications in
hepatic multi-stage carcinogenesis, particularly
linked to alterations in DNA methylation (128).
Transforming growth factor B (TGF-B), a peptide
hormone which controls proliferation and induces
apoptosis in hepatocytes, may also play a réle in
early events during hepatocarcinogenesis in both
humans and rodents (101, 129). Expression of a co-
receptor required for its activation, the mannose-6-
phosphate/insuline-like growth factor 2 (M6P/
IGF2R), has been found decreased in human and
rodent HCC (130, 131). Interestingly, in mice and
rats, the M6P/IGF2R gene is imprinted, meaning
that just one copy is functional. This fact may
partially explain the relatively higher susceptibility
of rodents for chemically-induced liver cancers (107,
131). B-catenin is a protein with a dual function in
cell-cell adhesion and in Wnt signaling that induces
cell proliferation. Point mutations leading to the loss
of phosphorylation sites of B-catenin alter its cellular
degradation, with consequently protein translocation
to the nucleus and transcription of genes, including
c-myc, whose upregulation leads to cell proliferation
(132). B-catenin mutations seems to be an early
event, as they have been found in liver adenomas
and in patients with non-invasive hepatocellular
carcinoma (133, 134). P-catenin mutations have
been also found in chemically-induced mouse HCC,
with immunohistochemical accumulation in prema-
lignant liver lesions, suggesting that Wnt signaling
pathway is an early event in liver carcinogenesis also
in mice alterations and that this pathway may be
sensible to chemical carcinogens (135).

CC is a very rare malignancy in rodents. NTP
historical controls show CC incidence ranges in
Fischer rats from 0-0.1% in males and from 0-0.2%
in females, while in B6C3F1 mice it ranges from 0-
0.7% in males and from 0-2% in females (136).
However, rodent biliary epithelium seems to be
sensible to chemical-induced carcinogenesis, as
shown by recent long-term carcinogenicity studies
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on dioxins (61). Moreover an experimental model of
thioacetamide-induced ICC in Sprague-Dawley rats
has been recently developed (137, 138). A patholog-
ical and immunohistochemical study provided
evidence that thioacetamide induces the entire range
of cholangiocarcinogenesis lesions, from dysplasia
to advanced cancerous stage and expression of
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR),
apomucins and matrix metalloproteinases is similar
in human and rat ICC (139).

Although different in etiology, taken together
there are a number of similarities in both hystologic
aspects and cellular and molecular pathogenesis
between humans and rodents concerning the devel-
opment of primary liver neoplasias. Given that the
use of long-term bioassays is a well-established -
and currently the most predictive - tool to detect
chemical and physical carcinogens, it represents the
best experimental surrogate available for detecting
potential human hepatocarcinogens.

Animal models for development of novel liver
cancer biomarkers

HCC screening is proposed for high risk popula-
tions and consists in hepatic ultrasound scanning
coupled with serum o-fetoprotein (AFP) assay (140).
The use of biological markers for early detection of
HCC is currently problematic due to the relatively
poor sensitivity of available markers (119, 141). In
particular, AFP accounts for a sensitivity ranging
from 39% to 64% and a specificity ranging from
76% to 91% (142-143). Moreover, AFP correlates
with tumour size and 80% of HCC with tumour
diameter < 3 cm do not show increase in AFP serum
levels (119, 140, 144). Various serum markers have
been proposed to improve HCC detection, such as
Lens culinaris agglutinin-reactive AFP (AFP-L3);
des-gamma carboxyprothrombin (DCP), a-1-fucosi-
dase (AFU), glycopican 3 (GPC3), squamous cell
carcinoma antigen (SCCA) and Golgi protein 73
(GP73) (141). None of these proteins has shown
enough sensitivity nor specificity to be proposed as
unique biomarker to detect early HCC. Many efforts
have been dedicated and some improvements
obtained by combining two or more of these proteins
(145-149), but currently there is not enough data on



their diagnostic accuracy to allow for clinical appli-
cation, particularly for early detection of HCC.
However, it is of note that recently a set of six
different serum biomarkers adjusted for age and sex
(a-2  microglobulin, haptoglobulin, y-glutamyl
transpeptidase, total bilirubin, apolipoprotein A1 and
alanine transferase) has been developed and tested
for non-invasive evaluation of liver fibrosis and
necrosis in patients with HVC infection, with inter-
center reproducibility and with an area under
receiver operating curve (AUROC) of 0.87 (150-
152). Recently, the association of this set of
biomarkers with an ultrasound-based transient elas-
tography has been shown to allow diagnosis and reli-
able grading of liver fibrosis, avoiding liver biopsy in
a significant percentage of patients (153, 154). The
same group proposing the panel of biomarkers for
evaluating liver fibrosis and necrosis has combined
this panel of biomarkers with serum glucose, triglyc-
erides and cholesterol levels and body mass index to
evaluate steatosis, obtaining AUROCS ranging from
0.79 to 0.86 (155), even though a comparison with
Magnetic Resonance Imaging has shown the latter
still being the best method for highly accurate non
invasive measurement of liver steatosis (156).
Recent advances in global genomic and proteomic
approaches could help improve early diagnostic of
primary liver cancers. DNA microarrays allow
simultaneous analysis of thousands of genes and will
probably amplify the discovery of new markers, but
standardization and interpretation difficulties are
currently limiting the use of these methods in clin-
ical practice. Serum proteomics using surface-
enhanced laser desorption/ionization-time of flight
mass spectrometry (SELDI-TOF MS) has been
recently used to develop mew HCC biomarkers
(157). A study comparing sensitivity and specificity
of SELDI-TOF MS with AFP, AFP-L3 and DCP
showed higher sensitivity and specificity for the
proteomic analysis (158). There are different strate-
gies for the search of protein biomarkers, including
analysis of pathologic tissue, identification of
tumour antigens that induce autoantibodies directed
against HCC antigens, but the most interesting for
potential early diagnosis is analysis of serum of
other biological fluids. Beretta reports that although
many technical advances have been achieved, some
basic questions remain to be answered, particularly
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the lack of information on differences in plasma
proteome in healthy subjects differring for sex and
age and the specific design of studies aimed to detect
early neoplastic lesions which cannot be diagnosed
with available tools (159).

In this context, the use of experimental models of
HCC and CC could provide a valuable platform for
development and validation of new biomarkers. In
particular, the collection of biological fluids is
feasable throughout the life of animals, before and
after they may develop a neoplasia during long-term
carcinogenicity bioassays, notably life-span experi-
ments (106, 160). This approach combines the possi-
bility of both prospective and retrospective analysis
of plasma and urine, allowing the identification of
promising biomarkers for early detection of cancer.
Furthermore. life-span carcinogenicity bioassays
provide access to a larger number of samples (at
least 100 animals/group) compared to clinical
studies, thus reducing the effect of chance in
detecting a potential candidate molecule (161). The
human homologues of the most predictive
biomarkers identified experimentally could be tested
in clinical and population studies, possibly reducing
costs and time of clinical research and increasing
successful identification of useful biomarkers. In
recent years, in vive imaging methods, such as ultra-
sound, Magnetic Resonance Imaging (MRI),
Computed Tomography (CT) and Positron Emission
Tomography (PET). have improved, allowing high
spatial resolutions, informative metabolic, functional
and molecular information also in laboratory
animals (162, 163). Use of these imagining methods
is rapidly growing in physiopathological and drug
discovery studies in preclinical models. Further-
more, algorithms have been developed that superim-
pose information obtained from different imaging
devices such as CT, PET or MRI, allowing addi-
tional spatial and quantitative data (164). Well-
designed protocols which will integrate proteomic
approach with imaging diagnostics using animal
models of cancer may result in greater improvement
for biomarkers development.

Many experimental models of preneoplastic and
neoplastic liver lesions are already available in
rodents. Liver fibrosis and cirrhosis can be induced
in rats by treating them with carbon tetrachloride or
phenobarbital or a combination of both, reproducing
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the development of cirrhosis in human livers (165,
166). These models are currently used in testing new
potential antifibrotic agents and they could provide a
valuable model for early detection biomarkers
research since rats, like humans, may develop HCC
in cirrhotic livers (167). Diethylnitrosamine (DEN)
also induces HCC in exposed rats and provides a
widely used model to study mechanisms of hepato-
cellular carcinogenesis (168-170), so it has potential
to be exploited for biomarkers development. Rodent
models of NASH, recently proposed as a risk factor
for HCC (47), are also available. These include
genetic models and diet-induced NASH. Genetic
models such as ob/ob mice (leptin-deficient) or
phosphatase and tensin homolog (PTEN)-deficient
mice, have been shown to be more prone to develop
HCC, thus renforcing the hypothesis that NASH can
represent a precancerous lesion in the liver (171,
172). Diet-induced NASH, like in the case of
methionine-choline deficient feeding in both rats and
mice, are providing valuable results in understanding
biochemical and molecular pathological processes
underlying onset and progression of NASH (173,
174).

As previously described, a chemical-induced
model of CC treating rats with thioacetamide is also
available. Although the capacity of thioacetamide to
induce CC has been known since the mid-1980s
(175), its use to study mechanisms of CC tumorige-
nesis and drug discovery is quite recent (137, 176).
This model opens new possibilities to explore
markers for CC, for which early detection could
improve clinical and surgical management of the
disease and possibly survival.

Conclusions

Primary liver cancers, particularly HCC and CC,
are an increasing public health problem in both
developed and developing countries (1, 2). Although
viral and alcoholic etiologies seem to account for
most HCC, recent evidence show that an increasing
fraction of HCC arise in people having no recognized
risk factors (5, 49). Furthermore, the recent increase
in the incidence of CC is likely to be of environ-
mental origin, as other known risk factors do not
appear to have increased in the last decade (6). Long-
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term carcinogenicity bioassays on rodents are the
best available tool to study the carcinogenic potential
of chemical and physical agents and provide a unique
resource (o improve primary prevention of cancer in
general and also of liver cancers (106, 107, 160). The
fact that some rodents, particularly mice, have a
higher susceptibility for developping HCC should not
be considered as a shortcoming in long-term carcino-
genicity studies, but rather as an available sensitive
biosensor for detecting carcinogenic potential.
Furthermore, animal models are now available to
develop and validate early detection or exposure
biomarkers for liver neoplasia or hepatocarcinogens.
More research and well-designed protocols are
needed to integrate long-term carcinogenicity bioas-
says and exposure/early detection biomarkers
research in order to decrease the global burden of
cancer incidence and mortality.
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