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Préambule

La fibrose est une complication des maladies chroniques quelles qu’en soit leur étiologie
et le tissu concerné. C’est un processus cicatriciel qui survient en réponse a une destruction
tissulaire. Elle se caractérise par un dépdt de matrice extracellulaire principalement constitué
de fibres de collagéne. Lors de pathologies chroniques, on observe une modification
quantitative mais €également qualitative de la matrice extracellulaire qui s’accumule
progressivement dans le tissu 1ésé provoquant une désorganisation cellulaire, et a terme, une

défaillance de 1’organe.

La matrice extracellulaire est synthétisée par les myofibroblastes qui jouent ainsi un role
clé dans la fibrose. Ces cellules sont absentes des tissus en condition physiologique. Leurs
précurseurs (e.g. les fibroblastes) sont activés par différents facteurs au cours des 1ésions
chroniques et se différencient en myofibroblastes. Il existe plusieurs types de myofibroblastes
dans le foie malade. Les myofibroblastes issus des cellules étoilées du foie sont les plus étudiés
et jouent un role majeur dans la synthese de la matrice extracellulaire. Une deuxieme population
de myofibroblastes hépatiques, généralement appelés myofibroblastes portaux, a récemment
suscité beaucoup d’intérét dans le domaine de la fibrose hépatique. Ces cellules sont encore peu

étudiées et les outils pour les caractériser sont encore peu développés.

La lésion chronique a l’origine de la fibrose mais également la fibrose elle-méme
entraine une modification globale du microenvironnement cellulaire. Ces différentes
modifications comme la forte demande de synthése de matrice extracellulaire par les
myofibroblastes, le stress oxydant ou encore 1’inflammation vont entrainer une perturbation de
la synthese protéique dans les cellules. Le réticulum endoplasmique est I’organite responsable
de la maturation et du repliement des protéines. Seules les protéines matures et correctement
repliées vont quitter le réticulum endoplasmique. Lors de la fibrogenese, la demande en
protéines augmente ainsi que le flux de protéines immatures vers le réticulum endoplasmique,
pouvant ainsi entrainer une surcharge de 1’organite et un stress du réticulum endoplasmique.
En réponse a ce stress la cellule déclenche une réponse adaptative que 1’on appelle Unfolded
Protein Response (UPR). Cette réponse a pour objectif de restaurer I’homéostasie du réticulum
endoplasmique et le cas échéant d’induire 1’apoptose de la cellule afin d’éliminer de

I’organisme des cellules aberrantes.



La fibrose hépatique affecte aussi bien les populations des pays occidentaux que les
populations des pays en voie de développement. Sa prévalence est en augmentation dans le
monde et en dehors de I’éviction de la cause, aucun traitement ne permet de bloquer sa
progression. Seul I’acide ursodeoxycholique utilisé pour le traitement des maladies hépatiques
d’origine biliaire semble en mesure dans le cas de ces maladies, de ralentir la progression de la

fibrose sans pour autant la bloquer complétement.

L’objectif de ce travail de these a été d’une part de caractériser le modele de culture des
myofibroblastes portaux et d’autre part d’étudier le role du stress du RE sur le phénotype et les
fonctions des MFPs. Enfin nous avons analyser 1’effet de 1’acide ursodeoxycholique considéré
comme une molécule chaperonne, sur le stress du RE sur les MFPs.

- Caractériser le modele des myofibroblastes portaux isolés

- Déterminer si les myofibroblastes portaux sont soumis a un stress du réticulum
endoplasmique lors de fibrogenese d’origine biliaire.

- Déterminer I’effet du stress du réticulum endoplasmique sur les caractéristiques et les
fonctions de myofibroblastes portaux.

- Déterminer l'effet de 1’acide ursodeoxycholique considéré comme une molécule

chaperonne, sur le stress du réticulum endoplasmique dans ces cellules.

Dans une premiere partie introductive nous rapporterons 1’état des connaissances
scientifiques sur la fibrose hépatique, les myofibroblastes portaux, le stress du réticulum
endoplasmique et I’acide ursodeoxycholique. Puis dans une seconde partie nous exposerons les
résultats des travaux. Pour terminer, dans une troisieme partie nous conclurons et discuterons

des résultats et des perspectives apportées par ces travaux.
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Introduction

Le foie est composé de plusieurs types cellulaires, parmi lesquels les hépatocytes sont
les cellules majoritaires (70% des cellules du foie). Ils forment le tissu parenchymateux et
assurent les principales fonctions hépatiques. Les autres types cellulaires, comportent : les
cholangiocytes, (cellules épithéliales qui bordent les canaux biliaires) ; les cellules étoiles du
foie et d’autres cellules mésenchymateuses telles que les cellules musculaires lisses et les
fibroblastes des espaces porte ; les cellules de Kupffer, qui sont les macrophages du foie ; les

cellules endothéliales des sinusoides, des veines portes et des branches de 1’artere hépatique.

Le lobule hépatique est I'unité fonctionnelle du foie. Il se compose de travées
hépatocytaires formant des feuillets d’une a deux couches de cellules. Ces feuillets sont séparés
les uns des autres par les sinusoides (figure 1). La triade portale se compose d’une branche de
I’artere hépatique, d’une branche de la veine porte et d’un canal biliaire. Elle alimente trois
lobules hépatiques en sang veineux et artériel et permet 1’écoulement de la bile en provenance
des lobules hépatiques. Le sang veineux se mélange au sang artériel dans les sinusoides qui se
drainent dans la veine centrolobulaire. Les hépatocytes sont séparés des capillaires sinusoides
par I’espace de Disse ou ils émettent des villosités par lesquelles s’effectuent les échanges avec
le sang des sinusoides. En parallele des sinusoides, les canalicules biliaires forment un second
réseau localisé entre deux travées hépatocytaires. Le flux de la bile, contrairement a celui des
sinusoides, s’écoule de la zone périvasculaire vers le canal biliaire de 1’espace porte formé par

les cholangiocytes puis vers la vésicule biliaire.

Le foie intervient dans le stockage des vitamines, la détoxification et dans le
métabolisme des protéines, des glucides et des lipides. Il assure ainsi I’homéostasie de ces

différents constituants de 1’organisme.
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Figure 1 : Le lobule hépatique, unité fonctionnelle du foie

I) La Fibrose hépatique

A) La fibrogenése

La fibrose est un processus cicatriciel qui survient en réponse a une lésion chronique.
La sécrétion de matrice extracellulaire (MEC), principalement composée de fibres de
collageénes, permet de combler le vide laissé par la destruction cellulaire causée par une 1ésion.
La fibrose est un tissu inerte synthétisé par les myofibroblastes. Les maladies chroniques du
foie sont de plus en plus fréquentes a travers le monde, aussi bien dans les pays en voie de
développement que dans les pays occidentaux. La fibrose hépatique est un processus cellulaire
dynamique, complexe et réversible. Le plus souvent asymptomatique elle conduit a une
accumulation excessive de MEC dont la cirrhose est le dernier stade d’évolution (figure 2). La
cirrhose s’accompagne de multiples complications comme I’hypertension portale,

I’insuffisance hépatique voire [’apparition de carcinome hépatocellulaire (CHC). La



progression de la fibrose remplace petit a petit les hépatocytes détruits (1). Cette progression
de la fibrose se caractérise par I’apparition de septa fibreux, dont le stade d’avancement est

défini par le score METAVIR (tableau 1) (2).

Facteurs génétiques
et environementaux
Lésion
chronique

5250 ans Insuffissagce hépatique
Hypertension portale

Lésion inflammatoire
Dépdt de MEC

Mort cellulaire
normal Angiogenése

Désorganisation du tissu
Perte de fonctions
Régénération abérrante Cirrhose

carcinome
hépatocellulaire

Fibrose

Figure 2 : Evolution naturelle de la fibrose hépatique (3)

En condition pathologique, la MEC se compose de collagene I et III alors qu’elle est
principalement constituée de collagene IV et VI en condition physiologique. Cette différence
qualitative modifie les propriétés mécaniques, physiques mais aussi biochimiques de la MEC
et contribue a la modulation de plusieurs fonctions cellulaires. La régulation de la MEC est
assurée par les myofibroblastes. Ils sont impliqués dans la synthése mais aussi dans la

dégradation de la MEC lors de la phase de résolution (4).

Score METAVIR Caractéristiques
FO Absence de fibrose
F1 Fibrose portale et périportale, pas de septa fibreux
F2 Fibrose portale et périportale, rares septa fibreux
F3 Fibrose portale et périportale, nombreux septa fibreux
F4 Cirrhose, fibrose annulaire délimitant les nodules de régénération

Tableau 1 : Classification et description du score de fibrose METAVIR (2)



B) L’angiogenese pathologique intra-hépatique

L’angiogenese est un processus physiologique permettant la formation de nouveaux
vaisseaux a partir de vaisseaux pré-existants sous I’impulsion de facteurs pro-angiogéniques

tels que le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).

1) Angiogenese et régénération hépatique

L’angiogenese est un processus important lors de la régénération hépatique. En effet,
une augmentation de la densité des microvaisseaux a €été clairement montrée associée a la
régénération hépatique apres hépatectomie partielle. Au contraire lorsqu’on inhibe
I’angiogenese, la régénération hépatique diminue de moiti€é (5). L’hépatectomie partielle
entraine une intense prolifération des cellules hépatiques, a I’origine de la régénération du foie,
ce qui nécessite un apport important en oxygene et en nutriments. La vascularisation étant
déficiente au début de la régénaration, les cellules hépatiques se retrouvent en hypoxie et vont
alors synthétiser des facteurs de la famille Hypoxia Inductible Factor (HIF) impliqués dans la
sécrétion du facteur angiogénique VEGF. Cependant ce modele de régénération hépatique ne
reflete pas le processus de régénération observé dans les maladies hépatiques chroniques. En
effet, lors d’une maladie chronique du foie la régénération hépatique est influencée par
différents facteurs comme la nécrose cellulaire, les cellules immunitaires ou encore

I’inflammation (3).

2) Angiogenese et fibrose

Il existe un processus angiogénique dit pathologique car persistant et aboutissant a la
formation de vaisseaux ayant un phénotype différent des vaisseaux sains. Dans les maladies
hépatiques, la régénération et la fibrose sont concomitants. En méme temps que la régénération,
la cicatrisation et I’inflammation sont rapidement activées afin de maintenir la fonction et la
structure hépatique incluant le syst¢éme sanguin et biliaire. En réponse a une lésion hépatique
une activation de 1’angiogeneése avec la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, de
nouveaux sinusoides et un remodelage vasculaire a été montré (6). De plus la fibrose entraine
une hypoxie du tissu hépatique qui augmente parallelement a la progression de la fibrose (7, 8).

Le dépdt excessif de MEC au cours de la fibrose crée une compression des vaisseaux sanguins



hépatiques entrainant une résistance au flux sanguin et donc une réduction du débit aboutissant
a une hypoxie du tissu. Cette hypoxie va stimuler I’angiogenese par différents mécanismes.
Premierement, par une augmentation de la transcription et de la traduction du facteur pro-
angiogénique VEGF synthétisé par les hépatocytes et les myofibroblastes en hypoxie (7, 8). La
liaison du VEGF a son récepteur sur les cellules endothéliales va ainsi induire la formation de
nouveaux vaisseaux. Deuxiemement, par la syntheése du Platelet Derived Growth factor (PDGF)
impliqué dans la stabilisation des néo-vaisseaux par les péricytes. Cependant ces néo-vaisseaux
sont immatures et donc inefficaces dans la résolution de I’hypoxie, ils sont a I’origine de shunts
vasculaires au niveau des zones de régénération perturbant entre autres la communication
cellulaire. Enfin, la formation des nouveaux vaisseaux induit par I’hypoxie entraine une
désorganisation de 1’architecture tissulaire aggravant le phénomene d’hypoxie déja présent. Ce

cercle vicieux est responsable d’une hypoxie persistante et d’une stimulation de la fibrose (9).

En effet, des études menées sur des modeles animaux de ligature de la voie biliaire
principale (BDL) ou d’intoxication au tétrachlorure de carbone (CCl4) ont permis de corréler
I’augmentation de I’angiogenese avec la progression de la fibrose (10-13). Cette corrélation a
également été démontrée chez les patients atteints par des maladies hépatiques comme
I’hépatite virale C, la cholangite biliaire primitive (CBP) ou la cholangite sclérosante primitive
(CSP). En outre, en fonction des différents modeles d’évolution de la fibrose (biliaire ou post
nécrotique), 1’angiogenese peut influencer la progression de la maladie et affecter la
réversibilité de la fibrose (6). L’environnement hypoxique va conduire notamment a la
surexpression du facteur angiogénique HIF. De plus, il a ét€ montré que I’expression de la sous-
unité HIF-1a est augmentée dans les hépatocytes issus d’un modele de souris BDL. Ce facteur
régule la synthese des facteurs profibrosants comme le PDGF et le FGF-2 (14) ainsi que
d’autres geénes impliqués dans ’activation des CEFs, la production de collagene et

I’angiogenese (11, 15, 16).

3) Thérapie anti-angiogénique et fibrose

Des stratégies visant a inhiber les récepteurs du VEGF et du PDGF ainsi que leurs voies
de transduction ont été mises en ceuvre dans les maladies hépatiques chroniques et ont montré,
dans différents modeles, une diminution significative de la vascularisation hépatique, de

I’infiltration inflammatoire et du dépot de MEC. Ces effets ont été associés a une inhibition de



I’activation des CEFs et de la progression de la fibrose intra-hépatique (10, 17). Cependant il a
été montré que 'inhibition in vivo de I'integrine alpha v beta 3 induisait une diminution de
I’angiogenese mais favorisait la progression de la fibrose dans deux modeles de fibrose
hépatique suggérant aussi un possible role protecteur de 1’angiogenese vis a vis de la fibrose
hépatique (18). Une autre étude a montré que, dans un modele BDL, la résolution de la fibrose
normalement observée apres dérivation de la bile dans les voies digestives €tait inhibée par un
traitement avec un anticorps neutralisant anti-VEGF (19). Bien que [!’inhibition de
I’angiogenese semble étre prometteur dans le traitement de la fibrose, ces résultats mettent en
lumiere un mécanisme beaucoup plus complexe et I’effet de cette inhibition sur la régénération
hépatique a long terme est incertain. En effet, I’inhibition soutenue et complete de
I’angiogenese pourrait perturber le flux sanguin et I’apport d’oxygene et donc compromettre la
régénération hépatique. Il existe un fragile équilibre entre 1’angiogene¢se nécessaire a la

régénération hépatique et I’angiogenese délétere favorisant la fibrose.

II) Les myofibroblastes hépatiques

A) Caractéristiques générales des myofibroblastes

Les myofibroblastes sont présents dans tous les tissus pathologiques. Ils se caractérisent
d’un point de vue morphologique par la présence en abondance de microfilaments du
cytosquelette et par les jonctions fibronexus qu’ils forment avec la MEC leur permettant de se
contracter et de remodeler la MEC. Les myofibroblastes expriment également des protéines
spécifiques pouvant étre utilisées comme marqueurs phénotypiques de ces cellules. La plus
utilisée est I’actine musculaire lisse a (aSMA). Cette protéine est absente des précurseurs des
myofibroblastes et uniquement exprimée apres leur différenciation myofibroblastique (20). Les
myofibroblastes combinent donc les propriétés des cellules fibroblastiques, c’est a dire la
capacité de synthétiser la MEC et les propriétés contractiles de cellules musculaires lisses.
Cependant les myofibroblastes n’expriment pas les marqueurs de cellules musculaires lisses
comme la chaine légere de la myosine ou la smoothelin et se distinguent donc des cellules
musculaires lisses (21). Lors de la différenciation myofibroblastique ces cellules acquierent la

capacité de synthétiser la MEC, de migrer, de se contracter et de proliférer.



De maniere générale, la cicatrisation se compose de trois phases : la phase
inflammatoire, la phase proliférative et la phase de régénération. Durant la phase inflammatoire
différentes cytokines et chimiokines sont sécrétées permettant ainsi le recrutement des
fibroblastes qui vont, par chimiotactisme migrer vers la l1€sion. La seconde phase se caractérise
par I’activation des fibroblastes avec 1’acquisition de I’expression de I’acSMA puis ces cellules
vont proliférer et synthétiser la MEC. Enfin durant la phase de régénération la MEC va étre
totalement remodelée par des enzymes protéolytiques, principalement des métallo-protéinases
matricielles synthétisées par les myofibroblastes. Le collagéne I1I est progressivement remplacé
par le collagene I (22). Dans un contexte de pathologie aigiie, lorsque le tissu est suffisamment
restauré les myofibroblastes entrent en apoptose. En condition chronique cette phase de
résolution n’a pas lieu et entraine un dép6t de MEC anormal. La fibrose est donc un déséquilibre
entre fibrogenese et fibrolyse (23). L’activation myofibroblastique est régulée par une cytokine
clé, le TGF-B. L’entrée en apoptose des myofibroblastes durant la phase de résolution est

corrélée a une diminution locale de la concentration en TGF-f. Cependant en condition
pathologique la sécrétion de cette cytokine persiste induisant une activation continue des

myofibroblastes (24).

Les signaux mécaniques, comme la rigidit¢ de la MEC et sa composition, jouent
également un rdle dans [’activation des myofibroblastes. La MEC est, en condition
physiologique, un tissu souple et riche en fibrine. La culture de fibroblastes sur un support
reproduisant ces caractéristiques montre une faible activation myofibroblastique (25). Au
contraire, la rigidité tissulaire ou celle du support de culture est capable d’induire une activation
myofibroblastique. De plus, la nature contractile des myofibroblastes induit une tension
mécanique au niveau de la MEC conduisant a une diminution de son élasticité et donc a une
augmentation de la rigidité de la MEC lors du processus de cicatrisation qui permet une
stimulation de la différenciation myofibroblastique (26). A I'inverse, la diminution du stress
mécanique entraine une augmentation de 1’apoptose et une diminution de ’expression de

I’aSMA et de la contractilité des myofibroblastes (27, 28).

B) Origines des myofibroblastes dans le foie

Comme ils sont absents de tout tissu sain, les myofibroblastes sont absents du foie sain.

Ils apparaissent et s’accumulent en cas de pathologie du foie, de fagon proportionnelle a la
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fibrose. Les myofibroblastes du foie comme ceux des autres tissus, forment une population
cellulaire hétérogene. Ils proviennent principalement de la transdifférenciation des cellules
étoilées du foie et de cellules mésenchymateuses de I’espace porte, aboutissant respectivement
a la formation des CEFs myofibroblastiques et des myofibroblastes portaux. Cependant,
d’autres origines ont été proposées pour les myofibroblastes hépatiques comme les fibrocytes
d’origine extrahépatique dérivant de la moelle osseuse. Ces cellules combinent les
caractéristiques des cellules fibroblastiques et hématopoiétiques. Cependant elles ne
représenteraient qu’un faible pourcentage des cellules hépatiques pour le collagene I (29) et
leur role réel dans la fibrose hépatique n’est pas confirmé (30). Un processus de
transdifférenciation de cellules épithéliales appelé transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM) a également été évoqué dans la genese des myofibroblastes hépatiques. En effet, des
études in vitro ont permis de mettre en évidence une diminution d’expression des marqueurs
épithéliaux dans les hépatocytes et les cholangiocytes au profit de I’expression de marqueurs
myofibroblastiques au cours de la fibrose (31). Néanmoins, des expériences de lignage
cellulaire ont démontré que durant la fibrose hépatique, les myofibroblastes n’étaient pas issus
d’une TEM (32, 33). Ces études n’excluent pas I’existence d’'une TEM des cellules cancéreuses
intervenant dans la progression tumorale (34). Les myofibroblastes hépatiques sont donc

principalement issus des CEFs et des cellules mésenchymateuses de I’espace porte.

C) Les cellules étoilées du foie

1) Role des CEF's quiescentes

Les CEFs ont été appelées de différentes fagons (cellules de Ito ou encore lipocytes) par
le passé. Dans un foie sain, les CEFs représentent 3 a 5% des cellules hépatiques (23). Ces
cellules sont localisées dans I’espace de Disse, c’est a dire entre les sinusoides et les travées
hépatocytaires, (figure 3) autour des cellules endothéliales sinusoidales. A 1’état normal, les

CEFs sont quiescentes par opposition a un phénotype myofibroblastique dit « activé ».
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Figure 3 : Localisation des cellules étoilées du foie (23)

Les cellules étoilées du foie (en bleu) sont localisées dans ’espace de Disse entre les cellules

endothéliales des sinusoides (en rouge) et les hépatocytes (en beige).

A T’état quiescent, les CEFs jouent principalement un rdle dans le stockage de 1’acide
rétinoique ou vitamine A. Elles assurent 80% des réserves en vitamine A de I’organisme (35).
Cependant, de plus en plus d’études suggerent un role des CEFs dans la physiologie hépatique.
Les CEFs auraient des propriétés de cellules souches lors de la régénération hépatique (36). Par
ailleurs, les CEFs participent a ’homéostasie de la MEC en assurant son renouvellement et
interviennent dans la vasorégulation en tant que péricytes. En effet, leur localisation particuliere
autour des cellules endothéliales sinusoidales leur permet de réguler les échanges
intrahépatiques entre le sang des sinusoides et les hépatocytes en modulant le tonus vasculaire
(23,37, 38). Les CEFs agissent également sur les cellules endothéliales en les maintenant dans

un état de différenciation sinusoidale (39, 40).

2) Activation myofibroblastique des CEFs

L’implication des CEFs dans la fibrose hépatique a été décrite pour la premiere fois dans
les années 70. Ces cellules ont été les premieres identifiées comme étant une source de
collagene dans le foie pathologique (41) et ont longtemps été considérées comme unique

précurseur des myofibroblastes hépatiques (23).
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La vitamine A contenue dans le cytoplasme des CEFs leur confere une faible densité,
permettant la mise au point d’'une méthode d’isolement standardisée. Les CEFs isolées vont se
différencier spontanément en myofibroblastes sur des supports plastiques de culture cellulaire
(42-44). L’utilisation de ce modele de culture, dont on considere qu’il mime I’activation des
CEFs in vivo,a permis de bien caractériser les mécanismes de différenciation myofibroblastique
de ces cellules. Les facteurs déclenchant cette activation sont multiples. Ces sont des facteurs
biologiques comme le LPS ou certaines cytokines, des facteurs physico-chimiques comme le
stress oxydant, I’hypoxie ou encore mécaniques comme la rigidité tissulaire (23, 45). La
différenciation myofibroblastique des CEFs se décompose en deux phases, la phase d’initiation
ou pré-inflammatoire et la phase de perpétuation. La phase d’initiation induite par stimulation
paracrine des CEFs par les cellules voisines, conduit a ’activation des CEFs, c’est a dire a
I’acquisition d’un phénotype myofibroblastique. Durant la phase de perpétuation, les CEFs
synthétisent la MEC, forment le tissu cicatriciel, et développent leur capacité de se contracter

et de migrer sous 1’effet de chemoattractants (23).

Les études in vitro ont permis de proposer différents marqueurs des CEFs comme la
desmine ou la Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) qui ont été utilisés pour étudier in vivo
I’'implication des CEFs dans la fibrose (46). Récemment, une étude de lignage cellulaire,
reposant sur 1’utilisation du promoteur de la protéine l1écithine rétinol acétyltransférase couplé
a la GFP comme traceur des CEFs, a montré que la majorité des cellules aSMA positives

dérivaient des CEFs dans plusieurs modeles de fibrose (47).

D) Les myofibroblastes portaux

Une autre population de myofibroblastes hépatiques semble avoir un role déterminant
dans la fibrose hépatique mais 1’intérét pour ces cellules appelées myofibroblastes portaux
(MFPs) n’est que récent. Différents arguments plaident en faveur d’un role des myofibroblastes
localisés dans 1’espace porte. Ainsi, il a été mis en évidence des myofibroblastes hépatiques
non issus des CEFs, résidant dans ’espace porte (48, 49). De plus, I’étude par
immunohistochimie de foies fibreux de rat ou de patients, a montré que les myofibroblastes
localisés dans les espaces portes avaient un profil d’expression différent de celui des
myofibroblastes localisés dans les sinusoides, suggérant qu’il existe bien deux populations

distinctes de myofibroblastes hépatiques dans le foie pathologique (46). Enfin, dans toutes les
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maladies chroniques du foie, quelle que soit I’étiologie, la fibrose débute dans les espaces porte
avant de s’étendre au lobule créant ainsi des travées de fibrose que 1’on appelle septa fibreux

(50, 51), évoquant un rdle possible des MFPs dans la progression de la fibrose hépatique.

1) Caractéristiques des MFPs

La majorité de nos connaissances sur ces cellules reposent sur un modele de MFPs de
rat en culture. Ce modele basé sur des travaux de notre équipe (49, 52), a fait I’objet d’un travail
de caractérisation durant cette these (53). Les myofibroblastes obtenus par cette méthode se
distinguent des CEF myofibroblastiques par leurs caracteres morphologiques et fonctionnels en
culture. En effet, en culture les CEF myofibroblastiques ont une forme arrondie, un cytoplasme
volumineux et entrent rapidement en senescence apres 1 passage en culture, alors que les MFPs
présentent une forme allongée et de nombreuses fibres de stress et proliferent intensément
méme apres plusieurs passages (Bosselut, et al. 2010 ; données personnelles non publiées). Par
ailleurs, une analyse protéomique menée dans notre laboratoire a montré que les protéines
surexprimées dans les MFPs par rapport aux CEFs myofibroblastiques €taient principalement

liées aux fonctions spécifiques des cellules myofibroblastiques (52).

D’autre modeles cellulaires ont été utilisés pour étudier les MFPs in vitro. Des auteurs
ont obtenu des myofibroblastes appelés « rat liver myofibroblasts » issus de 1’activation d’une
fraction de cellules non parenchymateuses distinctes des CEFs d’un foie de rat sain (54). Un
second modele, nommé « fibroblastes portaux », regroupe les cellules mésenchymateuses
individuelles obtenues apres digestion enzymatique de 1’arbre biliaire d un foie de rat sain (55).
Ces fibroblastes portaux se caractérisent par 1’expression de la protéine Ecto-Nucleoside
Triphosphate Diphosphohydrolase 2 (ENTPD?2) et peuvent se différencier en myofibroblastes
(56, 57). Cette différenciation entraine néanmoins la perte progressive de 1’expression de
I’ENTPD2. Les MFPs regroupent probablement les myofibroblastes obtenues dans ces

différents modeles.

Quelques marqueurs des MFPs plus ou moins discriminants vis a vis des CEFs
myofibroblastiques ont été identifiés comme la Fibulin-2, Thymocyte différentiation antigen-1
(Thy-1), gremlin-1, fibronectin-1 et 1’élastine (54, 58-60) Thy-1 et gremlin-1 sont également

exprimés dans les cellules souches mésenchymateuses tandis que 1’élastine et la Fibulin-2,
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principaux composants des fibres €lastiques de la MEC, sont notamment exprimées par les
fibroblastes interstitiels et les cellules musculaires lisses (61-64). De plus nos travaux récents
ont montré que la fibuline-2 est également exprimée dans les CEFs myofibroblastiques en
culture (65). Une analyse comparative du transcriptome des MFPs et des CEFs
myofibroblastiques menée dans notre laboratoire a permis d’identifier un marqueur permettant
de discriminer les MFPs de toutes les autres cellules du foie : le collagéne XV alpha 1

(COL15A1) (65).

2) Contribution des MFPs a la fibrose hépatique

Bien que largement moins étudiés que les CEFs, les MFPs et leur role dans la fibrose
hépatique commencent a €tre mieux connus. L’ implication des MFPs a été particulierement
démontrée dans la fibrose de type biliaire. Tuchweber et al. ont mis en évidence la prolifération
de cellules aSMA-positives/desmine-négatives, donc non issues des CEFs, a proximité des
canaux biliaires immédiatement apres BDL chez le rat (56). De la méme facon, nous avons
montré, dans deux modeles de fibrose biliaire, que la majorité des myofibroblastes qui
s’accumulent sont desmine négatifs (48, 66). Ces résultats suggerent un réle prédominant des
MFPs dans la fibrose biliaire, plus particulierement au stade précoce, alors que les CEFs
interviendraient au cours de la progression de la fibrose. En accord avec cette hyptothése, une
étude plus récente a montré que les MFPs représentaient 70% du pool des myofibroblastes dans
des souris BDL, alors qu’ils ne représentaient que 13% dans le modele CCl4, mais que cette
proportion diminuait au profit des CEFs myofibroblastiques au cours de la progression de la

fibrose biliaire (60).

La premiere réaction des cholangiocytes lors d’une lésion cholestatique est appelée
« réaction ductulaire » et se caractérise par une intense prolifération des cholangiocytes et une
expansion des cellules progénitrices hépatiques (67). Les MFPs pourraient réguler la
prolifération des cholangiocytes par I’intermédiaire de 1’acide hyaluronique et de sa liaison au
récepteur CD44 exprimé par les cholangiocytes. En effet, il a été montré que 1’acide
hyaluronique, sécrété en grande quantité dans 1’espace porte pendant la fibrose biliaire était
capable de stimuler la prolifération des cholangiocytes en culture (68). Durant cette réaction
ductulaire les cholangiocytes vont sécréter des facteurs de croissance comme le PDGF ou le

TGF-f capables d’activer les MFPs et d’augmenter la sécrétion de MEC (69, 70). La cinétique
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différente d’activation des MFPs et des CEFs dans le modele de cholestase s’expliquerait par
une atteinte précoce des cholangiocytes entrainant une activation des MFPs et une atteinte plus
tardive des hépatocytes entrainant 1’activation des CEFs. Cette différence s’expliquerait
également par ’expression du récepteur de I'interleukine 25 (ILR25) par les MFPs et leur
capacité a sécréter I’interleukine 13 (IL13). En effet lors d’une cholestase le taux d’interleukine
25 (IL25) augmente induisant 1’activation des MFPs via leur récepteur IL-25, ce qui entraine la
sécrétion d’IL13 facilitant 1’activation des CEFs (60, 64). Ces résultats appuient I’hypothese
proposée par notre équipe selon laquelle les MFPs seraient les premiers répondeurs et

permettraient I’activation et la migration des CEFs (65).

Néanmoins, le role des MFPs dans la fibrose hépatique reste controversé. Une étude de
lignage cellulaire suggere que les CEFs sont la principale source de myofibroblastes quelle que
soit I’étiologie de la fibrose, puisqu’ils seraient a I’origine de 82 a 96 % des myofibroblastes
dans différents modeles (toxique, cholestatique et métabolique) (47). Ces résultats ont été

confirmés par une étude plus récente (71).

Les études comparatives in vitro des MFPs et des CEFs myofibroblastiques que nous
avons menées au laboratoire nous ont permis d’identifier des genes/protéines spécifiques et de
proposer des fonctions différentes pour chacun des 2 types cellulaires (52, 65). Ainsi, ces études
a partir des modeles cellulaires suggerent que les CEFs seraient impliquées dans la
réparation/régénération alors que les MFPs interviendraient dans la formation de la fibrose (52).
Nous avons récemment identifié le Coll5al, comme marqueur discriminant des MFPs. Nos
travaux montrent que, chez les patients comme dans les modeles animaux, 1’expression de
Coll5al augmente dans les stades avancés de fibrose, qu’elle soit d’origine biliaire ou non,
traduisant une prolifération de ces cellules (65). Par ailleurs, nous avons pu mettre en évidence
un role angiogénique des MFPs via la sécrétion de VEGF-A en réponse a différents stimuli
(hypoxie, milieu secrété de cholangiocytes) qui nous a conduit a proposer un rdle clé de ces

cellules dans le remodelage vasculaire associé a la cirrhose (figure 4).
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Figure 4 : Contribution des MFP au remodelage vasculaire au cours de la progression
de la fibrose hépatique

Le foie normal contient un petit nombre de cellules COLI5AI positives adjacentes aux canaux biliaires
et aux canaux de Hering. Lors de la fibrose du foie, ces cellules COL15A1 positives donnent naissance aux MFPs

qui favorisent le remodelage vasculaire et font progresser la fibrose des espaces portes vers ’intérieur du lobule.

D’autres arguments plaident en faveur d’une participation des MFPs a la fibrose et a
I’angiogenese. En effet, les MFPs sont impliqués dans la production des fibres élastiques dans
le foie permettant aux vaisseaux de supporter les cycles de dilatation et de contraction, et
sembleraient étre impliqués dans la stabilisation des canaux biliaires. De plus, le Coll5A1
sécrété par les MFPs stabilise et fournit aux microvaisseaux leur résistance aux contraintes
mécaniques. Le Col15A1 forme une matrice pro-angiogénique pour les cellules endothéliales

et contribuerait ainsi aux propriétés angiogéniques des MFPs (72).
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III) Le stress du réticulum endoplasmique

A) Le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est développé dans les cellules sécrétrices dans
lesquelles il assure la maturation et le repliement des protéines (73). C’est I'un des plus gros
organites des cellules eucaryotes. Il est formé d’un réseau de membranes internes
interconnectées en continuité avec la membrane nucléaire. Il existe deux types de RE : le RE
lisse qui est impliqué spécifiquement dans la synthese lipidique et le RE rugueux impliqué dans
la synthese protéique. Le RE lisse possede une structure tubulaire interconnectée alors que le
RE rugueux est constitué d’un empilement de sacs aplatis en continuité avec le RE lisse formant
ainsi un seul et unique organite. Le RE intervient également dans le stockage du calcium
intracellulaire. Le repliement est une étape cruciale pour la maturation des protéines sécrétées
qui représentent environ 30% du protéome. Ce processus est particulierement mis a 1’épreuve
dans les cellules sécrétrices ou la forte demande de synthese protéique constitue une source de
stress constante. Aucune protéine mal repliée ne sort du réticulum endoplasmique. L’efficacité
et la fidélité du repliement protéique est constamment contrdlée et ajustée par les signaux
environnementaux et cellulaires qui assurent un rétrocontrole dynamique, afin de maintenir
I’homéostasie du réticulum endoplasmique (74). I arrive que 1’homéostasie du réticulum
endoplasmique soit perturbée, créant un déséquilibre entre la quantité de protéines immatures
entrant dans le RE et la capacité de celui-ci a gérer ce flux. C’est ce qu’on appelle le stress du

réticulum endoplasmique.

B) L’UPR une réponse adaptative au stress du réticulum endoplasmique

Afin de retourner a un état homéostatique, la cellule induit une réponse adaptative que
I’on nomme Unfolded Protein Response (UPR) (75). L’UPR est composée de trois mécanismes,
dont les deux premiers correspondent a une réponse adaptative visant a restaurer ’homéostasie.
La premiere, est une réponse adaptative, transitoire, rapide qui a pour but de réduire la charge
protéique entrant dans le réticulum endoplasmique en diminuant la synthése protéique. La
seconde réponse adaptative est plus lente et permet d’augmenter la capacité de repliement du
réticulum endoplasmique. Elle nécessite une transcription spécifique de geénes cibles de I’'UPR,

expliquant son caractere plus tardif. Si I’homéostasie n’est pas rétablie par ces deux
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mécanismes, alors I’apoptose est induite afin de protéger 1’organisme des cellules constituées
de protéines aberrantes (75). L’UPR est initi€e par 3 protéines transmembranaires du réticulum
endoplasmique, I’Inositol-Requiring Enzyme 1 oo IREla), I’ Activating Transcription Factor-
6 (ATF6) et la Protein kinase RNA(PKR)-like ER Kinase (PERK). Ces protéines sont sensibles
a D’état de repliement des protéines présentes dans la lumiere du RE et transmettent

I’information aux protéines du cytosol (figure 5).

1) Lavoie IREla

IREla est une protéine kinase/endoribonucléase qui en réponse a I’UPR, s’oligomérise
et subit une trans-autophosphorylation, ce qui induit I’expression de son activité
endoribonucléasique. L’IRE1a ainsi activée épisse I’ARNm du facteur de transcription X-Box
Binding Protein 1 (XBP1), permettant le passage d’une forme XBP1u non épissée inactive a la
forme épissée XBP1s contenant un domaine de transactivation (76). La voie IREla induit la
transcription de génes impliqués dans le repliement des protéines et dans la synthese lipidique
afin d’augmenter la capacité de repliement du RE. Elle permet également la transcription des
genes du processus ER-Associated Degradation (ERAD) qui permet d’adresser les protéines
mal repliées au protéasome afin d’étre dégradées et ainsi diminuer la charge protéique du RE.
L’activité endoribonucléasique d’IRE1a lui permet également de dégrader de maniere sélective
les ARNm, un mécanisme appelé Regulated IRE1-Dependant Decay (RIDD) et permet un arrét
rapide du flux protéique entrant dans le RE (77) (Figure 6).
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Figure 5 : Diminution de la charge protéique dans le RE par I’UPR (78)

Lorsque la cellule subit un stress du réticulum endoplasmique la réponse adaptative unfolded protein

response (UPR) est activée afin de rétablir I’homéostasie du réticulum endoplasmique. Pour cela I’'UPR diminue

la charge protéique du réticulum endoplasmique en réduisant la synthése protéique et en induisant la dégradation

protéique notamment par le processus ERAD.

2) Lavoie ATF6

En condition homéostatique la protéine transmembranaire ATF6 est retenue sous sa

forme inactive a la membrane du RE. Lors d’un stress du RE, ATF6 subit une translocation

dans le Golgi ou il est clivé par les protéases S1P et S2P en un fragment ATF6f de 50 kDa, qui

correspond au domaine N-terminal. ATF6f est un facteur de transcription qui se fixe sur les

séquences ERSE de plusieurs genes de I’UPR relatifs a ’ERAD et au repliement des protéines

(75) (figure 6).
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3) Lavoie PERK

La protéine PERK, troisieme voie d’activation de 1I’UPR, est une Kkinase
transmembranaire avec une structure et une fonction proche de la protéine IREla. Ces deux
protéines sont expérimentalement interchangeables (79). La protéine PERK possede au niveau
de sa partie cytosolique un domaine kinase qui comme IRElo est activé par trans-
autophosphorylation apres oligomérisation lors d’un stress du RE. L’activation de la protéine
PERK entraine une inhibition par phosphorylation de la protéine Eukaryotic Initition Factor-
2a (elF2a) induisant un arrét rapide de la traduction protéique. En effet la protéine elF2a. sous
sa forme active, c’est a dire non phosphorylée, est impliquée dans I'initiation de la traduction
protéique. L’augmentation du ratio elF2o. phophorylé/elF2a entraine une faible traduction
protéique et réduit donc globalement la charge protéique nouvellement synthétisée a destination
du RE (80). Le facteur de transcription Activating Transcription Factor 4 (ATF4) est activé par
la protéine elF2a et induit la transcription du gene de la protéine C/EBP Homologous Protein
(CHOP), de genes de protéines antioxydantes, de protéines de I’ERAD et de protéines
chaperonnes. La protéine CHOP régule 1’entrée de la cellule en apoptose notamment par
I’intermédiaire de la protéine Growth Arrest and DNA-Damage-inductible protein-34
(GADD34) qui exerce un rétrocontrole sur phospho-elF2a. Elle permet a la protéine elF2a.,

par déphosphorylation de retourner a un état actif (figure 6).

4) Mécanismes d’activation de I’UPR

L’activation de I’UPR est donc régulée par les trois protéines transmembranaires
IREla, ATF6 et PERK. En condition physiologique ces protéines sont maintenues inactives a
la membrane du RE par la protéine chaperonne Glucose Regulated Protein 78 (GRP78), aussi
appelée BiP. Cette protéine exerce son action inactivatrice en se liant a la partie luminale des
protéines initiatrices de I’UPR. Cette liaison permet la séquestration des protéines activatrices
de 'UPR au niveau de la membrane du RE et empéche leur dimérisation (79). Cependant
GRP78 présente une plus grande affinité pour les protéines mal repliées. L’accumulation de
protéines mal repliées dans le RE va induire une dissociation de GRP78 des protéines
activatrices de ’UPR et permettre ainsi a ces protéines de se dimériser et d’induire la

transduction du signal.
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Figure 6 : Les voies de signalisation de I’'UPR (78)

L’UPR se compose de trois voies d’activation : PERK, IREla et ATF6. Leur activation entraine la
syntheése de génes impliqués dans la diminution de la charge protéique, dans I’augmentation de la capacité de
repliement du RE et dans I’apoptose. L’UPR entraine également la synthése de protéines anti-oxydantes afin de

protéger la cellule contre les radicaux libres induits par le stress du RE.

D’autres modeles d’activation ont été également proposés. En effet, les protéines IREla
et PERK présentent des homologies structurales au niveau de leur partie luminale avec les
protéines du complexe majeur d’histocompatibilité I (CMH-I). Cette homologie permettrait une
reconnaissance des protéines mal repliées présentes dans la RE et la liaison directe de ces
protéines mal repliées aux protéines IREla et PERK entrainerait leur dimérisation et donc leur
activation. Un modele hybride a également été proposé dans lequel la dissociation de GRP78
et une liaison des protéines immatures sur IREla ou PERK seraient nécessaires (75) (figure

7).
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Modele d’activation directe (a) la liaison directe des protéines immatures sur la séquence protéique
homologue au CMH-I entraine une dimérisation de ces protéines et ’activation de I'UPR. Modéle d’activation
indirecte (b) par dissociation de la protéine GRP78 (BIP) des protéines activatrices de I’UPR causée par une plus
forte affinité pour les protéines immatures. Modéle hybride (c) ou la dissociation de GRP78 et la liaison des

protéines immatures aux protéines activatrices de I’UPR est nécessaire.

C) Le devenir cellulaire

1) Modulation de I’entrée en apoptose

Les différentes voies de I'UPR peuvent étre activées de maniere indépendante,
spécifique et en fonction du degré de stress du RE, ce qui permet une régulation fine de la
réponse UPR mais également la fixation d’un « point de non-retour » au-dela duquel la cellule
entrera en apoptose. En effet, bien que les protéines IRE1a et PERK présentent une homologie
structurale et fonctionnelle, leur cinétique d’activation differe. Lors d’un stress du RE prolongé
on observe une diminution de XBP1s au cours du temps alors que le signal de PERK est

maintenu. Cette différence d’activation entraine, en aval de la voie PERK, I’'induction d’un
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signal pro-apoptotique (73). L’effet est double, d’un c6té la diminution de XBP1s va augmenter
la sensibilité de la cellule au stress du RE, alors que le maintien du signal PERK va induire un
stress oxydant et une protéo-toxicité (81). Dans une récente étude les auteurs suggerent par
imagerie sur cellule unique, que 1’apoptose n’est pas induite par un switch entre les voies IRE1a
et PERK mais plutdt par leur cinétique d’activation. En effet une activation précoce et rapide
de XBP1s et une activation tardive et lente de ATF4 favorise la survie de la cellule. Cette
cinétique permet une activation rapide des genes en aval de XBP1s conduisant a une résolution
rapide du stress du RE avec un maintien de I’inhibition de la traduction par une expression lente
de GADD34 (82). La différence de cinétique entre ces deux protéines similaires s’expliquerait
par des modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles et/ou par liaison
spécifique de protéines activatrices ou inhibitrices sur leur domaine cytosolique. La liaison de
protéines régulatrices permettrait une modulation précise de la cinétique mais aussi de

I’intensité de la voie UPR activée (73).

Lorsque les capacités de ’'UPR a restaurer I’homéostasie du RE sont dépassées, la
cellule entre en apoptose. Les détails moléculaires de ce processus sont encore mal connus. Des
études suggerent qu’un programme pro-apoptotique spécifique, impliquant particulierement la
voie PERK, est mis en jeu lorsque le stress du RE ne peut étre résolu. Lors d’un stress prolongé
I’activité de la voie IREla diminue sans que celle de la voie PERK ne soit modifiée. Cette
différence d’activation au court du temps va permettre a la protéine CHOP d’étre surexprimée.
L’activation d’ATF6 est également capable d’induire I’expression de CHOP. En effet, il existe
sur le promoteur du géne Chop un site de liaison du facteur de transcription ATF6 différent de
celui du facteur de transcription ATF4, ce qui permet une régulation précise (83). La
surexpression de CHOP induit 1’apoptose par différents mécanismes. Premierement, en
inhibant I’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-2 (84), CHOP augmente la sensibilité
de la cellule a I’apoptose. CHOP peut également induire 1’expression du facteur pro-
apoptotique BIM (85). Par ailleurs, en régulant ’expression de GADD34 impliqué dans la
déphosphorylation de la protéine eIF2o,, CHOP induit une levée de I’inhibition de la synthese
protéique et permet ainsi la synthese de protéines requises pour 1’apoptose (81). La réactivation
de elF2a. va entrainer une surcharge du RE qui conduit a une production de radicaux libres et
a I’activation des caspases 12 et 3 induisant 1’apoptose de la cellule si le stress du RE n’est pas

résolu au moment de la reprise de la traduction (83).
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CHOP peut également induire I’apoptose par I’intermédiaire de la proteine Tribbles-
related protein 3 (TRB3). En effet, I’hétérodimérisation de CHOP avec ATF4 induit la
transcription de TRB3. Cette protéine est notamment capable d’induire un rétrocontrole en
inhibant I’activité de CHOP en se liant directement a la protéine mais également en induisant
la dégradation de ATF4 diminuant ainsi la transcription de CHOP. Néanmoins, lors d’un stress
soutenu il a ét€ montré que I’expression de TRB3 par CHOP induit 1’apoptose par I’inhibition
d’Akt, impliqué dans la survie cellulaire. De plus, I’apoptose induite par CHOP nécessite la
translocation de la protéine BAX du cytosol a la mitochondrie or I’inhibition d’Akt est
indispensable pour cette translocation. TRB3 agirait donc comme un régulateur de 1’apoptose
induite par CHOP, lors d’un stress modéré TRB3 permet un rétrocontrole de la voie ATF4 et
favorise la résolution du stress du RE. En revanche lors d’un stress soutenu la transcription de

CHOP et TRB3 est maximale induisant I’entrée en apoptose de la cellule (86).

CHOP régule également I’expression d’ER Oxydoreductin 1 a (ERO1) et participe ainsi
a 'induction d’un stress oxydant. Celui-ci induit de surcroit une inhibition de la dégradation
protéique initi€e par ’'UPR en empéchant le transfert des protéines mal repliées au protéasome
(81, 87). Enfin CHOP induirait 1’expression du récepteur de mort cellulaire Death Receptor 5
(DRS) induisant I’apoptose via la caspase-8 (88). L’expression de ’ARNm de DRS serait
régulée par le niveau d’activation des voies IREla et PERK. La voie IRE1a via le processus
RIDD inhibe I’expression de DRS alors que PERK via CHOP induit la transcription de I’ARNm
de DRS qui agit comme une sonde du stress du RE. La voie PERK et la protéine CHOP jouent
donc un role central dans le devenir de la cellule et I’activation de 1’apoptose lors d’un stress

du RE (figure 8).
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Figure 8 : Induction de I’apoptose par la voie PERK (85)

La protéine CHOP représente un facteur clé de ’apoptose induite par la voie PERK et est capable
d’inhiber certaine protéine anti-apoptotique comme BCL-2 et d’activer des protéine pro-apoptotique comme BAX.
CHOP peut également induire ’apoptose en régulant I’expression des protéine DR5 et TRB3 ou de maniére

indirecte en induisant un stress oxydant.

2) Effet du stress du RE sur la prolifération et la migration

Plusieurs études montrent une implication spécifique de PERK dans I’arrét du cycle
cellulaire induit par I’'UPR. La surexpression de PERK inhibe la traduction de la cycline D1,
provoquant un arrét du cycle cellulaire (89). Au contraire, I’expression d’un dominant négatif
de PERK entraine une atténuation de la perte de la cycline D1 et de 1’arrét du cycle cellulaire.
Par ailleurs, I’induction de I’arrét du cycle cellulaire pourrait tre impliquée, par un mécanisme
non déterminé, dans 1’initiation de 1’apoptose (90). En effet, la division cellulaire nécessite

d’importantes ressources énergétiques. L’arrét du cycle cellulaire permettrait donc d’utiliser
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cette ressource €nergétique dans la restauration de I’homéostasie du RE avant 'initiation de

I’apoptose (91).

L’effet du stress du RE sur la migration cellulaire est encore peu étudié, les principales
études sur le sujet étant réalisées dans le domaine du cancer. Ainsi, une étude montre que
I’activation de la voie PERK par I’hypoxie dans des cellules de cancer du sein stimule la

migration de ces cellules (92).

3) Le stress du RE et autophagie

La macroautophagie (que I’on désignera sous le terme d’autophagie) est un processus
de recyclage induit par différents stress notamment le stress du RE, impliquant la dégradation
des constituants cellulaires par le lysosome afin de maintenir le niveau énergétique et d’assurer
le contrdle qualité des protéines et des organelles. L’autophagie se caractérise par la formation
d’autophagosomes provenant du réticulum endoplasmique et de I’appareil de Golgi (93).
L’activation de la voie PERK/elF2a. conduit a la transcription de TRB3 qui, en inhibant la voie
AKT/mTOR, entraine la stimulation de 1’autophagie. Parallelement, la transcription de
protéines nécessaires a la formation des autophagosomes est induite par 1’activation de ATF4
et de CHOP. L’autophagie est un processus non sélectif pouvant €tre reprogrammé en un
processus de dégradation protéique sélectif afin de cibler des composants protéiques du RE
(figure 5). En effet, le processus d’autophagie peut étre couplé avec le mécanisme ERAD et
ainsi reconnaitre les protéines ubiquitinées et les recycler. Ce processus permet notamment de
réduire la charge protéique du RE (78). L’autophagie peut étre activée de maniere secondaire
afin de supplémenter ’ERAD lorsque la charge protéique a dégrader est importante. Mais des
études ont montré que 1’autophagie est impliquée dans la dégradation de protéines mal repliées
issues d’agrégats distincts de ceux adressés au systtme ERAD et également des protéines ayant
une structure les protégeant partiellement de la dégradation par le protéasome (94, 95).
L’autophagie et I’apoptose induites par I’'UPR sont deux processus régulés principalement par
la voie ATF4 et CHOP, I’autophagie étant considérée comme un mécanisme de survie.
Néanmoins un haut degré de stress ou un stress prolongé peuvent conduire a une mort cellulaire
induite par I’autophagie. Le processus d’ubiquitination joue un réle clé dans la survie et
I’apoptose dépendant de I’autophagie. L’ubiquitine ligase TRIM13 du RE est un acteur majeur

dans cette régulation du devenir cellulaire dépendant de I’autophagie. Cette protéine

27



n’intervient pas dans I’UPR mais elle est impliquée dans 1’activation des caspases et de

I’apoptose lors d’un stress du RE (96, 97).

D) Le stress du RE dans les maladies du foie

Le stress du RE est impliqué dans la progression de différentes maladies chroniques,
notamment les maladies chroniques du foie. Ainsi, un stress du RE a été mis en évidence lors
d’une infection virale chronique par les virus de 1’hépatite C ou de I’hépatite B ou bien encore
lors d’une maladie hépatique alcoolique, d’ischémie, d’intoxication ou de cancer hépatique

(85).

Le role du stress du RE a principalement été étudié dans les hépatocytes au cours des
maladies métaboliques du foie (98). Une augmentation de la phosphorylation de PERK et
d’elF2a a été démontrée dans le foie de souris ob/ob et de souris sous régime Hight Fat Diet
(HFD). La phosphorylation de ces deux protéines traduit une activation de la voie PERK et
donc I’existence d’un stress du RE dans des modeles murins de maladie métabolique. Une étude
réalisée chez des patients obeses révele une activation de la voie PERK dans le foie. Suite a une
chirurgie bariatrique, la perte importante de poids entraine chez ces patients une diminution de
la stéatose corrélée a une diminution du stress du RE (99). Une seconde étude chez des patients
atteints de NAFLD montre une augmentation de la phosphorylation de la protéine elF2a dans

le foie bien que les autres marqueurs de I’UPR ne soient pas augmentés (100).

Le stress du RE est également retrouvé et étudié dans d’autres maladies du foie comme
les maladies cholestatiques. Au cours de ces maladies, les acides biliaires, molécules
hydrophobes et donc toxiques s’accumulent dans le foie (85). Certains acides biliaires comme
le deoxycholate ou le glycochenodeoxycholique sont capables d’induire I’expression des génes
de I’'UPR, et notamment CHOP, ce qui conduit a I’apoptose des hépatocytes (101-104). De plus
les hépatocytes issus de souris invalidées pour le gene codant la protéine CHOP sont plus
résistants a 1’apoptose induite par les acides biliaires que les hépatocytes de souris sauvages
(101). In vivo apres ligature de la voie biliaire, les souris invalidées pour le gene CHOP
développent des 1€sions hépatiques et une fibrose moins sévere. Une autre étude sur un modele
génétique de cholestase intrahépatique démontre €galement que 1’accumulation d’acides

biliaires dans le foie est associée a un stress du RE (105).

28



De récents travaux ont montré que 1’expression de GRP78 et CHOP est plus élevée chez
les patients ayant une fibrose sévere (score METAVIR 2-4) que chez les patients avec une
fibrose modérée (METAVIR 0-1), quelle que soit I’étiologie de la fibrose. La progression de la
fibrose vers un stade avancé est corrélée a une augmentation de 1’expression de CHOP. Ce lien
entre stress du RE et fibrose hépatique est également démontré dans un modele de souris CCL4

et un modele de souris HFD (106).

E) Le stress du RE dans les myofibroblastes

Les maladies chroniques du foie induisent un stress du RE dans les hépatocytes.
Quelques études, principalement dans des modeles in vitro, suggerent que les cellules étoilées
peuvent tre également soumises a un stress du RE lors de ces maladies. Tout d’abord dans un
modele de Non Alcoholic Steato Hepatitis (NASH), les auteurs montrent que la lipotoxicité
associée a la NASH induit in vitro un stress du RE dans les CEFs humaines (107). Une autre
équipe a mis en évidence une augmentation d’expression des genes associ€s au stress du RE
dans la lignée de CEF LX-2 traitée avec le milieu de culture de cellules HepG?2 infectées par le
VHB (108). Par ailleurs les CEFs traitées par 1’alcool in vitro montrent une augmentation de
I’expression des protéines GRP78 et CHOP (109). De plus les CEFs isolées a partir de rats
soumis a une intoxication par 1’alcool, démontrent une augmentation de 1’expression des
protéines du stress du RE. Cette augmentation du stress du RE est également mise en évidence

lors d’un stress oxydant dans des CEFs traitées avec de 1’'H,0, (110).

Lors de la fibrose, I’activité de synthese et de sécrétion protéique des myofibroblastes
est fortement augmentée, ce qui pourrait conduire a un stress du RE. Des études montrent que
la surcharge du RE par la synthese de protéines de la MEC dans les CEFs induit un stress du
RE qui peut conduire a 1’apoptose de ces cellules (111, 112). Dans ces études les auteurs
suggerent que le stress du RE dans les myofibroblastes permettrait de limiter la fibrose et
pourrait étre un des mécanismes permettant la réduction du nombre de myofibroblastes lors de

la phase de résolution.
D’autres études suggerent a l'inverse que le stress du RE serait impliqué dans

I’activation myofibroblastique. Ainsi, un stress du RE, induit in vitro par la tunicamycine,

faciliterait la différenciation des fibroblastes de peau en myofibroblastes (113). Une seconde
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étude, réalisée avec des myofibroblastes de peau, de poumon et des CEFs, montre que
I’activation de I’UPR induit la dégradation du miR-150 ce qui conduit a I’augmentation
d’expression de ’aSMA (114). Il a été montré, dans un modele de souris soumises a une
intoxication par 1’alcool, que I’activation des CEFs était associée a une augmentation de
I’expression et de la syntheése des protéines GRP78, CHOP, ATF4 et ATF6. Dans cette étude,
I’inhibition de IREla entraine une diminution d’expression de '’aSMA et de Coll et une
diminution de la migration de ces cellules, suggérant un lien direct entre le stress du RE et
I’activation des myofibroblastes (110). Par ailleurs, une étude a rapporté une colocalisation des
marquages aSMA et p-PERK dans le foie fibrotique de souris (106). Dans cette étude, les
auteurs montrent que 1’activation de la voie PERK conduit a une augmentation de Smad2,

permettant 1’activation des CEFs.

Le stress du RE dans les myofibroblastes reste encore peu étudié, mais il semble jouer
un réle bivalent dans ces cellules. D’une part il participerait a I’activation myofibroblastique
des CEFs et donc a la progression de la fibrose, et d’autre part en induisant 1’apoptose des
myofibroblastes il pourrait favoriser sa régression. Une étude récente vient confirmer ce role
complexe du SRE dans les myofibroblastes. Dans cette étude, les auteurs montrent que le
TGEFp, en induisant I’accumulation de procollagéne 1 dans le RE des CEFs, active I'UPR et
que XBPl1s, via la régulation de la protéine TANGO1, est nécessaire a la sécrétion de Coll dans
ces cellules. En revanche, la rétention du procollagéne 1 dans le RE entraine 1’apoptose des

CEFs médiée par I’'UPR (115).

F) Le stress du RE et I’angiogenese

Le VEGF est I’'un des facteurs pro-angiogéniques les plus importants. Sa liaison a son
récepteur endothélial spécifique entraine la libération de métallo-protéases, la prolifération et
la migration des cellules endothéliales vers le stimulus angiogénique formant ainsi de nouveaux

vaisseaux (116, 117).

Plusieurs études ont montré un lien entre I’UPR et 1’angiogenese et plus
particulierement entre I’UPR et le VEGF. Ainsi, une régulation transcriptionnelle, post-
transcriptionnelle et post-traductionnelle du VEGF par les voies de I'UPR a été mise en

évidence (118, 119). Ces travaux montrent une augmentation de ’expression du VEGF par
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différents inducteurs chimiques du stress du RE comme la tunicamicyne. A contrario
I’inhibition sélective des différentes voies de I’'UPR diminue I’expression du VEGF. Les
facteurs de transcription activés par les trois voies de ’'UPR (ATF4, ATF6, XBP1s) posseédent
des sites consensus sur le promoteur du VEGF et sont capables de réguler son expression (118).
Une étude sur des cellules épithéliales de rein montre que I’UPR régule non seulement le VEGF
mais également d’autres facteurs angiogéniques comme le basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF) et I’angiogenine (120). Il apparait que la régulation du VEGF par I’UPR implique plus
particulierement la voie PERK/ATF4 (121-123). Il existe également une régulation de la

traduction du VEGF par la protéine eiF2a (124).

Enfin une équipe a démontré une activation des voies de I’'UPR par le VEGF sur des
cellules endothéliales, sans induction du stress du RE. Dans ces cellules, la fixation du VEGF
a son récepteur entrainerait la phosphorylation de la phospholipase Cy (PLCy), qui en
interagissant avec le complexe mTORC1, pourrait activer les voies PERK et ATF6. Dans ces
cellules I’activation des voies PERK et ATF6 permet a la protéine Akt d’é€tre completement
active et d’exercer sa fonction anti-apoptotique. Ce mécanisme permettrait aux cellules

endothéliales de survivre au stress du RE durant I’angiogenese (125).

IV) L’acide ursodeoxycholique (UDCA)

A) Les indications cliniques de "'UDCA

L’UDCA est largement utilisé pour le traitement des patients ayant une maladie biliaire
notamment la cholangite biliaire primitive (CBP) et la cholangite sclérosante primitive (CSP)
et parfois utilisé dans le traitement d’autres maladies hépatiques. Son utilisation en médecine
remonte aux années 1960 mais les premieres études cliniques datent de la fin des années 1980
(126). La structure chimique de I’UDCA lui confere une haute hydrophilie et donc moins
d’effets toxiques que les autres acides biliaires a I’égard des membranes lipidiques. En clinique
I’UDCA est administré par voie orale, absorbé par diffusion passive au niveau du jéjunum (127)
et est ensuite transporté par la veine porte jusqu’aux sinusoides ou il est internalisé par les
hépatocytes via des transporteurs d’acides biliaires spécifiques appelés Na'-Taurocholate
cotransporting polypeptide (Ntcp) et Organic anion-transporting polypeptide (OATP) (128).

Dans les hépatocytes, ’UDCA est conjugué a la glycine et a la taurine avant d’étre exporté dans
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les canalicules biliaires par I’intermédiaire du transporteur Bile salt export pump (BSEP). En
clinique la dose pharmacologique de 'UDCA est 10 a 15mg/kg/jour, a cette concentration
I’UDCA devient I’acide biliaire prédominant dans le foie et le sérum (127). Il permet de ralentir
la progression des maladies biliaires en diminuant I’inflammation, réduisant les zones de
nécrose et en améliorant la prolifération ductulaire mais ne permet pas la résolution de la fibrose
(129). Cependant, les effets de ’'UDCA sur la fibrose sont moins importants qu’attendu compte

tenu de ses effets sur la cholestase et 1’inflammation.

B) Mécanismes d’action de ’'UDCA

Les effets de 'UDCA ont principalement été étudi€s sur le foie in vivo ou sur les
hépatocytes isolés en culture. L’UDCA ne représente pas plus de 4% du pool endogene d’acides
biliaires chez ’homme alors qu’il peut représenter jusqu’a 60% du pool lors d’un traitement a
I’UDCA. Une proportion importante d’'UDCA dans la composition de la bile rend celle-ci
beaucoup moins hydrophobe et donc moins cytotoxique. En effet la capacité détergente de la
bile sur la membrane lipidique des cellules est corrélée a son degré d’hydrophobicité (130).
Cependant, chez les patients atteints de CSP, I’administration de doses élevées d’"UDCA (25 a
30 mg/kg/jour) accélere la progression de la maladie ce qui a été attribué a une transformation
d’une partie de I’'UDCA en acide litocholique, un acide biliaire hydrophobe et toxique (131,
132).

L’ UDCA exerce également un effet anti-apoptotique sur les cellules. Lors de maladies
cholestatiques la concentration cytoplasmique en acides biliaires augmente dans les hépatocytes
et, le plus souvent, également dans les cholangiocytes entrainant une apoptose ou une nécrose

des cellules en fonction de la sévérité de la cholestase (133, 134).

L’apoptose peut €tre induite par les acides biliaires hydrophobes qui génerent la
formation de ROS (103) qui entrainent un stress du RE et I’activation de CHOP qui inhibe Bcl-
2 provoquant la libération du calcium intracellulaire et 1’activation de caspase-12 (figure 8).
L’UDCA exerce son effet anti-apoptotique par différents mécanismes. Un de ces mécanismes
est la diminution des radicaux libres tel que les ROS issus de 1’effet détergent des acides
biliaires hydrophobes sur la membrane de la mitochondrie et la surexpression d’enzymes

antioxydantes endogenes (135, 136). L’UDCA agit également sur I’expression des protéines
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anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 notamment en se liant au recepteur Epithelial Growth
Factor (EGFR) (137), et prévient I’activation de caspase-12. De plus lorsqu’il est conjugué a la
taurine pour former 1’acide tauroursodeoxycholique (TUDCA), il est capable de réduire

directement le stress du RE en agissant comme une protéine chaperonne (138).

L’effet détergent des acides biliaires sur la membrane lipidique des cellules provoque
une nécrose par cytolyse (133). En formant un complexe avec le cholestérol de la membrane
cellulaire, le TUDCA favoriserait la répulsion des charges tensioactives des acides biliaires
protégeant ainsi les cellules de la cytolyse. Cependant pour obtenir cet effet, la concentration
nécessaire de TUDCA doit étre de I’ordre du millimolaire, trés supérieur a la concentration
sanguine du TUDCA qui au cours des traitements, est de 1’ordre du micromolaire. Néanmoins,
cette concentration peut €tre atteinte dans la bile (139) et serait particulierement protecteur dans
les maladies biliaires causées par un défaut d’ABCB4, le transporteur canaliculaire de
phospholipides. Dans ces maladies, le déficit de phospholipides dans la bile augmente la
quantité d’acides biliaires extra-micellaires, aux effets détergents a 1’égard de la membrane

lipidique des cholangiocytes (139).

La composition en acides biliaires joue un rdle clé dans la cytotoxicité de la bile de
méme que les concentrations intracellulaires d’acides biliaires. Le flux intracellulaire des acides
biliaires est dépendant de transporteurs membranaires et d’enzymes de synthese pouvant étre

modulé par ’'UDCA.

En effet, chez la souris ’'UDCA diminue 1’expression du transporteur basolatéral Oatpl1,
qui contribue a I’entrée des acides biliaires dans les hépatocytes, et d’augmenté par un
mécanisme traductionnel 1’expression des pompes d’efflux Multidrug Resistance associated
Protein 3 (MRP3) et 4 (MRP4) permettant I’excrétion des acides biliaires au pdle basolatéral.
Cependant 'UDCA n’a pas d’effet sur I’expression du transporteur Ntcp le principal
transporteur assurant la captation hépatocytaire des acides biliaires (140). L’'UDCA agit
également sur le tubule rénal ou il induit la surexpression des pompes d’efflux MRP2 et MRP4
et ou il réprime I’expression du transporteur Apical Sodium dependent Bile Salt transporter
(ASBT) impliqué dans la réabsorption tubulaire des acides biliaires. L’ensemble de ces
régulations favorise I’excrétion des acides biliaires dans les urines (141, 142). L’UDCA est
également capable d’induire la surexpression de la pompe d’efflux hepatocellulaire BSEP,

principal transporteur canaliculaire des acides biliaires conjugués et MRP2 également impliqué
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dans la sécrétion des acides biliaires. La sécrétion canaliculaire d’acides biliaires génere ainsi
un flux osmotique expliquant I’effet délétere de ’'UDCA chez les patients atteints par une
obstruction des voies biliaires. En effet, ’'UDCA entraine alors une sécrétion de bile en amont
d’un obstacle, ce qui augmente la pression et la concentration d’acides biliaires associé a leur
action cytotoxique (143, 144). Ce flux intracellulaire d’acides biliaires modifie I’expression des
transporteurs d’acides biliaires, lorsque le flux biliaire diminue 1’expression des pompes
d’efflux a la membrane des hépatocytes diminue également. Cependant, en stimulant la
sécrétion de la bile 'UDCA augmente I’expression a la membrane des différentes pompes
d’efflux permettant ainsi de diminuer la concentration intracellulaire en acides biliaires et leurs
effets cytotoxiques (145). En plus d’induire la sécrétion de la bile, 'UDCA est également
capable de stimuler la sécrétion d’ions HCO;™ qui agit comme une barriere de protection a la
membrane lipidique des cholangiocytes en repoussant les molécules chargées négativement

(146).

L’inflammation est une composante importante des maladies biliaires particulierement
dans les maladies d’origine auto-immune. L’UDCA a des propriétés immunomodulatrices en
régulant notamment I’expression des molécules d’adhésion, la production d’immunoglobulines
par les lymphocytes B et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (147). Cependant, il a
aussi ét€ montré dans les cellules de Kupffer et les monocytes que I’'UDCA n’a pas d’effet sur

la sécrétion de cytokines induite par les lipopolysaccharides (LPS) (148).

En résumé, 'UDCA et ses conjugués principalement le TUDCA, permettent de
diminuer la mort cellulaire en limitant le stress oxydant, I’'induction d’un stress du RE et en
modulant I’activation des protéines de la famille Bcl-2 impliquées dans I’apoptose. Il limite
également I’effet cytolitique des acides biliaires hydrophobes et augmente la sécrétion des

acides biliaires. L’UDCA peut également moduler I’inflammation.

C) Effet de ’'UDCA sur le stress du RE

Une étude sur les cellules cancéreuses a montré que I’inhibition du stress du RE par le
TUDCA diminue le pouvoir invasif des cellules cancéreuses sans modifier leur migration, leur
prolifération ou leur viabilité. L ’effet sur I’invasion serait dii 2 une diminution de la sécrétion

de certaines métallo-protéinases matricielles via I’inhibition de la voie PERK (149).
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L’UDCA réprime 1’activation des trois voies de I’UPR, élevant ainsi le seuil de
sensibilité au stress du RE des cellules ce qui diminue 1’induction de I’apoptose (150). Dans les
cellules HepG2, le TUDCA serait capable de diminuer 1’agrégation des protéines et donc de
limiter ’apparition d’un stress du RE provoqué par une exposition aux ultraviolets ou par un
inducteur chimique, la tunicamycine. Celui-ci induirait 1’activation de la voie PERK ce qui
limiterait I’accumulation des protéines dans le RE et préviendrait ainsi la survenue d’un stress
du RE. Cet effet n’est pas dii a une interaction membranaire mais nécessite 1’entrée du TUDCA
dans la cellule, or les HepG2 n’expriment pas le principal transporteur responsable de 1’entrée
intracellulaire des acides biliaires. En revanche, ces cellules expriment le transporteur OATP
qui permet ’entrée de 7% du TUDCA, ce qui explique les fortes concentrations utilisées. Le
TUDCA prévient I’agrégation des protéines en se liant a leur région hydrophobe. Cependant,
cette liaison ne prévient pas la dénaturation des protéines. Les protéines sont donc stabilisées
mais dans un état mal replié entrainant une réponse UPR et I’activation de PERK ce qui va

diminuer la charge protéique et induire les mécanismes anti-apoptotiques (151).

Ces résultats montrent que I’'UDCA et ses conjugués peuvent moduler le stress du RE

dans les cellules hépatiques lors de maladies chroniques du foie.

D) Effet de "UDCA sur les myofibroblastes

Les effets potentiels de ’'UDCA sur les myofibroblastes sont peu connus. Selon une
étude (152), I’administration in vitro d”"UDCA, a une concentration proche de celle retrouvée
dans le foie de patients trait€és par UDCA, ne modifie pas la prolifération des CEFs
myofibroblastiques alors qu’a une dose 5 a 10 fois plus importante, I’'lUDCA diminue la
prolifération ces cellules, ce qui est dii a un effet cytotoxique. /n vivo dans un modele murin de
stéatohépatite non alcoolique, I’administration d’"UDCA a une dose thérapeutique entraine une
diminution du nombre de CEFs myofibroblastiques et de I’expression intrahépatique du TGF-
. L’UDCA ralentirait la progression de la fibrose en diminuant le TGF-f3 sécrété par les
cellules de Kuppfer (152). Il a été rapporté que les acides biliaires pouvaient induire in vitro la
prolifération des CEFs myofibroblastiques sans modifier I’expression du Coll ou du TGF-3
mais augmentaient leur prolifération (153). En effet, les acides biliaires induiraient une
augmentation du nombre de CEFs myofibroblastiques en phase S du cycle cellulaire par une

augmentation de la quantité de cycline E, via les voies Extracellular signal-regulated kinase 1/2
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(ERK1/2) et P70S6K, et une activation du récepteur EGF par les acides biliaires (153).
L’activation du récepteur EGF par les acides biliaires a aussi été observée dans les hépatocytes
et les cholangiocytes. Les acides biliaires pourraient agir sur le récepteur EGF de maniére
dépendante ou indépendante des ligands (137, 154-156). La résistance des CEFs a 1’apoptose
induite par les acides biliaires peut s’expliquer par I’absence de transporteurs d’acides biliaires
notamment de NTCP et OATP. Les CEFs expriment seulement faiblement le transporteur
OATP3 ce qui ne suffit pas pour que la concentration intracellulaire en acides biliaires induise
I’apoptose des CEFs. De plus les voies intracellulaires impliquées dans la prolifération induite
par les acides biliaires dans les CEFs sont également impliquées dans la protection contre
I’apoptose (153). Ces différents résultats mettent en évidence des discordances sur I’action de
I’UDCA sur les CEFs. Le mode d’action et les effets de 'UDCA sur les myofibroblastes

méritent donc encore d’étre clarifiés.
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Objectifs des travaux de these

Le stress du RE est impliqué dans les 1ésions des hépatocytes au cours de la fibrose,

mais il existe peu de données sur le role du stress du RE dans les myofibroblastes. Nous avons

émis I’hypothese que les myofibroblastes portaux €taient soumis a un stress du réticulum

endoplasmique lors de la fibrose hépatique capable de moduler leurs fonctions cellulaires. Ce

travail de these a eu pour objectifs de :

Caractériser le modele des myofibroblastes portaux isolés.

Déterminer si les myofibroblastes portaux sont soumis a un stress du réticulum
endoplasmique lors de la fibrogenese d’origine biliaire.

Déterminer I’effet du stress du RE réticulum endoplasmique sur les caractéristiques et
les fonctions des myofibroblastes portaux.

Déterminer 1’effet de 1’acide ursodeoxycholique considéré comme une molécule

chaperonne, sur le stress du réticulum endoplasmique dans ces cellules.
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Deuxieme partie :

Résultats
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I) Caractérisation du modele cellulaire de MFPs de rat

A) Introduction

L’utilisation de modeles in vitro contribue largement a une meilleure compréhension
des mécanismes cellulaires impliqués dans la fibrose. Ainsi, la mise au point du modele de
culture des CEFs myofibroblastiques a permis d’étudier tres précisément les mécanismes

d’activation et la biologie de ces cellules.

Des myofibroblastes hépatiques ne dérivant pas des CEFs ont été obtenus en culture,
dans notre laboratoire et par d’autres équipes, avec des approches différentes. Nous décrivons
dans cet article le protocole que nous utilisons pour obtenir des myofibroblastes portaux a partir
de segments de canaux biliaires. Cette méthode standardisée nous permet d’obtenir des MFPs
que nous avons bien caractérisés, et 1’utilisation de ce modele a contribué a approfondir nos
connaissances sur cette sous-population de myofibroblastes hépatiques (Kinnman 2003,
Bosselut 2010, Lemoinne 2015). Ce travail devait permettre de caractériser 1’évolution de
I’expression des marqueurs des MFPs au cours des différents temps de culture et d’analyser

I’évolution en culture de ces cellules en particulier la prolifération.
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Myofibroblasts are matrix-producing cells with contractile properties, usually
characterized by de novo expression of alpha-smooth muscle actin, that arise in
fibrotic diseases. Hepatic stellate cells (HSCs), known as perisinusoidal cells containing
auto-fluorescent vitamin A, are the major although not exclusive source of myofibroblasts
in the injured liver. Portal myofibroblasts (PMFs) have been defined as liver myofibroblasts
derived from cells that are distinct from HSCs and located in the portal tract. Here,
we describe the protocol we have established to obtain rat PMFs in culture. In this
method, the biliary tree is (i) separated from the liver parenchyma by in situ enzymatic
perfusion of the liver, (i) minced and further digested in vitro, until bile duct segments
are isolated by sequential filtration. Bile duct isolates free of HSC contaminants, form
small cell clusters, which initially comprise a large majority of epithelial cells. In culture
conditions (fetal bovine serum) that provide a growth advantage to mesenchymal
cells over epithelial cells, the epithelial cells die and detach from the substrate, while
spindle-shaped cells outgrow from the periphery of the cell clusters, as shown by
video-microscopy. These cells are highly proliferative and after 4-5 days, the culture is
composed exclusively of fully differentiated myofibroblasts, which express alpha-smooth
muscle actin and collagen 1, and secrete abundant collagen. We found no evidence for
epithelial-mesenchymal transition, i.e., no co-expression of alpha-smooth muscle actin
and cytokeratin at any stage, while cytokeratin becomes undetectable in the confluent
cells. PMFs obtained by this method express the genes that were previously reported
to be overexpressed in non-HSC or portal fibroblast-derived liver myofibroblasts as
compared to HSC-derived myofibroblasts, including the most discriminant, collagen 15,
fibulin 2, and Thy-1. After one passage, PMFs retain the same phenotypic features as
in primary culture. In conclusion, this straightforward and reproducible method of PMF
culture, can be used to identify new markers of PMFs at different stages of differentiation,
to compare their phenotype with those of HSC-MFs and ultimately determine their
progenitors and specific functions in liver wound-healing.

Keywords: alpha-smooth muscle actin, bile ducts, collagen-type XV-alpha 1, cytokeratin 19, fibulin 2, liver fibrosis,
liver digestion, portal tract
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INTRODUCTION

Myofibroblasts are cells that arise in fibrotic diseases. They are
matrix-producing cells with contractile properties, characterized
by de novo expression of proteins shared with smooth muscle
cells. Myofibroblasts form a heterogeneous population of cells
with different possible origins. Alpha-smooth muscle actin (a-
SMA) is their most commonly used marker (Hinz et al., 2012).
Hepatic stellate cells (HSCs) have been identified as the major
source of myofibroblasts in the injured liver (Iricdman, 2008),
in particular by studies of cell lineage tracing (Mederacke et al.,
2013). HSCs are recognized in their quiescent state, as vitamin
A-storing cells located in the perisinusoidal space of Disse.
However, culture studies and in situ studies of fibrotic livers have
provided evidence to indicate that liver myofibroblasts could
also derive from cells that are distinct from HSCs and located
in the portal area (Cassiman et al., 2002; Uchio et al., 2002;
Kinnman et al., 2003; Beaussier el al., 2007; Li et al., 2007).
Today, we refer to this sub-population of liver myofibroblasts as
portal myofibroblasts (PMFs) (Lemoinne et al., 2013). Cells called
portal fibroblasts have also been described. They are periductal
a-SMA-negative fibroblastic cells found in the normal liver,
that express ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 2
(ENTPD2) (Tuchweber et al., 1996; Dranoff et al., 2002). There is
evidence to indicate that portal fibroblasts can become activated,
i.e., myofibroblastic, in biliary-type liver fibrosis. Iowever, this
does not mean that PMFs all derive from portal fibroblasts. In
fact, the progenitor cells of PMFs have not been identified yet.
To a large extent, our knowledge regarding PMFs is based on
a rat culture model that we previously established (Kinnman
et al,, 2003; Bosselul et al,, 2010). In this model, PMFs are
obtained by outgrowth from bile duct preparations. We showed
that PMFs obtained by this method expressed a number of
genes at higher levels than HSC-derived myofibroblasts (HSC-
MFs) (Lemoinne et al, 2015). This included fibulin 2 and
other genes such as 'Thy-1, gremlin 1, and fibronectin 1
that were also found by others to be overexpressed in non-
HSC derived liver myofibroblasts as compared to HSC-MFs
(Knittel et al., 1999; Ogawa et al., 2007; Dudas et al., 2009).
This also included the most discriminant marker of non-
HSC derived myofibroblasts identified so far, with the highest
expression ratio relative to HSC-MFs, i.e., collagen-type XV-
alpha 1 (COL15A1).

Non-HSC derived liver myofibroblasts were previously
obtained in culture, by different methods of cell isolation. The
so-called rat liver myofibroblasts were isolated by enzymatic
digestion of the liver, followed by separation of non-parenchymal
cells by density gradient and purification of a fraction enriched
in myofibroblast precursors by elutriation (Knittel et al.,
1999). Vitamin A-free cells were also isolated from a stellate
cell-enriched fraction of normal rat liver by fluorescence-
activated cell sorting (FACS) (Ogawa et al., 2007). Cells

Abbreviations: « SMA, alpha-smooth muscle actin; CK, cytokeratin; COL,
collagen; D, day; ENTPD2, ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-2; H,
hour; Hep, hepatocyte; HPRT, hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase;
HSC, Hepatic stellate cell; NS, not significant; PMI, portal myofibroblast.
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that were negative for ultraviolet-autofluorescence of vitamin
A were thus obtained by FACS and formed myofibroblasts
in culture, with distinctive features compared to ISC-MFs.
Another method has been described (Kruglov et al, 2002)
and subsequently modified (Wen et al., 2012), to isolate cells
assumed to be portal fibroblasts, from rat liver. First, the
biliary tree is prepared by enzymatic digestion of the liver
and isolated cells presumably enriched in portal fibroblasts,
obtained by size-based filtration. Two markers of portal
fibroblasts have been reported, ENTPD2, which is lost after
myofibroblastic differentiation in culture, and elastin, which is
maintained.

None of these methods, has yet allowed to cdearly identify
the progenitor cells distinct from HSCs that contribute to liver
myofibroblasts, their fate and functions, compared to those of
HSC-MFs in liver tissue repair. The advantage of our model
is that (i) the outgrowth of myofibroblasts reproduces the
pattern of fibrosis progression from the portal area toward
the lobule observed in vivo; (ii) portal progenitors are not
dissociated from their initial niche, avoiding cell selections; (iii)
the protocol, phenotype and markers of myofibroblasts obtained
by this method, are all very reproducible. The limitations are the
abundance of contaminant bile duct epithelial cells in the initial
preparation, and possibly, a diversity of myofibroblast progenitor
cells. This protocol can be used to identify new markers of PMFs
at different stages of differentiation, to compare the behavior and
functions of these cells with those of HISC-MFs and determine
their interactions with HSC-MFs.

MATERIALS AND EQUIPMENT

N.B. European catalog numbers (Catl. No.) are provided.

Animals

Sprague Dawley rats weighing 150-200 g (Janvier Labs). Different
strains (e.g., Wistar) can be used. The protocol is optimal when
rats body weight is <250 g. Animals were housed under specific
pathogen free conditions (PHEA, agreement No: B 75-12-01).

Enzymes/Chemicals

- Betadin®™

- Bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich Cat. No. A7030)

- Collagenase P (Sigma-Aldrich Cat. No. 11 213 873 001)

- DNAse (Sigma-Aldrich Cat. No. DN25 = 400 units/mg)

- EDTA 0.5 mol/L pI 8.0 (Sigma-Aldrich Cat. No. 03690)

- Hyaluronidase (Sigma-Aldrich Cat. No. 113884 type IV-S750
3000 units/mg)

- Pronase (Roche Cat. No. 11 459 643 001)

- Sodium heparin (5000 1U/ml)

Sodium pentobarbital (CEVA animal healthy 5.47 g/100 ml)

Culture Media

- DMEM (Sigma-Aldrich Cat. No. D60416)

- Fetal Bovine Serum (FBS, GIBCO Invitrogen Cat. No. 10270-
098)

- HBSS with MgCl2 and CaCl2 (GIBCO Invitrogen Cat. No.
24020-022)
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HBSS without MgCI2 or CaCl2 (GIBCO Invitrogen Cat. No.
14170-088)

Hepes (GIBCO Invitrogen Cat. No. 15630)

L15 Leibovitz medium (Sigma-Aldrich Cat. No. L5520)

MEM with Earl’s without glutamin (GIBCO Invitrogen Cat.
No. 21090-022)

NaCl solution (9 g/L) (OTEC Cat. No. 600502)
Penicillin/streptomycin (GIBCO Invitrogen Cat. No. 15140-
122)

Equipment

12-well plates

16 gauge X 50 mm IV catheter (Jelco Cat. No. 4012)
Bottle-top filter 0.22 pm (Thermo scientific Cat. No. 568-0020)
Bubble trap (Medi-Globe Cat. No. 200927)

Cell strainer 40 and 100 wm Nylon (Falcon Cat. Nos. 352340
and 352360)

Cotton and linen threads

Falcon tubes 50 ml,

Glass beakers 250 ml.

Heat lamp

Orbital water bath

Perfusion line (Masterflex Cal. No. 96410-16)
Perfusion pump (Masterflex Cat. No. 751800)

Plate with magnetic stirrer

Refrigerated (+4°C) bench-top centrifuge

Schott Pyrex bottles 150, 250, and 500 mL

Sterile filter for syringe (0.22 pm)

Sterile Petri dishes

Sterile pipettes 5, 10, 25 mL

Sterilized fork and scissors

Syringes 3 and 50 ml.

Waler bath

Reagent Set-Up

Frontiers in Physiology | wwy

Dilute pentobarbital at 1/10 in NaCl solution.

EDTA solution (19 mg/L): Prepare the solution by dissolving
6.5 mL EDTA in 43.5 mL sterile water and filter through a 0.22-
pm syringe filter. This solution can be prepared up to 4 weeks
in advance and stored at +4°C.

L15 1% IHepes solution: Under sterile condition, dilute 5 mL
Hepes (1 mol/L) in 500 mL L15 medium.

Wash solution (FHBSS without MgCl2 or CaCl2, 1% EDTA):
Dilute 2 mL of 19-mg/Ll. EDTA solution in 200 ml. HBSS
without CaCl2 or MgCl2. Adjust the pH to 7.35-7.40 and filter
it through 0.22-pm bottle-top filter.

Enzyme solution 1: Add 15 mg collagenase P in 200 mL. HBSS
with MgCI2 and CaCl2. Place the mixture on a magnetic
shaker until dissolution and adjust the pH to 7.35-7.40 and
filter it through 0.22-pm bottle-top filter.

Enzyme solution 2. In 200 mL MEM, dissolve 15 mg
collagenase P, 140 mg pronase, 13 mg DNAse and 200 mg
BSA. Supplement with 1% penicillin/streptomycin, 1% Hepes
and 3% FBS. Place the mixture on a magnetic shaker until
dissolution, adjust the pII to 7.35-7.40 and filter it through
0.22-pm bottle-top filter.

Ph w.frontiersin.org
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e Enzyme solution 3. In 100 mL MEM, dissolve 6 mg collagenase
P, 20 mg hyaluronidase, 6 mg DNAse and 100 mg BSA.
Supplement with 1% penicillin/streptomycin, 1% IHepes and
3% FBS. Place the mixture on a magnetic shaker until
dissolution, adjust the pIl to 7.35-7.40 and filter it through
0.22-pm bottle-top filter.

e Complete DMEM: Supplement DMEM
penicillin/streptomycin, 1% Hepes and 10% FBS.

with 1%

A CRITICAL Wash and enzyme solutions should be prepared
no later than 18 h before starting the isolation procedure.

Equipment Set-Up
Fill perfusion line and bubble trap with wash solution and adjust
the flow rate of perfusion pump at 10 mL/min.

PROCEDURE
Procedure Set-Up (60 min)

Described in Section Reagent Set-Up and Equipment Set-Up.
A CRITICAL Wash solution and enzyme solution 1 should be
preheated in the water bath (38°C).

In situ Digestion of Rat Liver (90 min)

1- Anesthetize the rat according to the institutional approved
animal protocol. We perform pentobarbital intra-peritoneal
injection (1 mL/100 g body weight). N

2- Shave the abdomen and clean with Betadin" .

3- Immobilize the rat by the upper and lower extremities on a
dissecting board.

4- Perform a laparatomy to expose the liver, and move the
visceral organs to the right side to expose the inferior vena
cava and the portal vein.

5- Ligate the gastro-duodenal vein with a cotton thread. Then,
prepare two linen threads around the portal vein under the
gastro-duodenal vein, not to ligate at this stage. Prepare also
a linen thread around the infrahepatic vena cava above the
renal vein, not to ligate at this stage.

6- Inject 500 TU heparin in the femoral vein.

7- Place a 16-gauge catheter into the portal vein, entering under
the gastro-duodenal vein. Check the position of the catheter
that should not point upward in the vein, and ligate the two
linen threads around the catheter placed in the portal vein. !
‘T'roubleshooting (Table 1).

8- Start the pump, connect the catheter to the perfusion line
and stabilize the set-up to avoid exit of the catheter. A
CRITICALSTEP Before connecting the perfusion line, make
certlain that no bubbles are introduced in the catheter, which
would result in improper digestion.

9- Section the infrahepatic vena cava beneath the unligated
linen thread that was prepared in step 5.

10- Place a 16-gauge catheter through the right auricle into the
suprahepatic vena cava and fix it with a linen thread.
11- Ligate the infrahepatic vena cava by using the linen thread

that was prepared in step 5. Thereafter, perfused solutions
will outflow through the auricle catheter (Figure 1A).
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TABLE 1 | Troubleshooting.

Step  Problem Possible reason Solution
’ Catheter exit from the portal vein Abrupt manipulation Inverse perfusion direclion by placing the catheter in the right auricle and use it for perfusion;
linen threads around the portal vein are removed to allow outflow
14 Catheler exil from the explanted liver Abrupt manipulation Inject L1565 medium through the liver capsule using a syringe
23 Tan color of hepatocytes visible in Contamination Increase the number of filtration through £0-pm cell strainers
preparations remaining on the 40-pm during filtration steps
cell strainer
25 Low purity (contaminating Incomplete digestion  Make sure that the enzyme concentrations are correct

hepatocytes) Make sure that all liver lobules are perfused

Perfuse the liver with wash solution for a total of 20 min.
Switch on the heat lamp directed toward the rat liver to
maintain a temperature of 37°C and hydrate the liver with
NaCl solution during perfusion. A CRITICAL STEP Make
sure that all liver lobules are perfused. If it was not the case,
you can gently move the catheter.

Switch  from

12-

wash solution to enzyme solution |
and perfuse the liver for 15-20 min, until digestion
becomes visible.

Disconnect the perfusion line from the catheter but do not
remove the intra-portal catheter from the liver. Explant the
liver and place it in a sterile 100-mm Petri dish. Inject 20 mL
of cold L15 medium (+4°C) with a syringe through catheter
to dislocate hepatocytes, and repeat this injection twice. ! c
Troubleshooting (‘Table 1).

Under cell culture hood, transfer the liver to a new sterile
100-mm Petri dish with L15 medium at room temperature.
Peel off the liver capsule and detach the liver parenchyma
by scrubbing with a fork, until the biliary tree is isolated
(Figure 1B).

14-

Bile duct isolates

In vitro Biliary Tree Digestion (150 min)
A CRITICAL Enzyme solutions 2 and 3 should be preheated in
the water bath (38°C).

FIGURE 1 | Enzymatic digestion of the liver. (A) Set-up for in situ liver
perfusion. A catheter is inserted into the portal vein (blue threads) and
connecled Lo the perfusion lubing. After starling the perfusion, the vena cava
is sectioned under the liver to prevent hyper-pressure in the liver. Then, a
catheter is inserted through the right auricle into the inferior vena cava {pink
thread) to drain the outflow from the liver, and the thread {green) around the
vena cava, just above seclion, is ligated. (B) Biliary tree isolated by in situ
digeslion, placed in a 100-mm culture dish. (C) Bile duct isolates oblained
immediately after in vifro digestion of the biliary tree {a,a’), in comparison with
freshly isolated HSCs (b,b"), under phase-contrast microscopy (a,b) or
epilluorescence microscopy at 328-nm UV excilation {a',b’}), form small cell
clusters free of autolluorescent HSCs.

16- Transfer the biliary tree to a 100-mm sterile Petri dish
containing pre-warmed enzyme solution 2. Cut the biliary
tree into small pieces with scissors and transfer the minced
biliary tree into a 250-ml. Schott Pyrex bottle. Add enzyme
solution 2 to a final volume of 100 mL and place the bottle
in an orbital water bath at 37°C. Shake the bottle during 30
min. A CRITICAL STEP The result of mincing should be a
homogeneous preparation of very small fragments.

17- Filter this preparation through a 100-pm cell strainer and
then through a 40-pum cell strainer. Discard the filtrate from

the 40-pum cell strainer.

STEP Exceeding 40 min of incubation may result in a poor

18- Suspend the preparations remaining on the 100-pm and 40- yield of bile duct segments.
pm cell strainers in 100 mL of enzyme solution 2. Place the ~ 21- Filter the mixture through a 100-pum cell strainer and collect
mixture under shaking at 37°C, for 30 min. A CRITICAL the filtrate for two additional filtrations, each time with a
STEP Increase the digestion time if chunks are visible. new 100-pm cell strainer.
19- Repeat step 17. 22- Subject the filtrate obtained in step 21 to filtration through a
20- Suspend the preparations remaining on the 100 and 40-pm 40-pm cell strainer. Discard the filtrate.
cell strainers in 100 mL of enzyme solution 3. Place the  23- Suspend the preparation remaining on the 40-pm cell
mixture under shaking at 37°C for 30 min. A CRITICAL strainer in L15 medium. Proceed to a last filtration
Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org March 2016 | Article 120
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through a 40-pm cell strainer and discard the filtrate. !
Troubleshooting (Table 1).

24- Suspend the preparation remaining on the 40-pm cell
strainer in 50 mL complete DMEM and transfer it into a
50-mL Falcon tube.

Cell Culture

25- Centrifuge at 1900 rpm during 8 min at room temperature.
Discard the supernatant. Suspend the cell pellet in complete
DMEM and plate the cells in 12-well culture dishes (1
mL/well). The yield of cell clusters is 7000-10,000 per rat
liver. A CRITICAL STEP The volume of complete DMEM
should be adapted to the size of the cell pellet so as to obtain
four to six cell clusters per microscope field at magnification
x10. Perform microscope observation under 328-nm UV
excitation to exclude contamination by HSCs (Figure 1C).
!"Troubleshooting (Table 1).

26- Maintain cell culture at 37°Cin a 5% CO, incubator. Replace
the culture medium 24 h after seeding and every 48 h,
thereafter. Generally, cells are confluent after 4-5 days in
primary culture, a stage we refer to as passage 0 (P0).

27- Confluent cells can undergo several passages. They are fully
differentiated in myofibroblasts, in primary culture (P0) and
after one passage (P1).

RESULTS

Methods Used to Characterize PMF

Culture

RT-PCR

Total RNA was used to prepare cDNA. Quantitative real-
time PCR was performed using Sybr Green Master Mix on
a Lightcycler 96 (Roche). Target gene mRNA levels were
reported relative to a calibrator according to the 27! method
with hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (IHprt)
used as the reference gene. Primer sequences are provided in
Supplementary Table 1.

Fluorescence -

To monitor cell viability in culture, NucGreen™ Dead
488 reagent (ThermoFisher) was added to the culture
medium, following the manufacturer’s instructions. For
immunofluorescence, cell preparations were fixed in 4%
paraformaldehyde for 15 min, then blocked and permeabilized,
by incubation in 2% albumin (Roche) supplemented with
0.1% 'T'riton X100 (Sigma-Aldrich) for 1 h. Fixed cells were
incubated with the primary antibodies against: COLI5A1
(HPAO17913, 1/30, Sigma-Aldrich), a-SMA (1A4, 1/100, Dako),
or pan-cytokeratin (sc-8018, 1/10, Santa Cruz Biotechnology)
overnight at 4°C. Primary antibody was revealed by Alexa Fluor
488 or 568-conjugated antibodies (1/200, Life Technologies) and
DAPI was used for nuclear staining. For dual a-SMA and pan-
cytokeratin immunofluorescence, Alexa Fluor 488-conjugated
a-SMA  (1/100, Abcam) and Alexa Fluor 647-conjugated
pan-CK (1/10, Cell Signaling) antibodies were used. Image
acquisition was performed, using a SP8 confocal microscope
(Leica). For proliferation assay, fixed cells were incubated
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with the Alexa Fluor 488-conjugated Ki67 antibody (1/50, Cell
Signaling) overnight at 4+4°C and DAPI was used for nuclear
staining. Ki67-positive cells was counted in 5 random fields at
magnification x20 using Image] software and reported to the

total cell numbers (%).

Collagen Assay

Conditioned medium prepared from cells incubated with or
without 10% FBS for the last 24 h, was analyzed for soluble
collagen using the Sircol collagen assay, according to the
manufacturer (Sigma-Aldrich). Briefly, Sircol reagent was added
to the conditioned medium to form collagen-dye complex.

Phase contrast NucGreen® Dead Merge

HO

H12 o

H24

H36 s

H52 §

H76

FIGURE 2 | PMF outgrowth in culture. PMF culture in complete medium

(i.e., supplemented with 10% FBS), containing Nchreena Dead reagent to
monitor cell death, was observed by Video-Microscopy (Supplementary
Video). Phase-contrast, fluorescent and merge images at different time points
are shown. H, hours; Scale bars, 50 pm.
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The precipitates were collected by centrifugation, dissolved in
0.5 mol/L. NaOH and dye concentration was estimated by
spectrophotometry at 540 nm.

PMF Culture Characterization

In the culture model of PMFs presented here, myofibroblasts
are obtained by outgrowth from bile duct preparations. These
preparations form small cell clusters that are entirely free of
HSC contamination, as ascertained by the absence of vitamin A
autofluorescence (Figure 1C). They initially contain a majority
of bile duct epithelial cells as shown by cytokeralin staining
(Figure 3Ba), and trace amounts of vascular structures as shown

Culture of Portal Myofibroblast:

by a-SMA staining detectable in approximately one bile duct
segment out of five (data not shown). They are placed in culture
conditions with FBS, which contains factors such as TGF-B,
that provide a growth advantage to mesenchymal cells over
epithelial cells, in primary culture. In these conditions, bile duct
epithelial cells die and detach from the substrate, while cells
with a spindle-shape morphology, outgrow from the cell clusters.
The time course of this evolution in culture can be observed
by Video-Microscopy (Supplementary Video). Morphology of
the cells observed under video-microscopy at different time
points of culture, is shown in Figure 2. The time course of gene
expression assessed by RT-PCR in the cultured cells (Figure 3A),
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shows that the expression of cytokeratin 19 (CK19) used as a
marker of bile duct epithelial cells, progressively decreases over
time, to become virtually absent at the stage of confluence,
after 4 days in culture. The expression of Entpd2, previously
shown to be a marker of portal fibroblasts and to undergo
down-regulation during the myofibroblastic differentiation of
these cells (Dranoff et al., 2002; Li et al., 2007; Wen et al.,
2012), increases at day 1, when the fibroblastic cells emerge
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and decline thereafter. The expressions of Vimentin, a general
marker of mesenchymal cells, and of Acta2/a-SMA, a marker of
myofibroblasts, progressively increase after day 2. The expression
of collagen, type I, alpha 1 (Collal) increases after day 3,
whereas expressions of the PMF markers Coll5al, Fibulin 2,
and CD90/Thy-1, are induced at the stage of confluence, after
4 days. We also found that the expression of elastin, a marker
of portal fibroblasts, could be detected in bile duct isolates

N.S 15 N.S
s
L9
p
Z 910
Eg
S o
@©
- O
32 0.5
o=
S
=00
P1 PO P1
N.S N.S
<20
g
£ 315
TG
23510
Se
& 5 05
82
0.0
P1 PO P1
40 - N.S
230 - T
3
o
&5 20 4
4
=10 -
0 I I
FBS _ - + - +
PO P1

rization of PMFPs at confluence in primary culture (P0) and after one passage (P1), by (A) RT-PCR analysis of

represent the means + slandard error of 7 preparalions. (B) Collagen secretion, measured in the condilioned media of PMFs {n = 3-9} or hepatocytes (Hep, n = 1},

used as conlrols, incubated with or without 10% FBS for the last 24 h; Results are normalized for total protein amount and represent the means + slandard error.
(C) Proliferation assay by Ki67 immunofluorescence, in sub-confluent PMFs incubated with or without 10% FBS for the last 24 h; results are expressed as a

percentage of Ki67-positive cells and represent the means £ standard error of 5-6 preparations. NS, not significant.

46



El Mourabit et al

and in confluent PMFs, but not during the period of cell
expansion in culture. In two independent studies of Collagen-
al(I)-green fluorescent protein (Col1a1“*?) mice with induced
liver fibrosis, Fibulin 2, Thy-1 and elastin were overexpressed in
cells considered as activated portal fibroblasts (Iwaisako et al.,
20145 Lua et al., 2016). Consistent with RT-PCR analyses, dual
immunolabeling shows that after 3 days, most of the cells
are cytokeratin-negative (Figure 3Bb). Only a small number of
cytokeratin-positive cells localized in the apex of the cell clusters
are observed under confocal microscopy, whereas a-SMA is
expressed in cells that adhere to the substrate (Figure 3Bbb’b”).
Occasionally, a cytokeratin-positive cell adhering and migrating
on the substrate, can be seen at the periphery of the
cluster. However, we never detected co-expression of a-SMA
and cytokeratin in the same cell, providing evidence against
epithelial-mesenchymal transition in the emergence of PMEF
although this mechanism could not be formally excluded. After
4 days, virtually all the cells are a-SMA-positive, whereas
cytokeratin immunofluorescence is undetectable (Figure 3Bc).
Co-expression of a-SMA and COLI5A1 can be detected,
although the intensity of COLI5A1 immunofluorescence varies
between individual cells (Figure 3Bd).

The comparison of confluent PMFs after 4-5 days, in
primary culture (PO) and after one passage (P1), shows similar
characteristics. The mRNA levels of Vimentin, Acta2/a-SMA,
Collal, Coll5al, Fibulin 2, and CD90/Thy-1, are not significantly
different between PMFs at PO and P1 (Figure 4A). 'The mRNA
levels of Elastin and Entpd?2 are not significantly different between
PO and P1 either (Data not shown), but too low to qualify
them as PMF markers. Compared to serum-free conditions or
primary rat hepatocytes, PMFs grown to confluence secrete
collagen abundantly, without significant difference between PO
and Pl (Figure 4B). PMFs are also highly proliferative in the
presence of serum, without significant difference between PO and
P1 (Figure 4C).

In conclusion, the protocol that we herein describe, provides
a straightforward and reproducible method to obtain PMFs
in culture. There is strong evidence to indicate that the
progenitor cells giving rise to PMFs in vivo, are present in
the initial bile duct isolates. These cells proliferate intensely,
they acquire a fully differentiated myofibroblastic phenotype

REFERENCES

Beaussier, M., Wendum, D., Schiffer, E., Dumont, S., Rey, C., Lienhart, A., et al.
(2007). Prominent contribution of portal mesenchymal cells to liver fibrosis
in ischemic and obstructive cholestatic injuries. Lab. [rivest. 87, 292-303. doi:
10.1038/]abinvest.3700513

Bosselut, N., Housset, C., Marcelo, P., Rey, C., Burmester, T., Vinh, ]., et al.
(2010). Distinct proteomic features of two fibrogenic liver cell populations:
hepatic stellate cells and portal myofibroblasts. Proteomics 10, 1017-1028. doi:
10.1002/pmic.200900257

Cassiman, D., Libbrecht, L., Desmet, V., Denef, C., and Roskams, T. (2002).
Hepatic stellate cell/myofibroblast subpopulations in fibrotic human and rat
livers. /. Hepatol. 36, 200-209. doi: 10.1016/S0168-8278(01)00260-4

Dranoff, J. A., Kruglov, E. A., Robson, S. C., Braun, N., Zimmermann, H.,
and Sévigny, J. (2002). The ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase

Frontiers in Physic

ontiersin.org

Culture of Portal Myofibroblasts

in primary culture and maintain this phenotype after one
passage.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

HE: acquisition, analysis and interpretation of data, drafting
and revision of the manuscript; EL: acquisition, analysis and
interpretation of data, drafting and revision of the manuscript;
SL: acquisition, analysis and interpretation of data, revision
of the manuscript; AC: design and supervision of the work,
acquisition, analysis and interpretation of data, drafting and
revision of the manuscript; CH: conception and design of the
work, interpretation of data, writing.

FUNDING

EL received grant from the Fonds Cholangite Sclérosante
Primitive.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors acknowledge Romain Morichon (UMS 30, LUMIC)
for microscopy analyses, Tatiana Ledent, Colette Rey and the
PHEA for an essential contribution to animal experiments,
Lauriane Petit for RT-PCR analyses, Yves Chrétien and Roland
Delelo for figure design. Funding by Fonds CSP and the
French national program “Investissements d’Avenir” with the
reference ANR-10-IATU-05 (Institute of Cardiometabolism And
Nutrition - ICAN) is gratefully acknowledged.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be found
online at: http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphys.
2016.00120

Video-Microscopy | PMF outgrowth in culture. Bile duct isolates were plated
in complete DMEM on u-Slide 2 Well Ph+ ibilreat {Clinisciences), and placed at
37/°Cin a 5% COy incubalor. A lime-lapse video was acquired using phase
contrast and 488 nm channels with a camera associated to an Olympus IX83
microscope at x20 magnification. This movie stands for a /6-h experiment
(assembly of images of the same PMF culture, acquired from HO to H36 and from
H52 to HT6).

NTPDase2/CD3911 is expressed in a novel functional compartment within the
liver. Hepatology 36, 1135-1144. doi: 10.1053/jhep.2002.36823

Dudas, |., Mansuroglu, T., Batusic, D., and Ramadori, G. (2009). Thy-1 is expressed
in myofibroblasts but not found in hepatic stellate cells following liver injury.
Histochem. Cell Biol. 131, 115-127. doi: 10.1007/s00418-008-0503-y

Friedman, S. L. (2008). Hepatic stellate cells: protean, multifunctional,
and enigmatic cells of the liver. Physiol. Rev. 88, 125-172. doi:
10.1152/physrev.00013.2007

Hinz, B., Phan, S. H., Thannickal, V. ]., Prunotto, M., Desmouliere, A., Varga,
J., et al. (2012). Recent developments in myofibroblast biology: paradigms
for connective tissue remodeling. Am. J. Pathol. 180, 1340-1355. doi:
10.1016/j.ajpath.2012.02.004

Iwaisako, K., Jiang, C., Zhang, M., Cong, M., Moore-Morris, T". |, Park, T. ]., et al.
(2014). Origin of myofibroblasts in the fibrotic liver in mice. Proc. Natl. Acad.
Sei. U.S.A. 111, E3297-E3305. doi: 10.1073/pnas. 1400062111

A4 A

March 2016 | Volume 7 | Article 120

47



Fl Mourabit et al.

Kinnman, N., Francoz, C., Barbu, V., Wendum, D., Rey, C., Hultcrantz,
R., et al. (2003). The myofibroblastic conversion of peribiliary fibrogenic
cells distinct from hepatic stellate cells is stimulated by platelet-derived
growth factor during liver fibrogenesis. Lab. [nvest. 83, 163-173. doi:
10.1097/01.LAB.0000054178.01162.E4

Knittel, T., Kobold, D., Saile, B., Grundmann, A., Neubauer, K., Piscaglia,
F., et al. (1999). Rat liver myofibroblasts and hepatic stellate cells:
different cell populations of the fibroblast lineage with fibrogenic
potential. Gastroenterology 117, 1205-1221. doi: 10.1016/S0016-5085(99)70
407-5

Kruglov, E. A, Jain, D., and Dranoff, ]. A. (2002). Tsolation of primary rat liver
fibroblasts. J. Tnvestig. Med. 50, 179-184. doi: 10.2310/6650.2002.33431

Lemoinne, S., Cadoret, A., El Mourabit, H., Thabut, D., and Housset, C. (2013).
Origins and functions of liver myofibroblasts. Biochim. Biophys. Acta 1832,
948-954. doi: 10.1016/j.bbadis.2013.02.019

Lemoinne, S., Cadoret, A., Rautou, P. E., EI Mourabit, H., Ratziu, V., Corpechot,
C., etal. (2015). Portal myofibroblasts promote vascular remodeling underlying
cirrhosis formation through the release of microparticles. Hepatology 61,
1041-1055. doi: 10.1002/hep.27318

Li, 7., Dranoff, J. A, Chan, E. P, Uemura, M., Sévigny, J., and Wells, R.
G. (2007). Transforming growth factor-beta and substrate stiffness regulate
portal fibroblast activation in culture. Hepatology 46, 1246-1256. doi:
10.1002/hep.21792

Lua, 1, Li, Y., Zagory, J. A, Wang, K. S, French, S. W., Sévigny, J., et al. (2016).
Characterization of hepatic stellate cells, portal fibroblasts, and mesothelial
cells in normal and fibrotic livers. J. Hepatol. doi: 10.1016/j.jhep.2016.
01.010. [Epub ahead of print].

Mederacke, 1., Hsu, C. C., Troeger, |. S., Huebener, P., Mu, X., Dapito, D. H.,
et al. (2013). Late tracing reveals hepatic stellate cells as dominant contributors

Culture of Portal Myofibroblasts

to liver fibrosis independent of its aetiology. Nat. Commun. 4, 2823. doi:
10.1038/ncomms3823

Ogawa, T, Tateno, C., Asahina, K., Fujii, H., Kawada, N., Obara, M., et al. (2007).
Identification of vitamin A-free cells in a stellate cell-enriched fraction of
normal rat liver as myofibroblasts. Histochem. Cell Biol. 127, 161-174. doi:
10.1007/s00418-006-0237-7

Tuchweber, B., Desmouli¢re, A., Bochaton-Piallat, M. L., Rubbia-Brandt, L.,
and Gabbiani, G. (1996). Proliferation and phenotypic modulation of portal
fibroblasts in the early stages of cholestatic fibrosis in the rat. Lab. Invest. 74,
265-278.

Uchio, K., Tuchweber, B., Manabe, N., Gabbiani, G., Rosenbaum, J., and
Desmouliere, A. (2002). Cellular retinol-binding protein-1 expression and
modulation during in vivo and in vitro myofibroblastic differentiation of
rat hepatic stellate cells and portal fibroblasts. Lab. Invest. 82, 619-628. doi:
10.1038/labinvest.3780456

Wen, J. W., Olsen, A. L., Perepelyuk, M., and Wells, R. G. (2012). Isolation of rat
portal fibroblasts by in situ liver perfusion. J. Vis. Exp. 3669. doi: 10.3791/3669

Conflict of Interest Statement: The authors declare that the research was
conducted in the absence of any commercial or financial relationships that could
be construed as a potential conflict of interest.

Copyright © 2016 El Mourabit, Loeuillard, Lemoinne, Cadoret and Housset. This
is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (CC BY). The use, distribution or reproduction in other forums
is permitted, provided the original author(s) or licensor are credited and that the
original publication in this journal is cited, in accordance with accepted academic
practice. No use, distribution or reproduction is permitted which does not comply
with these terms.

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org

March 2016 | Volume ¢ | Article 120

48



C) Discussion

Cet article décrit une méthode fiable et reproductible optimisé et amélioré depuis 2003
pour étudier les MFPs in vitro. La mise en culture de fragments de canaux biliaires a I’avantage
de préserver I’environnement cellulaire du précurseur des MFPs et permet ainsi de se
rapprocher au plus prés du contexte d’activation myofibroblastique in vivo. Ces travaux
décrivent au cours des différents temps de culture de maniere détaillé 1’expression des
marqueurs des MFPs décrit dans la littérature et I’évolution de ces cellules en particulier leur

prolifération.

Le précurseur des MFPs n’a pas été clairement identifié. Méme si des études suggerent
que des fibroblastes portaux sont capables de se différencier en myofibroblastes(56, 57), il est
peu probable que tous les MFPs dérivent de ces fibroblastes. L’identification de marqueurs
spécifiques, tels que COL15A1 que nous avons récemment identifié comme le plus
discriminant des MFPs et de leur progéniteur, devrait nous permettre d’isoler ce précurseur afin

de le caractériser.
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II) Etude du stress du réticulum endoplasmique dans les
MFPs

A) Introduction

Le stress du RE est largement impliqué dans les maladies chroniques du foie, comme
I’indiquent les études sur tissus humains et dans des modeles animaux. Nous avons émis
I’hypothese selon laquelle un stress du RE peut survenir dans les MFPs au cours de la fibrose.
Pour tester cette hypothese, nous avons utilisé un modele de MFPs activés in vivo, isolés a partir
de foie de rats ayant subi une ligature de la voie biliaire principale (rats BDL). Apres avoir
caractérisé le phénotype de ces cellules, nous avons analysé 1’expression de marqueurs de stress
du RE. Nous avons ensuite étudié I'impact du stress du RE sur la différenciation
myofibroblastique et les différentes fonctions de ces cellules. Les résultats obtenus dans cette

étude sont présentés ci-dessous.

B) Matériel et méthodes

1) Modeles cellulaires

Les MFPs sont obtenus a partir de rats males Sprague Dawley sains selon le protocole

précédemment décrit (Loeuillard et al. ; 2016).

Les MFPs activés in vivo sont obtenus a partir de rats males Sprague Dawley ayant subi
une ligature/section de la voie biliaire principale 14 jours auparavant et sont comparés aux
MFPs obtenus a partir de rats Sham ayant subi une laparotomie seule.

Le stress du RE est induit avec 1uM de tunicamycine (TM) pendant 24h préalablement diluée
dans du DMSO. Dans les MFPs BDL, le stress du RE est inhibé avec 1uM de I’inhibiteur PERK
GSK2656157. Pour les exprériences d’inhibition de la syntheése protéique, les cellules ont été

traitées pendant 18h avec 1uM de cycloheximide.

2) RT-gPCR

L’ARN total a été soumis a une transcription inverse avec des hexameres aléatoires et
200 U de Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen) pendant 1 heure a

37°C. La PCR quantitative en temps réel a été réalisée en utilisant le Sybr Green Master Mix et
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le Lightcycler 96 (Roche®). Le niveau relatif d’ARNm des geénes cibles (amorces listées

tableau 2), normalisé par rapport au gene de ménage HPRT, est exprimé de fagon relative selon

la méthode du 272,
Genes | Genbank n° Amorce sens Amorce anti-sens
Acta2 | NM_0310004.2 5’GGGACGACATGGAAAAGATCTG3’ 5’CGTTGGCCTTAGGGTTCAGC3’
Collal | NM_053304.1 5’TGAGCCAGCAGATTGAGAACAY’ 5’GGGTCGATCCAGTACTCTCCG3’
Vegf | AY702972.1 5’TGT TTGACTGCTGTGGACTT3’ 5’GACTTCGGCCTCTCTAAGAAZY’
Chop | NM_001109986.1 | S’AAGGTTTTTGATTCTTCCTCTTCGTT3’ | 5’ GCAGGAGGTCCTGTCCTCAGAT3’
Gadd34 | AHO011730.2 5’CCTTGATGTGGAAGCCCAAAGTT?S’ 5S’TCCACTTTCTTGCTCTCTAAGGCCATZ’
Trb3 NM_144755.2 5’CCCGGCTGGGGCCCTATATCC3’ 5’CGCTGGCGGGATACACCTTGC3’
Hprt AHO005530.2 5’AGGACCTCTCGAAGTGT?’ 5’ATCCCTGAAGTGCTCATTATA3Z’

Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées en PCR

3) Western-blot

Les protéines (30 pg) sont séparées par SDS-PAGE et transférées sur membrane de

nitrocellulose. La membrane est incubée avec les anticorps dirigés contre les protéines a-SMA

(1/2000; Dako), Caspase-3, PARP (1/1000; Cell Signaling) ou o-Tubulin (1/2000; Sigma-

Aldrich), toute la nuit a 4°C, puis avec ’anticorps secondaire conjugué a I’HRP (1/10000; Cell

Signaling) ou avec les anticorps secondaires de 1’Odyssey (LI-COR®), pendant 1 heure a

température ambiante. Le signal est révélé par chimioluminescence (ECL prime, GE

Healthcare) ou par le scanner infrarouge LI-COR-Odyssey (LI-COR®). L’intensité du signal a

été quantifiée a 1’aide du logiciel Image Studio®.

4) Ezyme Linked ImmunoSorbent Assay.

Les dosages ELISA du VEGF (R&D Systems) et du collagene 1 (Cloud-clone) ont

été réalisés a partir du milieu conditionné des MFPs (surnageant de 24h de culture) en se

référant aux instructions du fournisseur.
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5) Prolifération cellulaire

La prolifération des MFPS Sham et BDL a été analysée par immunofluorescence
du Ki67. Apres fixation avec du paraformaldehyde a 4% pendant 15 min, les cellules sont
incubées avec un anticorps anti-Ki67 conjugué a 1’ Alexa Fluor 488 (1/50, Cell Signaling)
toute la nuit a 4°C. Le DAPI a été utilisé pour le marquage nucléaire. Les cellules Ki67
positives ont été comptées dans 5 champs aléatoires au grossissement x20 en utilisant le
logiciel Imagel et reporté au nombre total de cellules (%).

Pour I’analyse de la prolifération par incorporation d’EdU, nous avons utilisé le kit
Click-it® EdU Microplate Assay (ThermoFisher scientifique) en se référant aux
instructions du fournisseur.

La prolifération a également été étudiée a 1’aide du systeme xCELLigence RTCA
(ROCHE) qui permet de suivre les changements dynamiques de la prolifération cellulaire
par mesure de I’'impédance électrique. Pour cela, les cellules sont ensemencées dans des
E-plate 96 (ROCHE) dont le fond de chaque puits est recouvert de micro-électrodes d’or.
L’impédance mesurée dépend de la surface recouverte par les cellules et est exprimée en

cell index.

6) Migration cellulaire

La technique du Wound-healing a été réalisée avec les culture-inserts 2 puits Ibidi.
A confluence, les inserts sont retirés afin de créer la breche et la migration est enregistrée
pendant 24h par video-microscopie. Ces expériences sont réalisées en présence de 2ug de
mitomycine C afin d’inhiber la prolifération. La surface recouverte entre les deux fronts
de migration est mesurée avec le logiciel ImagelJ.

La migration a également été¢ étudiée avec le systtme xCELLigence RTCA
(ROCHE). Les cellules sont ensemencées dans des CIM-plate et les changements
d’impédance dépendent du nombre de cellules migrant a travers la membrane située entre
la chambre supérieure et la chambre inférieure (principe de la chambre de Boyden). Les

données sont analysées apres 8h de migration.

52



7) Matrigel-plug

Les implants de Matrigel sont obtenus en mélangeant 400ul de growth factor-
reduced Matrigel (VWR) avec 5 IU d’héparine et 100ul de milieu conditionné issus des
MFPs. Ils sont ensuite injectés en sous-cutané chez des souris C57BL/6J sauvage (Janvier
Labs). Tous les animaux recoivent une injection de Matrigel-plug dans chaque flanc. 7
jours apres I’injection, les implants sont retirés pour une analyse macroscopique et un

dosage d’hémoglobine est effectué a I’aide de la solution de Drabkin (Sigma-Aldrich).

8) Analyse statistique

Le logiciel GraphPad Prism a été utilisé pour réaliser 1’analyse statistique. Les
comparaisons ont été effectuées a I’aide des tests de Student ou par ANOVA une voie. Les
valeurs P inférieures ou égales a 0,05 sont considérées comme significatives. Toutes les

données sont exprimées par la moyenne + SEM.
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C) Résultats

1) Caractéristiques phénotypiques des MFPs activés in vivo

Pour connaitre les caractéristiques phénotypiques des MFPs activés in vivo nous avons

comparé les MFPs issus des rats BDL et issus de rats sham. L.’analyse de I’expression de Acta2

et Collal par RT-qPCR montre que ces deux marqueurs de myofibroblastes sont surexprimés

dans les MFP BDL par rapport aux MFPs sham (figure 9 A). Cette surexpression se traduit par

une augmentation d’expression de la protéine aSMA (figure 9 B) et d’'une augmentation de la

sécrétion de collagéne 1 (figure 9 C). Les MFPs issus de rats BDL, dont le niveau de

différenciation myofibroblastique est supérieur a celui des MFPs issus des rats sham, ont donc

été utilisés comme modele de MFPs activés in vivo.
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Figure 9 : Expression des marqueurs myofibroblastiques des MFPs activés in vivo

Les MFPs obtenus a partir des rats sham ou des rats BDL J14 ont été comparés pour (A) I’expression

par RT-gPCR des ARNm Acta2 et Collal (n=9-13), (B) I’abondance de protéine aSMA par Western-blot (n=5)

et (C) la sécrétion de collagéne quantifiée par dosage ELISA du surnageant (n=3-5). *P<0,05.
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Nous avons également étudié la capacité angiogénique, proliférative et migatoire des
MFPs activés in vivo.

L’expression de ’ARNm Vegf (figure 10 A) et la sécrétion du VEGFA (figure 10 B)
sont augmentées dans les MFPs BDL. Nous avons réalisé des expériences de Matrigel-plug afin
de tester le pouvoir angiogénique de ces cellules in vivo. L’analyse macroscopique montre une
vascularisation plus importante dans les implants contenant le milieu conditionné des MFPs
BDL par rapport aux implants préparés avec le milieu conditionné des MFPs Sham (figure 10
C). Ces résultats sont confirmés par une concentration en hémoglobine plus importante dans

les implants issus des MFPs BDL (figure 10 C).
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Figure 10 : Capacité angiogénique des MFPs activés in vivo
Les propriétés des MFPs sham et des MFPs BDL J14 ont été analysées par (A) mesure de I’ expression
de 'ARNm Vegf par RT-qPCR (n=13-18), (B) étude de la sécrétion du VEGFA par ELISA dans le milieu
conditionné (n=8-9) et (C) de la concentration en hémoglobine dans les matrigel-plug (n=5-11). Les explants de

matrigel-plugs sont également montrés. * P<0,05, **P<0,01.

La prolifération a été étudiée par détection du nombre de cellules Ki67-positives (figure
11 A). On observe que la prolifération induite par le SVF est moins importante dans les MFPs
BDL que dans les MFPs Sham.

L’analyse de la migration par wound healing met en évidence une diminution de la
capacité migratoire des MFPs activés in vivo. En effet, la surface recouverte par les cellules
apres 24h de cicatrisation est 2 fois plus faible avec les MFPs BDL qu’avec les MFPs Sham
(figure 11 B).
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L’ensemble de ces résultats montre que les MFPs activés in vivo ont un fort potentiel

pro-angiogénique alors que leurs fonctions de prolifération et de migration sont diminuées.

A vehicule FBS

Sham % 50_ ok _I_ ok
o 404
=
@ 30-
o
Q.
~ 20-
©
x 10-|_‘|—_|
o
e 0 s
i Sham BDL Sham BDL
BDL FBS
B
sham 100+
- —
0 804
>
860_ *kk
3
g40-
=2
‘220—
X
BDL Sham BDL

Figure 11 : analyse de la prolifération et de la migration des MFPs activés in vivo
La prolifération des MFPs sham et des MFPs BDL J14 induite par le SVF est mesurée par marquage
immunofluorescent de la protéine Ki67 (A). Le nombre des cellules Ki67-positives (vert) est rapporté au nombre
total de cellules (bleu) (n= 8-18). La migration des MFPs sham et des MFPs BDL est déterminée par un test de
wound-healing (B). Les images en contraste de phase représentatives des résultats au temps Oh et 24h aprés la
création de la bréche sont montrées. Le pourcentage de I’aire recouverte par les cellules est quantifié (n=7-10).

**¥P<0,001.
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2) Existence d’un stress du RE dans les MF Ps activés in vivo

Afin de déterminer s’il existe un stress du RE dans les myofibroblastes au cours de la
fibrose, nous avons tout d’abord effectué un immuno-marquage de la protéine CHOP sur des
coupes de foie de rats apres 14 jours de BDL. Alors qu’aucun marquage de la protéine CHOP
n’a été détecté sur les coupes de foie de rats sham, les coupes de foie de rats BDL montrent un
marquage de la protéine CHOP localisé uniquement dans les espaces portes (figure 12 A).

Pour confirmer la présence d’un stress du RE dans les MFPs, nous avons analysé
I’expression de marqueurs du stress du RE dans les MFPs activés in vivo. Nos résultats montrent
une augmentation de 1’expression des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 dans les MFPs BDL
(figure 12 B), suggérant I’activation d’un stress du RE, et plus particulierement de la voie

PERK, dans ces cellules.
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Figure 12 : Existence d’un stress du RE dans les MFPs activés in vivo
(A) marquage immunohistochimique de CHOP sur des coupes de foie de rat sham et de rat BDL de 14
Jjours. Les fleches montrent des cellules CHOP positives dans I’espace porte des foies fibreux de rat BDL, absent
du foie de rat sham. Barre d’échelle 50um. (B) analyse de I’expression par RT-qPCR dans les MFPs sham et les
MFPs BDL des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 (n=8-15). *P<0,05, **P<0,01.
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Afin de déterminer si le stress du RE observé dans les MFPs BDL pouvait €tre di a leur
forte activité de synthése protéique, nous avons inhibé cette synthése protéique avec la
cycloheximide (CHX). On observe que ce traitement diminue fortement 1’expression de Chop

et Trb3 et qu’il augmente 1’expression de GADD34 (figure 13).
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Figure 13 : Effet de I’inhibition de la synthése protéique sur le stress du RE dans les

MFPs activés in vivo

Analyse de I’expression par RT-qPCR des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 dans les MFPs BDL traités ou
non a la cyclohéximide, (n=3). *P<0,05, ***P<0,001.

3) Effet de I’induction du stress du RE sur les fonctions des MFPs

Afin de déterminer les effets du stress du RE sur les MFPs, nous avons utilisé une
premiere approche au cours de laquelle le stress du RE est induit in vitro dans les MFPs par un
inducteur chimique, la tunicamycine. Cet inducteur chimique bloque la N-glycosylation des
protéines et empéche leur maturation, provoquant ainsi un stress du RE. Comme attendu la
tunicamycine induit un stress du RE dans les MFPs, mis en évidence par une forte augmentation
de I’expression des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 (figure 14 A).

Le traitement par la tunicamycine des MFPs n’a pas d’effet sur I’expression des ARNm
Acta2 ou de Collal (figure 14 B) ni sur la sécrétion de COL1 (figure 14 C).

En revanche, la tunicamycine induit une augmentation de I’expression de I’ARNm Vegf
(figure 14 D) et de la secrétion de VEGFA (figure 14 E), qui est associée a une augmentation
de la vascularisation des matrigel-plugs préparés avec le milieu conditionné des MFPs traités
par la tunicamycine (figure 14 F).

Le traitement par la tunicamycine entraine une inhibition de la prolifération des MFPs,
comme indiqué par les expériences réalisées avec le systeme xCELLigence ou 1’incorporation

d’EdU (figure 14 G). Cette inhibition de la prolifération n’est pas associée a une induction de
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I’apoptose, par la tunicamycine qui n’induit pas d’activation de la caspase 3 ni de PARP (figure
14 H).

Les analyses de migration montrent une diminution des capacités migratoires des MFPs
traités par la tunicamicyne (figure 14 I).

L’ensemble de ces résultats montre que le stress du RE induit in vitro par la
tunicamycine stimule 1’angiogenese des MFPs et diminue la prolifération et la migration de ces

cellules.

59



>

relative mMRNA expression

O

Vegf mMRNA

w
N

CHOP Gadd34 TRB3 Acta2 Col1at
1.5- 1.5+ 6-
60- 60 8 5 &
50 % ) 7 . 59 \ T
40 40 g 10 7 8%
30- 30 4 s 38
204 20 ) € 0.5 0.5- 922
S E
10- 10 % °8
0 0 0 2 00 0.0 0
DMSO TM DMSO TM DMSO TM DMSO TM DMSO TM DMSO TM
E _ F G
= c 4
2.54 E15 S
- ok g ‘é’ 4_ K * 15_ * K
L 204 ~ z u —~ N
2 S g 3 2 52 -
8 S10 S = < 33 T 23
g 15 s SE = S 104
3 £ - g 8¢
o 1.0 g £E | L 5 o2 So
2 g5 2 ] £ 2o
8 05 3 2 g2, 5 2 %%
[ w £ ' -8
0.0 o 2 9 e u e
DMSO T™M > DMSO TM ~o 0.0
DMSO DMSO TM DMSO DMSO  TM
7N FBS FBS
¢
H DMSO ™ |
non clivé
~ — 0.15 * ** 80- ** *
B
Caspase 3 604 T
Clivé < 0.104 T 2
= o
4 8 401
i @ 0.054 £
| . non clivé T 2 20-
£ ®
PARP " 0.00 0
; Cive " DMSO DMSO M DMSO DMSO TM
FBS FBS

Figure 14 : Effet du stress du RE induit par la TM sur les MFPs

Les MFPs traités avec du DMSO utilisé comme véhicule ou la TM sont comparés pour (A) I’expression
des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3, (B) I’expression des ARNm Acta2 et Collalpar RT-qPCR (n=11-16) et (C) la
sécrétion de COLI (n=4). Les propriétés angiogéniques des MFPs traités avec du DMSO ou la TM ont été étudiées
par (D) mesure de I’expression du Vegf (n=10-13), (E) sécrétion du VEGFA dans le surnageant de culture (n=4-
5) et (F) par test matrigel-plugs (n=4). La prolifération induite par le SVF dans les MFPs traités avec du DMSO
oula TM a été analysée par (G) mesure de I’impédance électrique avec le systéeme xCELLigence (panel de gauche,
n=9) et par incorporation d’EdU (panel de droite, n=8). Les données sont exprimées en valeur relative, par
rapport aux MFPs traités avec DMSO sans SVF.(H) L’expression des protéinse Caspase 3 et PARP a été analysée
par western-blot. (I) La migration des MFPs traités avec du DMSO ou la TM a été analysée avec le systeme
xCELLigence (panel de gauche, n=12) et par wound healing (panel de droite, n=5). *P<0,05, ** P<0,01,
k% P<0,001.
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4) Effet de I’inhibition du stress du RE dans les MFPs activés in vivo

Afin de confirmer les résultats observés lors de 1’induction du stress du RE par la
tunicamycine, nous avons réalisé une inhibition du stress du RE dans les MFPs activés in vivo
a ’aide d’un inhibiteur spécifique de PERK, le GSK2656157. Comme attendu, le traitement
par le GSK2656157 induit une diminution de I’expression des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3
dans les MFPs BDL (figure 15 A).

L’expression des marqueurs myofibroblastiques Acta2 et Collal n’est pas modifiée par
I’inhibition du stress du RE dans les MFPs BDL traités par le GSK (figure 15 B).

L’expression et la sécrétion du VEGF sont diminuées lorsque 1’on inhibe le stress du
RE dans les MFPs BDL (figure 15 C et D). On observe également une diminution de la
vascularisation des implants de Matrigel (figure 15 E).

De plus, le traitement des MFPs BDL par le GSK restaure partiellement la prolifération
et la migration des cellules (figure 15 F et G).

Dans leur ensemble, nos résultats montrent que le stress du RE qui accompagne
’activation in vivo des MFPs, n’a pas d’effet sur la différenciation myofibroblastique des MFPs
mais qu’il stimule le potentiel pro-angiogénique de ces cellules et qu’il inhibe leur prolifération

et leur migration.
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Figure 15 : Effet de I’inhibition du stress du RE sur les MFPs activés in vivo
Les MFPs BDL sont traités avec du DMSO ou avec I’inhibiteur de PERK GSK2656157 (GSK) et

0
DMSO GSK

comparés entre eux pour (A) l'expression des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 et (B) pour I’expression des ARNm

Acta2 et Collal par RT-qPCR (n=12-13). L’effet du traitement par le GSK a été analysé sur les propriétés

angiogéniques de MFPs BDL par mesure (C) de I’expression de ’ARNm Vegf (n=13), (D) de la sécrétion du

VEGFA (n=9) et par (E) test de Matrigel-plugs (n=5), (F) sur la prolifération induite par le SVF mesurée par

marquage de la protéine Ki67 (n=12) et (G) sur la migration par analyse wound healing (n=7-14). *P<0,05, **

P<0,01, ***P<0,001.
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D) Discussion

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés au role du stress du RE dans les
myofibroblastes portaux. Nous montrons que I’activation in vivo des MFPs est associée a un
stress du RE et que le stress du RE stimule le pouvoir pro-angiogénique des MFPs et régule de
facon négative la prolifération et la migration de ces cellules.

L’analyse in situ de CHOP dans le foie des rats BDL montre la présence de cellules
CHOP positives dans les espaces porte. Méme si des expériences de co-marquage avec aSMA
sont nécessaires pour affirmer que ces cellules sont des myofibroblastes, 1’'induction des
marqueurs Chop, Gadd34 et Trb3 dans les MFP isolés des rats BDL indique qu’un stress du
RE existe bien dans ces cellules au cours de la fibrose. Une précédente étude a montré
I’existence d’un stress du RE dans les CEF isolées de souris intoxiquées par I’alcool (110). Plus
récemment, Koo et a/. ont mis en évidence un marquage p-PERK des cellules aSMA positives
dans le foie de souris CCl4 (106). Bien que les myofibroblastes soient principalement issus des
CEFs dans ce modele, on ne peut exclure la présence de MFPs parmi ces cellules p-PERK-
positives, aSMA-positives. Les MFPs activés in vivo montrent une activation spécifique de la
voie PERK, 14 jours apres BDL. Cependant, il n’est pas exclu que d’autres voies de ’'UPR
s’activent dans les MFPs a d’autres stades de fibrose. En effet, il a été montré une cinétique
d’activation différente des voies IRElo et PERK, la voie IREla étant activée de maniére
précoce avant d’€tre inactivée alors que la voie PERK est induite plus tardivement et maintenue

au cours du stress du RE (82).

La tres forte activité de synthese et de sécrétion protéique des MFPs au cours de la
fibrose pourrait étre a I’origine du stress du RE dans ces cellules. Cette hypothese est confirmée
par nos expériences en présence de cycloheximide. En effet, I’inhibition globale de la synthese
protéique dans les MFP activés in vivo entraine une diminution des marqueurs de stress du RE.
L’analyse de la morphologie et du volume du RE pourrait appuyer cette hypothése. D’autres
facteurs sont susceptibles d’induire un stress du RE dans les MFP. Dans les hépatocytes,
I’activation du stress du RE au cours de la fibrose a été imputée a des modifications du
microenvironnement, notamment I’inflammation ou I’hypoxie. Des résultats préliminaires
suggerent que ces deux processus pourraient aussi participer a I’induction du stress du RE dans
les MFPs. En effet, le LPS et I’hypoxie stimulent I’expression des marqueurs de stress du RE

dans les MFPs in vitro (résultats non montrés).
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Dans cette étude, nous n’avons pas mis en évidence de relation entre le stress du RE et
la différenciation myofibroblastique. Ces résultats different de ceux obtenus dans les CEFs par
d’autres équipes. Ainsi, Hernandez-Gea et al. ont montré que ’activation des CEFs serait
dépendante du stress du RE via un mécanisme impliquant la voie IREla de I’'UPR et
I’activation de 1’autophagie (110). Mais si la voie IREla est activée précocement, on ne peut
exclure que ces mécanismes s’appliquent aux MFPs dont nous n’avons pas étudié 1’activation
précoce dans ce travail. Une autre étude montre que la différenciation myofibroblastique de
CEFs serait due a la levée d’inhibition de la voie Smad2 (106). Néanmoins, un effet délétere
du stress du RE dans les CEFs myofibroblastiques a également été rapporté. En effet, les CEFs
myofibroblastiques expriment le récepteur cannabinoide qui lorsqu’il est activé par son ligand
induit un stress du RE conduisant a 1’apoptose des CEFs myofibroblastiques (157). De méme,
I’induction d’un stress du RE par la tunicamycine entraine I’apoptose des CEFs (158, 159).
Enfin, une étude suggere que le stress du RE pourrait étre impliqué dans 1’apoptose des CEFs
au cours du processus de résolution de la fibrose obtenue apres dérivation de la bile dans le
modele BDL (159). Contrairement a ces études, nos résultats montrent que, dans les MFPs, le

stress du RE n’induit pas 1’apoptose, malgré 1’'induction de CHOP.

Nos résultats montrent que le stress du RE régule de facon négative la prolifération et
la migration des MFPs. L’inhibition de la prolifération est indépendante d’une induction de la
sénescence dans ces cellules (résultats non montrés) et ses mécanismes restent a déterminer.
Néanmoins, elle pourrait s’expliquer par I’augmentation d’expression de Trb3 dans les MFPs
activés in vivo, cette protéine ayant été décrite comme un régulateur négatif d’ Akt. Il a ainsi été
récemment montré que la diminution d’expression de Trb3 dans des cellules était associée a
une hyperphosphorylation d’ Akt et a une augmentation de la prolifération de ces cellules (160).
De plus, d’autres études montrent également une implication spécifique de PERK dans 1’arrét
du cycle cellulaire induit par I’UPR notamment par I’inhibition de 1’accumulation de la cycline
D1 entrainant un arrét du cycle cellulaire (89). Néanmoins, la plupart des études établissant un
lien entre le stress du RE et la prolifération et la migration cellulaire ont été effectuées dans un
contexte tumoral et décrivent un effet positif du stress du RE, et notamment de la voie PERK,

sur la prolifération et la migration des cellules (92, 161, 162).

L’expression et la sécrétion du VEGF sont augmentées dans les MFPs subissant un

stress du RE (MFPs BDL, MFP traités a la tunicamycine). Cela est en accord avec les données
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de la littérature qui montrent que les différentes voies de I’UPR stimulent I’expression du VEGF

(118, 125, 163).

En résumé nos résultats montrent que la voie PERK de I’'UPR, induite dans les MFPs
activés in vivo, régule négativement la prolifération et la migration des MFPs, alors qu’elle
stimule les capacités angiogéniques de ces cellules. Les autres voies de ’'UPR ne semblent pas
impliquées puisque nous n’avons pas mis en évidence de modification des différentes protéines
des voies ATF6 et IRE1. Par ailleurs, 'utilisation d’un inhibiteur spécifique de PERK in vitro
restaure partiellement la prolifération et la migration des MFPs et diminue leur pouvoir
angiogénique. Néanmoins, des expériences en présence d’inhibiteurs spécifiques des 2 autres
voies de I’'UPR permettraient d’écarter completement la contribution de ces voies au phénotype

observé dans les MFPs activés in vivo.

Le stress du RE semble d’une maniere générale avoir un réle pro-fibrosant durant les
pathologies chroniques. En induisant I’apoptose des cellules épithéliales, il favorise la
progression de la fibrose. Cet effet délétere du stress du RE dans les cellules épithéliales a été
observé dans différents organes comme les poumons, le rein, ’intestin ou encore le foie (78,
164-166). Le fait que le stress du RE soit impliqué dans I’activation des CEFs est également en
faveur d’un role pro-fibrosant. Nos résultats montrent que le stress du RE inhibe la prolifération
et la migration des MFPs, suggérant un contréle négatif de la progression de la fibrose. En
revanche, le stress du RE stimule les capacités pro-angiogéniques de nos cellules. Méme si
I’angiogenese est plutdt décrite comme favorisant la fibrose certaines études montrent que
I’inhibition de I’angiogenese favorise la fibrose (18). L’impact de 1’activation du stress du RE
dans les MFPs sur la progression de la fibrose reste donc a déterminer in vivo. Pour cela, nous

envisageons d’administrer 1’inhibiteur de PERK aux rats BDL
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III) Effet de PUDCA sur les MFPs activés in vivo

A) Introduction

L’ UDCA est un acide biliaire hydrophile représentant 4% du total des acides biliaires
chez un individu normal (127). L’UDCA est prescrit en clinique dans le cas de maladies
hépatiques, notamment cholestatiques. Au niveau des hépatocytes, ’'UDCA est conjugué a la
taurine pour former le TUDCA ou a la glycine pour former le GUDCA, puis est exporté dans
les voies biliaires. L’administration d’”UDCA permet principalement par I’intermédiaire de ces
conjugués, de réduire la toxicité du pool d’acides biliaires en augmentant le caractere
hydrophile de ce dernier. L’UDCA est ainsi capable de ralentir la progression de la fibrose sans
pour autant I’inhiber de fagcon tres efficace. Il a été montré également que les conjugués de
I’UDCA pouvait réguler certains processus cellulaires comme 1’apoptose induite par le stress
du RE, ou dans le cas du TUDCA directement moduler le stress du RE en agissant comme une
protéine chaperonne (138). Les effets de ’'UDCA ont particulierement été étudiés dans les
hépatocytes et les cholangiocytes dans lesquels ’'UDCA diminue la mort cellulaire. Cependant
I’UDCA est efficace uniquement pendant les stades précoces de la maladie et n’est pas capable
de bloquer le développement de la fibrose. Or les principaux acteurs de la fibrose sont les
myofibroblastes. Ces cellules sont responsables de la syntheése de la MEC et I’effet de 'UDCA
sur ces cellules est peu étudié. L’UDCA est principalement administré lors de maladies
biliaires, au cours desquelles les MFPs ont un role prépondérant. Ayant démontré que les MFPs
subissaient un stress du RE dans un modele de fibrose biliaire, nous nous sommes demandés si
le TUDCA pourrait moduler le stress du RE et donc les fonctions des MFPs dans un sens qui
expliquerait la faible efficacité de ’UDCA sur la fibrose. Pour cela nous avons étudié I’effet du

TUDCA sur la différenciation myofibroblastique, le stress du RE et les fonctions des MFPs.
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B) Matériel et méthodes

Les MFPs sont isolés comme décrit ci-dessus a partir de rats BDL J14. Les cellules sont
ensuite placées 24h dans un milieu sans sérum, avant d’étre traitées ou non avec ImM de

TUDCA en milieu supplémenté.

C) Résultats

1) Inhibition du stress du RE par le TUDCA dans les MFPs activés in vivo

Afin de se rapprocher de la clinique, nous avons étudié les effets du TUDCA sur les
MFPs activés in vivo. En nous rapportant aux différentes études publiées nous avons choisi
d’utiliser le TUDCA a la concentration de ImM pour réaliser notre analyse. Le TUDCA est
décrit comme ayant une action directe sur le stress du RE contrairement a I’'UDCA qui agirait
plutdt sur I’apoptose induite par le stress du RE (143). Afin de déterminer I’action du TUDCA
sur le stress du RE dans les MFPs activés in vivo, nous avons étudié I’expression des ARNm
Chop, Gadd34 et Trb3. L’expression de I’ARNm Chop semble diminuer dans les MFPs activés
in vivo traité au TUDCA mais cette diminution n’est pas significative (p=0,539). L’expression
des autres marqueurs du stress du RE, Gadd34 et Trb3 n’est pas modifiée par le TUDCA (figure
16 A). Dans ces conditions, le traitement par le TUDCA n’a pas d’effet sur le stress du RE dans

les MFPs activés in vivo.

Le TUDCA ne modifie pas non plus I’expression des ARNm Acta2 et Collal dans les MFPs
BDL (figure 16 B). Il n’a donc pas d’effet sur la différenciation myofibroblastique des MFPs
activés in vivo. Le TUDCA n’a pas non plus d’effet sur I’expression du VEGF dans les MFPs
activés in vivo (figure 16 C). Les expériences de marquage du Ki67 et de wound healing
montrent que le TUDCA ne modifie ni la prolifération ni la migration des MFPs BDL (figure
16 D, E). L’ensemble de ces résultats montre que le TUDCA n’inhibe pas la voie PERK de
I’UPR dans les MFPs activés in vivo et qu’il n’a pas d’effet sur les fonctions et la différenciation

myofibroblastique de ces cellules.
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Figure 16 : Effet du TUDCA sur les MFPs activés in vivo

Le TUDCA est administré a ImM et son effet sur les MFPs activés in vivo est analysé pour (A)
Iexpression des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3, (B) I’expression des ARNm Acta2 et Collal et (C) I’expression de
I’ARNm Vegf par RT-qPCR (n=14-13). L’effet du TUDCA a été analysé, (D) sur la prolifération induite par le
SVF mesurée par marquage de la protéine Ki67 (n=7) et (E) sur la migration par wound healing (n=5). Toutes

les valeurs sont rapportées par la moyenne + SEM; *P<0.05.

D) Discussion

Les études antérieures sur 1’effet anti-fibrotique de I’'UDCA se focalisent uniquement
sur la capacité anti-apoptotique de cette molécule dans les cellules épithéliales. Or les
myofibroblastes représentent les principaux acteurs de la fibrose et le stress du RE une
composante importante de leur activation (106). Ces résultats montrent que le TUDCA n’a pas

d’effet sur les fonctions ou la différenciation myofibroblastique des MFPs.
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L’UDCA et ses conjugués sont souvent décrits comme des molécules chaperonnes
capables d’inhiber le stress du RE (143) et sont administrés en clinique principalement lors de
maladies cholestatiques. Dans ces maladies chroniques du foie la fibrose est associée a un stress
stress du RE (101, 167, 168) conduisant a 1’apoptose des cellules épithéliales (85) et a
I’activation des CEFs (106, 110). Quelques études ont montré une inhibition du stress du RE
par le TUDCA dans les cellules épithéliales (169-171). Nous avons montré que le TUDCA
avait peu ou pas d’effet sur des marqueurs du stress du RE, la différenciation myofibroblastique
et sur les principales fonctions des MFPs. Cependant, cela peut s’expliquer par 1’absence de
transporteur d’acides biliaires. En effet, il a été montré dans la littérature que les CEFs
exprimaient seulement que tres faiblement le transporteur OATP3 (153) permettant 1’entrée de
tres faible quantité d’acides biliaires dans ces cellules. Nous avons analysé I’expression des
principaux transporteurs d’acides biliaires dans les MFPs par RT-qPCR (données personnelles
non montrées). Ces résultats préliminaires montrent que ces transporteurs ne sont pas exprimés
dans les MFPs. L’entrée du TUDCA dans la cellule étant nécessaire pour que celui-ci exerce
son role de molécule chaperonne (151) pourrait expliquer I’absence d’effet du TUDCA sur les

MFPs.

L’absence d’effet du TUDCA sur les fonctions des MFPs va a I’encontre d’un effet

direct positif ou négatif sur la fibrose.
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Troisieme partie :

Conclusion
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Conclusion et perspectives

L’ensemble de ces travaux a permis de mettre au point une méthode d’isolement des
MFPs, simple, fiable, et reproductible utilisée pour 1’étude in vitro de MFPs. Ils ont également
permis de montrer I’existence d’un stress du RE dans les MFPs lors de la fibrose hépatique
capable de réguler d’importantes fonctions cellulaires pouvant impacter 1’évolution de la
pathologie. Ces résultats ont notamment complété les travaux réalisés au laboratoire sur
I’implication des MFPs dans I’angiogenese en démontrant I’importance du stress du RE dans
ce mécanisme. Nous avons également démontré que le TUDCA n’avait pas d’effet sur le stress

du RE ni sur les fonctions étudiées dans les MFPs isolés.

Nos résultats montrent que la voie PERK de I’UPR, induite dans les MFPs activés in
vivo, régule négativement la prolifération et la migration de ces cellules mais stimule leurs
capacités angiogéniques. L’impact de 1’activation du stress du RE dans les MFPs sur la
progression de la fibrose reste a déterminer in vivo. Nous nous proposons donc d’étudier 1’effet
de I’inhibiteur de PERK dans le modele de rats BDL. Le stress du RE présent lors des maladies
hépatiques chroniques est principalement décrit comme un facteur pro-fibrosant (85). Plusieurs
molécules ciblant le stress du RE sont actuellement a 1’étude (172). L’inhibition du stress du
RE dans la fibrose hépatique pourrait €tre une stratégie prometteuse et 1’utilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques représente une approche simple et rapide. Néanmoins, I’administration d’un
inhibiteur de PERK in vivo entrainerait une inhibition de PERK dans toutes les cellules
hépatiques pouvant induire un biais dans I'interprétation de I’effet sur la fibrose. L’activation
de PERK plutdt décrite dans les CEFs comme un facteur d’activation myofibroblastique (106)
suggere un effet bénéfique de I’inhibition de cette voie. Bien que nos résultats dans le rat BDL
semblent indiquer une activation de PERK restreinte a certaines cellules de I’espace porte, on
ne peut négliger un effet de I’inhibition de cette voie sur les autres cellules du foie et de
I’organisme. L ’inhibition de PERK dans le foie sain entraine une perturbation de I’expression
des genes régulés par le stress cellulaire induit par les changements physiologiques ce qui
conduit a I’apoptose des hépatocytes (173). De plus, ’administration d’un tel inhibiteur a long
terme induit des effets secondaires considérables sur les fonctions pancréatiques, immunitaires
et hépatiques (172). Par ailleurs, le facteur de transcritption ATF4 est un acteur central dans le
devenir de la cellule et une modulation prolongée de ce facteur entraine une perturbation de
I’homéostasie cellulaire de 1’organisme. La diminution du niveau basal du facteur de

transcription ATF4 entraine dans les hépatocytes en plus d’une perturbation du métabolisme
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lipidique, une diminution de la synthese des stéroides, une diminution de I’adhésion cellulaire
et une diminution de la synthese et de la sécrétion des acides biliaires (174). L’UPR joue un
role important dans plusieurs fonctions clés du foie comme le métabolisme lipidique et les
mécanismes de détoxification. L’utilisation d’inhibiteur de I’'UPR dans 1’étude de la fibrose
hépatique nécessite donc une analyse minutieuse de 1’effet hépatotoxique. De plus, I’inhibition
pharmacologique de PERK présente quelques limites. Bien que l’inhibiteur de PERK
GSK265657 présente une grande spécificité on ne peut exclure des interactions non spécifiques
avec d’autres voies. D’autres approches peuvent étre envisagées comme 1’utilisation de siRNA
ou d’un dominant négatif de PERK. Ces deux techniques présentent une plus grande spécificité
que ’inhibiteur pharmacologique, mais leur utilisation reste limitée par leur faisabilité dans
notre modele expérimental. Afin de s’affranchir d’un effet délétere di a 1’inhibition de PERK
in vivo, d’autres molécules ciblant spécifiquement GADD34 ou elF2a, en aval de la voie
PERK, pourrait également étre utilis€ées mais leur effet devrait étre déterminé in vitro sur les
MFPs BDL avant d’envisager une utilisation in vivo.

Malgré ces écueils, I’utilisation de I’inhibiteur de PERK dans le modele de rats BDL
devrait nous permettre de mieux comprendre le role du stress du RE dans les MFPs dans la

fibrogenese.

Enfin, il serait intéressant d’étudier 1’effet du stress du RE sur les myofibroblastes
activés dans d’autres modeles de fibrose hépatique, afin de déterminer si les régulations mises
en évidence dans notre étude peuvent étre généralisées a I’ensemble des maladies chroniques

du foie.
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