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Résumé

Au cours de I'obésité, I'exces de lipides circulants, est stocké dans les organes périphériques,
principalement dans le foie. Ce stockage ectopique de lipide peut avoir, a long terme, des
conséquences déléteres sur le métabolisme glucidique. Au long cours, I'exces de lipides hépatiques
peut conduire au développement de stéatopathies métaboliques pouvant évoluer vers la cirrhose et
le cancer du foie. Dans I’"hépatocyte, le métabolisme et ’homéostasie lipidique sont finement régulés
par la balance entre la synthese (LDN) et I'utilisation (B-oxydation) des lipides. Ces deux voies
métaboliques sont sous le contrble de plusieurs facteurs de transcriptions comme ChREBP, SREBP1
PPARy ou PPARa. La compaction et I'accessibilité de la chromatine sont des éléments cruciaux pour la
régulation indirecte de I'activité de ces facteurs de transcription. Dans le noyau, la compaction de
I’ADN est régulée par les histones mais aussi par les protéines High Mobility Group (HMG). Parmi la
famille des protéines HMG, la protéine High Mobility Group box 1 (HMGB1), principalement localisée
dans le noyau, est capable de réguler de facon indirecte la transcription de génes dans de nombreux
tissus. En plus de son réle nucléaire, HMGB1 peut étre activement sécrétée par les cellules innées au
cours de phénomenes inflammatoires aigus. Chez la souris, la délétion totale de cette protéine
entraine une hypoglycémie périnatale |étale. De plus, chez la souris, les concentrations circulantes
d’"HMGB1 sont augmentées lors d’un stress métabolique induit par un régime hyper-lipidique (HFD).
Tous ces résultats suggerent un role d'HMGB1 dans le métabolisme hépatique et énergétique ainsi
gue dans les processus inflammatoires de bas-bruits associés au stress métabolique. Dans ce contexte,
ce travail de thése comporte trois objectifs : I/ : L’étude du réle d'HMGB1 dans les hépatocytes au
cours de la progression de la stéatose, Il/ : L’étude du rdle biologique de la forme circulante d’HMGB1
au cours du stress métabolique et Ill/ : L’étude de la source tissulaire a I'origine de la forme circulante
d’"HMGBL1. Ces travaux ont permis de démontrer qu’en tant que facteur nucléaire, HMGB1 réprimait
la LDN hépatocytaire via un mécanisme PPARy-dépendant. Nous avons aussi pu mettre en évidence
que l'inhibition de la sécrétion active d’HMGB1 pouvait étre une potentielle cible thérapeutique pour
limiter, chez la souris, la progression de la stéatose du foie au cours d’un régime HFD. Enfin, nos travaux
ont permis de découvrir que le tissu adipeux pouvait constituer une source significative de la forme
circulante d’'HMBG1. Tous ces résultats pris ensemble ont permis de mieux caractériser et comprendre

les fonctions biologiques de la protéine HMGB1 au cours du stress métabolique.



Abstract

During obesity, the excess of circulating lipids, are stored in the peripheral organs, and mainly in the
liver. This ectopic storage of lipids may have long-term deleterious consequences on carbohydrate
metabolism. Over time, excess of intra-hepatic lipids can lead to the development of steatohepatitis
that can evolve to cirrhosis and liver cancer. In the hepatocyte, lipid homeostasis is finely regulated by
the balance between synthesis (de novo lipogenesis-DNL) and degradation (B-oxidation) of lipids.
These two metabolic pathways are under the control of several transcription factors like ChREBP,
SREBP1, PPARy or PPARa. The compaction and accessibility of chromatin are crucial parameters, which
regulate the activity of these transcription factors. In the nucleus, the compaction of DNA is regulated
by histones but also by High Mobility Group (HMG) proteins. Among the HMG protein family, High
Mobility Group box 1 protein (HMGB1), mainly located in the nucleus, is able to indirectly regulate
gene transcription in many tissues. In addition to its nuclear role, HMGB1 can be actively secreted by
innate immunes cells during acute inflammatory reactions. In mice, the global deletion of Hmgb1 gene
leads to perinatal lethality due to a severe hypoglycemia. Moreover, preliminary data from our
laboratory show that circulating concentrations of HMGB1 are increased in mice subjected to high fat
diet (HFD). All these results support a role of HMGB1 in hepatic and energetic metabolism but also in
tissue-low grade inflammation related to metabolic stress. Thus, this thesis work has three objectives:
I/: Study of the role of HMGB1 in hepatocytes during the progression of steatosis, 1l/: Study of the
biological role of the circulating form of HMGB1 during the metabolic stress and Il/: Study of the tissue
source of the circulating form of HMGB1. This work has shown that HMGB1 represses hepatocyte DNL
in a cell-autonomous manner via a PPARy-dependent mechanism. We also showed that the inhibition
of active secretion of HMGB1 could be a potential therapeutic strategy to limit the progression of liver
steatosis on mice subjected to HFD. Finally, our work showed that adipose tissue is an important source
of the circulating form of HMGB1. All these results taken together have made it possible to better

characterize and understand the biological functions of HMGB1 protein during metabolic stress.






Table des matieres

A.

T agoTe I3 dTe] o HO O TP STV P P TOTOTOTSP 1
GENBIANILES ...ttt ettt e s e s bt e e s b e st e e a bt e s be e e s b e e s beesaneeesaree s 1
Lo ANGTOMIE ettt s 2
D & 1y o] [0 41T SR 4
F ) I T o 1T o T o Tox TSRS 4
b) Les cellules @NAOTNEHAIES .........occiiiiie et e e rae e eree s 6
o) I =T ol | 0] F=E o L= QU] ] (=] PR 6
o ) I =T ol | [0 FE Y =Y = 11 7
€)  LeS COIIUIES OVAIES.....cceiee ettt et e et e et e e s te e et e et e e e baeeenree s 8
1 I el o Vo] =T =T YotV =L R 9
T T o VT o T o] 4o =T RS 9
Le foie, un organe clef du métabolisme énergétique .........ccueeeeeciieeecciiee e 14
1. Métabolisme glucidique h8PatiQUE...........eiiiiiiiiie e s 14
a) Entrée du glucose dans 'NEPatoCyLe ......c.eccvieiieieiiiee et 14
b) Production d’énergie a partir du glucose : 1a glycolyse.......ccecureiieiiieeciiiiee e, 16
c) Stockage d’énergie a partir du glucose : la glycogénogenese........cccccveeeeecrereeecrieeeeennnen. 17
) LA NEOZIUCOZENESE ...eeeueveeeiee et ciee et e ettt ettt e et e e s be e e sab e e e baeesateesabaeessaeesntaeeseeesaseeenes 19
2. Métabolisme lipidique hEPatiqUE .......ccocuiiiiiiiiie e 21
a) Entrée des lipides dans 'hPatoCyte......ccccueiiiiiiiii it 21
b) Production d’énergie a partir des lipides .......cccueiieiiiiieeciiiee e 22
¢) Lalipogenése De Novo hépatocytaire et synthése de triglycérides.......cccccvvvevvrverennnenn. 27
d) Devenir des lipides SYNTNETISES : .......ccueieciiieiiieciee ettt et e e are e sbee e 43
€)  EXPOIt danS [8S VLDL ..uueiieiiiiiieeceeee ettt ettt ettt ettt e e ettt e e e e etta e e e e abee e e eenbeeeeenabaeeeenneeas 46
Stéatose, UN Premier Pas VEIS 18 CANCET .......eicccuiieeecieee et ee e e te e e e e te e e e e enre e e e esabaeeeeenneeas 48
1. Contexte physiopathOlOGIQUE ....ccccuuveiiiiiieeceee e 48



2. Epidémiologie et Cascade pathologiqUe ........ccueiieeiiiii i 49

TR 3 i o] (o - =T UPPPPPPN 52

Q) SOUICES d'ACIAES BIaS ..uuvieereeeierieciieeiteeeteeesteesteeestteesteeessteesstaeessseessaeessseesssesessseesnsenanes 52

D) MECANISMES MIS BN JEBUX ..vvrieeeiiiieieiiieeeeiieeeeectteeeestreeesstreeesestaeeesssseeeessseeesasseeesanssaeeans 53

Do NASH. ettt et h e bt s h ettt b e bt e b e b e e sh et e ae e et e b e e beenheenaeenaneeas 56

L. PrBVAIBNCE ettt ettt e b e e st e b e at e e s be e e s abe e s bee e anteesneeenars 56

P O | - ot £ o 1 4 o LU =PSRRI 56

3. TrAItEMENTS ceeiiiiiii e 57

I ] ¢ o [o Tl o [=T o= | 1 Lo [V TSR PRPROt 61

B O Yo =T o £ 4 [0 [0 =P 61

2. Prévalence et traitemMeNT ......c.coiiiii ittt s sae e s 61

3. Génétique et épigénétique dU NAFLD..........ooi ittt e are e e e 62

A, MOARIES A’ BTUAES ....coeeiiiiiiieteee ettt st st ettt e b e sbe e st e st e s b b e beenes 65

N 1Y [ CR o o] =T 1o T=T PPt 68

1 HIM G A s 68

2. HMGN e e et ettt s b e bt e r e e ne e e ere s 70

3 HIMIGB .ttt ettt e e e e e ettt e e e e e e st b et e e e e e e e s annnbbeeeeeeeee e nnnrneeeaeeeaanan 71

) I 1\ LG 3 2 T Y A SRR 71

D) HIMIGBL ...ttt bbbt et b e bbb e beeae et b anes 72

(0] o [=Tot 41 7 3e [ F- TR V=YY PSR PPRPPRN 93

RESUITATS ..ttt ettt e s bt e sht e sat e st e e bt e b e e s bt e saeesae e eateenbeenbeesbeesheesanenas 97

A. Objectif | : HMGB1 est un régulateur de la lipogenése de novo hépatique.............cccuvveennneen. 97

1. Matériel €t MELNOUES. .......ooiieiieeeee ettt et s 97

2. RBSUIATS ..ttt e sae e s sane s re e r e nns 102
B. Obijectif Il : Etude du réle biologique de la forme circulante d’HMGB1 au cours du stress

(00 T=Y =] oTo] [T o [V RO URTRRPPT 122

1. MatEriel @t METNOUES. .. ..eeeeeeee e sasssasssasssssasssssnnnnnnes 122

P T V]| 7Y £ 124



C. Objectif lll : Tissus sources d'HMGB1 circulants au cours du stress métabolique.................. 131

IV, DISCUSSION ettt ettt ettt e e sttt e e st e s st e e s e e e s ab e e e s s abe e e s smreeeeeaareeeeennreneseanreneeennrenes 183
A.  Utilité d’'HMGBL1 dans les cellules différencies...........ooveeriiieniiiniiiiieceie e 183
B. ROle(s) d’HMGB1 dans € tissU adiPEUX......ccccuiieieiiieeiciieieeecieeeeeciee e e ectre e e esaae e e senae e e seaaeeeeas 184
C. Inhibitions pharmacologiques, des résultats contradictoires ou logiques ?..........cccveeeenneen. 185
D. HMGB1 une alarmine métabolique, sensing de I’état énergétique.......cccccevvvveeiivcieeeiicneennn. 186

Vo ANNEXES ..ttt e e e r e e e e e s s a et e e e e s e s enraee 191
AL AULFES rBaliSATIONS ...ciiiiiiiieeee ettt et s ee s 191

B. Annexe 1: Liste des génes significativement régulés par la délétion d’"HMGB1 au cours de

T =T =] oo Lo USRS 192

LY B = 11 o T =4 o o 1= PR 195






Table des illustrations et tableaux

FIGURE 1 : ZONATION D'UN LOBULE HEPATIQUE. ......uvveeeitieeesureeesauueeessuseesssuseeessssseessnsseesssssssessssseessnsseessnsssesssssseessnseeenns 3
FIGURE 2 : STRUCTURE ET ORGANISATION DU FOIE. ... ..eeeueeruteeeteesreeasueessesesseessessnseesssessnseesssessssessssessnsesssssssssessssessnseesn 4
FIGURE 3 : INTERACTION DES VOIES BIOCHIMIQUES HEPATOCYTAIRES. .......uuvtteeitreeenureeesnureeeessneeesssseeessseessssssessssseeessnees 15
FIGURE 4 : LA GLYCOLYSE HEPATIQUEL. ......uveeiitteeeeurteeeiiteeeeenuteeesaueeesssseeesssseeessnssesssasseesssnsasesssssssssasssesssssseessssseesnnsees 17
FIGURE 5 : LA GLYCOGENOGENESE HEPATIQUEL. ........uuteeeiureeeeeureresauseeeesneeeeasuseresasseessanseesssnsesesasnseeesanseeessnsseessnnseeesssees 18
FIGURE 6 : LA GLYCOGENOLYSE HEPATIQUE.........eieiiuuteeeiuteeesauteresauseeeesnseesasusesesansseessanseesssnsesesansseeesansnessssseessnnsesessnnees 19
FIGURE 7 : LA NEOGLUCOGENESE HEPATIQUE. .......ccuvteeeiutueeenureeesaureeessseeesssseeessnssesssasseesssssseesssssssessssseessssseessssseesnsees 20
FIGURE 8 : OXYDATION DES LIPIDES DANS L'HEPATOCYTE. ..ceuvterureerureesiueessreesseessessseessessnseesssessseesseessseessseesssessssesssseess 24
FIGURE 9 : LA CETOGENESE HEPATOCYTAIRE. ... eeeuveeiuteeeuteesuteesseessteesseessseesseessessseessseesseesssesssseesssessseessessssesssseesssees 26
FIGURE 10 : LA LIPOGENESE DE NOVO ET LA SYNTHESE DE TRIGLYCERIDES HEPATOCYTAIRE. ....cccccuvuteeeureeernnreeeesnreessnnseeessnees 28
FIGURE 11 : STRUCTURE DES GENES DE L’ACCL ETDE L'ACC2. ......ccceieeeieieeeesieeeseeteeesteeeesnbaeeseseeaesnsaeeesnseeesssaeesnnsanns 31
FIGURE 12 : ORGANISATION GENERALE DU FACTEUR CHREBP. ..........cooiiiiiiiiiie ittt ste e et e s sneesbeesanee s 36
FIGURE 13 : MATURATION DE SREPBPL-C. .....ccccuiiiiiiiiieiiiesieestee st e st e steesbeesbeesabeesabeesabeesaseesateessseesateesaseesnseesnseesn 37
FIGURE 14 : ORGANISATION GENERALE DES LXRS.......cciiiitiiiiiiiiieiiiies e siteee et eesseteeesaaeeeesnbaeesssnseeesnnaeessnsseessnsseeesnnsens 39
FIGURE 15 : STRUCTURE CANONIQUE DES RECEPTEURS PPARS. .....ccuuiiiiiiiiiieiiiie ettt ettt siree e s st e s st e s 41
FIGURE 16 : REGULATION DES RYTHMES CIRCADIENS. ......0eeitterveerureesueesseessseessessssesssessssesssessssesssessssessnseesssessssessssesn 43
FIGURE 17 : FORMATION DES GOUTTELETTES LIPIDIQUES DANS L'HEPATOCYTE. .....veeieurereiureeeesureeeensnseeessssneesssssessssseessnnnes 45
FIGURE 18 : CONSTITUTION ET SECRETION DES VLDL PAR L'HEPATOCYTE. ....eeeeeiutiieeeereresiureeeestaeeessnseeesnsseesesssesssssssesssnees 46
FIGURE 19 : LA STEATOSE, UNE PORTE D'ENTREE VERS LE CANCER DU FOIE...........ccciiururrreeeeeiiinrereeeeeeeinisnseeesesesessnssesssessenns 50

FIGURE 20 : CONTRIBUTION RELATIVE DES DIFFERENTES SOURCES D'ACIDES GRAS AU COURS DU DEVELOPPEMENT DE LA STEATOSE.

...................................................................................................................................................................... 53
FIGURE 21 : STRUCTURE GENERALE DES PROTEINES HIVIG. .........ooiiiiiiiiiiiei ettt e e s serree e e e e 68
FIGURE 22 : COMPARAISON DES SEQUENCES PEPTIDIQUES DES PROTEINES HMGB1 CcHEz S.CEREVISIAE, C.ELEGANS, X.LAEVIS,

M.MUSCULUS, H.SAPIENS ET D.RERIO. .........ceetttiuuieeeeeeetutueseseeettteuneseseeeesennanseseesessnnnsseeeessensnnnseseesesnssnnsesseesnnes 73
FIGURE 23 : LES DIFFERENTS TYPES D'ADN RETROUVES DANS LES CELLULES MAMMIFERES. ........ccioveeriveerreesiueesreessseessseessseens 74
FIGURE 24 : DETECTION DE L'ADN EXOGENE PAR LA VOIE CGAS........ccoiiiiiiiiieeiiiesiteesieesiseesteesseessteessessseesssesssesssseess 78
FIGURE 25 : BILAN DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES D'HIMGBL............ooiiiiiiiiiiiie e 79
FIGURE 26 : RECEPTEURS ET MODE D’ACTION D’HMGB1 AU COURS DE LA REPONSE IMMUNITAIRE. .......cccccvveeerireeennneeeesnnneens 86
FIGURE 27 : CONTROLE DE L’ACTIVITE D’HMGB1 SELON LE DEGRE D’OXYDO-REDUCTION. ....ccveerureerreerureesveesreessesssessssenss 88
FIGURE 28 : BILAN DES STRATEGIES PHARMACOLOGIQUES CIBLANT HMGB..............ooiiiiiiiiiiiiieieee e e e 92
FIGURE 29 : EVOLUTION DE L'EXPRESSION GENIQUE ET PROTEIQUE D'HMGB1 AU COURS DE LA STEATOSE. ......ccocveerveerveennneens 94
FIGURE 30 : EVOLUTION DES CONCENTRATIONS PLASMATIQUES D'HMGB1 LORS D'UN STRESS METABOLIQUE. ..........cc.ceeennnee. 94
FIGURE 31 : UN TRAITEMENT COURT AVEC INHIBITEUR DE LA SECRETION D'HMGB1 LIMITE LES CONSEQUENCES D'UN STRESS

IMETABOLIQUE. ......uttteutteetteeteeetteesteeesueesteeesaesbeeesteesbeeesseeeaseeesaeeeabeeeasteeabeeesbeeabaeeatesabbeesbeenbbeeseesnbaeenaeesnse 95

FIGURE 32 : A L’ETAT BASAL LA DELETION D’HMGB1 DANS LES HEPATOCYTES N’A AUCUN EFFET MAIS POURRAIT FAVORISER LA

PROGRESSION DE LA FIBROSE ET/OU DE LA STEATOSE. .......uveiiiiutireieiueeeeieseeesssseeesssssesssesesessssessssssssesssssssssnsereessnes 103



FIGURE 33 : LA DELETION D'HMGB1 HEPATOCYTAIRE NE FAVORISE PAS LA PROGRESSION DE LA FIBROSE HEPATIQUE INDUITE PAR
UN REGIME €D .....eeiiiiiiie ittt ettt et ettt et e e e e sttt et e e e s e aaa b et e e e e e sesan b et aeeeeses s nbsbeeeeeeesaansnbbeeeeeesannnnrees 105

FIGURE 34 : LA DELETION D'HMGB1 DANS LES HEPATOCYTES FAVORISE LA PROGRESSION DE LA STEATOSE INDUITE PAR UN REGIME
HFDG0% DE 12 SEIMAINES. ....c.cceeiiuuutttteeteeaiuutetteeeesesautarteeeesssaauasetaeeeessaaasssateeesssasasnsateeeessesaanssnaeesesessansssseeeens 107

FIGURE 35 : LA DELETION D'HMGB1 FAVORISE LA PROGRESSION DE LA STEATOSE INDEPENDAMMENT DE L'APPROCHE
NUTRITIONNELLE CHOISIE. . ..eeeuveeiuteeauseesseesseesateesseesasessnseesssessnsessssessnseessesssssessessnseesssesesssesssesessseessseesseensens 108

FIGURE 36 : LA DELETION D'HMGB1 DANS L’"HEPATOCYTE FAVORISE L'APPARITION D'UNE RESISTANCE A L'INSULINE HEPATIQUE.

FIGURE 37 : LA DELETION D’HMGB1 DANS LES HEPATOCYTES ENTRAINE UNE AUGMENTATION DE L’ACTIVITE DE LA LDN. ........ 112

FIGURE 38 : L'EFFET « PRO-STEATOSE » DE LA DELETION D’HMGB1 EST MEDIE PAR UN PROGRAMME DE TRANSCRIPTION PPART-
DEPENDANT. ..ottt ettt stt e st sae et e et et e ae s e b s b e e b et e et e e Rt e e ab e s he e s he e s be e be e Rt e eae s ebesebeeebe et e et e et e enteeanesaeesas 114

FIGURE 39 : LA DELETION DE PPART REVERSE LE PHENOTYPE DES SOURIS HMGB1™. .........c.ciuiiiiininrrieieicicicceeenes 116

FIGURE 40 : RORA ET RORT POURRAIENT EN PARTIE EXPLIQUER LES EFFETS GENIQUES OBSERVES LORS DE LA DELETION HEPATIQUE

D' HIMIGBL. ...t s 118
FIGURE 41 : HMGB1PRESENTE UN PROFIL ATYPIQUE DE LIAISON A L'ADN. ........ccuiiiiiiiiiiiiiiiiicccc 120
FIGURE 42 : LE TRAITEMENT AUX ICM RALENTIT LA PROGRESSION DE LA STEATOSE INDUITE PAR UN REGIME HFD60%. ........... 125

FIGURE 43 : LE TRAITEMENT AUX ICM N’A PAS D’EFFET SUR LA PROGRESSION DE LA STEATOSE ET LA FIBROSE INDUITE PAR UN
REGIME IVICDID. ......ooiiiiiiiiiiiece ettt e s s e e e e e s e s a et e e e s e s baaa e e e e s e sennnnaee 127

FIGURE 44 : LE TRAITEMENT A LA GLY FAVORISE LA PROGRESSION DE LA STEATOSE INDUITE PAR UN REGIME HFD60%. ........... 128

.................................................................................................................................................................... 129
FIGURE 46 : EFFET DU TRAITEMENT AUX ICM SUR LES CONCENTRATIONS PLASMATIQUES D'HMGBL..............ccoevvevveeenneen. 130
FIGURE 47 : AU COURS DU STRESS METABOLIQUE INDUIT PAR LE HFD, LES HEPATOCYTES NE SONT PAS LA SOURCE D’HMGB1

CIRCULANT . ... teteeeeattttteeeeeeaauuebeeeeeeesesaasbe et e eeeeesaassee et e e e e e saaane s e e e e e e e s e annbe e e e eeeaeaansbe e e e eeeeesannbeseeeeeeesaannnraeenaeesanann 131

FIGURE 48 : LA DELETION D’HMGB1 DANS LE TISSU ADIPEUX AMELIORE L’HOMEOSTASIE GLUCIDIQUE ET LA STEATOSE HEPATIQUE.

FIGURE 49 : LA DELETION D’HMGB1 DANS LES MACROPHAGES FAVORISE LA PROGRESSION DE LA FIBROSE. .........cccvvvvreeeennnn. 134

FIGURE 50 : LA DELETION D’HMGB1 DANS LES MACROPHAGES AMELIORE L’HOMEOSTASIE GLUCIDIQUE AU COURS DE LA NASH.

.................................................................................................................................................................... 135
FIGURE 51 : EVOLUTION DES CONCENTRATIONS CIRCULANTES D'HMGB1 LORS DE LA MISE AJEUN. .......cvvvvevieeeieininneeeeeeeennns 186
FIGURE 52 : EFFET DU TRAITEMENT A LA ROSI SUR LES CONCENTRATIONS PLASMATIQUES D'HMGBIL. .............oevvvvvernrnrnrennnnns 187

FIGURE 53 : LA DELETION D'HMGB1 DANS L'HEPATOCYTE DIMINUE LA SECRETION DE FGF21. .......ccccccovviiiniiiniennieenreennne, 188



TABLEAU 1 : TABLEAU RECAPITULATIF DES EFFETS ET TISSUS CIBLES DES PRINCIPALES HEPATOKINES. .......ccccevvieiererererererererenenens 13

TABLEAU 2 : CRITERES DE DIAGNOSTIC DU SME SELON L'OMS ET LE NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM ADULT

TREATMENT PANEL HIE(NCEP ATPI). ..ottt ettt e e ettt e e et e e st e e e eatae s esnnaaeesntseeesnssseessnnseeesnsenanns 49
TABLEAU 3 : NOMBRE D'ETUDES ET PREVALENCE DE LA NALFD. .......cccveiiiiiiiiieiiieciee e etee st eetee st e esveestaeesaeeestaeenaneenes 51
TABLEAU 4 : CLASSES DE LIPIDES AU COURS DE LA PROGRESSION DE LA STEATOSE. .......ceeiteeeiueesteeesueessseeenseeessesensessssssesseesnes 54
TABLEAU 5 : LE NAFLD ACTIVITY SCORE. ......ueerteeteetesstesseesseesseesseesseeseasseasssssessseessesssesssesssesssssssessessseensesssesssesseessesssens 57
TABLEAU 6 : LISTE DES MOLECULES EN DEVELOPPEMENT CLINIQUE POUR LE TRAITEMENT DE LA NASH. ......ccccoovviiiiiiiiiiiieenns 59
TABLEAU 7 : PRINCIPAUX MODELES PHYSIOPATHOLOGIQUES UTILISES DANS LES ETUDES SUR LE NAFLD............cccevcveeiiieeineens 66
TABLEAU 8 : PHENOTYPE DES DIFFERENTS MODELES MURINS DE DEFICIENCE EN HMGN1, HMGN2, HMGN3 ET HMGNS. ............ 70
TABLEAU 9 : EFFET D’"HMBG1 SUR LES DIFFERENTS FACTEURS DE TRANSCRIPTION. ......ccveeveererererereseeesseesseensenssesssesseesseesses 76

TABLEAU 10 : GENES SIGNIFICATIVEMENT UP-REGULES, AU COURS DE DIFFERENTS STRESS METABOLIQUES, PAR LA DELETION
D'HIMGB 1 DANS L'HEPATOCYTE. ...uuuvuveruussesusssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnne 192
TABLEAU 11 : GENES SIGNIFICATIVEMENT DOWN-REGULES, AU COURS DE DIFFERENTS STRESS METABOLIQUES, PAR LA DELETION

D'HIVIGB1 DANS L'HEPATOCYTE. ....cceeiiutririeeeeeeiiurereeeseeeseiissseerseeesesssssssssesssesasrssssesesemssssssseseeesemssssssseessnmsssrens 193






Introduction

A. Généralités

Pour les Mésopotamiens, le foie est le centre de I’'ame et des émotions. Les Egyptiens momifiaient le
foie avant de le mettre dans un vase canope. Le mythe de Prométhée nous apprend que les Grecs
avaient mis en évidence une des caractéristiques du foie : sa capacité a régénérer. En effet, le titan
Prométhée, pour avoir donné le feu aux Hommes, fut condamné par les Dieux a avoir chaque jour le
foie dévoré par un aigle.

Hippocrate dans la Théorie des Humeurs attribue aux organes « spongieux », dont le foie fait partie,
un role prédominant dans la production des humeurs. Dans cette théorie, le foie est le centre de
production de la bile jaune et du sang.

Claude Galien (129-216) étudie le développement de I'embryon et du foetus et postule que le
foie fait partie des premiers organes a se développer avec le cceur et le cerveau. Le triptyque coeur-
cerveau-foie est au centre de la médecine Galénique qui, s’appuyant sur les écrits d’Hippocrate,
considere alors trois centres psychiques : le cerveau, le cceur et le foie. Pour Galien, le foie est |la source
du sang, la faculté nutritive, c’est aussi le centre du désir.

Le moyen-age considere le foie comme le producteur du sang veineux. Et il faut attendre 1848
et les travaux de Claude Bernard pour comprendre que le foie est un « organe producteur de matiere
sucrée chez I'animal et chez 'homme » (Bernard, 1853). Outre son réle dans la régulation de la
glycémie, le foie participe entre autres, a I'absorption et la digestion des lipides, au métabolisme du
fer et a la réponse immunitaire.

Méme de nos jours, le foie reste un organe étroitement lié a notre état émotionnel : se « ronger les
foies » est synonyme de se faire du souci alors que la peur nous « donne les foies ». Dans la culture
populaire le foie est considéré comme le senseur des excés en tout genre, responsables de la « crise
de foie ». Plus qu’une usine a nettoyer I'organisme le foie est I'Organe central du métabolisme et de

I’lhoméostasie.



1. Anatomie

Le foie a pour origine embryonnaire I'endoderme de la future région duodénale. L'apparition
de cet organe est précoce : des le 24iéme jour le développement du bourgeon hépatique est induit par
le mésoderme cardiaque, au cours de I'embryogenése le foie est le siege de 'hématopoiese.

Le bourgeon hépatique se scinde en deux parties :

- Le bourgeon hépatique proprement dit, qui donnera les hépatocytes et les cellules

épithéliales des conduits biliaires intra hépatiques

- Le bourgeon biligire donnant la vésicule biliaire et les voies biliaires extra-hépatiques.

Le foie est un organe de couleur marron, d’aspect lisse et homogéne dont la surface est
recouverte d’une capsule fibreuse : la capsule de Glisson. Situé dans la partie supérieure droite de
I'abdomen sous le diaphragme, il est en partie protégé par les cotes. Chez 'Homme on décrit
extérieurement deux lobes principaux séparés par le ligament falciforme : le lobe droit (représentant
75% du volume) et le lobe gauche (25% du volume). Le foie représente environ 2% du poids corporel,
soit un poids moyen de 1,5kg, ce qui en fait I'organe le plus volumineux de I'organisme humain. Chez
un individu sain, le volume de cet organe connait des variations circadiennes importantes : son volume
varie de prés de 20% au cours de la journée (Leung et al., 1986). Ces variations de volume peuvent

s’expliquer par le contenu en glycogéne, le flux sanguin ou le contenu en fluides.

Chez la souris, le foie est composé de cing lobes inégaux : les lobes latéraux gauches et droit,
les lobes intermédiaires gauches et droit, le lobe carré et le lobe caudé. Parmi ces cinq lobes, le lobe
latéral gauche est le plus volumineux. Dans ce modéle murin, le poids du foie représente environ 4%
du poids corporel. Comme chez I'Homme, le volume hépatique connait de grandes variations diurnes :
ici le volume varie de 34% au cours de la journée. Ces variations s’expliquent notamment par une

accumulation de protéines (Sinturel et al., 2017).

Chez les mammiferes, le parenchyme hépatique s’organise en lobules hexagonaux, constituant I'unité
fonctionnelle, centrés sur une veine centro-lobulaire avec a chaque sommet, un espace porte ou triade
o R o , . , . .

portale composée d’une artere hépatique, d’une veine porte, et d’'un canalicule biliaire.

Le foie possede deux systemes circulatoires: un systeme sanguin et un systeme biliaire. La
vascularisation propre du foie est assurée par les artéres et veines hépatiques et draine aussi le sang
provenant de la totalité du tube digestif via la veine porte. Le foie est un des organes les plus

vascularisés de I'organisme, le débit sanguin hépatique est de 1,4L/min (soit 2000L/jour), et contient



environ 10% du volume sanguin total ce qui représente 20 a 25% du volume du foie. Cependant, le
mélange du sang artériel et veineux qui s’opére dans le foie entraine une faible pression en O, dans ce
tissu.
Au sein d’un lobule la pression en O, varie de la périphérie (forte pression en O,) vers le centre (faible
pression en O,. Ce gradient d’oxygéne permet de décrire trois zones (Lee-Montiel et al., 2017) (Fig 1) :
- Zone 1 ou zone périportale, fortement oxygénée
- Zone 2 ou zone de transition

- Zone 3 ou zone périveneuse, plus faiblement oxygénée.

]

\ 1

Zone 3 \Zone 2 1 Zone 1 1
.l :

1

i
1
[

Figure 1 : Zonation d'un lobule hépatique.

La pression en O,, comme la concentration en acides biliaires, décroit de la périphérie vers le centre du lobule hépatique et
permet de décrire trois zones. La zone 1, périphérique, présente une activité importante des voies de la néoglucogenése et de
la B-oxydation. La zone 3, centrale, présente une forte activité glycolytique. L’activité des différentes voies est assurée par un
gradient d’expression de la 8-caténine allant du centre vers la périphérie du lobule. VC : veine centrale

Le systeme biliaire se collecte de l'intérieur du foie vers I'extérieur. Les différents canaux
biliaires convergent en un conduit biliaire commun qui s’abouche dans I'ampoule bilio-pancréatique
de Vater via le conduit cholédoque. Les canalicules biliaires sont bordés par des cellules particulieres :
les cholangiocytes.

La vésicule biliaire mesurant de 8 a 10 cm de long et 4 cm de diameétre constitue la voie biliaire

accessoire. La vésicule se remplie a jeun et se vide au cours des repas.



2. Histologie

Le foie est composé de 80% d’hépatocyte et 20% d’autres cellules : cellules endothéliales,

cellules de Kupffer, cellules Stellaires, cellules ovales et cholangiocytes (Fig 2).

A. Organisation lobulaire B. Organisation intra-lobulaire
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Figure 2 : Structure et organisation du foie.

A. Organisation en lobules. Chaque lobule est délimité en périphérie par la présence de six triades portales composées d’une
artére hépatique, d’une veine porte et d’un canalicule biliaire. Au centre de chaque lobule se trouve une veine hépatique ou
veine centrale. B. Organisation intra-lobulaire. Au sein d’un lobule les hépatocytes sont organisés en travées délimitant des
capillaires sinusoides. C. Entre les hépatocytes et les capillaires sinusoides I'espace de Disse accueille les cellules ovales et les
cellules stellaires. Les macrophages résidents du foie ou cellules de Kupffer sont localisés dans les sinusoides.

a) Les Hépatocytes

Les hépatocytes sont des cellules binucléées polyédriques et polarisées : leur pole apical est
au contact des canalicules biliaires et leu pole basal est au contact des sinusoides. Leur demie vie est
de 200 jours chez le rat (MacDonald, 1961) et 300 jours chez ’'homme. Dans un foie sain une forte
proportion (60%) d’hépatocytes binucléés est observée. Le role de cette polyploidie pourrait étre
évolutif : le foie est constamment soumis a des agressions chimiques et/ou biologiques, augmenter le
nombre de copies d’ADN permettrait donc de prévenir les dommages cellulaires occasionnés par les

xénobiotiques (Duncan, 2013).



Il n’existe qu’un seul type d’hépatocyte mais I'expression des geénes differe selon leur localisation
(Braeuning et al., 2006) : proche de la veine porte les hépatocytes ont des fonctions oxydatives élevées
(gluconéogenese, B-oxydation, synthese du cholestérol...) alors que ceux proches de la veine centrale
vont permettre la dégradation des xénobiotiques, la synthese des acides biliaires et la glycolyse.
L’expression de ces différents génes et enzymes est sous la dépendance de la voie Wnt/ B-Caténine

(Benhamouche et al., 2006) (Fig 1).

En plus de leurs roles dans le métabolisme des lipides, protéines et glucides, les hépatocytes ont de

nombreuses autres fonctions.

1/ Synthése des acides biliaires : Une des fonctions les plus connues du foie est la synthése des

acides biliaires a partir de cholestérol au cours d’'une cascade biochimique faisant intervenir 17
enzymes (Russell, 2003). Grace a la synthese de ces composés les hépatocytes jouent un réle dans
I'absorption des lipides mais aussi dans le métabolisme du cholestérol. La bile synthétisée dans le foie

est collectée dans la vésicule biliaire avant de rejoindre le tube digestif.

2/ Détoxification : Le foie et principalement les hépatocytes sont le lieu de détoxification des

xénobiotiques notamment par les cytochromes P450 (CYP450). Ces enzymes permettent d’inactiver

les xénobiotiques et de faciliter leur excrétion par voie biliaire.

3/ Métabolisme du fer : Le fer est un ion essentiel a la survie de notre organisme en intervenant

dans de nombreuses réactions biochimiques mais aussi en permettant le transport de I'oxygene par
les globules rouges. Les hépatocytes jouent un réle majeur dans I’'homéostasie du fer en permettant

son stockage et sa détoxification grace a la ferritine.

4/ Synthése de facteurs sanguins : Le foie est le lieu de production de nombreux composant

du sang comme I'albumine, le complément ou certains facteurs de coagulation, notamment le facteur

VI, le fibrinogene et la pro-thrombine.

5/ Fonction « immune » : Les hépatocytes peuvent étre considéré comme des cellules

immune-like. En effet, ils expriment a leur surface de nombreux récepteurs canoniques de I'immunité
comme le toll-like receptor 4 (TLR4) ou le receptor for advenced glycation end-products (RAGE). Au

cours de la phase aiglie d’'un phénomeéne inflammatoire systémique et violent, les hépatocytes sont



capables de sécréter des protéines dites de phase aiglie. Parmi ces protéines on retrouve la protéine

C-réactive (CRP), I'haptoglobine ou le fibrinogene (Crispe, 2016).

b) Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales des sinusoides du foie ou liver sinusoidal endothelial cells (LSECs)
constituent un réseau capillaire extrémement dense et fenétré, sans lame basale, ce qui favorise les
échanges (Wisse, 1970). Les LSECs sont responsables de I’endocytose des macromolécules et
participent ainsi a leur clearance sanguine.

Le réle le plus surprenant des LSECs est associé a la capacité régénérative du foie. Aprés une lésion
hépatique (ex : hépatectomie partielle ou traitement au tétrachlorure de carbone, CCLs) les cellules
endothéliales vont servir de guides aux nouveaux hépatocytes pour restaurer la microarchitecture
hépatique (Hoehme et al., 2010). Dans ces conditions, la prolifération et la migration des hépatocytes
se fait sous le controle de facteurs secrétés par les cellules endothéliales : le facteur de croissance

hépatocytaire ou HGF (hepatocyte Growth Factor) et le ligand Wnt2 (Ding et al., 2010).

c) Les cellules de Kiippfer

Découvertes en 1876 par Karl Wilhelm Von Kipffer (Geerts, 2001), les cellules de Kipffer (CK)
sont les macrophages résidents du foie localisés dans les capillaires sinusoides (Fig 2C). Au cours de
I’embryogeneése les CK proviennent du sac vitellin (Gomez Perdiguero et al., 2015). Dans des conditions
basales, les CK dérivant du sac vitellin ne sont que peu remplacées par les monocytes circulants. Le
maintien de la population de CK est assuré par des mécanismes d’auto-renouvelement
indépendamment des monocytes circulants (Hashimoto et al., 2013).

Les CK constituent le systéme immunitaire résident du foie et constituent la premiére ligne de défense
contre les pathogénes dérivés du systeme digestif, les CK sont aussi responsables de I'endocytose de
débris cellulaires produits au cours d’épisodes nécrotiques périphériques ou hépatiques. Pour cela les
CK expriment a leur surface un grand nombre de pattern recognition receptors (PRR) comme les TLR4
et 9, les récepteurs au mannose ou les NOD-like receptors (NLR). L’activation de ces récepteurs par
leurs ligands respectifs ou 'endocytose des particules va permettre I'activation des CK (Canbay et al.,

2003).



Les CK activées vont induire, comme les macrophages, une réponse immune en secrétant des
cytokines pro-inflammatoires comme le tumor necrosis factor a (TNF-a) ou la high mobility group box

1 protein (HMGB1), mais aussi des chimiokines comme le chemokine ligand 2 (CCL2).

Les CK jouent un role clef au cours des lésions aigues du foie, comme lors d’une intoxication au
paracétamol (N-acétyl-para-aminophénol, APAP). Le paracétamol est normalement détoxifié par les
hépatocytes, en cas de surdosage, les systéemes de détoxification sont dépassés et un métabolite
toxique s’accumule, entrainant la nécrose des hépatocytes. Chez les patients, une intoxication au
paracétamol est responsable du développement d’une hépatite fulminante.

L'utilisation d’'un modele murin d’overdose de paracétamol permet de mettre en évidence le réle des
CK dans les agressions hépatiques aigues. En effet, pendant les phases précoces (0h-24h) de
I'intoxication la proportion de CK diminue suite a une infiltration de monocytes circulants recrutés
suite a la nécrose des hépatocytes. Durant cette phase, les CK et les monocytes ont un phénotype pro-
inflammatoire. Puis, dans les phases tardives (72h-120h), les CK s’auto-renouvellent et ont un

phénotype anti-inflammatoire, ce qui permet de favoriser la réparation du tissu (Zigmond et al., 2014).

La fibrose hépatique, résultant de mécanismes cicatriciels incontrdlés, est la conséquence
physiopathologique des affections chroniques du foie. Ce terrain fibrotique est favorable au
développement d’un carcinome hépatocellulaire (CHC). Dans ce contexte d’agression chronique les CK
jouent un double réle. En effet, les CK peuvent activer les myofibroblastes, cellules responsables de la
synthése de la matrice extracellulaire (MEC), par la sécrétion de facteurs de croissance comme le
transforming growth factor beta 1 (TGFB1) et le platelet-derived growth factor (PDGF). Dans le méme
temps, les macrophages résidants secrétent des protéases responsables de la dégradation de la MEC
(Ramachandran and Iredale, 2012). Ainsi, l'installation de la fibrose hépatique résulte d’un

déséquilibre trés subtil dans le controle des dépbts de MEC par les macrophages.

d) Les cellules Stellaires

Les cellules stellaires (CS) ou cellules hépatiques étoilées ont été découvertes par Kipffer en 1876 puis
ont été décrites comme des cellules de stockage de gras (fat-storing) par I’anatomiste Japonais Toshio
Ito en 1951. Elles représentent jusqu’a 8% des cellules hépatiques (Wake, 1980).

Ces cellules ont deux grandes fonctions :



- 1/ Le stockage de la vitamine A : les cellules stellaires regroupent a elles seules 90 a 95% des

stocks de vitamine A de I'organisme. La vitamine A est stockée sous forme d’acide rétinoique dans des

vacuoles lipidiques cytoplasmiques spécifiques des cellules stellaires (Blomhoff and Blomhoff, 2005).

- 2/ La synthése de matrice extracellulaire : lors de leur activation, suite a une lésion hépatique

ou un signal pro-inflammatoire, les cellules stellaires sont capables de se différencier en
myofibroblastes. A ce stade, les cellules stellaires activées sont capables de synthétiser de la matrice
extracellulaire. Suite a un agression aigue, les CS sont impliquées dans les phénomeénes de cicatrisation

et de prolifération des hépatocytes (Passino et al., 2007).

Au cours de la régénération hépatique, les cellules stellaires pourraient subir un phénomene
de transition épithélio-mesenchymateuse et se différencier en hépatocytes. Ainsi ces cellules

pourraient étre des progéniteurs épithéliaux dans le foie adulte (Kordes et al., 2014; Yang et al., 2008a).

e) Les cellules ovales

La capacité de régénération unique du foie sous-entend la présence des cellules progénitrices
au sein du tissu : les cellules ovales (Fig 2).
Les cellules ovales, localisées au niveau des canaux biliaires terminaux, ont la capacité de se
différencier en hépatocytes. Ainsi, la partie terminale de canaux biliaires constituerait la niche des
cellules progénitrices hépatiques (Paku et al., 2001).
Cependant, en condition normale, il semblerait que le renouvellement des hépatocytes soit assuré par
la division des hépatocytes préexistants (Malato et al., 2011). Dans le cadre d’une agression aigue, les
nouveaux hépatocytes ne dérivent pas des cellules ovales mais pourraient provenir de la division des
cellules déja existantes, le méme phénotype est observé lors d’'une hépatectomie partielle (Furuyama
et al.,, 2011; Malato et al., 2011). En revanche lors d’une agression chronique, les néo-hépatocytes
semblent provenir des cellules ovales (Malato et al., 2011).
Tous ces résultats suggerent que les mécanismes mis en jeux lors de la régénération hépatique sont
différents en fonction de la durée de I'agression. Lors d’une agression aigue, la régénération est
assurée par la division des hépatocytes préexistants qui retournent donc dans le cycle cellulaire
(Furuyama et al., 2011; Malato et al., 2011). Lors d’une agression chronique, la régénération du foie

est assurée par la division des cellules ovales qui se différencient ensuite en hépatocytes.



f) Les cholangiocytes

Les cholangiocytes sont les cellules épithéliales bordantes des canaux biliaires. Leur role
principal est de participer a la fabrication de la bile et a son avancée dans les canaux biliaires, a ce titre,
les cholangiocytes possedent un cil primaire au pole apical (Huang et al., 2006). Grace aux nombreuses
jonctions serrées entre les cellules, les cholangiocytes assurent I’étanchéité du systeme biliaire (Ishii
et al., 1989).

Les cholangiocytes et les hépatocytes dérivent de la méme cellule embryonnaire : I’hépatoblaste. La
différenciation hépatoblaste = hépatocyte suit un programme de différenciation « par défaut » alors
que la différenciation hépatoblaste = cholangiocyte se fait via une branche régulée du programme de

différenciation hépatoblaste > hépatocyte (Yang et al., 2017).

3. Les hépatokines

Le foie, comme le tissu adipeux et le muscle, est capable de sécréter des messagers hormonaux
appelés hépatokines.
Les hépatokines sont des messagers endocrines dont les tissus cibles sont divers et capables d’influer

sur le métabolisme gluco-lipidique (tableau 1).

Angiopoietin-related growth factor 6 (ANGPTL6): le foie est l'organe qui exprime
majoritairement I’ANGPTL6 et qui contribue majoritairement aux taux plasmatiques. En ce sens,
ANGPTL6 peut étre considérée comme une hépatokine.

Chez I’'Homme les concentrations circulantes d’ANGPTL6 sont élevées chez les patients atteints d’un
diabéte de type 2 et sont corrélées a la glycémie a jeun (Ebert et al., 2009).

Dans un modele murin, la délétion d’ANGPTL6 favorise le développement de I'obésité et d’'une
insulino-résistance associée. L'apparition de cette obésité spontanée peut s’expliquer par une
diminution globale de la dépense énergétique. Ainsi, ’ANGPTL6 peut étre considérée comme une

hépatokine pouvant limiter I'insulino-résistance associée a I'obésité (Oike et al., 2005).

Fetuin-A : la fetuin-A est une glycoprotéine majoritairement exprimée et sécrétée par le foie.
C'est la premiére hépatokine identifiée en 1989 comme étant un inhibiteur de la signalisation insuline
dans le foie et le muscle (Auberger et al., 1989). Son r6le sur la signalisation insuline est confirmé en

2002 : des animaux délétés pour la fetuin-A présentent une sensibilité a I'insuline accrue ainsi qu’une



résistance a I'obésité (Mathews et al., 2002). Ces résultats suggerent que la fetuin-A pourrait avoir un
réle majeur dans la régulation de la glycémie.

Chez 'homme il existe une association entre les concentrations circulantes de fetuin-A et des
composants du syndrome métabolique comme les triglycérides circulants ou les taux de cholestérol-
HDL (Ix et al., 2006).

De plus, la stéatose hépatique et la résistance a l'insuline sont associées a une augmentation de
I’expression de la fetuin-A aussi bien chez 'Homme que chez le rat (Stefan et al., 2006).

L’ensemble des données collectées jusqu’a présent démontrent que la fetuin-A est une hépatokine
importante dans le développement des maladies métaboliques et de la stéatose hépatique non

alcoolique.

FGF21 (Fibroblast growth factor 21) : FGF21 est I'une des hépatokines la plus étudiée et la
mieux caractérisée a I’heure actuelle. Découverte en 2000, ce membre de la famille des facteurs de
croissances fibroblastiques est majoritairement exprimé par les hépatocytes (Nishimura et al., 2000).
En 2005, la premiere étude portant sur les effets métaboliques de FGF21 est publiée, elle démontre
que ce facteur circulant favorise I'entrée du glucose dans les adipocytes de facon insulino-
indépendante, et son administration a des souris génétiquement obéses (souris ob/ob ou db/db)
permet de normaliser la glycémie et la triglycéridémie. L'amélioration des parametres plasmatiques
serait due a une augmentation de la dépense énergétique des souris traitées avec du FGF21
(Kharitonenkov et al., 2005). Publiés en 2007, les travaux des groupes de Maratos-Flier et Kliewer ont
permis de démontrer que I’"hépatokine FGF21 favorise I'utilisation des lipides notamment lors du jedne
ou d’un régime cétogénique. Au cours de ces périodes de carences énergétiques, I'expression
hépatique et les concentrations circulantes de FGF21 sont augmentées par un mécanisme PPARa
dépendant. Cette hépatokine participe a la mise en place de boucles autocrine et endocrine, en
favorisant la B-oxydation et synthése de corps cétoniques par le foie ainsi que I'entrée du glucose dans
les tissus périphériques (Badman et al., 2007; Inagaki et al., 2007). Ces résultats sont confirmés par
I'incapacité des animaux déficients en Fgf21 (FGF21KO) a adapter leur métabolisme lors d’un régime
cétogénique : contrairement aux animaux controles, les animaux FGF21KO gagnent du poids et

présentent une hyperglycémie associée a une lipémie augmentée.

Chez des patients atteints de diabéte de type 2 associé a I'obésité, les taux circulants de FGF21 sont
plus élevés comparativement a des patients normo-pondérés et non diabétiques (Chen et al., 2008).
Une étude conduite chez des jumeaux a montré que les individus avec des concentrations circulantes

de FGF21 plus élevées présentaient une insulinémie, une trigycéridémie a jeun, une sensibilité a
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I'insuline et une aire sous la courbe au cours d’une hyperglycémie provoquée par voie orale,
augmentées. En revanche, la comparaison de jumeaux entre eux révele que les taux de FGF21
circulants sont associés a la graisse hépatique plutét qu’a la graisse sous cutanée ou viscérale
(Tyynismaa et al., 2011), ainsi, FGF21 serait plus un marqueur de la stéatose hépatique que de I'obésité

globale.

Le FGF21 plasmatique a été proposé comme marqueur du bon fonctionnement des hépatocytes, car
d’une part les concentrations plasmatiques refléteraient la production hépatique, et d’autre part le
foie en conditions de stress pathologiques (stéatohépatite, cirrhose, hépatocarcinome) produit du

FGF21 en plus grande quantité (Yang et al., 2013).

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) : les IGFs sont une superfamille de facteurs de croissance
présentant une forte homologie structurelle et fonctionnelle avec I'insuline.
IGF-1 est exprimé dans de nombreux tissus, cependant, la majorité de I'lGF-1 circulant provient des
hépatocytes, a ce titre, I'IGF-I peut étre considéré comme une hépatokine.
Dans la circulation sanguine, I'lGF-1 est associé a une protéine de transport : I'IGF binding protein
(IGFBP). Ces protéines constituent un réservoir d’IGF dans la circulation sanguine et permettent aussi
le transport et la régulation des effets de I'lGF-1 au niveau des tissus périphériques (Stefan and Héring,
2013).
De fagon intéressante, I'administration a I'Homme d’IGF-1 recombinant a des effets similaires a
I'insuline sur la glycémie des sujets sains (Boulware et al., 1994) et permet d’améliorer la sensibilité a
I'insuline et le contrdle de la glycémie chez des sujets diabétiques de type 2 (Moses et al., 1996).
Chez des sujets présentant une stéatose, les taux circulants d’IGF-1 sont diminués par rapport a des
sujets controéles (Arturi et al., 2011), ce résultat suggéere que la concentration d’IGF-1 circulant pourrait
étre le reflet de la sensibilité hépatique a I'insuline et/ou du contenu hépatique en lipides.
Outre son role dans le métabolisme énergétique, I'lGF-1 joue aussi un role statural, en effet, la petite

taille des pygmeées serait due, entre autre, a une déficience en IGF-1 (Merimee et al., 1981).

Sélénoprotein P (SEP) : la SEP est une protéine produite et secrétée par le foie, impliquée dans
le métabolisme du sélénium.
De facon intéressante, la régulation de I'expression de la SEP est semblable a celle des enzymes
néoglucogéniques : son expression est induite par le glucose et inhibée par I'insuline, suggérant un lien
fort entre le métabolisme glucidique et la sécrétion de SEP. En effet, les concentrations circulantes de

SEP sont corrélées a la sévérité de la résistance a l'insuline, de plus, la concentration de SEP est
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augmentée chez des patients atteints de diabéte de type 2 comparativement a des sujets sains (Misu
et al., 2010).

In vivo, I'administration de SEP induit une résistance a l'insuline chez la souris, et son inhibition par
ARN interférant I'améliore. Dans le foie des souris, la phosphorylation de '’AMPK est diminuée apreés
un traitement a la SEP, sans changement du ratio AMP/ATP, et I'AICAR (5-aminoimidazole-4-
carboxamide-1-B-D-ribonucleoside), un analogue de I'AMP qui peut donc activer 'AMPK, permet de
bloquer les effets délétéres de la SEP sur la signalisation insuline d’hépatocytes en culture (Misu et al.,
2010), faisant de I’AMPK une cible potentielle de la SEP. Le traitement d’hépatocytes de rat en culture
avec la Metformine, un biguanide utilisé comme traitement antidiabétique, diminue I'expression et la
sécrétion de la SEP (Speckmann et al., 2008) et cette diminution peut participer a I'amélioration de la

sensibilité a I'insuline observée chez les patients traités avec la Metformine.

Sex hormone-binding globulin (SHBG): la SHBG est principalement secrétée par les
hépatocytes (Khan et al., 1981). Depuis sa découverte dans les années 1980 jusqu’en 2009, son réle
dans la régulation du métabolisme est resté inconnu. En 2009, deux approches basées sur la
randomisation Mendélienne ont pu mettre en évidence le role protecteur de la SHBG sur le
développement du diabéte de type 2 (Ding et al., 2009; Perry et al., 2010), les taux circulants de SHBG
pourraient méme étre un outil prédictif dans le survenue du diabete de type 2.

Dans un modeéle murin exprimant la SHBG humaine, un régime enrichi en glucose et fructose diminue
I’expression de SHBG par un mécanisme HNF-4a dépendant (Selva et al., 2007).

Une intervention dans le style de vie qui a pour effet de diminuer la stéatose peut augmenter les taux
circulants de SHBG (Stefan et al., 2010). Malgré toutes les études parues a ce jour, les mécanismes

d’action de la SHBG sont méconnus.
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Hépatokine

Effets

Chez 'Homme

Chez I’animal ou la cellule

Angiopoietin-related

1 Résistance a

1 Dépense énergétique

J Obésité

Bénéfique

I'insuline

protein 6 I'insuline { Stéatose hépatique
{ Résistance a I'insuline
N Stéatose hépatique
N Résistance a
I'insuline N Obésité
N Inflammation de N Résistance a l'insuline
Fetuin-A Délétere
bas bruit N Maladies cardio-
N Diabéte de type 2 vasculaires
N Maladies cardio-
vasculaires
N Obésité
1 Dépense énergétique
FGF-21 N Stéatose hépatique
{ Résistance a l'insuline Bénéfique
1 Résistance a
N Survie des cellules B
I'insuline
T/ Résistance a
IGF-I M/ Résistance a l'insuline

Selenoprotein P

1 Résistance a
I'insuline
M Inflammation de

bas bruit

1 Résistance a l'insuline

Délétere

Sex hormone-binding

globulin

J Obésité

{ Stéatose hépatique
J Résistance a I'insuline
{ Diabéte de type 2

J Atteintes cardio-

vasculaires

Bénéfique

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des effets et tissus cibles des principales hépatokines.
D’apres Stefan et Haring (Stefan and Hdring, 2013).
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B. Le foie, un organe clef du métabolisme énergétique

Le foie est I'organe clef du métabolisme énergétique : en effet, en fonction des besoins de I'organisme
il est capable de produire, stocker et libérer des substrats énergétiques. Ainsi, le foie est capable de
stocker le glucose sous forme de glycogene (glycogénogenése), de synthétiser du glucose de novo
(néoglucogenese) ou de l'utiliser pour la production d’énergie (glycolyse). Les lipides constituent
I'autre substrat énergétique de l'organisme, le foie est capable de les stocker sous formes de
triglycérides (TG), de les synthétiser (lipogenese de novo, LDN) et de les secréter dans la circulation
sanguine sous forme de lipoprotéines de faible densité (VLDL). Enfin, les lipides peuvent étre dégradés
au cours de la B-oxydation pour produire de I'énergie. Lors de périodes de jeline prolongé, le foie est

capable de produire et d’exporter des substrats énergétiques, dérivés des lipides : les corps cétoniques

(Fig 3).

1. Métabolisme glucidigue hépatique

a) Entrée du glucose dans I’hépatocyte

L’entrée du glucose (et du fructose) dans I'hépatocyte se fait par le glucose transporter 2
(GLUT2). De fagon surprenante, la délétion de Glut2 dans I’'hépatocyte permet le développement d’une
intolérance au glucose secondaire a un défaut de sécrétion d’insuline par le pancréas. Ainsi, la
détection du glucose par I'hépatocyte constitue un élément majeur du maintien de I’homéostasie
glucidique (Seyer et al., 2013).

Les transporteurs GLUTs sont des protéines a douze hélices transmembranaires qui forment un pore
transmembranaire perméable aux oses. GLUT2 a la particularité de permettre le transport du glucose
de facon bidirectionnelle en fonction de sa concentration. L'expression et la fonction de ce
transporteur sont indépendantes de l'insuline. Le foie est le premier organe rencontré par le glucose
en provenance du tube digestif et I’entrée du glucose dans cet organe se fait de facon concentration
dépendante ainsi, le foie constitue I'organe de stockage du glucose par excellence.

Dés que la glycémie augmente, le glucose entre dans les hépatocytes ou il est phosphorylé par la
glucokinase (GK). Le glucose-6-Phosphate (G6P) ainsi formé ne peut pas ressortir de la cellule.

Afin d’éviter qu’une hypoglycémie ne soit induite par une entrée massive de glucose dans I’hépatocyte,

I'activité et I'expression de la GK sont étroitement contrblées par I'insuline.
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En période post prandiale, lorsque le glucose est abondant, les taux d’insuline sont élevés. Ces taux
d’insuline élevés induisent I'expression de la GK de fagcon dose dépendante (lynedjian et al., 1989), la
régulation de I'expression du gene de la GK passe notamment par le facteur de transcription sterol
regulatory element-binding protein 1-c (SREBP1-c). En situation de je(ine, I’activité de la GK est inhibée
par la glucokinase regulatory protein (GKRP) (Schaftingen, 1989) : la GKPR séquestre la GK dans le
noyau, lorsque la concentration de glucose intracellulaire augmente I'interaction GK-GKRP est rompue
et la GK se retrouve dans le cytoplasme.

La phosphorylation du glucose constitue I'’événement majeur qui lui permet d’étre métabolisé par la

cellule hépatique.

Une fois dans I’hépatocyte, le glucose va pouvoir rejoindre différentes voies métaboliques : la
voie de la glycolyse pour la production d’énergie, la voie de la glycogénogenése pour la constitution
de réserves énergétiques glucidiques ou la voie de la lipogénese de novo (LDN) pour la constitution de

réserves lipidiques.

Glycogénogenése Glycolyse Cétogénase
Glycogéne 1 m— Glucose-6-Phosphate — Acetone ou BHEB

Néoglucogénogenése

Lipogenése de novo

. Oléate (C18:1)
Glucose i
Cycle de Krebs Palmitoléate (C16:1)
Glycogénolyse

Oxydation des lipides

Glucose-6-Phosphate

— Acides gras

Figure 3 : Interaction des voies biochimiques hépatocytaires.
L’hépatocyte est une cellule capable de fournir de I’énergie au reste de I'organisme quel que soit le type de substrat disponible.
Le cycle de Krebs, en fournissant des substrats aux autres voies biochimiques est au centre de cette flexibilité métabolique.
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b) Production d’énergie a partir du glucose : la glycolyse

La glycolyse (voie d’Embden-Meyerhoff) ou voie des pentoses phosphates permet d’oxyder le
glucose et de produire de I’ATP et du pyruvate (Fig 4).
Cette cascade biochimique, qui peut avoir lieu dans la majorité des organes, se déroule dans deux
compartiments cellulaires distincts : la premiere parie a lieu dans le cytoplasme et la seconde prend
place dans la mitochondrie.

La premiére phase, cytoplasmique, comporte huit réactions permettant la formation de
pyruvate a partir de glucose.
Apres sa formation dans le cytoplasme, le G6P est converti en Fructose-6-Phosphate (F-6-P) par la
Phosphoglucose Isomérase. Le F-6-P est ensuite converti en Fructose-1,6-bis-Phosphate (F-1,6-P) par
la Phosphofructokinase (PFK). Le clivage du F-1,6-P génere deux molécules a trois carbones : le 3-
phospho-glycéraldéhye (3-PG) et le dihydroxyacétone phosphate (DHAP), ce dernier est isomérisé par
la triose phosphate isomérase en 3-PG.
Chaque 3-PG est converti en 1,3-bis-phosphoglycérate par la phosphoglycérate hydorgénase puis en
3-phosphoglycérate par la phosphoglycérate kinase. La phosphoglycérate mutase permet de générer
un 2-phosphoglycérate, puis sous 'action de I'enolase, du phosphoenolpyrvate (PEP) est généré.

Finalement, le PEP est converti en pyruvate sous I'action de la pyruvate kinase (PK).

Le pyruvate est transporté dans la mitochondrie par le transporteur mitochondrial du pyruvate (TMP),
en présence d’ions K*. Une fois dans la mitochondrie, le pyruvate est oxydé et décarboxylé par le
complexe pyruvate déshydrogénase (PDH) pour donner de I'acétyl-CoA. L'acétyl-CoA entre dans le
cycle de Krebs qui permet par des réactions d’oxydo-réductions de générer un gradient d’ions H*. Ce
gradient d’ion permet d’entrainer un enzyme : I’ATP-synthase qui permet de générer de I’ATP a partir
d’ADP.

Ce processus catabolique est activé par I'insuline qui est responsable de la déphosphorylation des PFK,

PK et PDH, le glucagon freine leur activité en induisant leur phosphorylation.
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Glucose

Glucokinase

Glucose-6-P

Glycolyse

| Phosphoglucalsomirase

Fructose-6-P

| Phesphofructokinase
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G-3-p +=—— DHAP

| 3-5-F Deshydrogenase \l

1,3-diphosphoglycerate

|Phosphagly{ér:|te Kinase l

3-phosphoglycérate

| Phosphoglycérate Mutase | l

2-phosphoglycérate
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1
|
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L

Cda I

| Pyruvate Kinase l

Pyruvate

Figure 4 : La glycolyse hépatique.

Des son entrée dans I'hépatocyte, le glucose est converti en glucose-6-phosphate, qui va devenir, apres une suite de réaction
enzymatique, une molécule de pyruvate. Le pyruvate est converti, dans la mitochondrie, en acétyl-CoA utilisé pour générer de
I’ATP grdce au cycle de Krebs. G-3-P: glycéro-3-phosphate, DHAP: dihydroxyacétone phosphate, PEP: phosphoénol-pyruvate,
PDH : pyruvate déshydrogénase, CdK : cycle de Krebs.

c) Stockage d’énergie a partir du glucose : la glycogénogenése

La glycogénogenese est une voie biochimique permettant de former un polymére ramifié de
glucoses liés en al-4 avec des ramifications en al-6 : le glycogene (Fig 5). Cette macromolécule est la
« matiere glycogene » décrite par Claude Bernard dans les années 1850 (Bernard, 1853).

La constitution de tels polyméres permet de rendre osmotiquement inactif le glucose et ainsi de créer
des stocks beaucoup plus importants. Une fois synthétisé, le glycogene est stocké dans le cytoplasme

sous forme de granules de 20 a 30nm appelés glycosomes (Rybicka, 1996).
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Pour étre ajouté au polymere, le G6P doit étre converti en uridine-di-phosphate-glucose (UDP-
Glucose). Le G6P est converti en glucose-1-phosphate (G1P) sous I'action de la phosphoglucomutase
(PGM). Le G1P est combiné a un uridine-tri-phosphate (UTP) pour donner de I"UDP-Glucose sous
I'action de I’'UDP-Glucose-phosphorylase. L'UDP-Glucose est finalement ajouté au glycogéne
préexistant par la glycogene synthase (GS). Au terme de sa synthése, une molécule de glycogéne peut
contenir jusqu’a 30 000 glucoses.

Les branchements a1-6 sont réalisés par la glycosyl-4,6-tansferase.

Glycogénogenése

Glucose-6-Phosphate

| Phosphoglucomutase

Glucose-1-Phosphate

| UDP-Glucose-Fyrephasphorylase  »

UDP-Glucose

Glycogéne Synthase

L

Glycogine n+1

| Glycosyl-1,6-Transferase

Glycogéne n+l branché

Figure 5 : La glycogénogenése hépatique.

La glycogénogenese permet la formation et I’élongation du glycogéne. Le glucose-6-phosphate est « activé » par ajout d’une
uridine. L’"UDP-glucose ainsi généré est ajouté au glycogéne suite a I’action de la glycogéne synthase. Le glycogene peut étre
ramifié suite a I'action de la glycosyl1-1,6-transferase. UDP : uridine di-phosphate.

La synthése de glycogéne est régulée soit par le G6P qui permet une activation allostérique de
la GS soit par des messagers hormonaux. En effet, la balance insuline/glucagon favorise la synthése ou
la dégradation du glycogéne : en présence de fortes concentrations d’insuline, la GK est activée ce qui
permet une synthése de glycogéne augmentée.

En revanche, en période de jeline, les taux d’insuline sont effondrés et ceux de glucagon
augmentent. L'augmentation des concentrations de glucagon va permettre d’activer la cascade de
dégradation du glycogéne : la glycogénolyse (Fig 6). Cette cascade commence par I'hydrolyse du
glycogéne par la glycogéne phosphatase (GP) et la libération du G1P. Sous I'action de la PGM, le G1P
est converti en G6P pouvant étre soit exporté hors de I’'hépatocyte aprés action de la glucose-6-

phosphatase (G6Pase) ou dirigé vers les autres voies biochimiques de I'utilisation du glucose.
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La synthése de glycogéene est aussi régulée de fagon insulino-indépendante par le fibroblast
growth factor 19 (FGF19 ; aussi appelé FGF15 chez le rongeur). FGF19 fait partie de la super famille des
FGFs qui gouverne le métabolisme nutritionnel.

FGF19 est une entérokine secrétée dans la circulation sanguine suite a la capture des acides biliaires
par I'entérocyte ayant comme fonction premiere de participer a la régulation de la synthese des acides
biliaires par I'axe entéro-hépatique (Inagaki et al., 2005).

A I'état basal, I'activité de la GS est inhibée par la glycogéne synthase kinase-beta (GSK3p). La liaison
de FGF19 sur son récepteur (FGFR4-BKlotho) entraine la levée de cette inhibition et I'activation de la

synthése de glycogene.

Glycogénolyse

Glycogéne

’ Glycogene Phosphatase

Glucose-1-Phosphate

’ Phosphoglucomutase

y

Glucose-6-Phosphate

’ Glucose-6-Phosphatase

Glucose

Figure 6 : La glycogénolyse hépatique

Le glycogéne est dégradé par I'action de la glycogéne phosphatase qui permet la libération d’un glucose-1-phosphate. La
phosphoglucomutase permet la conversion du glucose-1-phosphate en glucose-6-phosphate. L’action de la glucose-6-
phosphatase permet la libération d’un glucose.

d) La néoglucogenése

La néoglucogenéese (NGG) permet de synthétiser du glucose a partir de résidus non glucidiques
(Fig 7). Chez les mammifeéres, la NGG a lieu majoritairement dans le foie et permet de maintenir la
glycémie stable lorsque les stocks de glycogénes sont épuisés, lors d’un je(ine prolongé ou d’un
exercice physique.
La formation de glucose s’opére a partir d’acides aminés glucoformateurs comme le pyruvate ou le

lactate provenant de la circulation générale.
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Dans le cas du pyruvate, la pyruvate carboxylase va produire un oxaloacétate (OAA) qui sera converti
en PEP sous I'action de la PEP-carboxykinase (PEPCK). Le PEP, grace a des réactions inverses a celles de
la glycolyse va pouvoir étre transformé en glucose, puis libéré dans la circulation sanguine.

Le lactate qui provient majoritaire de la contraction musculaire est converti en pyruvate sous I'action

de la lactate déshydrogénase avant de rejoindre la voie classique de la NGG.

Néoglucogenése

Pyruvate

’ Pyruvate carboxylase

Oxaloacétate

PEP

Enolase

’ Phosphoglycérate mutase

3-Phosphoglycérate

’ Phosphoglycérate kinase

1,3-diphosphoglycerate

Fructose-1,6-diphosphate

Fructose-1,6-diphosphatase

Fructose-6-phosphate

Isomérase

Glucose-6-phosphate

Glucose-6-Phosphatase

Glucose

Figure 7 : La néoglucogenése hépatique.

Le pyruvate est transformé en oxaloacétate, pris en charge par la PEPCK pour former une molécule de PEP. Plusieurs réactions
enzymatiques permettent la formation d’un fructose-1,6-biphosphate qui, aprés I’action de la fructose-1,6-biphosphatase et
d’une isomérase, devient un glucose-6-phosphate, puis un glucose aprés I'action de la G-6-Pase. PEP: phosphoénol-pyruvate,
PEPCK: PEP carboxykinase.

L'activité de cette voie est sous la dépendance de I'activité de la PEPCK : en présence de
glucose, la PEPCK est acétylée par I'acétyl-transferase p300 ce qui conduit a son ubiquitinylation et a
sa dégradation par le protéasome (Jiang et al., 2011). D’une facon plus générale, I'ensemble des

enzymes du métabolisme sont régulées par de acétylations ce qui suggérent que ce type de
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modifications post traductionnelles joue le role de senseur de I'état énergétique de la cellule (Zhao et

al., 2010b).

La voie de la NGG est activée suite a une période de jeline prolongée, c’est-a-dire lorsque les
taux circulants de glucagon sont les plus élevés. Le glucagon en se fixant a son récepteur induit une
cascade de signalisation aboutissant a la production d’AMP cyclique (AMPc) et I'activation du facteur
de transciption cAMP Response Element Binding Protein (CREBP). CREBP est capable d’induire
directement I'expression de la PEPCK en se fixant sur son promoteur mais aussi indirectement en
permettant I'activation du Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha

(PGC1a) (Herzig et al., 2001).

La balance entre NGG et glycolyse est finement régulée par l'insuline et le facteur de
transcription forkhead box protein O1 (FOXO1). En condition basale, le dimere FOXO1-SIN3A est
présent sur le promoteur de la GK et inhibe son expression. Dans cette méme condition, FOXO1
favorise I'expression de la glucose-6-phosphatase. En présence d’insuline, SIN3A quitte le noyau et la

transcription de la GK est induite alors que celle de la G6Pase est inhibée (Langlet et al., 2017).

2. Métabolisme lipidique hépatique

Chez les mammiferes il n’existe qu’un seul tissu de stockage a long terme des lipides : le tissu adipeux.
Le foie, en condition physiologique, stocke les lipides de fagon transitoire : ils seront utilisés ou secrétés
lors des périodes de jeline sous forme de very low density lipoprotein (VLDL).

Il existe trois sources de lipides : I'alimentation, les lipides provenant de la lipolyse du tissu adipeux et

les lipides produits par la voie de la lipogenése de novo hépatique.

a) Entrée des lipides dans I’hépatocyte

Les lipides alimentaires vont étre absorbés au niveau de I'entérocyte avant d’étre secrétés
dans la circulation sanguine au sein de chylomicrons.
La lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme présente dans de nombreux tissus et notamment a la
surface des capillaires sinusoides péri-portaux du foie (Camps et al., 1991). La LPL hydrolyse les TG

contenus dans les chylomicrons pour donner des acides gras libres (AGL).
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L'entrée des AGL dans I’hépatocyte se fait en fonction de leur concentration soit par diffusion passive
au travers de la membrane des hépatocytes soit par les transporteurs spécifiques fatty acid transport
protein (FATP) ou fatty acid translocase (FAT, CD36). Une fois dans I’hépatocyte, les acides gras a
longue chaine (14 carbones ou plus) sont pris en charge et activés soit par la fatty acid binding protein
(FABP) soit par I'acylCoA synthétase (ACS) (Nguyen et al.).

Les acides gras libres liés a la FABP vont pouvoir étre transloqués dans le noyau pour réguler
I’'expression des genes. En effet, de nombreux facteurs de transcriptions régulant I'expression des
génes du métabolisme ont pour ligands endogénes des lipides ou dérivés lipidiques. A titre d’exemple,
les acides gras polyinsaturés de la famille des Q3, C20 et C22, peuvent agir sur le sterol regulatory
element-binding protein 1c (SREBP 1c) ou le liver-X receptor a (LXRa) pour supprimer la lipogenése.
Ces acides gras peuvent aussi augmenter la B-oxydation en activant le peroxysome proliferative
activating receptor a (PPARa) (Jump, 2002). Le récepteur PPARy pourrait étre activé par certains lipides
oxydés ou des prostaglandines (Itoh et al., 2008).

La liaison a FABP ou ASC permet « 'activation » des acides gras, ce qui les rend métabolisables par la
cellule, soit pour entrer dans les voies de synthéses des TG ou des phospholipides, soit pour produire

de I'énergie par oxydation.

b) Production d’énergie a partir des lipides

En conditions de jeline, le foie est capable d’oxyder les lipides pour produire de I'énergie sous
forme d’ATP ou de corps cétoniques. Les corps cétoniques sont des dérivés d’acides gras utilisés par

tous les organes et notamment le cerveau pour produire de I'énergie en situation de je(ine prolongé.

(1) Les B-oxydations

La dégradation des acides gras se fait dans deux compartiments cellulaires bien distincts : le
peroxysome ou la mitochondrie (Fig 8). Le choix de I'organelle se fait selon la nature des acides gras :
les acides gras a trés longue chaine (VLCFA) sont oxydés dans le peroxysome alors que les acides gras
a chaine moyenne ou courte sont principalement oxydés dans la mitochondrie.

Quelle que soit leur nature les AG doivent étre activés, c’est-a-dire conjugués a un acétyl-CoA par |'acyl-
CoA synthase. Leur passage au travers des membranes des organites se fait via les carnitine-

acyltransférases peroxysomale et mitochondriale.
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(a)  B-oxydation peroxysomale

Les peroxysomes sont des organites cytoplasmiques dont la taille varie de 0,1 a 1um,
spécialisés dans le métabolisme des acides gras et des acides aminés, particulierement abondants dans
les hépatocytes.

La B-oxydation peroxysomale requiére I'activité de trois enzymes : I'acyl-CoA oxydase, I'enzyme bi-
fonctionnelle enoyl-CoA hydratase/hydroxyacyl-CoA déshydrogénase et la ketoacyl-CoA thiolase
(Reddy and Hashimoto, 2001).

La B-oxydation peroxysomale ne produit pas d’énergie a proprement parler mais produit de I'acyl-CoA

métabolisable par le cycle de Krebs.

(b)  B-oxydation mitochondriale

La B-oxydation mitochondriale a lieu dans la matrice mitochondriale. Le transfert de I’acyl-CoA
du cytoplasme vers la matrice se fait par la navette de la carnitine : dans un premier temps, I'acyl-CoA
est converti, par la carnitine palmitoyl transferase 1a (CPT1a), en acyl-carnitine qui diffuse dans
I’espace inter-membranaire par une porine. Le passage dans la matrice mitochondriale est couplé a
I’export de carnitine et se fait sous I'action de la CACT (carnitine-acylcarnitine transferase), une fois

dans la matrice, I'acyl-carnitine est converti en acyl-CoA par la carnitine palmitoyl transferase 2 (CPT2).

La dégradation des acides gras fait intervenir quatre réactions. La premiere réaction voit la
conversion de I'acyl-CoA en trans-A%-Enoyl-CoA sous l'action de I’Acyl-CoA déshydrogénase. La
seconde étape est catalysée par I'enoyl-CoA hydratase et permet de générer un B-hydroxyacyl-CoA.
L'oxydation du B-hydroxyacyl-CoA par la 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase permet la formation de
B-cétoacyl-CoA. La derniere étape permet la dégradation du cétoacyl-CoA en Acetyl-CoA avec la
production d’un acyl-CoA. Ces réactions s’enchainent jusqu’a ce que toute la chaine carbonée soit
« découpée » en acétyl-CoA. Ces quatre réactions constituent un tour de I’'hélice de Lynen : chaque
tour permet de raccourcir I'acide gras de deux atomes de carbone en produisant un acétyl-CoA ainsi
gu’une molécule de FADH; et une de NADH.

Les électrons a fort potentiel du FADH; et du NADH permettent d’entrainer I’ATP synthase et de

produire de I'énergie sous forme d’ATP.
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L’acétyl-CoA généré rejoint soit le cycle de Krebs pour y étre oxydé et générer de I’ATP soit la voie de
la cétogenese en condition de jeline long. L’acétyl-CoA est également le substrat privilégié de la voie

de la lipogénese de novo.
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Figure 8 : Oxydation des lipides dans I’hépatocyte.

Dans le peroxysome, I'entrée des acyl-coA a trés longue chaine (VLCFA-coA) se fait grdce a la carnitine
acyltransférase peroxysomale. L’acyl-coA oxydase génére un énoyl-coA, pris en charge par une énoyl-coA
hydratase qui génére un 3-hydroxyacyl-coA. Une molécule de 3-cétoacyl-coA est produite aprés I'action d’une 3-
hydroxyacyl-coA déshydrogénase (3HAD), puis la céthiolase génére un acyl-coA, réduit de deux carbones, qui subit
les mémes réactions, et un acétyl-coA qui est transformé en acétyl-carnitine. Cet acétyl-carnitine peut entrer dans
la mitochondrie pour générer de I’énergie en entrant dans le cycle de Krebs. Les acyl-coA possédant moins de 20
carbones entrent dans la mitochondrie par la CPT1a et arrivent dans la matrice mitochondriale. L’acyl-coA
déshydrogénase génere un énoyl-coA, qui est transformé par I’énoyl-coA oxydase en un 3-hydroxyacyl-coA.
L’hydroxyacyl-coA déshydrogénase génére un 3-cétoacyl-coA. La céthiolase génére alors un acyl-coA réduit de
deux carbones, et un acétyl-coA, qui entre dans le cycle de Krebs (CdK) puis dans la chaine respiratoire ou I’ATP
est formée. L’acétyl-coA est également le substrat de la cétogenése en condition de jeline prolongé.

CPT1 est considéré comme I'enzyme limitante de la B-oxydation. L'activité de cette enzyme
est inhibée par le malonyl-CoA produit par I’ACC2 au cours de la premiére étape de la LDN (Brindle et
al., 1985). Par ce mécanisme il existe un lien fort entre I'activité de la LDN et celle de la B-oxydation.
ACC2 est exprimée au niveau de la membrane mitochondriale (Abu-Elheiga et al., 2000) et
contrairement a ACC1, sa délétion génique n’est pas létale mais associée a une augmentation de la B-
oxydation (Abu-Elheiga et al., 2003). Il semble donc que I’ACC2 constitue un senseur mitochondrial de

I'activité de la LDN. En effet, grace a leur grande homologie, ACC1 et ACC2 ont le méme mécanisme de
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régulation. La présence d’ACC2 a la membrane mitochondriale pourrait éviter la mise en place d’un

cycle futile entre la LDN et la B-oxydation.

(2) La cétogenese

La cétogenese ou synthése des corps cétoniques est activée des lors que I'organisme ne peut
plus consommer de glucose, comme c’est le cas lors d’un jeline prolongé ou dans le cadre du diabéte.
La cétogenese se déclenche lorsque I'OAA est préférentiellement dirigé vers la voie de Ia
néoglucogeneése ralentissant ainsi le fonctionnement du cycle de Krebs.

L'acétyl-CoA excédentaire est dirigé vers la synthése de corps cétoniques. Dans la matrice
mitochondriale deux acétyl-CoA sont condensés par la B-cétothiolase pour donner un acétoacétyl-CoA.
L'HMG-CoA (Hydroxy-3 methylglutaryl coenzyme A) synthase rajoute un troisieme acétyl-CoA pour
former un HMG-CoA, ce composé est aussi le précurseur du cholestérol. C'est pourquoi, certaines
statines sont susceptibles de diminuer la production de corps cétoniques (Sato et al., 1998).
L'HMG-CoA lyase permet la libération d’acétylacétate. La 3-hydroxybutyrate déshydrogénase permet
la conversion de l'acétylacétate en B-hydorxybutyrate (BHB). La formation d’acétone se fait par
décarboxylation de I'acétylacétate de facon spontanée ou médiée par |'acétylacétate décarboxylase.
Ainsi, la cétogenése permet de former trois corps cétoniques : I'acétylacétate, le BHB qui est le plus
abondant et I'acétone (Fig 9).

L'intérét des corps cétoniques est de convertir des acides gras en molécules solubles dans I’eau, ce qui
permet une redistribution rapide de I’énergie dans I'organisme sans utiliser de protéines de transport.
La cétogenese permet également d’épargner le glucose pour les cellules qui sont exclusivement
dépendantes du glucose, et de limiter la protéolyse musculaire qui a lieu pendant le je(ine.

Une fois dans les cellules cibles, comme les neurones, les corps cétoniques sont dégradés au cours de
la cétolyse. La thiophorase convertit un acétoacétate en acétoacétyl-coA, qui va subir la B-oxydation,
puis le cycle de Krebs et la chaine respiratoire générent de I'énergie sous forme d’ATP.

La grande majorité des acides gras utilisés au cours de la cétogenese proviennent de la lipolyse du tissu
adipeux. La cétogenese est activée par le glucagon et inhibée par l'insuline, de plus, les corps
cétoniques exercent un rétrocontrole sur leur synthése ce qui permet d’éviter I'accumulation de ces
derniers et la mise en place d’une acidocétose métabolique pouvant entrainer la mort.

La LDN et la cétogenése sont en compétition pour la disponibilité en acétyl-CoA : ainsi la cétogenese

pourrait limiter le développement de la stéatose hépatique (Cotter et al., 2014).
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Figure 9 : La cétogenése hépatocytaire.

Deux acétyl-CoA sont assemblés en acétoacétyl-CoA par I'action de la thiolase. La HMG-coA Synthase génére un 8-hydroxy-6-
méthylglutaryl-coA (HMG-coA) qui, apres I’action de la HMG-coA Lyase est transformé en acétoacétate. Cet acétoacétate peut
étre transformé en acétone ou en B-hydroxybutyrate (8-HB), selon qu’il est décarboxylé, ou pris en charge par la 8-HB
déshydrogénase.

La B-oxydation est la voie essentielle pour I'adaptation du métabolisme hépatique au cours
d’un régime cétogénique. Le régime cétogénique est une alimentation dont la quasi-totalité des
apports énergétiques se fait sous forme de lipides. Un modeéle murin déficient CPT2 spécifiquement
dans les hépatocytes, donc incapable d’oxyder les lipides au niveau de la mitochondrie, voit sa capacité
a produire des corps cétoniques amoindrie au cours d’un régime cétogénique. En revanche ce modéle
tolere parfaitement les courtes périodes de jeline, lorsque le glucose peut-étre fourni par la
glycogénolyse (Lee et al., 2016).

Tous ces résultats suggerent une utilisation séquentielle des substrats : dans un premier temps,
I’énergie nécessaire au fonctionnement de I'organisme provient de la glycogénolyse hépatique puis
dans un second temps lorsque la lipolyse adipocytaire fonctionne a son maximum, les lipides sont
catabolisés et les corps cétoniques formés sont exportés vers les tissus périphériques pour assurer le

fonctionnement de la béta-oxydation.
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c) La Lipogenése De Novo hépatocytaire et synthese de triglycérides

La LDN permet de transformer les substrats énergétiques non lipidiques en lipides. La LDN est
une voie biochimique utilisée par plusieurs organes dans notre corps, comme le tissu adipeux blanc, le
foie ou les muscles squelettiques dans le but de stocker ou d’estérifier des AG toxiques en espéces
inertes : les triglycérides (TG). Parmi ces tissus, le tissu adipeux est celui qui utilise principalement cette
voie dans son role de tampon et de stockage des lipides. La LDN adipocytaire permet de stocker I'excés
d’énergie sous forme de TG. Au contraire du foie, le tissu adipeux est un organe spécialisé dans le
stockage des lipides. Dans le foie, les TG synthétisés vont pouvoir soit étre catabolisés par I’'hépatocyte
soit étre exportés dans le reste de I'organisme sous forme de VLDL. Les cascades biochimiques dans
ces deux organes sont semblables, cependant, la LDN adipocytaire a été étudiée plus en profondeur.
Cette cascade biochimique (Fig 10) fait intervenir de facon séquentielle six enzymes limitantes : (i)
I’ATP-Citrate Lyase (ACLY), (ii) I'Acétyl-CoA Carboxylase 1 (ACC1), (iii) la fatty acid synthase, (iii)
I’Elongation of very long chain fatty acids protein 6 (ELOVL6) et (iv) la stéaryl-CoA 9-désaturase (SCD1).
D’un point de vue évolutif, la LDN permet de transformer un substrat énergétique abondant mais faible
en énergie métabolisable (les glucides) en substrat plus riche en énergie métabolisable. En effet,
I’apport énergétique des glucides est de 17klJ.g* alors que celui des lipides est de 38kJ.g™.

Bien que comparable en terme de produit, il semble que I'activation de cette voie dans le foie ou dans
le tissu adipeux ait des conséquences physiopathologiques différentes. En effet, dans le foie, il semble
que l’activité de la LDN soit augmentée lors de la résistance a I'insuline, cette augmentation d’activité
pourrait étre en partie responsable de I'installation d’une stéatose hépatique (Donnelly et al., 2005).
En revanche dans le tissu adipeux, I'augmentation de I'activité de cette voie est associée a une
meilleure « santé métabolique » (Scheja and Buettner, 2016). Tous ces résultats pris ensemble

semblent indiquer que, contrairement au tissu adipeux, la LDN hépatique serait délétére

(i) ATP-Citrate Lyase

Le substrat principal de la LDN est I'acétyl-Co Enzyme A (AcétyCoA) produit lors du cycle de Krebs.

Ala sortie du cycle de Krebs, le citrate est converti en Acéty-CoA par I’ATP-Citrate-Lyase (ACLY).

L’ACLY est un tétramere cytoplasmique retrouvé au niveau des microsomes d’environ 440kDa dont

I’ADNCc a été isolé en 1984 (Sul et al., 1984) chez la souris et en 1992 chez I'Homme (Elshourbagy et al.,
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1992). L'activation de I'’enzyme se fait par phosphorylation médiée par la PKA ou le glucagon ou niveau

de la serine 3 (Pierce et al., 1981).
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Figure 10 : La lipogenése de novo et la synthése de triglycérides hépatocytaire.

Le citrate issu de la glycolyse est transformé en acétyl-coA par I’ATP-citrate lyase (ACLY), puis enalonyl-coA par I'acétyl-coA
carboxylase 1 (ACC1). La Fatty Acid Synthase (FAS) crée un acyl-coA, qui subit des réactions successives de condensations
décarboxylatives pour aboutir a une molécule de palmitate. Le palmitate est élongué et désaturé dans le réticulum
endoplasmique, par exemple par I'Elovl6 et la SCD1. Pour former un TG, la GPAT (glycérophosphate acyltransférase) transféere
un acyl-CoA sur une molécule de glycérol par estérification et génére un monoglycéride (MG). Un autre acyl-coA est ajouté
par la 1-acyl-glycérol-3-phosphate acyltransférase (AGPAT) pour donner un diglycéride (DG), puis un dernier acyl-coA est
ajouté par la DG-acyltransférase (DGAT) pour aboutir a un triglycéride (TG).

L'inactivation génique du géne codant pour I’ACLY dans un modéle murin entraine la mortalité in utéro
des animaux Acly” (Beigneux et al., 2004). L'inactivation de I’ACLY entraine un effondrement des taux
intra cellulaires d’acétyl- et de malonyl-CoA, essentiels pour la formation de la gaine lipidique de

myéline. Cette absence de myélinisation est responsable de la mort des embryons.
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Chez la souris Db/Db ou I'activité de la LDN et I'expression de I’ACLY sont exacerbées, I'inactivation, a
I’age adulte, de I'ACLY permet en revanche de normaliser la glycémie et le contenu hépatique en
triglycérides (Wang Qiong et al., 2009).

En plus de son role clef dans I'activité de la LDN, une étude de 2009 a montré que le traitement avec
un siRNA dirigé contre I’ACLY d’une lignée de pré-adipocytes empéche sa différenciation et diminue
I’acétylation des histones en réponse a un milieu riche en glucose (Wellen et al., 2009). Ces résultats
suggerent que lors de la différenciation adipocytaire, I'acétylation des histones est déterminée par la
présence de glucose selon un mécanisme ACLY dépendant. Ainsi, ’ACLY permettrait de coupler la

régulation épigénétique de I'expression des genes au métabolisme cellulaire.

(i) Acétyl-CoA Carboxylase 1

Il existe deux isoformes de I’ACC qui ne different que dans leur partie N-Terminale. Ces
protéines bien que présentant une forte homologie sont codées par deux génes distincts. Elles

catalysent la méme réaction : la formation de malonyl-CoA a partir d’acétyl-CoA.

- ACC1 ou ACCa est codée par le géne Acaca cloné en 1995 (Abu-Elheiga et al., 1995). ’ARNm
traduit est long de 330kb et comporte 64 exons. L'expression du géne est régulée par trois promoteurs
(P1, Pll et PIII) situés en région 5’ (Mao et al., 2003; Zhao et al., 2010a) (Fig 11) :

- Pl est un promoteur constitutif mais faiblement actif ;

- Pll est le promoteur conservé dans les especes mammiféres. Il est responsable de
I'immense majorité des transcrits ;

- PIIl est un promoteur tissue-spécifique, majoritairement exprimé dans la glande

mammaire au cours de la gestation.

Le poids moléculaire de la protéine majoritairement synthétisée est de 265kDa.

ACC1 est une enzyme cytoplasmique (Abu-Elheiga et al., 2000) exprimée dans les tissus lipogéniques
(Tissu adipeux et foie) sous le contrdle des facteurs de transcription sterol regulatory element-binding
proteinl-c (SRPBP1-c), carbohydrate-responsive element-binding protein (ChREBP) et liver X receptor
alpha (Lxra) (Zhao et al., 2010a).

La régulation de I'activité de cette enzyme se fait a plusieurs niveaux: premierement, ACC1 est
présente sous forme de dimeres ayant une faible activité catalytique, puis lors de leur activation les

dimeéres s’assemblent pour former de longs filaments (Ahmad et al., 1978).
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Deuxiemement, il existe une activation allostérique de I’ACC1 par le glutamate (Boone et al., 2000) et
le citrate (Vagelos et al., 1963). Comme de nombreuses enzymes, ACC1 est inhibée par son produit : le
malonyl-CoA.

Le troisieme niveau de régulation se fait via la phosphorylation inhibitrice de I’ACC sur les résidus sérine
79, 1200 et 1215 par une voie atypique AMPc-AMPK (Ha et al., 1994).

La délétion d’ACC1 dans un modele cellulaire inhibe totalement I'activité de la LDN ce qui démontre
que cette protéine est une enzyme limitante de la voie de la LDN (Ha and Kim, 1994). De facon
attendue, la délétion d’ACC1 dans un modele murin entraine une |étalité embryonnaire a un stade tres
précoce (entre E7.5 et E11.5) (Abu-Elheiga et al., 2005).

De méme, chez I'Homme |'absence d’expression de I'ACC1 entraine des anomalies séveres du
développement cérébral et musculaire ainsi que I'absence de LDN hépatocytaire (Blom and Scholte,
1981).

En revanche, la délétion hépato-spécifique d’ACC1 prévient le développement de la stéatose sans effet
sur le métabolisme glucidique (Mao et al., 2006).

Ces résultats soulignent le caractere ambivalent de la LDN: cette voie biochimique permet la
constitution de stock énergétique mais aussi fournit des lipides indispensables au développement et a

la maturation de I'embryon.

- ACC2 ou ACCP est codée par le géne Acab cloné en 1996 (HA et al., 1996). Comme pour ACC1,
I’'expression du géne est régulée par deux promoteurs (Pl et PIl) situés en région 5’ (Mao et al., 2003;
Zhao et al., 2010a) (Fig 11) :

- Pl est un promoteur constitutif mais faiblement actif;
-PIl est le promoteur conservé dans les espéces mammiféres. Il est responsable de

I'immense majorité des transcrits.

Le poids moléculaire de la protéine synthétisée est de 280kDa. ACC2 est une enzyme localisée a la
membrane mitochondriale, grace a une partie N-terminale hydrophobe, proche du transporteur CPT1a
(Abu-Elheiga et al., 2000). De par sa localisation, ACC2 participe a I'inhibition de la B-oxydation en
inhibant le transporteur CPT1a via la production de malonyl-CoA.

Dans le foie, I'expression de cette enzyme est sous le contrdle de Srebpl-c (Oh et al., 2003), ChREBP
et Lxra (Zhao et al., 2010a).

La délétion d’ACC2 dans un modele animal augmente I'oxydation des acides gras (Abu-Elheiga, 2001)

et protége contre la stéatose induite par un régime hyper lipidique (Abu-Elheiga et al., 2003).
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Figure 11 : Structure des génes de I’ACC1 et de ’ACC2.

ACC1 est codé par un gene de 64 exons comportant trois promoteurs. Le promoteur | (Pl) permet la transcription du géne suite
a I'activation de SREBP1c et ChREBP. Le Pll permet la transcription du géne suite a I'activation de SREPB1c et LXRa. Le Plll est
activé suit a 'activation de SREBP1c (A).ACC2 est codé par un géne de 55 exons comportant deux promoteurs Pl et Pll. Pl
permet la transcription suit a I'activation de SREPB1c et ChREBP, Pll permet la transcription suit a I'activation de SREBPI1c et
LXRa (B).

De fagon tout a fait surprenante, la double délétion hépatique Acaca/Acab induit une stéatose
hépatique malgré I'absence de LDN (Chow et al., 2014). Cette accumulation de lipides s’explique par
la diminution de la B-oxydation.

Dans des situations ol la LDN est complétement abolie par la déficience en ACC, Chow et al. rapportent
que la B-oxydation est diminuée dans les foies des animaux KO. Cette diminution de la B-oxydation
permet de limiter I'utilisation par le foie des lipides qui y sont stockés, ainsi ces lipides pourraient étre
exportés vers les tissus périphériques en cas de besoins. Dans ce contexte, I'inhibition d’ACC entraine

des mécanismes permettent de sauvegarder les stocks de lipides hépatiques.

(ii) Fatty Acid Synthase

La Fatty Acid Synthase (FAS) est une enzyme limitante de la LDN qui catalyse la formation de
palmitate (C16:0) ou d’acétate (C18:0) a partir de malonyl-CoA. La FAS est une enzyme
multifonctionnelle dont la transcription est régulée par les facteurs de transcription USF1 et 2 (Casado
et al., 1999), mais aussi par les activateurs canoniques de la transcription des génes de la LDN tels que

Srebpic (Latasa et al., 2003), ChREBP et Ixra.
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La synthese d’acide palmitique ou stéarique est un processus séquentiel faisant intervenir les
différents domaines catalytiques. Le domaine ACP permet le transfert des différents intermédiaires de
synthése entre les différents domaines catalytiques.

Comme pour les autres déficiences en enzymes lipogéniques, la délétion du geéne Fasn induit une
létalité des embryons avant méme I'implantation. Cependant les embryons Fasn*‘peuvent connaitre,
dans 60 a 90% des cas, une interruption du développement.

A I'heure actuelle, il n’existe pas de modeles murins de délétion tissu-spécifique de cette enzyme. Les
seules études sur I'inactivation de la FAS sont réalisées avec un inhibiteur spécifique : le C57 (Cha et

al., 2004).

Chez 'Homme il existe des polymorphismes du géne Fasn. Parmi les 35 polymorphismes génétiques
identifiés a ce jour (Schleinitz et al., 2010), la substitution Val1483lle permettrait la protection des

indiens Pimas contre I'obésité (Abu-Elheiga et al., 2005; Kovacs et al., 2004).

Les phénotypes des différents modeéles KO pour les enzymes de la LDN ont en commun d’induire une
|étalité embryonnaire. Ce résultat suggere donc que la LDN outre son role dans la synthese de substrats
énergétiques joue aussi un rbéle dans des processus clefs au cours du développement comme, par

exemple, la myélinisation (Beigneux et al., 2004).

(iii)  Elongation et saturation

Identifiée en 2001, la Elongation of very long chain fatty acids protein 6 (ELOVL6) catalyse la
premiere étape d’élongation des acides gras (Moon et al., 2001) : la formation de stéarate a partir de
palmitate. Dans le foie, son expression est régulée de facon synergique par SREPB1c et ChREBP (Bae
et al., 2016).

Un modele murin déficient pour Elovi6 est protégé contre la résistance a l'insuline induite par un
régime hyper lipidique, tout en présentant une stéatose exacerbée (Matsuzaka et al., 2007). De facon
intéressante, les souris Elovl67" présentent une stéatose hépatique importante sans insulino-
résistance. L’analyse précise des espéces lipidiques présentes dans le foie révele une diminution du
ratio acide stéarique (C18 :0)/acide palmitique (C16 :0). Pris tous ensemble ces résultats soulignent
I'importance des espéces lipidiques et de leurs proportions relatives sur la sensibilité a I'insuline

hépatique.

32



Le produit final de la LDN est I'acide oléique, un acide gras saturé (C18 :1). La double liaison
est synthétisée par la stéaryl-CoA 9-désaturase (SCD). SCD-1 est une enzyme ancrée dans la membrane
du RE dont I'expression est régulée par Srebpl-c, Lxra (Paton and Ntambi, 2009).

Ces acides gras a longues chaines produits vont pouvoir soit rester dans les gouttelettes lipidiques a
I'intérieur des hépatocytes, soit étre exportés vers d’autres organes grace aux VLDL. Pour cela, ces

acides gras vont devoir étre estérifiés sur un squelette de glycérol afin de former des triglycérides.

(iv)  Estérification

La formation des TG se passe dans la face cytosolique de la membrane du réticulum
endoplasmique et fait intervenir trois enzymes de facon séquentielle (Fig 9).
La premiere réaction est catalysée par la GPAT (glycérophosphate acyltransférase) qui permet
I’estérification d’un acide gras sur une molécule de glycérophosphate pour former du 1-acylglycérol 3-
P. Un nouvel AG est ajouté par la 1-acyl-glycérol-3-phosphate acyltransférase (AGPAT), formant un
DAG. La derniére réaction conduisant a la formation d’'un TG est catalysée par la DG-acyltransférase
(DGAT). Ainsi, I'action de la DGAT est limitante pour la formation du pool de TG hépatique.
Il existe deux isoenzymes : DGAT1 et DGAT2. Chez 'Homme comme chez le rongeur, seule DGAT2 est
exprimée dans I’'hépatocyte (Yen et al., 2008). L’inhibition partielle, chez le rat, de I'expression de la
DGAT2 hépatique par des oligonucléotides anti sens (ASO) diminue I'accumulation de TG d’environ
50% au cours d’un régime gras. Cette diminution de la stéatose est suffisante pour diminuer la
résistance a I'insuline (Choi et al., 2007).
Au contraire, la surexpression hépatique de DGAT2 chez la souris entraine une stéatose massive méme
en régime standard. Cependant, cette stéatose n’est pas associée a une altération du métabolisme

glucidique (Monetti et al., 2007).

(b)  Facteurs de transcription

La régulation de la cascade de la LDN est placée sous le contréle des facteurs de transcription
carbohydrate responsive element binding protein (ChREBP), sterol regulatory element-binding
proteins 1-c (SREBP1-c), liver X receptor (LXR), peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARY), RAR-related orphan receptor gamma alpha (RORa) et RORy. Ces facteurs de transcription

permettent une régulation fine de I'expression des enzymes impliquées dans la voie de la LDN.
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Quelle que soit leur nature, une fois activés ces récepteurs nucléaires vont recruter la méme
machinerie leur permettant d’activer ou de réprimer la transcription de leurs genes cibles. Ces
complexes moléculaires contiennent principalement des histones acétylases et des histones
déacétylases. Toutes les protéines de ces complexes ont en commun un motif peptique particulier leur
permettant d’interagir avec les récepteurs nucléaires au niveau du domaine AF-2 : LXXLL (L : Leucine,

X n’importe quel acide aminé) (Heery et al., 1997).

A I'état inactif, les récepteurs nucléaires forment des complexes avec des corépresseurs,

notamment, N-CoR, I'histone déacétylase HDAC3 (Heinzel et al., 1997) et SMRT (Silencing Mediator for
Retinoid and Thyroid-hormone receptors) (Chen and Evans, 1995; Choi et al., 2008).
Lors de leur activation, le complexe corépresseur est remplacé par un complexe coactivateur
comprenant notamment des protéines histones acetyl transferases (HAT). Le choix des protéines
activatrices se fait en fonction du contexte cellulaire et des modifications post-traductionnelles des
récepteurs nucléaires. Dans le cas de PPARYy, le complexe d’activation se compose de trois groupes de
protéines :

- Groupe 1 : steroid receptor co-activator 1 (p160/SCR-1) (Nolte et al., 1998) et p300/CBP

(Gelman et al., 1999), ce groupe posséde une activité HAT.

- Groupe 2 : ce groupe permet l'interaction entre le récepteur et la machinerie d’initiation de
la transcription. Ce contact est médié notamment par PPAR binding protein (PBP/TRAP220) (Zhu et al.,
1997).

- Groupe 3 : PGCla (PPARy Coactivator alpha) (Puigserver et al., 1998), Activation of androgen
receptor-associated protein 7 (ADA70) (Heinlein et al., 1999) et RIP140 (Receptor-interacting protein
140 ) (Miyata et al., 1998).

La cinétique de recrutement des différents groupes peut se résumer ainsi : la liaison entre le récepteur
et son ligand entraine la dégradation du complexe de corépression. Le groupe 1 se constitue et permet
le recrutement de la machinerie de transcription grace a I'ouverture de la chromatine par les HAT. Le
groupe 2 permet de faire le lien entre le récepteur et la machinerie de transcription et le groupe 3

permet I'activation de la transcription.

L'activité de la LDN est finement régulée par des facteurs hormonaux (I'insuline), nutritionnels (le
glucose), et certains dérivés lipidiques (oxystérols, acides gras libres) et environnementaux.

L'intégration des signaux environnementaux se fait via les rythmes circadiens.
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Régulation de la LDN par le glucose : Découvert en 2001 le carbohydrate responsive binding
element alpha (ChREBPa) est le facteur de transcription expliquant les effets transcriptionnels du
glucose au niveau du foie (Yamashita et al., 2001).

En effet, un modéle murin présentant une délétion spécifique de ChREBP dans les hépatocytes
présente une altération globale du métabolisme glucidique ainsi qu’une diminution drastique de
I'activité de la LDN (Jois et al., 2017).

Récemment, une nouvelle isoforme de ChREBP, ChREBP, a été identifiée dans les adipocytes. Comme
ChREPBaq, I'isoforme B est un régulateur global du métabolisme glucidique (Herman et al., 2012).
Pour activer la transcription de ses genes cibles, ChREBPa forme un hétérodimére obligatoire avec
max-like protein X (MLX) (Stoeckman et al., 2004). ChREBPa est un facteur de transcription de 95kDa
composé de plusieurs domaines fonctionnels (Fig 12) : la partie N terminale de la protéine regroupe
les domaines d’export (NES 1 et 2) et d'import (NLS) nucléaire ainsi que les domaines de régulation. Le
domaine Low-glucose Inhibitory Domain (LID) est responsable de I'inactivation de ChREBPa lorsque la
concentration de glucose intracellulaire est faible (Li et al., 2006).

L'activation de ChREBP se fait lorsque le glucose est présent en grande quantité dans la cellule, en
effet, le glucose 6-Phosphate va lever I'inhibition du domaine LID et ainsi permettre la nucléarisation
de ChREBPa. Il existe un autre niveau de régulation de I’activité de ChREBP, lorsque les concentrations
de glucose sont faibles, ChREBPa est phosphorylé sur les résidus sérine 196 et thréonine 666 inhibant
sa translocation nucléaire. Lors de I'augmentation des taux intracellulaires de glucose, la protéine
phosphatase 2A (PP2A) est activée et clive le groupement phosphate sur la sérine. Une fois dans le
noyau, la PP2A clive la phosphorylation de la thréonine 666, conduisant a I’activation compléte de

ChREBPa (Tsatsos and Towle, 2006).

Une fois activé, ChREBPa se lie aux promoteurs de ses genes cibles. La liaison ChREBPa-Promoteurs
est conditionnée par la présence de carbohydrate response element (ChoRE). Le ChoRE, qui appartient
a la famille de E box, est composé de deux séquences consensus séparées par cing bases:
CAYGYGNnnnnnCRCRTG (Poungvarin et al., 2015).

L'étude par chromatine immunoprécipitation couplée au séquencage (ChlP-seq) de l'interaction
ChREBPa-Promoteurs montre que ChREBP a se lie principalement a des genes impliqués dans des voies
métaboliques (Poungvarin et al., 2015). On trouve notamment une interaction avec le promoteur du

gene de la lipogenese scdl.
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L’état inactif (A) ChREBP est cytoplasmique et la séquence de nucléarisation est rendue inaccessible par une boucle N-
terminale. La liaison a I’ADN est inhibée par la phosphorylation de la thréonine 666 (P-Thr 666). En présence de glucose ChREBP

B. ChREBP Activé [Mucléaire)

MH,

Figure 12 : Organisation générale du facteur ChREBP.

(B) est activé, I'interaction avec le cofacteur max-like protein X (MLX) favorise I'interaction avec I’ADN.

Régulation de la LDN par l'insuline : Il existe trois isoformes de SREBP : SREBP1-a, SREBP1-c et
SREBP2 (Sheng et al., 1995). Parmi ces différentes formes, SREBP1-c est responsable de |'expression
des génes du métabolisme alors que SREBP2 favorise la synthese du cholestérol lorsque les niveaux
intracellulaires sont bas.

La maturation de SREBP1-c est originale puisqu’elle nécessite un clivage protéolytique sous contrdle
de I'insuline (Fig 13). La protéine immature est enchassée dans la membrane du RE associée au sterol
regulatory element-binding protein cleavage-activating protein (SCAP) et a une protéine de la famille
insulin induced gene protein (INSIG). Suite a une stimulation par I'insuline, le complexe SREPB-SCAP-
INSIG se dissocie et le complexe SREBP-SCAP est transporté vers I'appareil de Golgi ou il sera clivé
séquentiellement par deux protéases (Yellaturu et al., 2009).

Comme I'activation de SREBP1 est sous la dépendance stricte de I'insuline on peut dire que ce facteur

de transcription est responsable des effets transcriptionnels de I'insuline.

Dans un contexte obésogene, la délétion de SCAP donc de SREBP dans un modéle murin, prévient le

développement de la stéatose hépatique (Moon et al., 2012). Ainsi, SCAP est I'effecteur principal des

effets des SREBPs.
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Figure 13 : Maturation de SREPBP1-c.

L’insuline permet la dissociation de SCAP et de la protéine de rétention Insig-2a, ce qui induit la migration de SREBP-1c dans
I'appareil de Golgi. SREBP-1c est clivé par les protéases S1P et S2P, et sa partie N-terminale entre dans le noyau, ol I’expression
des génes impliqués dans la lipogenése de novo, mais aussi dans la glycolyse, est stimulée. SCAP: SREBP Cleavage-Activating
Protein, INSIG: Insulin induced gene, S1P: site 1 protease.

Les genes cibles de SREBP1-c ont tous en commun d’avoir au niveau de leur promoteur un sterol
regulatory element (SRE) de séquence : TCACnCCAC. Le recrutement de SREBP1-c au promoteur se fait
en collaboration avec I'hétérodimeére USF1:USF2 (Casado et al., 1999).

SREBP1-c a la particularité d’induire sa propre expression selon un mécanisme classique d’expression.
Son expression est aussi sous le contrdle des facteurs de transcription LXRa et B (Repa et al., 2000).
Des données récentes de la littérature ont démontré que la voie SREBP1 permettait de diminuer
I'accumulation d’acides gras libres responsables d’une lipotoxicité en les convertissant en TG

(Papazyan et al., 2016) et donc de jouer un réle protecteur.

Régulation de la LDN par les LXRs : Les liver X receptors (LXRs) (Fig 14) sont des récepteurs
nucléaires d’environ 50kDa liant des dérivés oxydés du cholestérol : les oxystérols. Ces protéines se
lient a des éléments de réponse particulier: les LXR Response Elements (LXRE), de séquence
canonique : GGTTTnnnnnAGTTCA. Pour activer la transcription de leurs génes cibles, les LXRs doivent
former un hétérodimere obligatoire avec le Retinoid X Receptor (RXR).

Chez les mammiferes il existe deux isoformes du LXR: LXRa et LXRp.
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Cloné en 1994, LXRa est fortement exprimé dans les cellules a fort potentiel métabolique comme les
hépatocytes, les adipocytes ou macrophages (Apfel et al., 1994). Cloné en 1994, LXRp est exprimé de
facon ubiquitaire (Shinar et al., 1994).

Bien que codés par des genes différents, LRXa et LXRB ont une forte homologie de séquence (77%).

Initialement, LXRa est décrit comme un régulateur clef du métabolisme du cholestérol via les acides
biliaires. En effet, les animaux LXRa”/ soumis & un régime riche en cholestérol présentent une
hépatomégalie due a une accumulation excessive de cholestérol, alors que chez les animaux sauvages,
I’exces de de cholestérol est éliminé dans les féces sous forme d’acides biliaires. Ce modéle a permis
d’identifier le premier gene cible de LXRa : le CYP7A1 (Cytochrome P450 7A1), enzyme limitante dans
la conversion du cholestérol en acides biliaires (Peet et al., 1998).

L'effet de LXRa sur le métabolisme hépatique passe aussi par la régulation des transporteurs d’efflux
du cholestérol : les transporteurs ABC (ATP-binding cassette). La déficience en LXRa empéche
I’expression de ces transporteurs ce qui explique en partie I'accumulation de cholestérol dans ce
modele (Repa et al., 2002). De plus, LXRa hépatique est indispensable a I’homéostasie du cholestérol

au niveau de I'organisme (Zhang et al., 2012).

Dans un modele murin, le traitement avec un oxystérol de synthése entraine I'expression des genes
Srebpl-c, Scd1, Fasn et Accl (Schultz et al., 2000).

La délétion totale de LXRa permet une résistance a I’obésité induite par un régime hyperlipidique. Ce
phénotype s’explique partiellement par un défaut de LDN hépatique. En effet, il existe une action
synergique entre I'induction de Srepbl-c et I'activité de LXRa (Kalaany et al., 2005; Repa et al., 2000;
Schultz et al., 2000).

Lors d’un essai clinique avec un agoniste sélectif de LXRpB, les auteurs ont mis en évidence que
I’activation de ce récepteur est associée a une augmentation de la LDN hépatique associée a une
neutropénie, ce qui suggére un role capital de cette famille de récepteur dans les 'homéostasie de ces
cellules immunes (Kirchgessner et al., 2016).

L’activité transcriptionnelle de LXRa est majoritairement régulée par le statut nutritionnel. En effet, en
période de jeline, LXRa est phosphorylé par la PKA (Protéine Kinase A) sur les résidus sérine et
thréonine en position 195-196 et 290-291. Cette modification inhibe I'interaction avec 'ADN en

empéchant la constitution de I’hétérodimére LXR:RXR (Yamamoto et al., 2007).
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A I'état inactif, le couple LXRa::RXR est associé a un corépresseur silencing mediator of retinoic acid
and thyroid hormone receptor (SMRT). Lors de 'activation de la trancription, SMRT est remplacé par

un coactivateur constitué d’ASC2 et p300 (Lee et al., 2001).

A. Modéle d'organisationdes LXRs
AJB C D E/F

B. LXRs activés CoH
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Figure 14 : Organisation générale des LXRs.

Les LXRs sont organisés en 4 domaines (A) : A/B comprenant le domaine d’activation indépendante des ligands AF-1; C:
Domaine d’interaction avec le PPRE ; D : Domaine charniere; E/F : Domaine de dimérisation avec RXR et d’activation
dépendante du ligand AF-2. AF-1/-2 : Activation Function-1/-2 motif ; DBD : DNA Binding Domain. Lors de leur activation (B),
le domaine charniere permet 'interaction avec RXR. L : ligand= oxystérol.

Régulation de la LDN par les PPARs : Les Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs) sont
une famille de récepteurs nucléaires capables de lier des lipides endogenes ou leurs dérivés
comportant 3 membres : PPARa, PPARy et PPARS. L'expression de leurs genes cibles passe par la
constitution obligatoire d’'un hétérodimére PPARs:RXR (Temple et al., 2005).

Malgré leur expression et roles différents, les PPARs ont tous la méme structure et le méme mode
d’action. Au niveau protéique les PPARs, comme les autres récepteurs nucléaires, sont organisés en

trois domaines distincts (Desvergne and Wahli, 1999) (Fig 15) :

- Le domaine A/B comprenant le site AF-1 (Activation Function-1 motif) permettant I’activation

ligand indépendante
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- Le domaine C comprenant le site de liaison a ’ADN (DBD), caractéristique de cette famille de
récepteurs, contient une structure a deux doigts de zinc reconnaissant spécifiquement des éléments

de réponses : les PPREs (PPAR Response Elements)

- Le domaine D permettant les changements de conformations induits par la fixation du ligand.

Le domaine E/F ou domaine de liaison aux ligands (LBD), comprenant deux sous domaines : le domaine
de dimérisation avec RXR et le domaine AF-2 (Activation Function-2 motif) permettant 'activation

ligand dépendante.

L'interaction entre PPAR et RXR ne dépend pas de la présence du ligand : ce complexe existe a |'état
basal dans le noyau (Feige et al., 2005). La constitution de I'hétérodimere serait permise par la
reconnaissance de I’ADN par RXR, plus que par la capacité des PPARs a lier le PPRE (Temple et al.,

2005).

L'interaction avec I'ADN se fait au niveau de séquences conservées et spécifiques appelées PPRE
(Peroxisome Proliferator Response Elements). Ces séquences sont de type Direct Repeat 1 (DR-1), soit
deux séquences répétées séparées par un nucléotide : AGGTC(A)AGGTCA (Temple et al., 2005). Le

dimere PPAR : RXR permet de couvrir entierement le PPRE.

Le foie et plus particulierement les hépatocytes expriment les trois formes de PPARs (Braissant et al.,
1996).

PPARB/6 est exprimé majoritairement dans le muscle, ou il régule I'activité de la béta-oxydation, et de
facon plus faible dans le foie. Jusqu’a présent son role hépatique a été peu étudié. Pourtant, il
semblerait que PPARB/S ait un role dans la régulation du métabolisme glucidique. En effet, I'activation
de PPARB/& avec un agoniste spécifique, le GW0742, entraine une diminution de I'expression de
SREBP1-c et de I'activité de la LDN (Qin et al., 2008). De plus ce méme agoniste est responsable de
I’'augmentation du stockage de glucose sous forme de glycogéne au niveau hépatique (Lee et al., 2006).
Récemment, I'utilisation en clinique du GFT505 (Elafibranor), un agoniste des récepteur PPARa et
PPARB/& a permis de diminuer la progression de la stéatose hépatique (Ratziu et al., 2016). Enfin, la
surexpression hépatique de PPARB/& améliore le métabolisme glucidique et la sensibilité a I'insuline

reproduisant ainsi les résultats obtenus par un traitement pharmacologique (Liu et al., 2011).
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Pris tous ensemble ces résultats suggerent que le récepteur PPARB/S pourrait modifier I utilisation des
substrats par le foie en favorisant |'utilisation des lipides et le stockage du glucose sous forme de

glycogéne.
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Figure 15 : Structure canonique des récepteurs PPARs.

A. Comme les autres récepteurs nucléaires, les PPARs sont organisés en 4 domaines : A/B comprenant le domaine d’activation
indépendante des ligands AF-1; C: Domaine d’interaction avec le PPRE; D: Domaine charniere; E/F: Domaine de
dimérisation avec RXR et d’activation dépendante du ligand AF-2. AF-1/-2 : Activation Function-1/-2 motif ; DBD : DNA Binding
Domain. Le complexe PPARy:RXR existe déja a I'état basal (B), la liaison du ligand de PPARy entraine I'activation de la
transcription des genes cibles. L : ligand= Dérivé d’acide gras

La forme majoritaire est PPARa (Braissant et al., 1996) dont la fonction principale est
I'induction des genes du catabolisme des acides gras (Rakhshandehroo et al., 2009), incluant des genes
impliqués dans la clairance hépatique des lipoprotéines de trés faible densité (Very Low-density
Lipoproteins, VLDL), le captage des acides gras et leur transport vers la mitochondrie ainsi que des
enzymes de la chaine respiratoire et de la béta-oxydation mitochondriale et peroxysomale.

L'autre role prépondérant de PPARa est lié a I'adaptation du métabolisme hépatique aux situations de
jeline notamment par la production de corps cétoniques ou cétogenése.

Dans un modele murin déficient pour la Fasn spécifiquement dans les hépatocytes, la signalisation de
PPARa au niveau du foie est abolie. Cependant, un traitement avec un agoniste spécifique de PPARa
restaure I'expression des génes cibles de PPARaq, suggérant que le ou les ligands endogenes de PPARa
sont produits au cours de la LDN (Chakravarthy et al., 2005). En effet, un ligand endogéne spécifique
de PPARa pourrait étre une glycérophosphocholine dérivée de I'acide palmitique : la 16:0/18:1-GPC
(Chakravarthy et al., 2009).
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PPARYy est I'acteur clef du développement et de la différenciation adipocytaire (Rosen et al.,
1999). Il existe deux isoformes de ce récepteur: PPARy-1, ubiquitaire, et PAPRy-2, exprimé
majoritairement dans le tissu adipeux. PAPRy-2 possede une trentaine de nucléotides supplémentaires
a 'extrémité N-Terminale (Elbrecht et al., 1996).
A I'état basal, I'expression et l'activité de PPARy hépatique sont faibles. En revanche, lors du
développement de la stéatose, son expression et son activité augmentent (Inoue et al., 2005; Pettinelli
and Videla, 2011). En accord avec ces résultats, la surexpression de PPARy dans les hépatocytes induit
le développement d’une stéatose (Schadinger, 2005). De la méme facon, la délétion de PPARy
hépatocytaire protége contre la stéatose (Matsusue et al., 2003; Moran-Salvador et al., 2011).
L’activation pharmacologique de PPARy par les Thiazolidinedione (TZD) a longtemps été utilisée pour
traiter les cas de diabéte de type 2. Chez des individus obeses et diabétiques, le traitement aux TZD
permet de normaliser la glycémie et de diminuer la stéatose hépatique, cependant cet effet est foie-
indépendant (Matsusue et al., 2003). En effet, les TZD permettent la prolifération du tissu adipeux ce

qui permet de réorienter le flux de lipides du foie vers un organe spécialisé dans le stockage des lipides.

Régulation de la LDN par les rythmes circadiens: Les rythmes circadiens contrélent un grand

nombre de processus biologigues comme les cycles veille/sommeil, la température corporelle, la
sécrétion de certaines hormones ou le métabolisme. La perturbation de ces rythmes est associée a
une augmentation de la prévalence de certaines pathologies comme les cancers ou les désordres
métaboliques. Le principal signal permettant la synchronisation des rythmes circadiens avec
I’environnement est la lumiére, détectée au niveau du systeme nerveux central au niveau du noyau
supra-chiasmatique.
En plus d’un régulateur au niveau du systéme nerveux central chaque cellule posséde sa propre
« horloge » circadienne composée d’un hétérodimere circadian locomotor output cycles protein kaput
(CLOCK) et brain and muscle ARNT-like 1 (BMAL). Le couple CLOCK:BMAL active sa propre transcription
ainsi que celle des génes Perdiod circadian clock (PER) et Cryptochrome (CRY). Le dimere PER:CRY
déstabilise le complexe de transcription CLOCK:BMAL et inhibe ainsi son activité transcriptionnelle.
L’expression des récepteurs RORs et REV-EBR est régulée par les boucles PER:CRY et BMAL:CLOCK. En
retour, le complexe ROR:REV-ERB active la transcription de CLOCK et inhibe celle de BMAL (Fig 16).
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Figure 16 : Régulation des rythmes circadiens.

L’horloge circadienne est composée d’un hétérodimere CLOCK:BMAL1. Ce couple de protéines active sa propre transcription
et celle des génes PER et CRY. PER et CRY forment un dimére qui déstabilise le complexe CLOCK:BMAL1 supprimant ainsi son
activité. L’expression des complexes CLOCK:BMAL1 et PER:CRY est décalée de 12 heures, permettant la mise en place d’un
cycle de 24 heures. Par ce systéme, I'expression de ROR et REV-ERB connait une oscillation circadienne. L’expression de CLOCK
et BMAL1 est activé par ROR et inhibée par REV-ERB.

Chez les rongeurs, le jour correspond a une période d’inactivité donc de jeline. Durant cette
période, REV-ERB recrute HDAC3 et réprime I'expression des genes de la lipogenese. Lors de la phase
nocturne, HDAC3 est libérée favorisant ainsi I'expression des génes de la LDN (Feng et al., 2011). Ainsi,
dans le foie, le contréle circadien de I’expression des génes de la LDN passe par HDAC3. La perturbation
de ce systeme de régulation, soit par la délétion génique d’un des acteurs du rythme circadien soit par
la délétion de HDAC, est suffisant pour induire le développement d’une stéatose hépatique (Feng et
al., 2011; Kim et al., 2017; Zhang et al., 2017b). Il existe aussi une interaction directe entre RORa et un
facteur de transcription clef dans la régulation de la LDN, en effet, des données récemment publiées
montrent que RORa réprime directement I’activité de PPARy (Kim et al., 2017).

Pris tous ensemble, ces résultats suggérent un lien direct et causal entre les rythmes circadiens

et I'activité de la LDN.

d) Devenir des lipides synthétisés :

Une fois synthétisés, les lipides vont avoir deux destins différents : soit ils vont étre stockés pour

constituer une réserve énergétique soit ils vont étre exportés vers d’autres organes.
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(1) Stockage hépatique des lipides

La capacité du foie a stocker des lipides est connue depuis I’Antiquité : les Egyptiens gavaient
des oies avec du grain et des figues pour produire du foie gras. D’'un point de vue évolutif le stockage
des lipides sous forme de TG présente un double avantage : il permet la constitution de stocks
énergétiques mais aussi la protection de la cellule contre la lipotoxicité de certains lipides (Listenberger
et al., 2003).

Dans le foie, le stockage des lipides se fait sous formes de gouttelettes lipidiques (GL) dans le

cytoplasme des hépatocytes.

Depuis la description par Altmann et Wilson de la GL dans les années 1990, la connaissance de
cette organelle est passée d’une structure inerte, une goutte d’huile dans le cytoplasme, a un systeme
dynamique faisant intervenir de nombreux acteurs. En effet, la taille des GL est extrémement variable :
de quelques dizaines de nanometres a plusieurs micromeétres. Ces structures peuvent changer de taille

en réponse a des signaux cellulaires.

Les GL sont composées d’un cceur de lipides neutres (TG et ester de cholestérol) entouré d’une
membrane constituée de protéines et de phospholipides, principalement des phosphatidylcholines
(PC) (Moessinger et al., 2011; Tauchi-Sato et al., 2002).

Les GL dérivent de la membrane du RE, ou les enzymes responsables de la synthese et |'estérification
des acides gras sont localisées.

La formation de la GL (Fig 17) commence par |'accumulation entre les deux membranes du RE de di-
et tri-acétyl glycérides (DAG et TG) ce qui permet la formation d’un disque. Ces lipides vont permettre
le recrutement de la perilipin 3/TIP47 (Skinner et al., 2009). La présence de TIP47 (Bulankina et al.,
2009) et de cavélolines-1 (Ostermeyer et al., 2004) vont permettre le bourgeonnement de la GL depuis
la membrane du RE.

Une fois dans le cytoplasme, la croissance des GL est permise par deux phénomenes :

1/ Par le transfert de lipides depuis des GL préexistantes (Bostrom, 2005). Le transfert des
lipides est assuré par la protéine Fat Specific Protein of 27 kDa (FSP27/CIDEC) : en se localisant au
niveau de la zone de contact entre le donneur et I'accepteur, FSP27 permet le recrutement de
protéines de transfert des lipides ou la formation d’un pore (Gong et al., 2011). La voie SNARE pourrait

aussi étre impliquée dans ces mécanismes de fusion.
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Figure 17 : Formation des gouttelettes lipidiques dans I'hépatocyte.

Les enzymes de la LDN situées dans la membrane du RE synthétisent des TG et des DG (1.). 2. Les TG et DG s’accumulent,
entrainant une déformation de la membrane du RE, suite a un phénoméne de bourgeonnement la LD se retrouve dans le
cytoplasme et se charge en cholestéryl-esters (3.).

2/ Par la synthése de lipides en continu. En effet, ce phénoméne est rendu possible par la
présence des enzymes nécessaires a I'estérification des lipides (DGAT2) (Stone et al., 2009) et des
enzymes de synthése des PC indispensables a la constitution de la membrane de la GL (Moessinger et

al., 2011).

(2) Dégradation des TG hépatiques

Les triglycérides contenus dans les GL vont pouvoir étre catabolisés par I'action séquentielle
de différentes enzymes, notamment PNPLA3 (Patatin Like Phospholipase Domain Containing 3) ou
I'ATGL (Adipose Triglycerides Lipase) qui participent a I’hydrolyse des TG, permettant la libération
d’acides gras libres pouvant étre dégradés par la B-oxydation mitochondriale. Contrairement a la
lipolyse adipocytaire qui est un mécanisme bien connu, la lipolyse dans les tissus périphériques,
comme le foie, reste encore a décrire.

Les GL peuvent aussi étre catabolisées par des mécanismes autophagiques aussi appelés
macrolipophagie, en effet, dans le foie I'inactivation de ces voies entraine I'apparition d’une stéatose.
Cette voie de dégradation des lipides pourrait permettre de fournir les acides gras nécessaires a la

constitution des lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) (Singh et al., 2009).

45



e) Export dans les VLDL

L'export des lipides par le foie est permis par la constitution de lipoprotéines particulieres : les
VLDL. Ces lipoprotéines sont majoritairement constituées de TG (55%), mais aussi de cholestérol,
d’ester de cholestérol et de phospholipides. Ainsi, ces vésicules permettent de transporter des
substrats énergétiques (TG) mais aussi des lipides permettant de structurer les membranes plasmiques
(cholestérol, esters de cholestérol et phospholipides). Les VLDL se distinguent des autres lipoprotéines
par la présence a leur surface d’une apolipoprotéine (Apo) particuliere : I’ApoB100.
Chez 'homme, certains cas d’hypobétalipoprotéinémies familiales sont associés a des mutations
permettant la synthése de formes tronquées de I’ApoB (Schonfeld, 2003). Cette pathologie est

notamment associée a une stéatose hépatique.
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Figure 18 : Constitution et sécrétion des VLDL par I'hépatocyte.

L’apolipoprotéine B100, au cours de son élongation dans le réticulum endoplasmique, est prise en charge par la chaperonne
MTP (microsomal TG transfer protein), et mise en contact avec les lipides, formant une VLDL qui sera sécrétée dans les
sinusoides.

La synthese de I’ApoB100 dans le réticulum endoplasmique constitue la premiére étape de la
formation des VLDL. Au cours de la synthése de cette protéine de 4 536 aa, extrémement hydrophobe,
la partie N-ter interagit avec la protéine chaperonne MTTP (microsomal TG transfert protein) pour
former une poche de liaison des lipides (Dashti et al., 2002), cette premiere étape permet la formation
de VLDL naissantes. La MTTP permet la croissance en taille des VLDL par incorporation de TG. Les VLDL

sont ensuite transférées vers le Golgi pour rejoindre la voie de sécrétion.
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La formation et la sécrétion des VLDL dépendent de plusieurs facteurs et notamment de la disponibilité
en acides gras soit d’origine alimentaire (Zhang et al., 2004) soit provenant de la lipolyse hépatique
(Singh et al., 2009).

La sécrétion des VLDL est aussi affectée par le statut nutritionnel, en effet, I'insuline inhibe Ia

transcription de la MTTP via un mécanisme FOXO1-dépendant (Kamagate et al., 2008).

Lors de la progression de l'obésité, la capacité de sécrétion des VLDL est augmentée
(Mittendorfer et al., 2016). Dans ce contexte il semblerait que la sécrétion augmentée de VLDL soit un
mécanisme compensatoire pour éviter le développement d’une stéatose hépatique. Au contraire, les
individus souffrants d’'une hypobétalipoprotéinémie (i.e. une déficience en ApoB) sont plus a méme
de développer une stéatose hépatique. Pris tous ensemble ces résultats suggérent que I'export des

VLDL pourrait étre un moyen de régulation du contenu en TG hépatique.
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C. Stéatose, un premier pas vers le cancer

1. Contexte physiopathologique

La stéatose se développe principalement sur un terrain associant obésité et syndrome
métabolique (SMe).

L'obésité est définie par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme une accumulation
anormale ou excessive de graisse pouvant nuire a la santé. Cliniquement cette pathologie se définie
par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 30kg/m?2.

Le SMe désigne |'association d'une série de symptémes incluant :

- Une obésité abdominale,

- Une résistance a l'insuline,

- Une intolérance au glucose,

- Des dyslipidémies,

- De I'hypertension.

L’OMS et le National Cholesterol Education Program (NCEP ATPIII) ont émis une série de criteres
permettant de poser le diagnostic de SMe (tableau 2).

Selon les criteres de I'OMS, le diagnostic est positif si le patient présente une perturbation du
métabolisme glucidique et/ou une résistance a l'insuline associée a au moins deux autres critéres.
Selon les critéres de traitement des adultes du Programme national d’éducation sur le cholestérol
(NCEP ATPIII), le diagnostic est positif si au moins trois critéres sont retrouvés.

La survenue du syndrome métabolique est associée a un risque accru de développer des maladies
cardio-vasculaires, un diabéte de type 2 ou encore des pathologies circulatoires. De plus, les personnes
souffrant du SMe seraient plus susceptibles de souffrir de dépression ou d’anxiété ou de développer
un déclin cognitif précoce.

La prévalence du SMe est en pleine augmentation dans le monde avec de nombreuses variations dues
au genre, a 'ethnicité, a I'age ou aux criteres de diagnostic utilisés. A titre d’exemple, en Corée du Sud
la prévalence du SMe, basée sur le NCEP ATPIII, est de 5,2% pour les hommes et 9,05% pour les femmes

alors qu’aux Etats-Unis, la prévalence est de 33,7% pour les hommes et 35,4% pour les femmes.
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Trait clinique Critéere de 'OMS Criteres NCEP ATPII

T2M ou Glycémie a jeun
>110mg/dL ou tolérance au

Perturbation du métabolisme glucose diminuée ou capture du Glycémie a jeun
glucidique/ Résistance a I'insuline | glucose sous le plus bas quartile >110mg/dL
lors d’un clamp

hyperinsulinémique-euglycémique

Rapport taille/hanche >0,90 (5), Circonférence de la
Obésité abdominale >0,85 (%) ou IMC >30kg/m? taille >102cm (d'), 88cm
(?)
Hypertriglycéridémie >150mg/dL >1,5g/L

<35mg/dL (&), <39mg/dL (?) <40mg/dL (), 50mg/dL
Faible taux de HDL Cholestérol
(?)

Pression artérielle élevée >140-90mmHg >130-90mmHg

>20ug/min ou ratio
Microalbuminurie n.a.
albumine/créatinine >30

Tableau 2 : Critéres de diagnostic du SMe selon I'OMS et le National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel
1l (NCEP ATPIII).
D’apres Moller et Kaufman (Moller and Kaufman, 2005).

2. Epidémiologie et Cascade pathologique

La stéatose ou NAFLD (Nonalcoholic fatty liver disease) est reconnue comme la manifestation
hépatigue du syndrome métabolique (Marchesini et al., 2001). Cette affection touche aujourd’hui 25%
des adultes dans le monde (tableau 3). Le NAFLD est cliniquement défini par une accumulation de
lipides dans plus de 5% des hépatocytes, en I'absence d’autres affections hépatiques telles que les
hépatites chroniques, la prise de médicaments stéatogénes comme I’Amiodarone ou le tamoxiféne,
d’autres pathologies hépatiques (hémochromatose, maladie de Wilson) ou la consommation excessive

d’alcool (> a 2 verres/jour pour les femmes et > 3 verres/jour pour les hommes) (Brunt et al., 1999).

Le NAFLD est une cascade pathologique allant de la stéatose souvent asymptomatique
pouvant évoluer vers un stade symptomatique appelé stéatohépatite ou NASH (nonalcoholic
steatohepatitis). Ce stade associe la stéatose a une inflammation et des processus cicatriciels pouvant
déboucher sur une fibrose hépatique. Lorsque la fibrose est établie, la NASH peut évoluer vers le
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développement d’une cirrhose voir d’un carcinome hépatocellulaire (CHC). Alors que les stades NAFLD
et NASH sont réversibles, le stade de cirrhose est irréversible et risque d’entrainer la mort du patient.
En plus des conséquences sur la santé des patients, la stéatose et les stades plus avancés représentent

un co(t sociétal considérable estimé a 5 460 euros par patient/an (Younossi et al., 2016a).

Multiple hits theor

@ulations métaboliques
Inflammation
GRo @icrobiote

Lipides
@pokines
Stéatose Cirrhose

Foie sain 25% 1-2% CHC

Figure 19 : La stéatose, une porte d'entrée vers le cancer du foie.

La stéatose est une affection qui concerne 25% de la population adulte aux Etats-Unis. Parmi tous ces patients, 5 d 6% vont
développer une stéatohépatite non alcoolique (NASH). Le développement d’une stéatose et la progression vers la NASH sont
sous la dépendance de plusieurs hits (Multiple hit theory) comme I'inflammation, les dysrégulaions métaboliques, certains
lipides, les ERO, des facteurs dérivés du microbiote ou du tissu adipeux. Une faible proportion (1 a 2%) des patients atteints
de NASH vont développer une cirrhose et sont a risque de développer un cancer du foie (CHC). (D’aprés (Cohen et al., 2011;
Diehl and Day, 2017)).

La méta-analyse de Younossi et al. (Younossi et al., 2016b) portant sur 8 millions de patients dans 22
pays rapporte que la prévalence de la NAFLD atteint 25,4% de la population mondiale avec cependant,
de grandes disparité entre les continents, tant en terme de prévalence qu’en nombres d’études
disponibles (Tableau 3). La prévalence de cette pathologie est en constante augmentation, elle est
passée de 15% en 2005 a 25% en 2010. Il faut noter que I'augmentation de cette prévalence est

comparable a celle de I'augmentation de I'obésité.
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Continent Nombre d’études disponibles (n=) Prévalence (%)
Afrique 2 (250) 13,48
Asie 14 (265 510) 27,37
Europe 11 (230 685) 23,71
Moyen-Orient 3(1592) 31,79
Amérique du Nord 13 (8 016 928) 24,13
Amérique du Sud 2 (424) 30,45
Total 45 (8 515 389) 25,24

Tableau 3 : Nombre d'études et prévalence de la NALFD.
D’apreés Younossi et al. (Younossi et al., 2016b).

Chez des patients stéatotiques mais non obeses et non diabétiques, il existe une insulino-
résistance systémique (Bugianesi et al., 2005). Dans le cas de patients obeses et diabétiques, la
quantité de TG intra-hépatiques (TGIH) est directement corrélée a la diminution de la sensibilité a
I'insuline du foie, des muscles et du tissu adipeux (Korenblat et al., 2008) et ce, de fagon indépendante
de la quantité de tissu adipeux viscéral (Fabbrini et al., 2009).

Pris tous ensemble, ces résultats suggerent que, chez 'Homme, I'accumulation de triglycérides dans
le foie est responsable et suffisante pour induire une résistance a l'insuline systémique entrainant des
perturbations dans ’lhoméostasie énergétique.

La résistance a l'insuline est la situation pathologique pour laquelle on observe un défaut de I'action
de linsuline au niveau des tissus cibles : principalement le foie, le tissu adipeux et les muscles. La
résistance a l'insuline se manifeste par une augmentation de la production hépatique de glucose via la
voie de la néoglucogenese, ainsi que la diminution de la captation du glucose par le tissu adipeux et
les muscles. Toutes ces altérations sont responsables de I'augmentation de la glycémie. En conditions
physiologiques, l'insuline est une hormone anti-lipolytique (Chakrabarti et al., 2013). Lors du
développement du syndrome métabolique et de la résistance a l'insuline ce frein est levé, entrainant
une lipolyse exacerbée en partie responsable de I'augmentation des concentrations plasmatiques

d’acides gras libres.

Dans un foie sain, I'insuline inhibe la production hépatique de glucose (PHG) et favorise la
synthése des triglycérides par la voie de la LDN. Lors de SMe, il existe une résistance a l'insuline
« sélective » hépatique : I'insuline n’inhibe plus la PHG mais continue de favoriser le stockage de lipides
(Brown and Goldstein, 2008). Cet effet paradoxal est di au fait que les substrats responsables de la
PHG proviennent de la lipolyse du TA, principalement sous forme de glycérol (Titchenell et al., 2016).
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3. Etiologie

Le développement du NAFLD est d{ a un exces d’acides gras arrivants ou produits par le foie.
Il existe des sources exogenes (alimentation) et des sources endogénes (lipolyse du tissu adipeux et

LDN) d’acides gras.

a) Sources d’acides gras

Il existe trois sources d’acides gras pouvant entrainer le développement et la progression de

la stéatose (Fig 19).

1/ Les acides gras alimentaires: De facon contre-intuitive, les acides gras d’origine
alimentaire, ne sont responsables que de 15% (Donnelly et al., 2005) des lipides intra-hépatiques. Ces
lipides d’origine alimentaire son majoritairement stockés sous forme de TG intracellulaires pour étre

ensuite exportés au cours des phases de je(ine.

2/ Les acides gras libres : Les acides gras libres proviennent majoritairement de la lipolyse du
tissu adipeux. La lipolyse du tissu adipeux permet, a partir de glycérol, la libération de trois acides gras
et d’un glycérol. La libération des produits se fait par des hydrolyses enzymatiques successives : le TG
est converti en DAG par |'adipose triglycerides lipase (ATGL). La lipase hormono-sensible (LHS) clive un
autre acide gras pour donner un monoglycéride (MG). Finalement, le MG est clivé par la mono-
glycéride-lipase (MGL) pour donner un acide gras et du glycérol.

Hors période post-prandiale, la majorité (82%) des acides gras libres circulants proviennent de la
lipolyse du tissu adipeux (Donnelly et al., 2005).
Les acides gras issus de la lipolyse du tissu adipeux sont majoritaires dans la constitution des stocks de

TGIH : 59% des lipides retrouvés dans les TGIH proviennent de la lipolyse du tissu adipeux.
3/ La LDN hépatocytaire : Dans un contexte de résistance a l'insuline, le rétrocontréle négatif

normalement exercé par cette derniére sur 'activité de la LDN hépatique est perdu. Dans ce contexte,

la LDN fonctionne a plein régime et fournit 26% des acides gras estérifiés en TG (Donnelly et al., 2005).
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Figure 20 : Contribution relative des différentes sources d'acides gras au cours du développement de la stéatose.

Au cours de la progression de la stéatose, les acides gras libres arrivant au foie sont estérifiés en TG. La source majeure de ces
acides gras libres est la lipolyse adipocytaire (59%) suivi par la LDN hépatique (26%), les lipides provenant de I'alimentation
ont une contribution limitée (15%). D’aprés (Donnelly et al., 2005).

Chez un individu sain, I'absorption aigue d’acides gras, sous forme d’huile de palme, est responsable
d’une diminution globale et hépatique de la sensibilité a I'insuline, de 25% et 15% respectivement,
ainsi que du développement d’une stéatose modérée. De plus, I'analyse du transcriptome hépatique
de souris ayant recu le méme traitement montre I'activation des voies de transcription PPARy-
dépendantes ainsi que des voies canoniques de I'inflammation (Hernandez et al., 2017). Pris tous
ensemble ces résultats suggerent que I'excés de lipides alimentaires constitue le point d’entrée de

cette cascade pathologique.

b) Mécanismes mis en jeux

L'accumulation de lipides dans le foie s’avére toxique pour les hépatocytes. Au cours de la progression
de cette cascade pathologique, il existe une modification aussi bien quantitative que qualitative des
especes lipidiques retrouvées au niveau hépatique (tableau 4) (Puri et al., 2007). L’accumulation des
différentes especes lipidiques participe a la mise en place d’un phénomeéne appelé la lipotoxicité. La
lipotoxicité se développe lorsque les systemes de lutte contre I'accumulation de lipides sont dépassés
conduisant a un fonctionnement anarchique de ces derniers. Ces altérations du métabolisme

hépatique sont responsables de I'accumulation d’espéces moléculaires toxiques pour I’hépatocyte.
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La lipotoxicité est principalement due aux acides gras libres saturés, ces especes forment des
lysophospatidylcholine (LPC) capables d’induire I'apoptose des hépatocytes en provoquant des
dysfonctions mitochondriales (Kakisaka et al., 2011).

Les acides gras saturés néfastes sont convertis par la SCD1 en acides gras mono-insaturés (AGMI)
considérés comme protecteurs contre la lipotoxicité. Dans ce contexte, la SCD1 joue un réle clef dans
le développement des atteintes hépatiques rencontrées lors de la progression du NAFLD vers la NASH

(Li et al., 2009).

Lipides
Contréle (n=9) NAFLD (n=9) NASH (n=9)
(nmol/g £ SEM)
Totaux 16 000 + 1 100 50 000 +1 100 44 000 +6 000
Mono insaturés 4 000 +258 20000 £5 000 15 000 +2 000
Poly insaturés 5000 +347 7 000 +606 10 000 +1 000
Acides gras libres 6 000 +1 000 6 000 1 000 6 000 584
DG/TG 7 26 31
Cholestérol libre 8 000 +718 10 000 +1 000 13 000 +1 000
LPC 2000 +308 2 000 +505 2 000 +475

Tableau 4 : Classes de lipides au cours de la progression de la stéatose.
D’apres Puri et al. (Puri et al., 2007).

Au cours de la progression du NAFLD la synthése de cholestérol est augmentée, ce qui conduit a
I’accumulation de cholestérol libre dans les hépatocytes (Min et al., 2012). Le cholestérol accumulé
dans les mitochondries sensibilise les hépatocytes au stress oxydant en diminuant les systemes de
lutte contre les radicaux libres (Mari et al., 2006). Le cholestérol libre est aussi responsable de
I'apoptose induite par la voie JNK, et permet aussi la mise en place d’une cascade inflammatoire
dépendante de la protéine HMGB1 (Gan et al., 2014).

Afin de limiter la quantité d’acides gras libres dans la cellule, la synthése de TG est augmentée,
conduisant a une accumulation de cette espece lipidique au sein de I’hépatocyte. L’accumulation des
TG a longtemps été considérée comme le « premier hit » permettant le développement du NAFLD (Day
and James, 1998). Cependant, une étude publiée en 2007 démontre que I'accumulation de TG est
insuffisante pour entrainer une résistance a l'insuline. La surexpression de la derniere enzyme
impliquée dans la synthése des TG, la DGAT entraine une accumulation de TG sans affecter la sensibilité

a l'insuline systémique (Monetti et al., 2007). L'inhibition de DGAT2 diminue la stéatose hépatique
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mais augmente les lésions hépatiques lors de la progression du NFLD vers la NASH (Yamaguchi et al.,
2007).

Ces résultats suggerent que les TG constituent a la fois une forme de stockages des acides gras mais
aussi un moyen de prévenir la lipotoxicité. En effet, la synthése de TG permet de rendre inactif des
dérivés lipidiques toxiques pour la cellule (Listenberger et al., 2003).

L’augmentation de la synthese de TG peut étre bénéfique d’un c6té, mais peut aussi étre un facteur
responsable de I'IR hépatique puisqu’il a été montré que I'accumulation d’intermédiaires de synthese
des acides gras tels que les DAG pouvait favoriser le recrutement de la protéine kinase € (PKCe). La
PKCe favorise I'apparition de la résistance a l'insuline hépatique en phosphorylant le récepteur a

I'insuline sur le résidu thréonine en position 1160 (Petersen et al., 2016).

Les lipides vont aussi augmenter I'activité des voies de leur catabolisme. En effet, un défaut des
capacités oxydatives des mitochondries favorise la progression de la stéatose. En effet, il existe une
flexibilité métabolique mitochondriale : lors de la progression de I'obésité, la capacité respiratoire des
mitochondries est augmentée chez les patients. En revanche, |'augmentation des capacités
respiratoires est perdue au cours de I'augmentation des lésions hépatiques. La pleine activité des
mitochondries peut étre génératrice d’espéces réactives de I'oxygene (ERO) (Koliaki et al., 2015). Les
ERO sont responsables de dommages oxydatifs de I’ADN pouvant entrainer la mort des hépatocytes

et ainsi favoriser la progression du NAFLD vers la NASH.

La persistance des agressions hépatiques dues a I'accumulation de lipides, les signaux pro
inflammatoires générés par la nécrose primaire ou secondaire des hépatocytes, la résistance a
I'insuline ou I'excés de lipides libres circulants favorisent le développement d'un stade

symptomatique : la stéatohépatite ou NASH (nonalcoholic steatohepatitis).

En 1998, un modele d’évolution de la stéatose vers la NASH est proposé par Christopher Day
et Oliver James, le modele des deux « hits ». Dans leur modele la progression dans cette cascade se
fait de facon séquentielle : le premier hit induit une stéatose puis le second hit favorise le
développement d’une source de stress oxydant capable d’initier la peroxydation des lipides. La
combinaison de ces deux hits favorise la progression vers la NASH (Day and James, 1998).

Dans les années 2010, un nouveau modele a été proposé faisant intervenir de multiples hits en
parallele (Buzzetti et al., 2016). Parmi ces hits on retrouve des signaux propres au foie comme
I'inflammation, la dysrégulation du métabolisme lipidique, la production d’ERO par les mitochondries

ou une altération du métabolisme des acides biliaires, mais aussi des sighaux provenant des organes
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périphériques comme des adipokines ou des molécules pro-inflammatoires provenant de I'intestin et
du microbiote (Fig 19).
Tous ces hits contribuent a I'entretien des mécanismes fibro-inflammatoires responsables de

I'installation de la NASH.

D. NASH

1. Prévalence

La NASH est trés fortement associée a I'obésité et au SMe. Une étude récente démontre que
80% des patients atteints de NASH sont obéses ou en surpoids, 72% présentent une dyslipidémie et
44% sont diabétiques de type 2 (Younossi et al., 2016b).
Malgré la forte prévalence du NALFD, la progression vers la NASH concerne un faible nombre de cas
en effet, 25% des patients NAFLD vont développer une NASH. Les mécanismes gouvernant la transition
NAFLD/NASH sont encore méconnus. Cependant, il est communément admis que la persistance et
I'aggravation des mécanismes fibro-inflammatoires favorisent cette transformation.
Bien que d’étiologie différente les stéatohépatite induites par I'alcool, les médicaments ou |'obésité

présentent les mémes caractéristiques.

2. Caractéristiques

D’un point de vue histologique, la NASH se définie par la présence de structures caractéristiques de
phénoménes nécro-inflammatoires tels que :

- une stéatose macro vésiculaire,

- un gonflement ou « balooning » des hépatocytes,

- une inflammation lobulaire,

- une inflammation portale,

- la présence de corps de Mallory.

La présence de ces altérations ainsi que leur fréquence permet de définir un score appelé NASH activity

score (NAS, tableau 5). Ce score permet de déterminer la sévérité des atteintes et de poser un
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diagnostic de NASH. Si le NAS est inférieur a 3, le diagnostic de NASH est négatif, en revanche, si le NAS

est supérieur a 5 le diagnostic de NASH est probable (Kleiner et al., 2005).

Caractéristique anatomo- .
. Evaluation Score
pathologique
Aucun 0
Balooning des hépatocytes Peu 1
Beaucoup 2
Aucune 0
<2 foyers par champ 200x 1
Inflammation lobulaire

2-4 foyers par champ 200x 2
>4 foyers par champs 200x 3
< 5% des cellules 0
Stéatose 5% -33% 1
>33% - 66% 2
>66% 3

Tableau 5 : Le NAFLD activity score.

Le NAS se calcule en prenant en compte des critéres histologiques observés sur une biopsie hépatique. Selon la sévérité chaque
critére se voit attribuer un score allant de 1 a 3, la somme de ces différents scores permet de déterminer la sévérité des
atteintes hépatiques. NAS<3 : pas de NASH, NAS>5 : NASH probable.

3. Traitements

A I'horizon 2020, la NASH sera la premiére cause de transplantation hépatique devant les
greffes imputées a I'alcool ou aux hépatites chroniques. Le co(t élevé de cette intervention, 650 000
euros en moyenne, le risque de complications graves et le faible nombre de donneurs poussent
I'industrie pharmaceutique a développer de nouvelles approches thérapeutiques pour lutter contre la
progression de cette pathologie. Actuellement, une cinquantaine de molécules sont en cours d’essais
cliniques dans le cadre de la NASH. L'analyse de différentes voies métaboliques ciblées permet de
dégager quatre groupes majoritaires (Tableau 6) :

- Groupe 1 (33%, orange) : molécules ciblant le métabolisme lipidique dont le chef de file est
I'Elafibranor

- Groupe 2 (24%, rouge) : molécules ciblant les processus inflammatoires dont le chef de file

est le Selnosertib
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- Groupe 3 (17%, vert) : molécules ciblant le métabolisme des acides biliaires dont le chef de

file est I'Ocaliva

- Groupe 4 (26%, blanc) : molécules ciblant d’autres voies métaboliques.

Nom Cible Mode d'action Phase Clinique
Elafibranor (GFT505) Lipides Double agoniste PPARa/A 3
GS0976 Lipides Inhibiteur de I'ACC 2b
Inhibition partielle de SCD1 et
Aramchol Lipides 2b
activation de |'efflux de cholestérol)
MSDC_0602 Lipides PPARYy (analogue de la pioglitazone) 2b
Seladepar (MBX_8025) Lipides Agoniste PPARA 2b
Saroglitazar Lipides Double agoniste PPARa/y 2b
Icosutate Lipides Inhibiteur de la synthése de TG 2b
BMS986036 Lipides Mimétique FGF21 (PEG-FGF21) 2b
Lanfibranor (IVA337) Lipides Tri agoniste PPARa Ay 2b
PF_05221304 Lipides Inhibiteur de I'ACC 2a
Favorise la clearance des VLDL,
Gemcabene Lipides 2a
potentiel inhibiteur de I'ACC
PF_06865571 Lipides Inhibiteur de DGAT2 1
PF_06835919 Lipides Inhibiteur de la ketohexokinase 1
NGM313 Lipides FGF21 mimétique 1
BMS_986171 Lipides Mimétique FGF21 (PEG-FGF21) 1
Selnosertib (GS-4997) Inflammation inhibiteur de ASK1 3
Cenicriviroc Inflammation Antagoniste CCR2-CCR5 3
IMM124E Inflammation Thérapie anti-LPS 3
GR_MD_02 Inflammation Inhibiteur de la Galectine 3
Emricasan (PF-03491390) Inflammation Inhibiteur des caspases 2b
Nitazoxanide Inflammation Activation des cellules stellaires 2b
GRI_0621 Inflammation Inhibiteur des natural killers 2a
Tipelukast (MN_001) Inflammation Inhibiteur de la 5-lipoxygenase 2a
Antagoniste des récepteurs aux
Nalmefene (JKB121) Inflammation 2a
opioides et du TLR4
ForalumAB Inflammation Anti-corps mono clonal anti-CD3 2a
CER_209 Inflammation Agoniste P2Y13 1
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Nom Cible Mode d'action Phase Clinique
Ocaliva (OCA) Acides biliaires Agoniste FXR 3
GS9674 Acides biliaires Agoniste FXR 2b
NGM282 Acides biliaires FGF19 mimétique 2b
Tropifexor (LUIN452) Acides biliaires Agoniste FXR 2b
Inhibition du transport ASBT-
Volixibat (SHP626) Acides biliaires 2b
dépendant
LMB763 (LMB763) Acides biliaires Agoniste FXR 2b
Inhibiteur du transport illéal des
Elobixibat (A4250) Acides biliaires 2a
acides biliaires
Tern_101 Acides biliaires Agoniste FXR 2a
Semaglutide Glucose Analogue du GLP1 2b
LIKO66 Glucose Inhibiteur SGLT1-SGLT2 2a
SAR425899 Glucose GLP1 mimétique 2a
Sotaglifozin Glucose Double inhibiteur SGLT1/SGLT2 2a
MGL_3196 Autre Antagoniste THR-3 2b
Agoniste des récepteurs aux
VK2809 Autre hormones thyroidiennes (pro- 2a
drogue)
Antagoniste des récepteurs a
MT_3995 Autre 2a
I'aldostérone
Agoniste des récepteurs a3
Namodenson Autre 2a
Adrénergique
DF102 (AF102) Autre ? 2a
Double agoniste des récepteurs a
KBP_042 Autre 1
I'amyline et la calcitonine
DUR928 Autre Modifications épigénétiques 1
Modulateur allostérique des
Namcizum Autre 1
récepteurs CB1

Tableau 6 : Liste des molécules en développement clinique pour le traitement de la NASH.
Source : www.nashbiotech.com

Les molécules en développement clinique sont nombreuses. Dans un souci de simplification
nous avons choisi de nous focaliser sur les molécules les plus prometteuses des groupes 1

(métabolisme lipidique), 2 (inflammation) et 3 (métabolisme des acides biliaires).
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Elafibranor ou GFT505 : L’Elafibranor est un agoniste mixte PPARa/S. Le traitement avec cette
molécule permet de limiter les atteintes hépatiques dans un modéle murin de NASH (Staels et al.,
2013). De plus, dans un modéle murin de stéatose hépatique et de diabéte de type 2 (Db/Db) le
traitement avec le GFT505 permet de normaliser le métabolisme glucidique ainsi que les taux de lipides
circulants (Hanf et al., 2014).

Chez des patients atteints d’'un syndrome métabolique, le traitement a I'Elafibranor permet de
diminuer les taux plasmatiques de TG, d’augmenter les taux circulants de HDL-Cholestérol ainsi que de
normaliser le métabolisme glucidique et d’augmenter la sensibilité a I'insuline (Cariou et al., 2011,
2013).

Une étude multicentrique en intention de traiter a permis de mettre en évidence que I'Elafibranor
permettait de stopper la progression de la fibrose chez des patients atteints de NASH (Ratziu et al.,

2016).

Selnosertib : Le Selnosertib est une molécule bloquant la voie Apoptosis signal-regulating
kinase 1 (ASK1). La voie ASK1 est impliquée dans la réponse cellulaire aux ERO, dans un contexte de
NASH |'activation de cette voie est un éveénement clef dans la progression de la cascade pathologique
(Xiang et al., 2016). Un essai clinique de phase 2 a montré que le traitement au Selnosertib permettait,

dans 43% des cas, de réduire la fibrose hépatique d’au moins un stade.

Ocaliva : L'Ocaliva ou acide obéticholic (AOC) est un dérivé semi-synthétique d’acide biliaire
qui agit comme un agoniste du farnesoid X receptor (FXR). Le FXR est impliqué dans la régulation du
métabolisme glucidique et lipidique.

Chez I’animal, un traitement avec I’AOC améliore la sensibilité a I'insuline et le métabolisme glucidique.
Un petit essai randomisé de phase 2 a permis de mettre en évidence que le traitement a ’AOC
permettait d’améliorer la sensibilité a I'insuline d’environ 25% ainsi que de diminuer les concentrations
d’enzymes hépatiques circulantes (Mudaliar et al., 2013). Cependant le design de cet essai n’a pas
permis de mettre en évidence un effet du traitement sur la fibrose hépatique c’est pour quoi, un essai

de phase 3 est actuellement en cours de recrutement.
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E. Cirrhose hépatique

1. Caractéristiques

Bien que d’origines multiples la cirrhose hépatique résulte toujours d’une agression chronique
du foie comme lors de maladies de surcharge en fer (Hémochromatose) ou en cuivre (maladie de
Wilson), d’agressions virales chroniques (hépatites B ou C), de maladies auto-immunes, d’abus d’alcool
ou de surcharge lipidique dans le cadre de la NASH.

Lors de la progression de la NASH vers la fibrose, les processus cicatriciels sont amplifiés conduisant a
une cicatrisation dérégulée et donc a une accumulation du tissu cicatriciel. Au cours de ce phénomeéne
il y a formation de nodules cicatriciels : les hépatocytes qui régénérent se retrouvent encapsulés au
sein d’un nodule constitué de tissu fibreux.

Il existe deux types de cirrhose : les cirrhoses compensées, asymptomatiques et les cirrhoses
décompensées ou compliquées. Les cirrhoses décompensées sont diagnostiquées suite a la survenue
de symptomes imputables a la diminution de la fonction hépatique globale.

Parmi les complications les plus fréguentes on retrouve les hémorragies digestives hautes dues a la
rupture de varices cesophagiennes générées par une hypertension portale, un ictére, des cedemes, des
troubles de la coagulation, une sensibilité accrue aux infections bactériennes ou une encéphalopathie
hépatique. Ce type d’encéphalopathie est dii a I'incapacité du foie a éliminer 'ammoniaque produit

par les bactéries.

Outre le risque de décompensation la cirrhose constitue un terrain favorable au développement d’un

CHC dont la survenue se fait apres 15 a 20 ans d’évolution.

2. Prévalence et traitement

Dans le contexte du SMe, I’évolution de la NASH vers la cirrhose concerne environ 25% des
patients (Diehl and Day, 2017). En revanche, la proportion de patients qui développent un CHC reste
inconnue (Diehl and Day, 2017).

Afin de limiter la progression de la cirrhose la normalisation du SMe, notamment par des mesures

hygiéno-diététiques doit étre associée a des thérapies combinées ciblant les différents hits. Lors d’un
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tel traitement, la survenue d’un CHC doit étre surveillée. Si un CHC se développe, un traitement au
Sorafenib permet d’améliorer la survie sans bénéfices cliniques (Gao et al., 2015). Cependant, le seul

traitement efficace de la cirrhose ou du CHC reste la transplantation hépatique.

3. Génétique et épigénétique du NAFLD

Les causes du NAFLD sont principalement environnementales, cependant, il existe une
susceptibilité familiale au développement de la NAFLD : 18% des patients atteins de NAFLD ont un
parent au premier degré présentant les mémes symptémes (Willner et al., 2001). Dans le cas d’enfants
présentant une stéatose, 78% des parents et 59% des sceurs et fréres sont aussi atteints (Schwimmer
et al., 2009). Ces résultats suggerent qu’il existe des variants génétiques favorisant I'apparition ou la

progression du NAFLD.

En utilisant une approche de genome wild association (GWAS), deux études publiées dans les
années 2010 font pour la premiere fois état de locus associés a la sévérité des atteintes hépatiques au
cours du NAFLD (Chambers et al., 2011; Yuan et al., 2008). Plusieurs autres études ont ensuite été
conduites notamment par Speliotes et al. et Romeo et al. (Romeo et al., 2008; Speliotes et al., 2011)
malgré la diversité ethnique des cohortes utilisées pour ces études et les méthodes de diagnostic, un
polymorphisme dans le gene codant pour la triglycéride lipase hépatique patatin-like phospholipase
domain-containing 3 (Pnpla3) est constamment associé de fagon significative a la stéatose. Ce
polymorphisme est responsable d’une substitution Ile148Met, chez 'Homme, cette mutation
augmente le risque de stéatose de fagon indépendante de I'obésité (Kotronen et al., 2009).

Un modeéle de souris surexprimant la mutation lle148Met spécifiquement dans les hépatocytes
présente une accumulation de triglycérides entrainant une stéatose (Li et al., 2012).

Ces résultats suggérent donc que cette mutation ponctuelle du géne Pnpla3 pourrait étre directement
responsable d’une forme « génétique » de stéatose et confirme fonctionnellement les données

établies par les études GWAS.

A titre d’exemple, en plus du polymorphisme de PNPLA3, Speliotes et al. ont identifié quatre

autre genes présentant un polymorphisme :
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-NCAN (rs2228603) : ce géne code pour le chondroitine sulfate proteoglycan 3 ou neurocan.
Cette protéine est connue pour étre impliquée dans la modulation de I'adhésion et de la migration

cellulaire, notamment au niveau du systeme nerveux central et de la rétine (Zhang et al., 2003).

-GCKR (rs780094) : ce géne code pour la glucokinase regulatory protein. Cette protéine
participe a la régulation de I'activité de la GK (Farrelly et al., 1999). De facon intéressante, une autre
étude de GWAS a pu mettre en évidence qu’un polymorphisme dans ce méme gene est
significativement associé a une augmentation des TG couplée a une diminution des taux de glucose

circulants (Beer et al., 2009).

-LYPLAL1 (rs12137855) : ce gene code pour la lysophospholipase-like 1, cette lipase hydrolyse

principalement les AG a chaine courte comme le 4-nitrophényl-acétate (Blrger et al., 2012).

-PPP1R3B (rs4240624) : PPP1R3B est un gene impliqué dans la régulation de la dégradation du
glycogéne. En effet, cette protéine inhibe la déphosphorylation (i.e. I'inactivation) de la glycogene

phosphorylase (Doherty et al., 1995).

Dans cette étude, la majorité des SNP identifiés sont en lien avec le métabolisme gluco-lipidique.
Cependant, seule I’étude fonctionnelle de ces polymorphismes permettra de valider les corrélations

obtenues lors du GWAS.

Actuellement, la génétique seule n’est pas suffisante pour expliquer I'apparition et la
progression des pathologies, en particulier dans le cadre du NALFD. L’expression des genes peut aussi
étre régulée par des phénomenes épigénétiques.

Le terme épigénétique regroupe tous les phénomenes responsables de la modulation de I’expression
des génes sans modification de la séquence d’ADN. Les régulations épigénétiques sont divisées en deux
classes : la premiere classe regroupe les méthylations de I’ADN au niveau des flots CpG et la seconde

les modifications d’histones.

La méthylation de I’ADN consiste en I'ajout d’un groupement méthyl sur une cytosine suivie
d’une guanine (flot CpG) par les DNA methyltransferases (DNMT). Les DNMT utilisent principalement
la méthionine et la choline comme source de méthyl. Les deux principales enzymes sont la DNMT1 et
la DNMT3. DNMT1 est responsable du maintien des profils de méthylation au cours de la division

cellulaire alors que DNMT3 est responsable de la méthylation de novo de I’ADN.
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La méthylation de ces sites participe directement a la régulation de la transcription : une hyper-
méthylation est associée a la répression de I'expression des génes alors que I’hypo-méthylation
entraine une augmentation de I'expression.

Chez la souris, I'altération de I'expression des DNMTs hépatiques précéde le développement de la
stéatose (Pogribny et al., 2009). Chez 'Homme, la méthylation des flots CpG participe a la progression
du NAFLD : chaque stade de la cascade est associé a un profil de méthylation particulier (Murphy et
al., 2013). De facon intéressante, apres une chirurgie bariatrique le profil de méthylation est modifié,
ce qui pourrait expliquer le retour de la sensibilité a I'insuline au cours de la perte de poids (Ahrens et
al., 2013). De la méme fagon, la méthylation de I’ADN mitochondrial est aussi associée a la sévérité du
NALFD (Pirola et al., 2013). De plus la méthylation de I’ADN est un caractére transmissible ce qui peut

expliquer la fréquence élevée du NAFLD au sein de certaines familles.

Les modifications des histones ont lieu au niveau de la queue Nter des histones et peuvent
prendre la forme d’acétylation, méthylation, phosphorylation, ubiquitinylation, ribosylation,
biotinylation ou sumoylation. La méthylation des histones est régulée par les enzymes HMTs (histones
methyl transferase) et HDMs (histones demethylases), de méme, les enzymes HAT (histones acétyl-
transferases) et HDAC (histone deacetylase) sont responsables des niveaux d’acétylation des histones.
De fagon canonique, une acétylation des histones permet une ouverture de la chromatine et favorise
ainsi l'initiation de la transcription. Au contraire, la dé-acétylation des histones « ferme » I'hélice
d’ADN ce qui inhibe la transcription. Chez les mammiferes, I'acétylation des histones est sous la
dépendance de la conversion enzymatique du citrate en acétyl-CoA par I’ACLY (Wellen et al., 2009). Ce
mécanisme lie de fagon forte le métabolisme des nutriments au contrdle épigénétique de I'expression

des genes.

Parmi les nombreuses HDAC décrites, 'HDACS3 se situe au carrefour entre le métabolisme lipidique, les
rythmes circadiens et I'épigénétique. En effet, un modéle murin présentant une perte de fonction de
HDAC3 présente une augmentation de l'utilisation des lipides entrainant une sensibilité a I'insuline
accrue ainsi qu’une dépense énergétique diminuée (Alenghat et al., 2008).

Cependant, la délétion de HDAC3 spécifiquement dans les hépatocytes entraine une sévere stéatose
associée a une amélioration de la sensibilité a I'insuline sans modification du poids corporel (Sun et al.,
2012). En effet, HDAC3 participe a I'inhibition de la voie de la LDN en collaboration avec REV-ERBa
(Feng et al., 2011). Tous ces résultats suggerent que la progression du NAFLD est intimement liée a
I'intégration d’un grand nombre de signaux provenant de I’environnement extérieur mais aussi

internes.
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4. Modeles d’études

Le NAFLD est une pathologie d’évolution lente et complexe. Pour modéliser son évolution,
différents modeles « séquentiels » ont été mis en place : la stratégie repose sur I'utilisation d’une
approche permettant de modéliser des atteintes retrouvées lors des stades précoces (obésité,
insulino-résistance et stéatose).

A I'heure actuelle les modeles physiopathologiques murins pertinents sont rares. En effet, il n’existe
pas de modele permettant de reproduire I'évolution de la cascade pathologique (tableau 7). A I'heure
actuelle les approches mises en place permettent d’étudier I’évolution de cette pathologie de facon
séquentielle, en effet, les modeéles high fat diet (HFD), Ob/Ob, Db/Db permettent de modéliser la
progression de la stéatose sans fibrose. Au contraire, les approches utilisant des régimes déficients en
choline et/ou méthionine permettent de modéliser le développement d’atteintes hépatiques
ressemblant au NASH humain.

Cependant, la stéatose induite par les régimes déficients en choline et méthionine est indépendante
de I'activité de la voie de la LDN, en effet |a privation en méthionine et choline, acides aminés essentiels
a I'export des VLDL par le foie, provoque une stéatose extrémement rapide (quelques jours) et sévere.
Ce type de régime a longtemps été associé a une fonte massive du tissu adipeux, depuis la
supplémentation en lipides (CD-HFD60%) ou en amidon (CD-HFD45%) et I’ajout de méthionine (0,1%)
I’effet lipodystrophique de ces régimes a été diminué.

A I'heure actuelle seuls deux régimes associent stéatose, fibrose et altération du métabolisme
glucidique : les régimes CD-HFD45% et le régime high cholestérol. Cependant, ces deux approches ne
sont capables d’induire de la fibrose hépatique qu’aprés au moins huit semaines de régime ce qui peut

constituer un frein majeur a leur utilisation.
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Modéle Détails Obésité | Stéatose NASH Fibrose CHC
45-60% de
I"apport
High-fat diet calorique Oui Oui Non Non Non
provident des
lipides.
ob/ob mice NA Oui Oui Non Non Non
db/db mice NA Oui Oui Non Non Non
db/db mice + DEN NA Oui Oui Oui ? Oui
Régime déficient [ Régime sans
en méthionine et choline ni Non Oui Oui Oui Non
choline (MCD) méthionine
1% de I'apport
ngh-ch?lesterol calgrlque Oui Oui Oui Oui Non
diet provident du
cholestérol.
[v) 7
High fat diet 60% 60,6 de I a?pport
déficient en energetique
. provient des Non Oui Oui Oui Oui
choline lipides. Régime
(CDHFD45%) | 'PO¢% "c8
sans choline
459 I’
High fat diet 459 | +>7 de Iapport
déficient en energetique
. provient des Oui Oui Oui Oui Oui
choline lipides. Régime
(CDHFD45%) | 'P9¢% Neé
sans choline.
Modele de
High-fat diet + | diabéte de type Non Oui oui Oui Oui

streptozotocin

1 combine a du
high fat diet 60%

Tableau 7 : Principaux modéles physiopathologiques utilisés dans les études sur le NAFLD.

Adapté de (Lau et al., 2017).

L’expression des acteurs de la voie de la LDN est régulée a deux niveaux. Le premier niveau de
régulation se situe au niveau de I'activité propre des différents facteurs de transcription qui régulent

I'expression des enzymes de la LDN, en effet ces protéines peuvent subir des modifications post

traductionnelles qui affectent directement leur activité.

Le second niveau de régulation, est permis par la capacité des facteurs de transcription a lier leurs

éléments de réponse sur la chromatine. L'accessibilité des éléments de réponses est directement liée




a la conformation fine de la chromatine et notamment a son état de compaction. Cet état est
principalement régulé par les histones, cependant, il existe une autre classe de protéines, moins
connue, capables de réguler lacompaction de I’ADN : la famille des protéines non histone high mobility

goup proteins (HMG).
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F. HMG protéines

Les protéines HMG (High Mobility Group) sont des protéines nucléaires non histones de faible poids
moléculaire (10-30 kDa) découvertes dans les années 1970. L'étude de leur composition en acides
aminés révele qu’elles sont constituées de 50% d’acides aminés chargés et cette constitution
particuliére leur confére une grande mobilité électrophorétique (Goodwin et al., 1973).

Les protéines HMG regroupent différentes super-familles : HMGA, HMGN et HMGB (Fig 21).

HMGA  yH~ COH

P! i
| R | [—"

MLS1 MLS2

R R R

HMGB  NHof |
NLS1 NLS2

Figure 21 : Structure générale des protéines HMG.

Les protéines HMG sont des protéines de faible poids moléculaire. Cette famille de protéines est caractérisée par la présence
de séquence de nucléarisation (NLS) ainsi que de différents motifs (AT, Chromatin unfolding domain ou A et B box) leur
permettant d’interagir avec ’ADN. HMGA: high mobility group protein A, NLS: nuclear localisation sequence, AT : domaine
d’interaction a I'’ADN (A-T hook), QA : queue acide, HMGN high mobility group protein A, NBD : nucleosome binding domain,
HMGB : high mobility group box protein.

1. HMGA

La famille des high mobility group protein A (HMGA) (Lund et al., 1983) comporte 4 membres :
HMGA1la, HMGA1b, HMGA1lc et HMGA?2 codés par les genes Hmgal et Hmga2. HMGAla, HMGA1b et
HMGA1c dérivent de I'épissage alternatif de ’ARNm du gene Hmgal (Johnson et al., 1989; Nagpal et
al., 1999). L'expression de ces deux genes est principalement embryonnaire puis diminue au cours de
la maturation des tissus. De facon surprenante, lors de processus néoplasiques, les protéines HMGA
sont ré-exprimées (Xu et al., 2004). Ces protéines ont en commun d’interagir avec le petit sillon de
I’'hélice d’ADN dans des régions riches en A et T (Solomon et al., 1986). Elles sont localisées au niveau
des bandes G/Q des chromosomes, les centrosomes et les téloméres. Ces différentes localisations sont

en faveur d’un réle actif des protéines HMGA dans la conformation de la chromatine (Disney, 1989).
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L'interaction entre les protéines HMGA et I’ADN se fait de facon conformation dépendante via un motif
« A-T Hook » (Reeves and Nissen, 1990).

Les interactions HMGA:ADN sont régulées par la phosphorylation de thréonines par la kinase CDC2.
Une hyper-phosphorylation d’"HMGA est associée a une diminution de I'affinité de la protéine pour
I’ADN (Reeves et al., 1991). Au contraire, une hypo-phosphorylation augmente I'affinité d’'HMGA pour
I’ADN (Diana et al., 2001).

Malgré cette interaction séquence-indépendante, I'inactivation de ces genes a des conséquences
variables. Chez ’'homme et la souris, I'absence du gene Hmgal entraine une résistance a l'insuline et
un diabete de type Il (Foti et al., 2005) alors méme que son expression est faible dans les tissus
matures. Un modele murin d’haplo-insuffisance du gene Hmga développe une hypertrophie cardiaque
ainsi que des leucémies (Fedele et al., 2006).

Au contraire, la surexpression forcée de la protéine HMGA dans un modele cellulaire entraine

I'apoptose (Fedele et al., 2001).

Ces effets différents peuvent notamment étre dus au réle des protéines HMGA1 dans la constitution
de «l’enhanceosome ». L’enhanceosome peut se définir comme I'assemblage des éléments cis
régulateurs, les modifications locales de la chromatine et le recrutement de la machinerie de '’ARN
polymérase Il au promoteur d’un géne (Panne, 2008). HMGA1 permet notamment la constitution de
I’enhanceosome de I'interféron béta : la liaison des différents activateurs se fait avec une faible affinité
due a une courbure de I’ADN défavorable. La liaison d’HMGA « linéarise » 'ADN ce qui augmente
I’affinité des activateurs avec la séquence promotrice, sans interaction protéine-protéine directe avec
HMGAL. La stabilisation de la structure nucléoprotéique se fait par des interactions protéines-
protéines entre les différents constituants. La structure ainsi stabilisée est 'enhanceosome (Yie et al.,
1999). La formation ou la destruction de I'enhanceosome est en partie régulée par I'acétylation de
deux lysines d’HMGAL1 : 'acétylation de la lysine 71, associée a la formation de I'enhanceosome, et

I'acétylation de la lysine 65, associée a la destruction du complexe nucléoprotéique (Munshi, 2001).

Les HMGA étant des protéines impliquées dans la transcription de certains génes, elles peuvent donc

étre considérées comme des coactivateurs pan-génomiques de la transcription. Cependant les signaux

conduisant au recrutement de ces protéines au niveau de leurs sites d’action sont inconnus.
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2. HMGN

La superfamille des high mobility group protein N (HMGN) se compose de 6 membres, présents
uniqguement chez les vertébrés: HMGN1, HMGN2, HMGN3a, HMGN3b, HMGN4 et HMGNS5. Ces
protéines sont codées par les genes Hmgnl, Hmgn2, Hmgn3, Hmgn4 et Hmgn5 respectivement. L'effet

de la délétion de ces différents genes (Kugler et al., 2013) est résumé dans le Tableau 8.

Hmgn1”/ Hmgn2”/

-Altérations -Altérations

comportementales comportementales

Hmgn3”
-Altérations

comportementales

Hmgn57
-Altération du

métabolisme

glucidique

-Diminution de la -Diminution de la -Diabéte modéré

réparation des force musculaire -Diminution de la

dommages a I’ADN -Diminution de la force fonction hépatique

-Diminution du musculaire
-Diminution de la poids et de la masse -Diminution de
corticostéronémie grasse -Hypoalgie I’'hématopoiese
(Femelles uniguement)
-Hypophagie

Tableau 8 : Phénotype des différents modéles murins de déficience en Hmgn1, Hmgn2, Hmgn3 et Hmgn5.

Leur principale fonction est de participer a la structure de la chromatine en se liant au nucléosome
(Mardian et al., 1980). Le nucléosome est I'unité de base de la chromatine, chaque nucléosome est
constitué de 147 paires de base d’ADN enroulées autour d’un octamere d’histones contenant deux
copies des histones H2A, H2B, H3 et H4. La liaison d’HMGN se fait au niveau de I'octameére d’histones.
Dans un contexte de transcription et/ou de traduction de la molécule d’ADN, les protéines HMGN ont
une action opposée a celle des histones H1. En effet, HMGN favorise I'ouverture de la chromatine donc
la transcription et/ou la traduction (Bustin, 2001), HMGN peut donc étre considéré comme un
coactivateur translationnel pan-génomique. La liaison HMGN:nucléosome est régulée par des
modifications post-traductionnelles du domaine de liaison au nucléosome (NBD). Ainsi, I'acétylation
d’"HMGN sur des résidus lysine diminue sa liaison au nucléosome (Herrera et al., 1999). De la méme
facon, la phosphorylation de résidus sérines, localisés dans le NDB, a pour conséquence une

relocalisation d’HMGN du noyau vers le cytoplasme (Louie et al., 2008).
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L'interaction HMGN:Nucléosome est régulée de fagon temporelle : il existe une phosphorylation cycle-
cellulaire dépendante. Lors de la mitose, HMGN est phosphorylé ce qui inhibe sa liaison sur les
chromosomes mitotiques et permet une meilleure circulation dans le noyau (Cherukuri et al., 2008;
Prymakowska-Bosak et al., 2001).

De par son interaction avec le nucléosome, HMGN est un acteur essentiel du « code des histones » :
I'encombrement stérique généré par HMGN empéche l'acces des histones acétyl- et méthyl-

transférases (Lim et al., 2004).

3. HMGB

a) HMGB2, 3 et 4

Les high mobilty group box proteins (HMGB) peuvent étre divisées en deux classes selon leur
type d’interaction a I’ADN. La premiére classe regroupe des protéines ayant une interaction séquence
spécifique avec ’ADN comme les facteurs de transcription lymphoid enhancer-binding factor (LEF) et
sex-determining Region of Y chromosom (SRY) notamment.

La seconde classe regroupe des protéines n’ayant pas d’interaction séquence spécifique avec I’ADN.
Elle est composée de 4 membres : HMGB1, HMGB2, HMGB3 et HMGB4 codés par les genes Hmgb1,
Hmgb2, Hmgb3 et HmgbA4.

- HMGB2 est principalement exprimée durant I'embryogenese. A |’age adulte son expression est
réduite au thymus et aux testicules ou elle joue un réle crucial dans la spermatogenese (Ronfani et al.,

2001).

- L’expression de HMGB3 est cantonnée aux cellules hématopoiétiques primaires de la moelle

osseuse. HMGB3 inhibe la différenciation des lignées myéloide et lymphocytaire B (Nemeth, 2003).

- HMGB4 est le dernier membre identifié. Son expression est majoritairement testiculaire (Catena

et al., 2009) et neuronale (Rouhiainen et al., 2016) a I'dge adulte.

De toutes les protéines HMGB, la délétion d’'HMGB1 est celle qui présente le phénotype le plus
marqué.
En effet, les animaux présentant une délétion constitutive du géne Hmgbl (Hmgbl”/") ont un

phénotype létal d{, notamment, a une sévére hypoglycémie post-natale (Calogero et al., 1999).
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L'hypoglycémie est secondaire a un défaut de glycogénolyse hépatique, cependant, la machinerie
enzymatique est présente dans le foie des animaux Hmgb1”-. La supplémentation en glucose des
animaux Hmgb1”" toutes les six heures permet de prolonger la survie de 25 jours. Ces résultats
suggerent que l'effet d’HMGB1 sur le métabolisme glucidique bien que modéré est suffisant pour
entrainer la |étalité.

Avant I'apparition des stratégies de knock-out conditionnels, I'étude de cette protéine a pu se faire
grace a l'utilisation de mouse embryonary fibroblast (MEFs) immortalisés Hmgb17- (Calogero et al.,
1999). L'utilisation de cette approche a permis de mettre en évidence que la protéine HMGB1 n’était
pas essentielle a la survie et a la prolifération des cellules. Le phénotype des cellules Hmgb1” suggére

qu’HMGB1 permettrait de réguler I'accessibilité de I’ADN associé aux nucléosomes.

Bien que HMGB1 et HMGB2 partagent une forte homologie de séquence (80%), elles ne constituent
pas un systeme redondant et pourraient méme jouer des réles opposés lors du développement

(Bagherpoor et al., 2017).

b) HMGB1

HMGBI1 est une protéine de 215 acides aminés, clonée en 1991 (Merenmies et al., 1991), qui
est la protéine non histone la plus abondante du noyau, dans les cellules mammiféres on estime son
nombre a 10° copies par noyau.

Cette protéine est conservée dans une grande partie du régne du vivant : I'homologie de séquence
entre les protéines HMGB1 des organismes modeéles en biologie (S.Cerevisiae, C.Elegans, X.Laevis,

M.Musculus, D.Rerio) est de 90% (Fig 22).
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Figure 22: Comparaison des séquences peptidiques des protéines HMGB1 chez S.Cerevisiae, C.Elegans, X.Laevis,

M.Musculus, H.Sapiens et D.rerio.

Les acides aminés en noir sont conservés entre les différentes espéces.

(1) Structure Moléculaire

HMGB1 est caractérisée par la présence en tandem de deux sites d’interaction avec I’ADN de

80 acides aminés : les boites HMG (ou HMG Box) A et B. Les boites A et B ont une structure tertiaire

identique formée par trois hélices a (Weir et al., 1993). Ces domaines interagissent avec le petit sillon

de I’hélice d’ADN de fagon peu ou pas spécifique. HMGB1 comporte deux séquences de nucléarisation

(NLS) riches en lysines localisées entre les acides aminés 28 a 44 (NLS1) et 179 a 185 (NLS2).

La partie C-terminale de la protéine est composée d’une queue acide mobile de 30 acides aminés,

principalement composée d’acides aspartique et glutamique (Fig 21).

Comme les autre protéines de type HMG, HMGB1 a d’abord été étudiée pour son rdle intracellulaire.

(2) Réle intracellulaire

(a)  Nucléaire

Dans le noyau, HMGB1 joue un réle de chaperonne de I’ADN. Par ce réle, HMGB1 est un des

garants de la stabilité du génome eucaryote et procaryote (Giavara et al.,

2005). L’affinité d’'HMGB1

pour I’ADN varie en fonction des structures tertiaires rencontrées (Fig 23). L’affinité est plus
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importante pour les conformations associées a des phénomenes de recombinaison ou de
traduction/transcription que pour la conformation « classique ». Par exemple, in vitro, I'interaction
HMGB1:DNA Loop (Matthews, 1992) a une demie vie d’une heure et une affinité forte (Kp<0,2x10"12M)
(Gaillard and Strauss, 2000). HMGB1 interagit aussi avec ’ADN cruciforme (Kp=1x10°M) (Bianchi et al.,
1989). Pour comparaison, le Ko d’"HMGB1 pour I’ADN de type B est de 5x10°M.

Chez les mammiferes, les phénomenes de recombinaison de ’ADN sont rares et finement régulés. La
recombinaison V(D)J est une recombinaison site-spécifique permettant de créer une grande diversité
de T-Cell Receptor (TCR) et d'immunoglobulines (lIg) et cette recombinaison se fait par les
recombinases RAG (Recombination Activating Gene). Bien que les RAG soient suffisantes pour induire
la recombinaison, HMGB1 est nécessaire pour stabiliser le complexe RAG:ADN (Little et al., 2013).
HMGB1 est aussi impliqué dans les phénomenes d’excision de nucléotides, et de réparation de mis-

appariement (Lange and Vasquez, 2009).

ADN-A ADN-B ADN-Z ADN- cruciforme

Figure 23 : Les différents types d'ADN retrouvés dans les cellules mammiferes.

De gauche a droite : les structures de ’ADN-A, -B, —Z et de I’ADN cruciforme. Dans les cellules, ’ADN est majoritairement sous
forme B. L’ADN-A est retrouvé dans des échantillons déshydratés et ressemble a ’ARN double brin ou aux hybrides ADN:ARN.
L’ADN-Z est une structure plus rare, retrouvée lors des interactions ADN:Protéines. L’ADN cruciforme est un intermédiaire clef
dans les processus de recombinaison homologue.

HMGB1 est impliqué dans la régulation indirecte de la traduction en permettant la décompaction de
la chromatine : HMGB1 peut déstabiliser le nucléosome d’une maniére non enzymatique et ATP
indépendante. En effet, il peut exister une interaction entre la queue acide d’HMGBI et la partie N-Ter

de I'histone H3 (Watson et al., 2014), cette interaction va entrainer I'ouverture de la chromatine et la
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déstabilisation du nucléosome. Une fois le nucléosome détruit, des éléments de réponses a des
facteurs de transcriptions peuvent devenir accessibles et la traduction des geénes cibles peut
s’effectuer, ce type de régulation est retrouvé dans le cas du récepteur aux cestrogenes. En cas
d’inhibition de I'expression d’"HMGB1, I'activité transcriptionnelle du récepteur aux cestrogénes est
drastiquement diminuée (Joshi et al., 2012). Dans ce cas précis, HMGB1 joue le role de coactivateur
spécifique de la transcription.

Dans un systeme bactérien hybride exprimant TATA Binding Protein humaine (hTBP), HMGB1 favorise
la liaison et la stabilité du complexe TATA Binding Protein (TBP):TATA-Box. Cette stabilisation se fait
via I'interaction entre la partie C-Ter d’HMGBI1 (la queue acide) et la partie N-Ter de la hTBP (Das and
Scovell, 2001). L'encombrement stérique généré va interdire I'acces a la TATA-Box de TFIID et ainsi

inhiber la formation du complexe d’initialisation de I’ARN Polymérase Il (Ge and Roeder, 1994).

HMGB1 est aussi impliqué dans la régulation de I'activité de certains facteurs de transcription. Ainsi,
HMGB1 est impliqué dans la régulation directe ou indirecte de la liaison a I’ADN de nombreux facteurs
de transcription ou récepteurs nucléaires tels que les récepteurs aux hormones stéroidiennes, le
récepteur aux glucocorticoides, NFkB mais aussi SREBP et p53.

HMGB1 semble interagir directement avec SREBP1 et SREBP2 au niveau des domaines helix-loop-helix
(HLH), cette interaction pourrait étre retrouvée pour d’autres facteurs possédant des domaines HLH.
Cette interaction augmente I'activité transcriptionnelle de SREBP1 et SREBP2 en favorisant la

dimérisation de ce facteur de transcription (Najima et al., 2005).

HMGB1 peut aussi interagir avec la protéine p53, dans ce cas, I'interaction entre ces deux protéines
inhibe leur passage du cytoplasme vers le noyau. La séquestration de p53 dans le cytoplasme empéche
I’expression de ses génes cibles (Livesey et al., 2012). HMGB1 peut aussi directement faciliter
I'interaction entre p53 et I’ADN en modifiant I'organisation spatiale des sites de liaison de p53

(McKinney and Prives, 2002)

Ainsi, HMGB1 est capable de réguler I'activité transcriptionnelle a plusieurs niveaux : soit en jouant sur

I'ouverture et la fermeture de la chromatine, soit en interagissant directement avec certains facteurs

de transcription ou éléments de la machinerie de transcription (Tableau 9).
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Facteur de

Lo Famille | Interaction Conséquences Organisme Références
transcription
B-HLH- N . .
SREBP 21p HLH Dimérisation Ex-vivo (Najima et al., 2005)
Activation de la . (Brickman et al.,
NF-kB RHD REL o Drosophile
transcription 1999)
Augmente
ADN cible I"affinité pour les .
L o (Livesey et al., 2012;
et éléments de Ex-vivo, in ] ]
p53 - .. i . . McKinney and Prives,
protéine : réponse a p53. vitro 2002)
protéine Régule I'apoptose
p53-induite
3 Singe .
Récepteur aux Augmente (Lignée (Boonyaratanakornkit
[
hormones - ADN cible I"affinité pour les IIgI i et al., 1998; Joshi et
cellulaire
stéroidiennes HRE al., 2012)
CO0S)
Récepteur aux Doigt Augmente
P L. g ? , & o Souris (Foti et al., 2005)
glucocorticoides | de Zinc I"activité

Tableau 9 : Effet d’HMBG1 sur les différents facteurs de transcription.
Srepb: Sterol regulatory element-binding protein; NF-kB : nuclear factor-kappa B; B-HLH-ZIP: Basic Helix-Loop-Helix leucine

Zipper; HRE: Hormone Reponse Element.

HMGB1 est aussi impliqué dans la maintenance de la stabilité génomique. Chez les mammiferes, la

stabilité du génome est notamment assurée par la présence de télomeres a I'extrémité des

chromosomes. Ces séquences sont synthétisées par un complexe nucléoprotéique : la télomérase.

Dans un modéle de MEF Hmgb1” I'instabilité génomique est augmentée et I'activité de la télomérase

est divisée par 3 (Polanska et al., 2012).

Outre ses divers roles nucléaires, HMGB1 se distingue des autres protéines HMG par son role

cytoplasmique.
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(b)  Cytoplasmique

De facon inattendue en 1979, lors de I'utilisation d’anticorps spécifiques d'HMGB1, Michael
Bustin et Natasha Neihart rapportent un marquage positif dans le cytoplasme (Bustin and Neihart,

1979). Cette étude suggére pour la premiere fois un possible role extranucléaire pour HMGB1.

Il faut attendre 1991 pour voir la description du premier role cytoplasmique : HMGB1 est localisé a la

membrane plasmique et favorise la croissance des neurites (Merenmies et al., 1991).

En 2010, Tang et al. (Tang et al., 2010) ont mis pour la premiéere fois en évidence un potentiel réle
d’HMGB1 dans la régulation de I'autophagie. Leur modele propose, au cours d’un stress induisant
I'autophagie (i.e. privation en acides aminés), une relocalisation d'HMGB du noyau vers le cytoplasme.
Une fois dans le cytoplasme, HMGB1 participe a la dissociation du complexe inhibiteur de I'autophagie
BCL2:Beclin-I favorisant ainsi I'activation de I'autophagie par Beclin-I (Decuypere et al., 2012).

Ce lien entre autophagie et HMGB1 a été reproduit a plusieurs reprises et dans différents contextes :

1/ Au cours de la carcinogéneése, il existe une balance entre I'apoptose et I'autophagie. Cet
équilibre est crucial pour la progression de la maladie et la réponse au traitement. In vitro, ces voies
semblent régulées par l'interaction entre p53 et HMGB1 (Livesey et al., 2012), qui se fait aussi bien

dans le noyau que dans le cytoplasme (tableau 9).

2/ HMGBL1 pourrait aussi jouer un réle dans le « contrdle qualité » des mitochondries in vitro
(Tang et al., 2011). L’élimination des organites non fonctionnels se fait par des mécanismes associés a
I'autophagie et I'élimination des mitochondries se fait via la mitophagie (Pickles et al., 2018). La
régulation de la mitophagie par HMGB1 serait due a I'expression de la protéine Heat Shock Protein
beta-1 (HSPB1) qui peut interagir avec le cytosquelette d’actine, élément essentiel dans la constitution
des vésicules de l'autophagie. Ainsi dans ce modele in vitro, HSPB1 régule le contréle qualité des

mitochondries et I'expression d’"HSBP1 semble strictement dépendre de I'expression d’"HMGB1.

3/ Lors d’une infection bactérienne (Listeria monocytogenes) ou d’un choc septique induit par
le lipopolysaccharide (LPS), les souris présentant une délétion d’HMGB1 spécifiquement dans les
macrophages sont plus sensibles que les souris wild type. Ces résultats laissent supposer un réle anti-
inflammatoire d’"HMGB1 dans les macrophages. En effet, dans cette cellule I'absence d’'HMGB1 est

associée a une diminution de I'autophagie pouvant expliquer la sécrétion accrue de cytokines pro-
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inflammatoires et une mort cellulaire précoce des macrophages pouvant étre responsable de la

sensibilité accrue a l'infection bactérienne ou au choc septique (Yanai et al., 2013).

Malgré la robustesse de ces études, il existe une controverse sur la réalité de I'autophagie médiée par
HMGBA1. En effet, dans un article publié en 2014, Huebener, Gwak et al. (Huebener et al., 2014) n’ont
pas mis en évidence un quelconque role d'HMGB1 dans I'autophagie ou le controle qualité des
mitochondries in vivo, en utilisant un KO spécifique des hépatocytes et un autre KO spécifique des
cardiomyocytes. Cette différence de résultats pourrait en partie s’expliquer par la stratégie utilisée
pour réaliser les délétions d'HMGB1. En effet, méme si les deux groupes ont utilisé la technologie CRE-
Lox pour réaliser la délétion, Tang et collaborateurs ont mis en place une stratégie reposant sur le
floxage des exons 2 et 3 alors que Huebener, Gwak et collaborateurs ont réalisé le floxage des exons
2,3et4.

Ces résultats contradictoires ont conduit certains auteurs a proposer I'existence de deux autophagies :

I'une indépendante et I'autre dépendante d’HMGB1 (Huebener et al., 2015; Sun and Tang, 2014).

Dans le cytoplasme, la présence d’ADN est souvent synonyme d’infection. La détection de cet ADN se
fait par la vois cGAS (Fig 24) La présence d’ADN dans le cytoplasme va activer 'enzyme cGAS (cyclic
GMP-AMP Synthase) qui catalyse la formation d’un di-nucléotide cyclique : le guanosine-adénine
monophosphate cyclique (cGAMP). HMGB1 en interaction avec d’autres protéines de structure, va

permettre la nucléarisation du complexe cGAS:ADN et modifiant la conformation de 'ADN (Andreeva

et al,, 2017).
ADMN
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Figure 24 : Détection de I'ADN exogéne par la voie cGAS.
Dans le cytoplasme, la présence d’ADN exogéne active la cyclic GMP-AMP Synthase (cGAS). La production par cette enzyme
de GMP-AMP cyclique (cGAMP) permet a terme la production d’interféron-béta (INF8).
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Suite a une cascade de signalisation particuliere, la formation de cGAMP aboutit a I'activation des
geénes de la réponse immunitaire et notamment I'interféron béta (INFB).

Dans ce contexte, HMGB1 constitue une « alarmine intracellulaire » permettant la lutte contre les

pathogenes intracellulaires.

(c)  Modifications post traductionnelles

HMGB1 est une protéine de structure de la chromatine pouvant circuler de facon
physiologique entre le noyau et le cytoplasme. Bonaldi et al. (Bonaldi Tiziana et al., 2003) ont démontré
que le transport nucléo-cytoplasmique d’"HMGB1 se faisait soit de fagon passive soit de fagcon active.
Le transport passif est permis par la petite taille d'HMGB1, ce qui permet une diffusion passive par les
pores nucléaires, cependant, ce mode de transport semble minoritaire.

Le transport actif se fait par I'interaction entre I'exportine CRM1 (Kang et al., 2009) et une séquence
d’export nucléaire non identifiée a ce jour mais située dans les box A et B. L'import d’HMGB1 est médié
par I'exportine KAP-al (Youn and Shin, 2006).

Le choix de la localisation subcellulaire d’"HMGB1 est dicté par de nombreuses modifications post

traductionnelles (Fig 25).
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Figure 25 : Bilan des modifications post-traductionnelles d'HMGB1.
HMGBI est codé par les exons 2, 3, 4 et 5. Les modifications post traductionnelles sont majoritairement situées dans la A-Box
et en amont de la queue acide. Le pont disulfure formé entre les cytosines 23 et 45 permet l'interaction d’HMGB1 avec le TLR4.
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(i) Meéthylation

A ce jour, une unique méthylation a été décrite. Le site de méthylation se situe dans la NLS1
au niveau de la Lysine 42 (Fig 25). Dans les neutrophiles, cette lysine est monométhylée (lto et al.,
2007) et cette modification entraine une relocalisation de la protéine vers le noyau. Le transport se
fait par diffusion passive au travers des pores nucléaires grace au petit poids moléculaire dHMGB1 (25

KDa)

(ii) Phosphorylation

Lors de I'activation de cellules immunes par le TNF-a ou I'acide okadaic (phycotoxine), HMGB1
est phosphorylée au niveau de la NLS1 ce qui inhibe I'interaction entre HMGBL1 et I'importine nucléaire
KAP-al (Youn and Shin, 2006), permettant une relocalisation cytoplasmique et a terme une orientation
vers les voies sécrétoires. La phosphorylation se fait sur trois résidus sérine localisés dans la NLS1 : les

serines 34, 38 et 41 (Kang et al., 2009) via I'action de la PKC (Protéine Kinase C) (Fig 25).

HMGB1 comporte trois résidus cystéines pouvant étre phosphorylés : lorsque les cystéines 23 et 45
sont phosphorylées, elles forment un pont disulfure. Cependant, bien que situées de part et d’autre
de la NLS1 (Fig 25) la formation du pont disulfure ne semble pas avoir d’effet sur la localisation
cellulaire d’HMGB1 (Venereau et al., 2012).

En revanche, la phosphorylation de la cystéine 106, située dans la box-B entraine un relocalisation

cytoplasmique d’HMGB1 (Hoppe et al., 2006; Venereau et al., 2012).

(iii)  Glycosylation et ADP-Ribosylation

HMGB1 possede trois asparagines glycosylables en position 37, 134 et 135 (Fig 25). Cette
glycosylation constitue un prérequis pour sa sécrétion suite a un stimulus pro-inflammatoire. De plus,
cette modification post-traductionnelle protége HMGB1 de la dégradation par le protéasome (Kim et
al., 2016a). La Poly(ADP)-ribosylation (PAR) d’'HMGB1 est médiée par la Poly(ADP)-ribose Polymerase-
1 (PARP-1) (Ditsworth et al., 2007). L’action de cette enzyme se fait sur des résidus a ce jour inconnus

mais probablement situés dans la boite HMG-A et la queue acide. Cette modification a deux effets :
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- Comme pour les autres modifications post traductionnelles, HMGB1 quitte le noyau pour le

cytoplasme et rejoint les voies de sécrétion.

- Dans l'espace extracellulaire, PAR-HMGB1 va générer une diminution de ['efférocytose.
L'efféroctyose peut se définir comme le processus au cours duquel les cellules mourantes ou mortes

sont phagocytées (Davis et al., 2011).

(iv)  Acétylation

La premiére découverte de I'acétylation d’HMGB1 a été faite en 1979 (Sterner et al., 1979). En
réponse a l'acétylation des lysines, HMGB1 est transloqué du noyau vers le cytoplasme pour étre
secrété.

Cette modification post-traductionnelle se fait sur des résidus lysine particuliers, localisés
proche des NLS : les lysines 27, 28 et 29 (proches de la NLS1, Fig25) et les lysines 182, 183, 184,185
(proches de la NLS 2, Fig 25) (Bonaldi Tiziana et al., 2003). Les modifications se font principalement par
les histones-acétyl transférase CBP, PCAF et p300 (Bonaldi Tiziana et al., 2003) sous le contrdle de la
voie JAK/STAT1 (Lu et al., 2014).

Ces acétylations sont régulées par les déacétylases SIRTUIN1 (Rabadi et al., 2015) et HDAC1/HDAC4
(Evankovich et al., 2010).

Les nombreuses modifications post traductionnelles vont permettre d’orienter HMGB1 vers la voie

sécrétoire. Une fois dans le milieu extracellulaire, HMGB1 joue le role de médiateur de I'inflammation.

(3) Role extracellulaire

(a)  Sécrétion

A ce jour, deux modes de sécrétion d’"HMGB1 ont été décrits : une sécrétion active par les

cellules immunitaires activées lors d’un challenge inflammatoire ou un relargage passif lors d’un

éveénement nécrotique.
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La sécrétion active se fait par les cellules immunitaires innées activées par un stimulus pro-
inflammatoire (LPS, TNF-a ou IL-1) (Wang et al., 1999).

La structure protéique d’"HMGB1 ne comportant pas de peptide sécrétoire, sa sécrétion se fait par une
voie non canonique : la voie des lysosomes sécrétoires (Gardella et al., 2002).

Les lysosomes sécrétoires sont des vésicules sécrétoires issues du réseau trans-golgien. Elles sont
principalement retrouvées dans les cellules immunes, notamment les macrophages et les cellules
dendritiques. La fusion de ces particules avec la membrane et I'exocytose de leur contenu sont

régulées par les flux intracellulaires de calcium (Blott and Griffiths, 2002).

Comme démontré par Wang et al. HMGB1 est un acteur tardif de la réponse immunitaire innée : la
sécrétion d’"HMGBL1 in vivo atteint son maximum 15 heures apres I'induction d’un choc septique par le
LPS (Wang et al., 1999). En effet, la sécrétion d’HMGB1 par les cellules immunitaires nécessite, en plus
d’un stimulus de type LPS, TNF-a ou IL-1, la présence de lysophosphatidine choline (LPC). Or, I'enzyme
responsable de la production de LPC, la Phospholipase A2, n’est sécrété que 24h apres un challenge

inflammatoire (Gardella et al., 2002).

La sécrétion d'HMGBL se fait donc en deux temps :
1/ HMGBI1 est acétylé dans le noyau puis est transportée dans le compartiment endosomal,

2/ La présence de LPC permet une sécrétion d’"HMGBI1 via les lysosomes sécrétoires.

HMGB1 est aussi relargué passivement par les cellules nécrotiques et constitue un signal d’activation
pour le systéme immunitaire (Scaffidi et al., 2002). La nécrose est une mort cellulaire non programmée,
au cours de laquelle le contenu cellulaire est déversé dans le milieu extracellulaire. Au cours de ce
phénoméne HMGB1, qui tend a étre hypo-acétylée, joue le réle de médiateur de I'inflammation stérile

ou de DAMPS (Damage Associated Molecular Pattern).

L'acétylation d’"HMGB1 constitue donc un marqueur permettant de discriminer le phénomene a
I’origine de son apparition :

- HMGB1 hyper-acétylé provient de la sécrétion par les cellules immunes activées aprés un
challenge inflammatoire

-HMGB1 hypo-acétylé provient d’événements nécrotiques.

Ainsi, HMGB1 peut donc constituer un marqueur clinique d’apoptose et/ou de nécrose notamment

dans les cas d’insuffisance hépatique aigué. Dans les pays industrialisés, 50% des cas d’insuffisance

82



hépatique aigue sont dus une intoxication a I'acétaminophéne (Paracétamol) (Lee et al., 2008). Au
cours de cette atteinte, les hépatocytes nécrosent ce qui entraine une insuffisance hépatique aigle
pouvant entrainer le décés du patient. Dans ce contexte, HMGB1 constitue donc un marqueur de

diagnostic fiable et prédictif de la sévérité de I'atteinte hépatique (Antoine et al., 2009, 2013).

La sécrétion active d’'HMGB1 a longtemps été considérée comme I’apanage des cellules immunitaires.
Cependant, des études ont pu mettre en évidence que certaines cellules épithéliales pouvaient aussi
sécréter activement HMGBI1. Suite a une stimulation au TNF-a, une lignée d’adipocytes murins en
culture (les 3T3-L1) sécréte activement HMGB1 de facon dose dépendante via un mécanisme
impliquent la voie des JNK (Shimizu et al., 2016).

L'irradiation aux rayons X de fibroblastes de peau ou de cellules épithéliales bronchiques provoque
une sécrétion dose et temps dépendante. De fagon intéressante, la sécrétion d’HMGB1 induite par les
rayons X est liée a des dommages a ’ADN (Wang et al., 2016).

Dans des cellules de cancer du c6lon, HMGB1 est phosphorylé par la PKCT pour étre activement sécrété

(Lee et al., 2012).

(b)  Activation des cellules immunitaires

Une fois dans I'espace extracellulaire, HMGB1 va pouvoir activer les cellules inflammatoires
innées, notamment les macrophages (Andersson et al., 2000) et les neutrophiles (Tadie et al., 2013)

en se liant sur des récepteurs classiques de I'immunité (Fig 26).

RAGE : Identifié en 1992, le Receptor for Advanced Glycosylation End-products (RAGE) est un
récepteur membranaire de 35kDa appartenant a la famille des immunoglobulines (Ig) (Neeper et al.,
1992). Comme la plupart des récepteurs de type Ig, RAGE est composé d’un domaine variable (V) N
terminal suivi de deux domaines constants (C1 et C2). La partie C terminale se compose d’une courte
partie intracellulaire responsable de I'activation de la voie NFkB, dans les cellules immunes, par un
mécanisme RAS-p38MAPK dépendent (Huttunen et al., 1999; Lander et al., 1997).

RAGE peut lier des ligands trés divers tels que les produits de glycation avancés (AGE) (Schmidt et al.,
1992), HMGB1 (Hori et al., 1995; Kokkola et al., 2005) ou des alarmines de type S100A et S100B
(Hofmann et al., 1999).
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Un épissage alternatif de I'ARN messager permet la syntheése d’un récepteur sans segment
transmembranaire, ce qui a pour conséquence d’entrainer la sécrétion du récepteur, on parle alors de
Soluble RAGE (sRAGE) (Girdn et al., 1998; Sarkany et al., 2011). Ce récepteur soluble permettrait de
bloquer I'interaction entre RAGE et ses ligands, en particulier HMGB1, inhibant ainsi I’activation des

cellules immunes (Blondonnet et al., 2017; Zhang et al., 2017a).

Les macrophages ont la capacité d’endocyter HMGB1 selon un mécanisme RAGE-dépendant. Une fois
dans les lysosomes, HMGB1 est responsable de leur déstabilisation ce qui induit le déclenchement de
la pyroptose. La pyroptose est une voie de mort cellulaire sous le contréle d’une cascade médiée par
la caspase 1 qui, au contraire de I'apoptose, induit une réponse inflammatoire (Cookson and Brennan,

2001).

TLR4 : |le Toll Like Receptor 4 (TLR4) appartient a la super famille des TLR. Les TLR sont des
récepteurs de I'immunité initialement découverts par Jules Hoffman chez D.Melanogaster. En 1997,
Medzhitov et ses collaborateurs identifient le TLR4 (Medzhitov et al., 1997) chez 'Homme, puis en
1999 le ligand prototypique est identifié : il s’agit du LPS bactérien (Poltorak, 1998). Depuis, une
vingtaine de ligands ont été identifiés et notamment HMGB1 (Park et al., 2006).

Suite a son activation le TLR4 va induire deux types de réponses (O’Neill et al., 2013) :

1/Une réponse précoce conduisant a la production de TNF-a. Cette réponse met en jeu une
cascade Myd88-NFkB,

2/Une réponse tardive conduisant a la production d’interféron. Cette réponse met en jeu une

cascade TRIF-IRF3 et se met en place aprés I’'endocytose du récepteur.

Dans un contexte d’ischémie/re-perfusion hépatique ou intestinale, I'interaction HMGB1:TLR4 est
responsable de la mise en place de la nécrose induite par la re-perfusion (Tsung et al., 2005; Wang et
al., 2015b). Cependant, la reconnaissance spécifique d’HMGB1 bisulfide par le TLR4 implique un
partenaire obligatoire : 'adaptateur extracellulaire Myeloid differentiation factor 2 (MD-2) (Yang et
al., 2015) ou CD14.

MD-2 (ou CD14) est le corécepteur du TLR4 nécessaire a I'activation de ce dernier par le LPS, pour ce
faire, le LPS doit étre transféré sur le CD14 soit par la LPS Binding Protein (LPB) soit par HMGB1.

Dans ce cas, il se pourrait que le TLR4 reconnaisse I’hétérodimére HMGB1:LPS (Youn et al., 2008). Ainsi,

la liaison HMGB1-TLR4 est indispensable a la production de cytokines par les cellules immunes.
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Lors d’une infection bactérienne, la liaison entre HMGB1 et le TLR4 des neutrophiles provoque la
formation de NETs (Neutrophils Extracellular Traps). Les NETs sont des complexes nucléoprotéiques
dont le composant majoritaire est I'ADN auquel sont associées des protéines des granules
neutrophiliques (myéloperoxidase, lactoferrine, gélatinas) ainsi que des histones. Le réle de ces filets
est de piéger les bactéries et les débris cellulaires afin de faciliter leur destruction et leur phagocytose
par les neutrophiles (Brinkmann, 2004). La formation de ces structures est sous la dépendance du TLRA4.
Ainsi, 'apparition des NETs peut étre médiée par le LPS ou HMGB1 (Brinkmann, 2004; Tadie et al.,
2013).

TLR9 : Le Toll Like Recepteur 9 découvert en 2000 lie les ilots CpG (Cytosine phospate Guanine)
de 'ADN (Hemmi et al., 2000). La reconnaissance d’ilots CpG par le TLR9 est le signe soit d’une nécrose
cellulaire soit d’'une infection bactérienne.

La voie de signalisation du TLR9 passe par NFkB et aboutit a la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme I'IL-6 ou le TNF-a.

HMGB1 joue un réle important dans la signalisation induite par le TLR9, en effet, HMGB1 est associé
avec le TRL9 dans le réticulum endoplasmique et permet sa translocation vers la membrane plasmique
en réponse a la détection d’ilots CpG (lvanov et al., 2007). Dans I'espace extracellulaire, HMGB1 est lié
aux ilots CpG et sa présence potentialise la liaison de de I’ADN sur le TLR9 ainsi que la production de
cytokines par les macrophages (lvanov et al., 2007; Tian et al., 2007). L’activation de TLR9 induit la

sécrétion active d’HMGB1 par les cellules dendritiques ou les macrophages (lvanov et al., 2007).

CXCR4 : CXR4 ou CD184, est le récepteur membranaire de la chimiokine CXCL12 (ou SDF-1),
exprimé dans de nombreux types cellulaires notamment les leucocytes. La liaison entre CXCL12 et
CXCR4 joue un role unique dans la régulation du trafic des leucocytes mais aussi dans I’hématopoiése.
HMGB1 peut former un complexe avec CXCL12 : l'interaction entre ces deux protéines induit un
changement de conformation de CXCL12 ce qui augmente I'affinité pour son récepteur (Schiraldi et
al., 2012). Cette cascade de signalisation est aussi décrite lors de phénomenes de cicatrisation : dans
ce contexte, I'interaction HMGB1:CXCL12 favorise la régénération musculaire et hépatique (Tirone et
al., 2017).

De par cette interaction, HMGB1 joue un réle dans le recrutement et |'activation des cellules immunes.

De facon générale, HMGB1 a la capacité de potentialiser la liaison et la réponse intracellulaire de

différents ligands sur leurs récepteurs (Hreggvidsdottir et al., 2009).
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Dans leur étude, Tian et al. rapportent que les effets intracellulaires de la détection des ilots CpG sont
médiés par une coopération entre le TLR9 et RAGE (Tian et al., 2007). Les études de Park et al. et Qin
et al. (Park et al., 2006; Qin et al., 2009) montrent une action synergique des récepteurs TLR4 et RAGE
dans l'induction de la réponse immunitaire. Tout se passe comme si HMGB1 servait a activer de
multiples récepteurs de I'immunité en réponse a un stimulus unique, potentialisant ainsi la réponse
immunitaire induite. Dans ce modele, HGMB1 est une protéine « scaffold » extracellulaire.

Cependant, toutes ces études reposent sur 'utilisation de protéines recombinantes produites chez des
bactéries. L’utilisation de tels produits sur des cellules immunitaires pose la question d’une éventuelle
contamination par le LPS des protéines recombinantes qui pourrait étre a I'origine de réponses

artéfactuelles.

NFkB A Pi3K

Figure 26 : Récepteurs et mode d’action d’HMGB1 au cours de la réponse immunitaire.

HMGBI1 interagit avec de multiples récepteurs de I'immunité innée et pourait permettre de potentialiser une réponse
immunitaitre. TLR4 : Toll-like receptord4, RAGE : receptor for advenced gylycation end-poducts, TLR9 : toll-like receptor 9,
CXCR4: C-X-C chemokine receptor type 4, AGE: advanced glycation end-products, NFkB: nuclear factor-kappa B, PI3K:
phosphoinositide 3-kinase
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(c)  Modes d’action et régulation

Pour étre efficace et sans danger pour I'organisme, la réponse immunitaire doit étre finement régulée.
Ce contrdle passe notamment par la diminution du pouvoir pro-inflammatoire des cytokines sécrétées
lors d’'une réponse immunitaire. HMGB1, comme d’autres cytokines, voit son activité limitée soit par

des processus d’oxydo-réduction soit par I’'endocytose de la protéine par les macrophages.

(i) Oxydation

Une fois dans le milieu extérieur, HMGB1 existe sous trois formes : « Tout Thiol », « Bisulfide »
ou « Oxydée » ayant des activités différentes. L’apparition des différentes formes est régulée par le

degré d’oxydation des cystéines 23, 45 et 106 (Fig.27).

1/ La forme « Tout Thiol » est la forme réduite d’"HMGB1, elle est responsable du recrutement
des cellules immunes au niveau des sites de lésions. Le pouvoir chemoattractant de cette molécule est
médié par la formation d’'un complexe HMGB1:CXCL12 reconnu par le récepteur de CXCL12 : CXCR4
(Schiraldi et al., 2012). Dans cette configuration HMGB1 a une double fonction : c’est a la fois une

cytokine et une chimiokine.

2/ La forme « bisulfide » est la forme responsable des effets pro-inflammatoires d’HMGB1 : la
présence de la cystéine 106 dans un état réduit et du pont disulfure entre les cystéines 23 et 45 permet
la liaison de HMGB1 au TLR4 et ainsi |’activation des cellules immunitaires innées (Yang et al., 2010,

2011). Dans cette configuration HMGB1 est une cytokine.

3/ La forme « oxydée » est impliquée dans les phénoménes de résolution de I'inflammation :

dans cet état, HMGB1 devient inactif (Yang et al., 2011). Dans cette configuration HMGB1 est inerte.
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Figure 27 : Contréle de I'activité d’HMGBI1 selon le degré d’oxydo-réduction.

Le pouvoir oxydant du milieu extracellulaire permet de modifier I'activité et le réle d’HMGBI1. La forme tout thiol est
chemoattractante et permet le recrutement des leucocytes. La forme bisulfide est une cytokine entrainant une réponse
inflammatoire et enfin, la forme oxydée participe a la résolution de I'inflammation. D’aprés Tang et al.(Tang et al., 2012).

Le degré d’oxydation d’HMGB1 est dépendent de la présence des espéeces réactives de I'oxygene (ERO)
présentes au niveau du site Iésionnel. En effet, au cours de la réponse immunitaire, les cellules
immunes sécrétent entre autres choses, des ERO et notamment de I’'H,0, ayant un fort pouvoir
oxydant. Grace a ce mécanisme, il existe un phénoméne de régulation qui empéche la réaction

inflammatoire de perdurer dans le temps et d’éviter la sur-réaction.

(ii) Endocytose

L’endocytose des DAMPs/alarmines est un phénoméne permettant de stopper la réponse
inflammatoire aigue. Concernant HMGB1, ce phénomeéne n’a été mis en évidence que récemment.
L'endocytose d’'HMGB1 est médiée par des récepteurs de type recepteurs scavengers de classe A
(SCARA). Les récepteurs SCARA sont des récepteurs exprimés par les macrophages et ayant la capacité
d’internaliser un grand nombre de ligands, on parle parfois de récepteurs « éboueurs ». Ce sont des
récepteurs extracellulaires organisés en homo trimeres. Une fois endocytés les couples HMGB1-
Récepteurs sont dirigés vers la voie des lysosomes pour y étre dégradés. L'internalisation d’"HMGB1 est

médiée par trois de récepteurs: SCARA1 (Komai et al., 2017) (ou MSR1, Macrophage scavenger
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receptor 1), SACRA2 ou macrophage receptor with collagenous structure (MARCO) (Shichita et al.,
2017) et SCARAS (Guo et al., 2016).

(d)  Pharmacologie

Depuis la découverte de ses effets pro-inflammatoires, il apparait clairement quHMGB1 est un
indicateur précoce de la nécrose cellulaire. Cependant, sa capacité a induire une réponse
inflammatoire incontrélée pouvant conduire a la mort de I'individu a poussé les chercheurs a essayer
de développer des composés visant a bloquer ou neutraliser HMGB1. A I’heure actuelle deux grandes
stratégies sont mise en place pour diminuer le pouvoir pro-inflammatoire d’'HMGB1 : la premiéere
approche vise a diminuer I'action Chemotactique/cytokinique d’'HMGB1 (1/; 2/et 3/), la seconde

méthode permet d’inhiber la sécrétion active de la molécule (4/ et 5/) (Fig 28).

1/ Lors la découverte du role d’HMGB1 comme médiateur tardif de 'endotoxémie, Wang et
collaborateurs ont pu mettre en évidence que le traitement de souris avec des anticorps neutralisants
HMGB1 améliorait la survie aprés un choc septique induit par une injection létale de LPS (Wang et al.,
1999). Ce résultat suggere donc que l'utilisation d’anticorps neutralisants pourrait étre efficace au
cours de pathologies inflammatoires aigues impliquant HMGB1.

L'utilisation d’anticorps (Ac) neutralisants a montré des résultats encourageants au cours de I'overdose
de paracétamol. Cet accident médicamenteux est une cause fréquente d’insuffisance hépatique aigue
(Chiew et al., 2018). L’intoxication par cette molécule entraine une nécrose massive des hépatocytes
conduisant a I'augmentation des taux circulants d'HMGB1 (Antoine et al., 2013). Dans un modéle
murin d’overdose de paracétamol |'utilisation d’un Ac neutralisant humanisé a permis de diminuer la
sévérité des atteintes hépatiques ouvrant ainsi la voie a des thérapies ciblant HMGB1 en clinique
humaine (Lundback et al., 2016).

L'utilisation d’Ac neutralisant a aussi démontré son efficacité au cours de I'ischémie re-perfusion (I/R).
I'l/R hépatique est phénoméne courant lors de la transplantation hépatique, la conséquence finale de
ce phénomene est I'activation des KC et la mise en place d’une réponse inflammatoire impliquant
HMGB1 (Tsung et al., 2005). Dans ce contexte, HMGB1 active les cellules immunitaires innées via un
mécanisme TLR4 dépendent. L'utilisation des Ac neutralisants HMGB1 dans ce contexte permet aussi
de limiter la progression des atteintes hépatiques induite par I'l/R, notamment via la diminution

drastique de l'infiltrat inflammatoire.
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2/ En utilisant une approche a large spectre, Marco Bianchi et son équipe ont mis en évidence
que l'acide glycirrhizique ou glycyrrhizine (GLY), issu de la racine de réglisse (Glycyrrhiza glabra),
inhibait I'action cytokinique et chimiotactique d’'HMGB1 (Mollica et al., 2007). L'interaction entre
HMGB1 et la GLY est forte (Kp=150uM). L’utilisation de la résonance magnétique nucléaire a permis de
mettre en évidence que la GLY se lie sur HMGB1 au niveau de la box A contenant le site de liaison au
TLR4 (Mollica et al., 2007), inhibant I’activité cytokine d'HMGB1.

L’approche pharmacologique basée sur I'utilisation de la GLY présente un avantage majeur : c’est une
molécule déja utilisé en clinique, notamment en Asie pour traiter les hépatites B et C, de plus son co(t
de production est faible. L'efficacité de ces traitements et le mode d’action de la GLY laissent penser
qu’HMGB1 circulant pourrait aussi avoir un réle dans le développement des hépatites (Sitia et al.,
2006).

La GLY présente aussi I'avantage de cibler préférentiellement la forme circulante d’'HMGB1, sans
modification notable de la mobilité de la forme intracellulaire ni altération de sa fonction nucléaire

puisqu’elle ne peut pas franchir la membrane plasmique (Mollica et al., 2007).

3/ L’étude précise des propriétés pro-inflammatoires d’HMGB1 a permis de mettre en
évidence le role capital de la box B, en effet, ce seul peptide est suffisant pour induire la sécrétion de
TNF-a par les macrophages (Li et al., 2003). De facon surprenante, bien que possédant une homologie
de 40% avec la box-B, la box-A ne possede pas d’activité cytokinique mais semble étre un antagoniste
compétitif d’HMGB1 (Yang et al., 2004) en se liant sur le récepteur RAGE (LeBlanc et al., 2014).

In vivo, I'administration de la box-A recombinante améliore la survie des souris au cours d’un choc
septique induit par une ligation et ponction du célon (CLP) (Yang et al., 2004). Au cours de I'arthrite
rhumatoide (AR), une pathologie inflammatoire touchant les articulations et pouvant entrainer a
terme une déformation de ces dernieres, HMGB1 est retrouvé en abondance dans le liquide synovial
suggérant une participation a I'attraction des cellules immunes et a la progression de I’AR (Kokkola et
al., 2002). Dans un modéle murin d’AR, le traitement avec la box-A recombinante permet de ralentir

la progression de la pathologie (Kokkola et al., 2003).

La seconde méthode repose sur 'utilisation de composés permettant d’empécher la sécrétion active

d’"HMGBL1 par les macrophages activés.

4/ L'éthyl-pyruvate (EP) est un dérivé du pyruvate possédant un effet anti-inflammatoire dans
différents contextes comme la pancréatite aiglie (Yang et al., 2008b), la colite (Davé et al., 2009), le

choc septique (Ulloa et al., 2002; Venkataraman et al., 2002), I'ischémie cérébrale (Yu et al., 2005) et
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spinale (Wang et al., 2009), I'l/R spinale et myocardique (Woo et al., 2004) ou les lésions cérébrales
traumatiques (Su et al., 2011).

L'effet anti-inflammatoire peut s’expliquer par une réduction significative des taux circulants d’"HMGB1
lors du traitement a I'EP (Davé et al., 2009; Su et al., 2011; Ulloa et al., 2002; Wang et al., 2009; Yang
et al., 2008b). Au cours de ces phénomeénes inflammatoires, les cellules immunitaires innées sont
activées et pourraient participer a 'augmentation des concentrations plasmatiques d'HMGB1. D’un
point de vue mécanistique, I'effet anti-inflammatoire de I'EP pourrait s’expliquer par son effet sur
I'acétylation d’'HMGB1. En effet, I'EP inhiberait la translocation du noyau vers le cytoplasme en
inhibant soit la phosphorylation en chélatant les ions Ca?* indispensables & ce mécanisme (Shin et al.,
2015) soit en inhibant I'activité de la déacétylase SIRTUIN1 (Kim et al., 2016b), provoquant la
séquestration d’"HMGB1 dans le noyau et I'empéchant d’atteindre I'espace extracellulaire (Davé et al.,
2009). Cette action a été décrite aussi bien dans des lignées de macrophages que dans des
macrophages péritonéaux (Kim et al., 2016b; Shin et al., 2015). Cependant, I'EP n’est a priori pas un
inhibiteur spécifique de la sécrétion active des macrophages comme trop souvent décrit de fagon
erronée dans la littérature, il est un inhibiteur de la sécrétion active au sens large, en effet, d’autres
cellules douées de la capacité de sécréter HMGB1 de fagon active sont sensibles a I'action de I'EP, tels

que les adipocytes (Nativel et al., 2013).

5/ Récemment, une nouvelle classe de composés pharmacologiques a été identifiée comme
pouvant inhiber la sécrétion d’'HMGB1 dans un contexte d’I/R cérébrale (Lee et al.,, 2014) ou de
septicémie (Cho et al., 2017). La sécrétion d’"HMGB1 est étroitement liée a des modifications post-
traductionnelles notamment la phosphorylation de résidus sérines (Youn and Shin, 2006) ainsi que
I'acétylation de lysines (Kim et al., 2016a). Les ICM sont capables de rentrer dans la cellule et d’inhiber
ces modifications post-traductionnelles en se liant directement sur HMGB1 (Lee et al., 2014). Dans ces
deux contextes, l'inhibition de la sécrétion active d’'HMGB1 permet de diminuer la sévérité des
atteintes (I/R cérébrale) et d’augmenter significativement la survie des animaux (septicémie).
Cependant, l'effet des ICM pourraient favoriser la dégradation de Beclinl et ainsi diminuer
I’autophagie (Kim et al., 2018), dans ce contexte, les ICM pourraient étre utilisés dans des pathologies
liées a un exces d’autophagie, comme la maladie de Pompe (Raben et al., 2009) mais aussi dans le cas

de maladies inflammatoires.
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Figure 28 : Bilan des stratégies pharmacologiques ciblant HMIGB1.

HMGBI1 circulant peut provenir de deux sources : soit d’une sécrétion active par les macrophages activés soit sécrété
passivement par une cellule épithéliale, par exemple, lors d’un épisode nécrotique. La sécrétion active d’HMGBI1 se fait suite
a une acétylation (Ac-HMGB1) de la protéine, I'éthyl-pyruvate (EP) et les inflachroménes (ICM) inhibent cette modification
post-traductionnelle. Une fois dans I'espace extracellulaire et ce quelle que soit la source, HMGB1 va pouvoir exercer une
activité chimiokine ou cytokine. L’utilisation de la glycyrrhizine (GLY) ou d’anticorps neutralisants (AcN) permet de limiter
I"activité chimiokine. L’action cytokinique d’HMGBI passe par la liaison de la protéine sur des récepteurs de I'immunité innée
portés par les cellules cibles. L’utilisation de A-box recombinantes permet de limiter cette liaison.
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Il.  Objectifs de la these

Comme évoqué en introduction, la stéatose hépatique constitue la porte d’entrée d'une
cascade pathologique pouvant conduire au développement d’une cirrhose et éventuellement d’un
CHC, pour lequel il n’y a pas, actuellement, de traitement efficace. Face au manque de thérapies
efficaces, il est donc nécessaire d’identifier les mécanismes favorisant la progression de cette cascade

pathologique afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

Parmi les causes susceptibles d’engendrer le développement de la stéatose hépatique, un déséquilibre
dans la balance stockage (I’activité de la LDN) et utilisation (B-oxydation) des lipides est assez fréquent
(Geisler and Renquist, 2017). L'expression des enzymes impliquées dans ces cascades biochimiques
sont finement régulées par un certain nombre de facteurs de transcription parmi lesquels ChREBP,
SREBP1c ou PPARy pour la LDN et principalement PPARa pour la B-oxydation. L'activité de ces facteurs
de transcription est régulée par des modifications post-traductionnelles (phosphorylation, acétylation
par exemple) mais aussi par la capacité de ces protéines a atteindre leurs éléments de réponse au
niveau de la chromatine. Ainsi, I'accessibilité des éléments de réponse dépend directement de I'état
de compaction de la chromatine, régulée par de trés nombreux facteurs nucléaires comme les histones
mais aussi par les protéines HMG, dont HMGB1, qui est, apres les histones, la protéine la plus
abondante dans le noyau (Miiller et al., 2004).

Il est de plus trés intéressant de noter qu'HMGB1 semble jouer un réle clef dans le métabolisme
hépatique puisqu’en effet, la létalité périnatale de son KO global serait due a une hypoglycémie, liée a
une mauvaise dégradation des stocks hépatiques de glycogene dans les 24 heures qui suivent la

naissance des souriceaux (Calogero et al., 1999).

Des résultats non publiés du laboratoire ont montré que, dans un modele murin de stéatose liée a la
progression de I'obésité, I'expression génique (Fig 29A) et les taux protéiques (Fig 29B) hépatiques
d’"HMGB1 sont significativement augmentés renforcant ainsi le lien entre HMGB1 et le métabolisme

hépatique.
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Figure 29 : Evolution de I'expression génique et protéique d'HMGBI1 au cours de la stéatose.
Apres trois mois de régime HFD60% I’expression génique (A.) et protéique d’HMGBI1 (B.) est significativement augmentée.

De plus, des résultats préliminaires du laboratoire ont montré que, chez la souris, les niveaux circulants
d’HMGB1 sont augmentés au cours d'un stress métabolique induit par différentes approches
nutritionnelles (de 10ng/mL en chow diet a 15-25ng/mL en HFD ou choline deficient diet,

respectivement, Fig 30).
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Figure 30 : Evolution des concentrations plasmatiques d'HMGB1 lors d'un stress métabolique.
Apreés trois mois de HFD60% (HFD 3M), comme aprés deux mois de régime déficient en choline (CD-HFD 2M), les concentrations
circulantes d’HMGB1 sont significativement augmentées par rapport au contréle normal diet (ND).

Des études chez des sujets obéses et diabétiques rapportent une augmentation des concentrations
circulantes d’HMGB1 aussi bien chez I'enfant (Arrigo et al., 2013) que chez I'adulte (Guzman-Ruiz et

al., 2014; Wang et al., 2015a). Dans un contexte d’inflammation de bas bruit, et en considérant son
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pouvoir pro-inflammatoire, HMGB1 circulant pourrait réguler I'inflammation et les altérations
métaboliques, comme la stéatose hépatique, générées par la progression de I'obésité. En effet, au
cours d’un stress métabolique généré par un régime high fat court (deux semaines), I'inhibition de la
forme circulante d’"HMGB1 diminue l'infiltration des cellules immunes dans le foie (Fig 31A) et le tissu
adipeux (Fig 31C), permet une réduction de la fibrose du foie (Fig 31B) et du tissu adipeux (Fig 31D),
ainsi qu’une diminution significative de la stéatose (Fig 31E). Ainsi, I'inhibition d’HMGB1 a un effet

significatif sur I'inflammation des tissus métaboliques et prévient la progression de la stéatose.
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Figure 31 : Un traitement court avec inhibiteur de la sécrétion d’'HMGBI1 limite les conséquences d'un stress métabolique.
Au cours d’un stress métabolique induit par un régime HFD60% de 2 semaines les animaux regoivent soit le véhicule (Veh,
n=10) soit un inhibiteur de la sécrétion d’HMGB1 (ICM, n=10). A la fin du traitement, I'expression génique des marqueurs de
linflammation Emr1 et Ptprc et de la fibrose Collal et Acta2 est mesurée par qPCR dans le foie (A et B) et dans le tissu adipeux
(C et D). La stéatose hépatique est quantifiée par un marquage a I’huile rouge (E).

Tous ces résultats pris ensemble établissent un lien fort entre HMGBI1, la physiologie hépatique et le
métabolisme énergétique. Mais sur la base de ces résultats encourageants, plusieurs questions restent
en suspens pour comprendre la biologie et le role fonctionnel d’HMGB1 dans I’hépatocyte et dans le
sang au cours du stress métabolique.
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Dans ce contexte, ce travail de these a trois objectifs principaux :

OBJECTIF | : Etude du role d’HMGB1 dans les hépatocytes au cours de la progression de la stéatose :

Dans le but d’étudier le réle d’"HMGB1 dans la physiologie hépatique et le métabolisme énergétique in
vivo, et compte tenu de la létalité du KO global de la protéine, nous avons généré un modele murin
présentant une délétion du géne Hmgb1 spécifiquement dans les hépatocytes (HMGB12HeP). Les souris
contrdles HMGB1"" et HMIGB12 sont soumises a différentes modulations nutritionnelles afin de

mieux caractériser I'impact de la délétion d’"HMGB1 sur la physiologie du foie.

OBIJECTIF Il : Etude du roéle biologique de la forme circulante d’HMGB1 au cours du stress

métabolique :

Au cours du stress métabolique le role d’"HMGB1 circulant est mal caractérisé et peu connu. Pour
comprendre l'effet de cette molécule dans ce contexte nous avons mis en place des approches
pharmacologiques reposant sur l'utilisation de deux inhibiteurs soit de I'activité cytokinique (la GLY)
soit de la sécrétion active (les ICM) d’"HMGB1 dans un contexte de stress métabolique. Comme décrit
précédemment, un traitement par les ICM au cours d’un stress métabolique trés court (Fig 31) a
entrainé une diminution trés encourageante des marqueurs inflammatoires dans le foie et le tissu
adipeux. Pour aller plus loin dans cette caractérisation nous avons donc lancé plusieurs protocoles
expérimentaux ou des souris sauvages, sous régime hyper-lipidique, seront traitées avec ces deux

inhibiteurs (ICM et GLY).

OBJECTIF Il : Etude de la source tissulaire a I’origine de la forme circulante d’"HMGB1 :

Comme déja évoqué, au cours de la progression de I'obésité les concentrations circulantes d'HMGB1
sont augmentées chez la souris obése mais aussi chez le patient obése (Arrigo et al., 2013; Guzman-
Ruiz et al., 2014; Wang et al., 2015a). A I’heure actuelle le(s) tissu(s) impliqué(s) dans la production de
ces taux circulants et dans I'augmentation observée au cours du stress métabolique sont inconnus.
Compte tenu de I'inflammation de bas grade décrite, et du stress subi par les tissus métaboliquement
actifs au cours de la progression de I'obésité, nous posons I’hypothése que I'augmentation des taux
circulants d'HMGB1 pourrait provenir des cellules les plus exposées au stress métabolique soit des
hépatocytes, des adipocytes ou des macrophages. Pour étudier la contribution relative de ces types
cellulaires dans les taux circulants d'HMGB1, nous avons mis en place des approches de délétions
cellule-spécifique d’HMGB1 en utilisant la technologie CRE-Lox dans chacun de ces types cellulaires
générant ainsi les lignées délétées spécifiquement dans les hépatocytes : HMIGB12"¢" |es adipocytes

HMGB124dro et |es macrophages HMGB12Mac,
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Ill.  Résultats

A. Objectif | : HMGB1 est un régulateur de la lipogenése de novo hépatique

1. Matériel et méthodes
Animaux : Le protocole a été réalisé en accord avec la charte éthique de 'INSERM (US006 CREFRE-
CEEA-122, 1710480320). Les souris KO-hépatocyte spécifique pour HMGB1 (HMGB12"P) sont

identiques a celles utilisées par Huebener, Pradere et collaborateurs (Huebener et al., 2014).

Approches nutritionnelles et pharmacologiques : Obésité induite par |'alimentation : Les souris sont

nourries soit avec un régime standard (NCD, Research Diet) soit avec un régime hyper-lipidique
contenant 60% (HFD60%, Research Diet) de calories sous forme de lipides pendant 12 ou 20 semaines.

Fibrose hépatique induite par I'alimentation : Les souris sont nourries soit avec un régime standard

(NCD) soit avec un régime déficient en choline dans lequel 60% des calories sont apportées par les
lipides (CD-HFD60%, Research Diet) soit avec un régime déficient en choline dans lequel 45% des

calories sont apportées par les lipides (CD-HFD45%, Research Diet). Fasting-Refeeding : les souris en

NCD (Research Diet) sont mises a jeun a ZT14 (22h00) puis re-nourries a ZT20 (03h00) avec le régime

NCD ainsi que 20% de glucose dans I'eau de boisson pendant 8 heures. Traitement aigu a la

rosiglitazone (rosi) : les animaux regoivent une injection aigue de 25mg/kg de rosi (agoniste PPARy) en

i.v. vers 19h00, et 18 heures apres l'injection les animaux sont euthanasiés. Lors du sacrifice, les tissus
sont récupérés, pesés, congelés dans I'azote liquide puis stockés a -80°C jusqu’a utilisation. Mesure de

corps cétoniques : Les corps cétoniques sont mesurés par préléevement sanguin a la veine caudale

(lecteur de corps cétoniques FreeStyle Optium Neo, Abbot).

Tests de tolérance : Test de tolérance oral au glucose (OGTT) : aprés un jeline overnight (18h00-8h00)

les souris sont gavées avec une solution de glucose. La dose administrée est de 1,5g de glucose par kg
de poids corporel. L’évolution de la glycémie est suivie par prélevement sanguin au niveau de la veine

caudale (Glucomeétre Accu-Chek, Roche). Test de tolérance au pyruvate (PTT) : aprés un jeline de 6h,

les souris regoivent en i.p. une injection de 1,5g par kg de pyruvate (Sigma), comme précédemment,
I’évolution de la glycémie est suivie par prélévement sanguin au niveau de la veine caudale

(Glucomeétre Accu-Chek, Roche®).
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Mesure in vivo de la LDN : Les animaux sont mis a jeun a ZT14, 6 heures apres (ZT 20) les animaux
recoivent un bolus de glucose tritié (0,4uCi/g) et de glucose « froid » (2mg/g) en intra-péritonéal (i.p.).
Une heure aprés, les animaux sont sacrifiés et le foie, les tissus adipeux sous cutané, péri-gonadique
et brun sont récoltés puis congelés dans I'azote liquide. Les fractions lipidiques de différents tissus sont
extraites en utilisant la méthode de Folch. Puis la radioactivité est mesurée en utilisant un compteur a

scintillation (Perkin-Elmer).

Mesure de la masse grasse et de la masse maigre : Les mesures des taux de masse grasse et de masse
maigre ont été effectuées par imagerie par résonance magnétique (EchoMRI-100TM 3 en 1TM). Les

résultats ont été exprimés en pourcentage de masse grasse et maigre rapporté au poids de la souris.

Exports de VLDL : Aprés une mise a jeun de 5 heures suivie par une injection i.v. de tyloxapol 10% a

500mg/kg, le sang est collecté toutes les heures puis les TG plasmatiques sont quantifiés.

Calorimétrie indirecte : Les différents paramétres sont analysés par le systeme PhenoMaster (TSE

systems).

Quantification des lipides neutres : 50mg de foie sont homogénéisés dans 1mL d’eau : méthanol (1 :2
volumes), EGTA (5mM). Les lipides sont extraits avec un mélange méthanol : chloroforme : eau
(2,5:2,5:1,7 volumes), purifiés avec une colonne SPE, desséchés puis solubilisés dans de I'acétate

d’éthyle. La fraction obtenue est analysée par chromatographie gazeuse.

Isolation des hépatocytes : Les hépatocytes de souris en NCD ou HFD sont isolés comme décrit par
Fortier et collaborateurs (Fortier et al., 2017). Brievement, les foies sont perfusés par la veine cave
inférieure par une solution d’EGTA puis par une solution contenant de la collagénase (Sigma). Les
hépatocytes sont ensuite ensemencés sur des plaques coatées au collagéne de type | (Rat tail type |

collagen).

Chromatine immuno-précipitation couplée au séquencgage (ChlP-seq): Les ChIP sont réalisées comme
décrit par lacovoni et al. (lacovoni et al., 2010) en utilisant un anticorps anti HMGB1 (Abcam). Le

séquencage est réalisé par la plateforme de 'EMBL (Allemagne).

Mesure de I’activité de la LDN ex vivo : Les hépatocytes sont déprivés en sérum 3 heures puis incubés

avec du '“C-acétate pendant 3 heures en présence ou non d’insuline puis la fraction lipidique est
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extraite en utilisant la méthode de Folch et la radioactivité est mesurée par scintillation (Perkin-Elmer).
Toutes les mesures sont réalisées en triplicats techniques et les valeurs sont normalisées par la

quantité de protéines.

Mesure de la B-oxydation ex vivo : Les hépatocytes sont incubés pendant 18h avec du *C-palmitate
(1uCi/mL) et du palmitate froid (80uM) pour marquer le pool endogéne de TG. A l'issue de cette
incubation, I'oxydation des AG est calculée par la somme du *CO, et du *C-ASM (acid soluble
metabolites) mesurée par scintillation (Perkin-Elmer). Toutes les mesures sont réalisées en triplicats

techniques et les valeurs sont normalisées par la quantité de protéines.

Mesure de I'activité MTTP : L’activité de la MTTP est quantifiée en utilisant le kit MTTP activity assay

(Sigma) conformément aux instructions du fabricant.

Microarray : Les profils d'expression des génes ont été réalisés par la plateforme GeT-TRiX (GénoToul,
Génopole Toulouse) a I'aide des puces Agilent Sureprint G3 Mouse GE v2 (8x60K, design 074809) en
suivant les instructions du fabricant. Pour chaque échantillon, I'ARNc marqué a la cyanine-3 (Cy3) a été
préparé a partir de 200 ng d'ARN total en utilisant le kit One-Color Quick Amp Labeling (Agilent) selon
les instructions du fabricant, puis le kit Agencourt RNAClean XP (Agencourt Bioscience Corporation,
Beverly, Massachusetts). L'incorporation de la sonde et le rendement d’ARNc ont été vérifiés en
utilisant un lecteur Dropsense ™ 96 UV/VIS (Trinean, Belgique). 600 ng d'ARNc marqués a la Cy3 ont
été hybridés sur les lames de microarray en suivant les instructions du fabricant. Immédiatement apres
le lavage, les lames sont scannées par un scanner de puces a ADN Agilent G2505C en utilisant le logiciel
Agilent Scan Control A.8.5.1, et le signal de fluorescence est extrait en utilisant le logiciel Agilent
Feature Extraction v10.10.1.1 avec les parameétres par défaut. Les données de puces a ADN ont été
analysées en utilisant R (R Development Core Team, 2008) et le package Bioconductor
(www.bioconductor.org, v 3.0). Les données brutes (intensité du signal médian) ont été filtrées,
transformées (log2) et normalisées en utilisant la méthode du quantile. Le modéle a été ajusté en
utilisant la fonction limm ImFit. Des comparaisons par paires entre les conditions biologiques ont été
appliquées en utilisant des contrastes spécifiques. Une correction pour des tests multiples a été
appliquée en utilisant la procédure de Benjamini-Hochberg pour le False Discovery Rate (FDR). Les
sondes avec FDR < 0,05 ont été considérées différentiellement exprimées entre les conditions. La
classification hiérarchique a été appliquée aux échantillons et aux sondes différentiellement exprimées
en utilisant le coefficient de corrélation de Pearson comme distance et le critere de Ward pour

I'agglomération. Les résultats de la classification sont illustrés sous la forme d'une carte thermique des
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signaux d'expression. L'enrichissement des processus biologiques Gene Ontology (GO) a été évalué a
I'aide d'un test hypergéométrique conditionnel (package GOstats). L'analyse des fonctions et des

réseaux est réalisée en utilisant le logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen).

Histologie : Inclusion et coupes : Les inclusions en paraffine et les coupes (5um) sont réalisées par le

plateau histologie de I'l2MC. Pour les cryo-sections, les échantillons sont sortis de la formaline apres
24h et transférés dans une solution de sucrose 30%. Apres 72h les échantillons sont inclus dans 'OCT
puis congelés a -80°C. Colorations : Brievement, les lames blanches déparaffinées sont colorées avec
du Rouge Sirius (1% de Rouge Sirius dilué dans de I'acide picrique) pendant 1h30 ou colorées a I'acide
périodique de Shiff. Les lames sont ensuite montées avec la colle Eukitt. Les cryo-coupes sont incubées
dans de I'isopropanol 60% avec coloration dans |’huile rouge ou Qil-Red-O (solution de 0,5% dans de
I'isopropanol) pendant 15 minutes. Les lames sont ensuite montées en milieu aqueux. Numérisation

et quantification : Les lames sont numérisées grace au scanner Nanozoomer du fabriquant

Hamamatsu. L’analyse d’image et la quantification sont réalisées en utilisant le logiciel Photoshop®.

Dosages biochimiques plasmatiques : Le sang a été prélevé dans la veine cave lors du sacrifice. Le
plasma a été obtenu par une centrifugation 5 minutes; 4 °C; 8000 rpm. Les dosages des transaminases
(ALT pour AlLanine aminoTransférase, AST pour ASpartate aminoTransférase) ont été effectués en

collaboration avec la plateforme Anexplo/Genotoul de Toulouse (http://anexplo.genotoul.fr/).

Expression Génique par RT-PCR en temps réel : Extraction des ARN sur colonne: les tissus sont broyés

(Precellys™, Bertin Technologies) avec 1mL de Qiazol. Les lysats sont ensuite délipidés par ajout de
200ul de chloroforme et centrifugation (15 min, 4°C, 4000 rpm). La phase aqueuse est transférée dans
I’éthanol absolu (350pL). Les échantillons (700uL) sont ensuite transférés sur colonnes. Aprés les
différentes étapes décrites dans le protocole du kit et traitement a la DNAse pendant 10 minutes. Les

ARN en solution aqueuse sont dosés par spectrophométrie (Xpose™, Trinean®). Reverse transcription

et gPCR : (kit «High Capacity cDNA reverse transcription » (Applied Biosystem®)). La RT est réalisée
selon les consignes du fabricant a partir de 500 ng d’ARN. Lors de la gPCR, les ADNc sont mis en
présence des amorces sens et anti-sens (Eurogentec®) diluées a leurs concentrations optimales. gPCR

a_ moyen débit (Fluidigm) : L’expérience est réalisée conformément aux instructions du fabricant en

collaboration avec le plateau GetTQ (Genotoul). Les données sont analysées en collaboration avec la
plateforme de bioinformatique de linstitut (J.lacovoni). Les heat maps générées représentent

I’'expression des génes sélectionnés sur la base de la p value calculée par Lima biopackage (R).
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Western Blotting : Préparation des échantillons : Les tissus sont broyés a 4°C (Precellys®, Bertin

Technologies) dans 1mL de tampon RIPA additionné d’anti-protéase et anti-phosphatase (1/100). Le

broyat est ensuite délipidé par centrifugations successives (5000rpm, 10min 4°C). Electrophoreése : Les

échantillons sont déposés sur un gel de polyacrylamide pré-coulé (BioRad®). Un courant de 100V est

ensuite appliqué. Transfert et immunomarquage : les protéines sont transférées sur une membrane

de nitrocellulose par le systéeme de transfert semi-sec Trans-blot (BioRad®). Puis I’hybridation avec les
anticorps primaires se fait a 4°C pendant la nuit. La détection se fait par I'’émission de la
chimiluminescence capturée par le ChemiDoc (BioRad®) puis quantifiée grace au logiciel ImagelLab. Les

images montées sont représentatives

Statistiques : Les résultats sont exprimés sous la forme de moyenne accompagnée de |'erreur standard
a la moyenne. La différence statistique des résultats est déterminée en utilisant un test de Mann-
Whitney ou d’une two-way ANOVA. Le niveau de significativité choisie est p value <0.05 (*), p value

<0.01 (**) et p value <0.001 (***).
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2. Résultats

Role d’HMGB1 dans le fonctionnement hépatique basal :

Dans le but de caractériser in vivo le réle de la protéine HMGB1 dans I’hépatocyte, nous avons généré
une lignée de souris présentant une délétion hépato-spécifique du géne Hmgbl (HMGB12"?) en
croisant des souris Hmgb1 floxé entre les exons 2,3 et 4 (HMGB™"") avec des souris exprimant la
recombinase CRE sous le contréle du promoteur de I'lalbumine (Postic et al., 1999).

A I'état basal, les souris HMGB12"¢P présentent une réduction de I'expression protéique d’HMGB1 de
80% (Fig 32A, gauche), comme déja décrit par Huebener et Pradére (Huebener et al., 2014) sans
modification de la concentration circulante mesurée par test ELISA (Fig 32A, droite). La délétion
d’HMGB1 n’entraine pas non plus de modification du poids du foie ni de la composition corporelle (Fig
32B). L'absence de cette protéine n’entraine pas d’augmentation de la quantité des transaminases
alanine aminotransférase (ALT) et aspartate aminotransférase (AST) circulantes (Fig 32C). Comme
attendu suite aux résultats précédents, la tolérance au glucose des animaux HMGB12"P est strictement
comparable a celle des animaux HMGB1"" (Fig 32D). La quantification des espéces lipidiques
(triglycérides (TG), diglycérides (DG), cholestérol (Chl) et ester de cholestérol (CE)) contenues dans le
foie des animaux HMGB12"¢P ne montre pas de différence qualitative ou quantitative comparativement
aux animaux controéles HMGB1" (Fig 32E). De méme, I'activité de synthése et I'activité de sécrétion
des VLDL ne sont pas perturbées dans le foie des animaux HMGB12"" comparativement aux animaux
controdles (Fig 32F et 32G respectivement). Pris tous ensemble ces résultats suggerent que la présence
d’"HMGB1 n’est pas requise pour la fonction métabolique du foie a I'état basal.

Cependant, I'étude du transcriptome hépatique par gPCR a moyen débit (Fig 32H) montre que,
comparativement aux animaux contrdles, les animaux HMGB12"P présentent une augmentation
significative de I'expression de marqueurs géniques classiquement décrits comme étant impliqués
dans le développement de la fibrose comme les collagénes 1, 3 et 4 (Collal, Col3al et Col4al
respectivement), le facteur de croissance des tissus conjonctifs Ctgf ou le transforming growth factor-
B (Tgfb1). L'étude du profil d’expression génique montre aussi que la délétion d’'HMGB1 augmente
I’expression de Pnpla3, Fasn, Cd36 ou Pparg.

Ainsi tous ces résultats semblent indiquer que la délétion d’"HMGB1 n’a pas d’effet marqué sur
le fonctionnement hépatique mais pourrait favoriser le développement de la NASH et/ou de la

stéatose hépatique.
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Figure 32 : A I’état basal la délétion d’HMGB1 dans les hépatocytes n’a aucun effet mais pourrait favoriser la progression
de la fibrose et/ou de la stéatose.

En basal, la délétion d’HMGBI1 hépatique et les taux circulants d’HMGB1 (A) ainsi que le ratio poids de foie/poids de corps et
la composition corporelle (B) sont mesurés chez des animaux sauvages (HMGB1//f, n=8) et des animaux délétés pour Hmgb1
dans les hépatocytes (HMGB14her, n=8). Les souris sont soumises & une OGTT (D). Les espéces lipidiques hépatiques sont
quantifiées par chromatographie gazeuse (E). La synthése ex-vivo (F) et la sécrétion in-vivo (G) des VLDL sont mesurées.
L’expression génique est analysée par gPCR a moyen débit (H). Données exprimées en moyenne + ESM, **p<0.01.
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Effet de la délétion d’HMGB1 au cours de la progression de la NASH :

Afin de vérifier si cette signature génique « pro-fibrotique » sensibilise les souris HMGB12"eP
comparativement aux souris HMGB1" au développement d’un NASH, nous avons mis en place deux
approches nutritionnelles complémentaires.

La premiére approche repose sur l'utilisation d’un régime déficient en choline (CD) comportant 60%
de lipides (CD-HFD60%) comparativement au régime de référence, le MCDD, cette approche permet
de limiter la perte de poids induite par un régime déficient de méthionine. Comme classiquement
décrit dans la littérature, ce régime n’induit pas de prise de poids comparativement au régime controle
(NCD), la aussi, aucune différence n’est observée entre les deux génotypes (Fig 33A). De facon
inattendue, des animaux HMGB12"" présentent une augmentation significative (p=0,041) du ratio
poids du foie sur poids du corps comparativement aux animaux contréles HMGB1" (Fig 33B). En
revanche, cette augmentation du ratio n’est pas associée a une augmentation de la fibrose quantifiée
par un marquage au rouge Sirius (Fig 33C). L'expression génique de marqueurs de la fibrose Collal,
Col3al ou Acatal ainsi que de I'inflammation (Adgrel, Ptprc et Tnf) ne révele aucune différence entre
les deux génotypes (Fig 33D). Ces résultats suggerent que, dans un contexte de fibrose sans obésité ni
altérations du métabolisme glucidique, la délétion hépatocyte-spécifique d’'HMGB1 n’a aucun impact
sur la progression de la fibrose et de I'inflammation.

La seconde approche utilise un régime CD comportant 45% de lipides, cette approche permet de
combiner une fibrose hépatique avec une gluco-intolérance et une prise de poids. Comme déja décrit
dans la littérature, ce régime induit une prise de poids significative (p>0.001) comparativement au
régime controle (NCD), ici aussi, la délétion d’HMGB1 ne modifie ni la prise de poids comparativement
aux souris HMIGB1"f (Fig 33E), ni la tolérance au glucose mesurée au cours d’un test de tolérance au
glucose (données non montées). Contrairement au CD-HFD60%, le CD-HFD45% n’induit pas de
modification significative du ratio poids de foie-poids de corps (Fig 33F). Dans ce contexte, la délétion
d’HMGB1 ne modifie ni la progression de la fibrose (Fig 33G) ni I'expression génique de marqueurs
classiques de la fibrose comme Collal, Col3al ou Actal (Fig 33H, gauche). Les animaux HMGB12heP
présentent une augmentation significative de I’expression du Tnf (p=0.071) alors que I'expression des
autres marqueurs reste inchangée (Fig 33H, droite). Ces résultats suggerent que dans un contexte
alliant obésité, altération du métabolisme glucidique, fibrose et stéatose hépatique, la délétion
d’HMGB1 n’a qu’un impact trés limité sur la progression de la fibrose et de I'inflammation. Pris tous
ensemble, ces résultats basés sur deux modulations nutritionnelles complémentaires suggerent de
facon surprenante, qu’"HMGB1 hépatocytaire n’a qu’un role extrémement limité dans la progression

fibro-inflammatoire décrite au cours de la NASH.
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Figure 33 : La délétion d'HMGB1 hépatocytaire ne favorise pas la progression de la fibrose hépatique induite par un régime
CD.

Aprés régime CD-HFD60% de 8 semaines, la prise de poids (A) et le ratio poids de foie/poids de corps (B) sont mesurés chez les
animaux HMGB1/f! (n=9) et HMGB14her (n=10). La fibrose est mesurée par un marquage au rouge sirius (C). L’expression de
marqueurs de la fibrose (Collal, Col3al et Actal) et de I'inflammation (Adgre, Ptprc et Tnf) est mesurée par qPCR (D). Aprés
un régime CD-HFD45% la prise de poids (E) et le ratio poids de foie/poids de corps (F) sont mesurés chez les animaux HMGB1//f!
(n=7) et HMGB14her (n=11). La fibrose est mesurée par un marquage au rouge sirius (G). L’expression de marqueurs de la
fibrose (Collal, Col3al et Actal) et de I'inflammation (Adgre, Ptprc et Tnf) est mesurée par gPCR (H). Données exprimées en

moyenne + ESM, *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.
105



Effet de la délétion d’HMGB1 hépatocytaire dans la progression de la stéatose :

Afin d’induire le développement d’une stéatose hépatique, les souris sont nourries avec un régime
hyper lipidique contenant 60% de lipides (HFD60%) pendant 12 semaines. Dans ce contexte, la délétion
d’HMGB1 ne modifie pas la prise de poids au cours de ce régime, ni la tolérance au glucose mesurée
lors d’un OGTT (Données non montrées). Le ratio poids de foie-poids de corps (Fig 34A) n’est pas
significativement modifié méme si on peut noter une légére augmentation chez les HMGB12"P, Par
contre, en immunohistochimie, les coupes de foies des animaux délétés pour HMGB1 présentent une
multiplication par 3 (p=0.059) du marquage a I'huile rouge (Fig 34B), ce qui suggere que la délétion
d’HMGB1 augmente la quantité de lipides neutres présents dans le foie. La quantification par
chromatographie gazeuse des espéces lipidiques (Fig 34C) indique aussi une augmentation significative
de la quantité relative d’esters de cholestérol (p=0.0089). Cependant, la proportion relative des autres
especes comme les TG, les DG ou le cholestérol est inchangée. L'augmentation de la stéatose est
corrélée & une augmentation de I’expression, dans les foies des animaux HMGB12"¢P comparativement
aux animaux HMGB1", de marqueurs géniques impliqués dans le stockage (Cd36 : p=0.003 et Cidec)
et la synthése (Fasn : p=0.002, Scd1 : p=0.002 et Pparg) des lipides (Fig 34D). De facon intéressante,
ces modifications d’expression géniques sont associées a une diminution d’expression de marqueurs
impliqués dans I'utilisation des lipides, notamment Fgf21 (p=0.0148) (Fig 34D). L’augmentation de la
stéatose n’est pas associée a une modification du métabolisme des lipoprotéines, en effet, |'activité
de la protéine de transfert microsomale (Fig 34E) est identique entre les deux génotypes. En revanche,
les animaux HMGB12"? présentent une augmentation significative (p=0.0183) de I’export des VLDLs
mesuré suite a injection de tyloxapol (Fig 34F). Cette augmentation de I'export peut étre vue comme
un effet compensatoire a 'accumulation de lipides dans le foie. L'augmentation de la stéatose n’est
pas non plus liée a une modification de la prise alimentaire (Fig 34G, gauche), de I'utilisation des
substrats puisque le respiratory exange rate (RER) est identique (Fig 34G, centre) ou de la
thermogenese (Fig 34G, droite) mesurés par calorimétrie indirecte. De maniére a exclure tout effet
artefactuel lié a I'utilisation du HFD60%, nous avons aussi étudié I'impact d’"HMGB1 sur la progression
de la stéatose hépatique induite par d’autres challenges nutritionnels comme un HFD60% de 20
semaines, un HFD60% + High Fructose (HFD60%+HS20%) de 12 semaines, un régime cétogénique de 8
semaines ou un CDHFD45% de 28 semaines (Fig 35). Malgré la diversité des substrats et des voies de
signalisation mises en jeu dans ces différents challenges, les souris HMGB12"*" présentent de facon
consistante une augmentation significative de la stéatose hépatique comparativement aux souris
HMGB1"1,

Pris tous ensemble ces résultats semblent indiquer que la délétion d’'HMGB1, lors d’un afflux massif

de substrats ou plus largement lors d’un stress métabolique, pourrait favoriser le développement de
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la stéatose en augmentant le stockage ou la synthese des lipides, cependant a ce stade, nous ne

pouvons pas exclure un effet de la délétion d’"HMGB1 sur |'utilisation des substrats.
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Figure 34 : La délétion d'HMGBI1 dans les hépatocytes favorise la progression de la stéatose induite par un régime HFD60%

de 12 semaines.

12 semaines apres le début du régime le ratio poids de foie/poids de corps est mesuré (A) chez les animaux HMGB1/f! (n=8)
et HMGB14her (n=7). L’accumulation de lipides neutres est mesurée par un marquage & l'huile rouge (B) et par
chromatographie gazeuse (C). L’expression génique de marqueurs du stockage (Cd36 et Cidec) de la synthese (Fasn, Scd1 et
Pparg) et de I'utilisation (Cptla et Fgf21) sont quantifiés par gPCR, la ligne en pointillée représente I'expression de ces
marqueurs chez les animaux HMGB1/f. La synthése (E) et I'export (F) des VLDL sont évalués ex-vivo et in-vivo respectivement.
Une approche de calorimétrie indirecte permet de mesurer (G) la prise alimentaire (Gauche), le respiratory exchange rate
(RER, centre) et la production de chaleur (H?, droite). Données exprimées en moyenne + ESM, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 35 : La délétion d'HMGBI1 favorise la progression de la stéatose indépendamment de I'approche nutritionnelle
choisie.

La stéatose est évaluée par un marquage a I’huile rouge a I'issu d’un régime HFD60% pendant 20 semaines (20w HFD60%) ou
d’un régime CD-HFD60% pendant huit semaines (8w CD-HFD60%) ou d’un régime cétogénique de huit semaines (8w Kétogenic
Diet) ou d’un régime HFD60% complémenté avec 20% de sucrose dans I’eau de boisson pendant 12 semaines (HF60% HS20%)
chez des animaux HMGB1//f! (n=8-10) et HMIGB15her (n=7-10). Données exprimées en moyenne * ESM, *p<0.05.
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Conséquence physiopathologique de la délétion d’HMGB1 dans les hépatocytes :

Chez le patient obése, la principale altération fonctionnelle rencontrée au cours de la progression de
I'obésité et de la stéatose est la perte de sensibilité a I'insuline. Pour évaluer si la délétion d’"HMGB1
pouvait induire de telles dysfonctions nous avons mis des souris HMGB1"f et HMGB12"® en régime
HFD60% pendant 20 semaines. Cette durée, plus longue que la précédente, est connue pour générer
des perturbations du signal insulinique dans les tissus périphériques dont le foie.

Aprés 20 semaines de régime HFD60% et comme attendu, les animaux HMGB1"" en régime HFD60%
présentent une diminution significative de la phosphorylation d’AKT suite a une injection d’insuline
comparativement au animaux en NCD dans le foie, muscle gastrocnémien et le tissu adipeux péri-
gonadique (PG) (données non montrées). Ce résultat suggere que, comme classiquement décrit dans
la littérature, le régime HFD60% pendant 20 semaines permet d’induire une résistance a l'insuline dans
les tissus périphériques. En revanche, les animaux HMGB1%"", comparativement aux contréles
HMGB1"f présentent une diminution de la signalisation insuline mesurée par une diminution de la
phosphorylation d’AKT d’environ 50% (p=0.043), en réponse a une stimulation aigue a l'insuline,
spécifiguement au niveau du foie (Fig 36A) puisque la phosphorylation d’AKT est identique dans le
muscle gastrocnémien et le PG des souris HMGB1"" et HMGB1%"*". Ces résultats suggérent que
I'augmentation de la stéatose hépatique induite par la délétion d'HMGB1 est associée a une
diminution de la sensibilité de la voie de signalisation a I'insuline dans le foie spécifiqguement. Pour
confirmer cette hypotheése in vivo, nous avons mesuré la production hépatique de glucose (PHG), dont
I"augmentation correspond a un des traits caractéristiques de la résistance a I'insuline hépatique. Pour
cela, nous avons réalisé un test de tolérance au pyruvate (PTT), qui est le test de référence chez la
souris pour la mesure de la PHG. Lors du PTT (Fig 36B), I'aire sous la courbe des individus HMGB12e?
est significativement augmentée (p=0.048) comparativement aux individus HMIGB1"f. Lors d’un je(ine
long (16 heures), la glycémie des souris HMIGB12"? est significativement augmentée comparativement
aux souris HMGB1"f (Fig 36C), passant de 150 mg/dL & 200mg/dL. Pris ensemble, ces deux résultats
suggerent que la délétion d'HMGB1 augmente la production hépatique de glucose.

La quantité de glycogéne hépatique est aussi un indicateur de la sensibilité hépatique a l'insuline, en
effet, cette hormone favorise I'entrée du glucose dans I’hépatocyte et son stockage sous forme de
glycogéne, contribuant ainsi a la diminution de la glycémie.

Apres sacrifice, le contenu hépatique en glycogéne a été mesuré par un marquage a I'acide périodique
de Schiff (Fig 36D). Les animaux HMGB1%"® ont une quantité de glycogéne hépatique diminuée
d’environ 25% comparativement aux animaux contréles.

Pris tous ensemble, ces résultats suggerent que lors d’un régime hyper lipidique au long cours, la

délétion d’"HMGB1 favorise I'apparition d’une insulino-résistance hépatique spécifiquement.
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Figure 36 : La délétion d'HMGB1 dans I’hépatocyte favorise I'apparition d'une résistance a l'insuline hépatique.

Aprés 20 semaines de régime HFD60%, les animaux regoivent un bolus d’insuline (0,75U/kg, i.v.) et sont sacrifiés 10 minutes
apreés. La phosphorylation d’AKT est évaluée par western blot dans le foie, le muscle gastrocnémien et le tissu adipeux péri-
gonadique (PG). Les résultats sont représentés en pourcentage d’induction par rapport au groupe HFD60% injectés au PBS (A).
Pour évaluer la production hépatique de glucose un PTT est réalisé et I’aire sous la courbe est calculée (B), la glycémie a jeun
est mesurée aprés un jeidne overnight (C). La quantité de glycogéne est mesurée sur des coupes de foies marquées a I'acide
périodique de Shift. Données exprimées en moyenne + ESM, *p<0.05, ** p<0.01.

Role d’HMGB1 hépatocytaire dans I’activité des voies de LDN et de B-oxydation :
Les résultats obtenus précédemment laissent suggérer que la délétion d'HMGB1 pourrait favoriser la

progression de la stéatose. Nous pensons, au vu des résultats précédents, que cette augmentation de
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stéatose pourrait étre due soit a une augmentation de I'activité de la LDN soit a une diminution de la
B-oxydation. Pour valider cette hypothése nous avons mis en place, en collaboration avec I'équipe de
Cédric Moro et Dominique Langin au sein de I'institut, une mesure de I'activité des voies de la LDN et
de la B-oxydation dans des cultures primaires d’hépatocytes murins.

La mesure de I'activité de la LDN sur des hépatocytes primaires montre que, méme a I’état basal, les
hépatocytes issus de souris HMGB12"P ont une activité de la LDN significativement supérieure aux
hépatocytes issus de souris controles. Comme attendu, cette différence est potentialisée par I'ajout
d’insuline dans le milieu de culture (Fig 37A). L’activité de la LDN dans des hépatocytes issus de souris
nourries avec un régime HFD60% pendant 20 semaines (Fig 37B) est significativement augmentée a
I’état basal, cependant, dans ce contexte de stéatose, |'action de I'insuline est perdue, ce qui pourrait
s’expliquer par une insulino-résistance induite par le régime. Afin de confirmer ces résultats in-vitro
nous avons mesuré I'activité de la LDN in-vivo dans des animaux sous régime standard (Fig 37C). Ici la
mesure de la LDN se fait par comptage de I'activité contenue dans les lipides neutres 1 heure apres
I'injection de glucose tritié dans des animaux mis a jeun pendant 6 heures. Suite a I'injection de glucose
tritié chez des animaux en régime standard, nous observons une activité significativement augmentée
spécifiquement dans les lipides hépatique issus de foies de souris HMGB12"*" (p=0.0317) confirmant
les résultats obtenus sur hépatocytes isolés. Nous avons aussi tenté de mesurer I'activité de la LDN in
vivo chez des animaux nourris en HFD60% pendant 20 semaines mais sans résultats probants (Fig 37D).
Au cours de cette mesure nous avons utilisé le méme protocole que pour des souris en normal diet
sans prendre en compte la variation du volume de dilution du traceur, ce qui pourrait expliquer
I'absence de résultats concluants. Nous sommes actuellement en train de continuer la mise au point
de la mesure de la LDN in vivo sur souris obeéses.

In vitro, I'oxydation du palmitate, reflet de I'activité de la B-oxydation, n’est pas différente entre des
hépatocytes issus de souris HMGB1"f ou de souris HMGB12"" et ce, quel que soit le régime (Fig 37E,
NCD et Fig 37F HFD60% 20 semaines). Afin de confirmer ces résultats in vivo nous avons mesuré, par
gPCR apres une mise a jeun de 24 heures, la cétonémie et la glycémie. Comme attendu, les souris
HMGB1%f et HMGB12"*® présentent une augmentation drastique du niveau des corps cétoniques et
une diminution sévere de la glycémie comparativement aux souris nourries, mais aucune différence

significative n’est observée entre les souris HMGB1"f et HMGB12"*" aprés 24h de jeline (Fig 37G).
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Figure 37 : La délétion d’HMGB1 dans les hépatocytes entraine une augmentation de I'activité de la LDN.

L’activité de la LDN est mesurée en présence d’acétate radio-marqué dans des hépatocytes primaires de souris en NCD (A) ou
aprés 20 semaines de HFD60% (B). In vivo I'activité de la LDN est quantifiée dans le foie, le tissu adipeux péri-gonadique (PG),
sous cutané (SC) ou brun (BAT) suite a un bolus de glucose tritié, chez des souris en NCD (C) ou aprés 20 semaines de HFD (D).
L’oxydation du palmitate est mesurée in vivo dans hépatocytes primaires de souris en NCD (E) ou aprés 20 semaines de
HFD60% (F). In vivo au cours d’une mise a jeun de 24 heures les corps cétoniques sont mesurés a t=0h et a t=24h (G).
L’expression hépatique de marqueurs géniques du catabolisme des lipides (Ppargcl, Fgf21 et Cptla) est mesurée par gPCR
aprés 24 heures de jeune. Données exprimées en moyenne + ESM, *p<0.0 ; S5p<0.01 vs basal..
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De plus, I'expression hépatique de marqueurs géniques impliqués dans le catabolisme lipidique
comme Ppargcl et Cptla (Fig 37H) augmente avec la mise a jeun, mais les niveaux d’expression restent
identiques entre les deux génotypes. Le seul effet notable de la délétion d’'HMGB1 est la diminution
significative de I'expression de Fgf21 (p=0.0188).

Pris tous ensemble, ces résultats suggerent que la délétion d’"HMGB1 favoriserait la progression de la
stéatose en augmentant la voie de la LDN, sans modification de la B-oxydation in vivo et ceci de

maniére cellulaire autonome.

Effecteurs impliqués dans la régulation de la LDN par HMGB1 :

Les résultats précédents nous apprennent que I'administration d’un bolus de glucose suite a une mise
a jeun de 6 heures est suffisant pour augmenter significativement I’activité de la LDN chez les animaux
HMGB1%"*" comparativement aux animaux controles HMGB1"f(Fig 37). Afin de comprendre quel(s)
sont le(s) géne(s) impliqué(s) dans cette augmentation de la LDN, nous avons mis en place une nouvelle
approche nutritionnelle visant a augmenter les voies de la LDN, au cours de laquelle les animaux sont
mis a jeun pendant 6 heures puis renourris avec le régime standard et une solution de glucose 20%.
Dans ce contexte, nous observons une augmentation significative du marquage a I'huile rouge (Fig
38A) chez les souris HMGB1"" & jeun/renourries, comparativement aux souris nourries, validant le
protocole expérimental. De maniére intéressante, les animaux HMGB12"®® comparativement aux
contrdles HMGB1"f présentent une augmentation (p=0.0188) du marquage a I'huile rouge. Cette
stéatose accrue s’accompagne d’une augmentation significative de I’expression des génes Cd36
(p=0.023) et Fsp27 (p=0.035) impliqués dans le stockage. Il existe aussi une nette tendance a
I"'augmentation de I'expression de Scd1 (p=0.08) et Ppary (p=0.05) (Fig 38B).

Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes moléculaires engagés et notamment
identifier un facteur de transcription particulier, nous avons réalisé un microarray visant a comparer
les transcriptomes des animaux WT suite au challenge a jeun/renourris. Via une analyse ingenuity
pathway analysis, nous avons recherché des effecteurs amont pouvant expliquer les modifications
d’expressions géniques induites lors du challenge jeun/réalimentation (Fig 38C). Cette analyse réveéle
que le facteur de transcription PPARy avec un score z d’activation de 2.242 (p=0.000251), peut
expliquer en grande partie les différences d’expression génique entre les deux groupes. De plus,
I'analyse du jeu de données selon la méthode schématisée Fig 38D permet de mettre en évidence
I'implication de la voie de signalisation PPARy dans les différences d’expressions géniques observées.
Pris tous ensemble ces résultats semblent indiquer que PPARy pourrait constituer un médiateur

important de I'effet « pro-stéatose » de la délétion d’HMGB1.
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Figure 38 : I'effet « pro-stéatose » de la délétion d’HMGB1 est médié par un programme de transcription PPARy-dépendant.
Suite a une mise a jeun de 6 heures suivie d’un re-nourrissage de 8 heures, 'accumulation de lipides neutres est quantifiée par
un marquage a I’huile rouge (A). L’expression génique de marqueurs du stockage (Cd36 et Cidec) de la synthése (Fasn, Scd1
et Pparg) et de l'utilisation (Cptla et Fgf21) est quantifié par qPCR, la ligne en pointillée représente I'expression de ces
marqueurs chez les animaux HMGB1//#(B). L’analyse des données du microarray en ingenuity pathway analysis (IPA) permet
de dégager certains régulateurs amont (C). La méthode décrite en (D) permet de mettre en évidence les KEGG reportées dans
le tableau de droite. Données exprimées en moyenne + ESM, *p<0.05, ** p<0.01.
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Effet de la délétion d’"HMGB1 hépatocytaire sur I'activité transcriptionnelle de PPARy :

Les résultats du microarray suggérent que PPARy pourrait étre impliqué dans le phénotype observé
lors de la délétion d’HMGB1. Dans le but de valider I'implication directe de ce facteur de transcription,
nous avons mis en place une approche pharmacologique reposant sur I'utilisation in vivo d’un agoniste
de PPARYy classiquement utilisé dans la littérature : la rosiglitazone (rosi).

Pour cela les animaux adultes HMGB1"f et HMGB12"® en chow diet ont regu une injection i.v. de
rosiglitazone (25mg/kg) 18 heures avant le sacrifice. Afin de vérifier I'efficacité du traitement, nous
avons vérifié par gPCR I'induction des genes-réponse de PPARy Ucp1 et Elovi3 dans les dépots adipeux
sous cutanés (Fig 39A). Ici, le traitement a la rosi durant 18 heures est suffisant pour induire
I’expression de ces geénes validant ainsi la dose de rosi et |a cinétique de notre protocole. Au niveau du
foie (Fig 39B), I'injection aigue de rosi induit significativement |'expression des genes cibles de PPARYy,
comparativement a l'injection du véhicule, validant ainsi au niveau hépatique I'efficacité de notre
traitement. De plus I'analyse par qPCR de genes classiquement induits par PPARy montre que sur les
20 génes-réponse étudiés, 12 sont significativement up régulés chez les souris HMGB12he?
comparativement aux souris HMGB1"f (fig 39B). L’ensemble de ces résultats suggére que la délétion
d’"HMGB1 pourrait augmenter I'activité de PPARy induite par la rosiglitazone, confirmant un lien entre
PPARy et HMGB1. Dans ce modele, nous pourrions imaginer quU'HMGB1 réprimerait I'activité
transcriptionnelle de PPARy.

Mais, lors de la délétion d'HMGB1 I'augmentation de I'activité transcriptionnelle de PPARy pourrait
suffire a expliquer I'laugmentation de I'activité de la LDN in vivo. Pour vérifier cette hypothese, des
animaux HMGB1"" et HMGB12" ont été infectés par des adénovirus codant soit pour un short hair-
pin ARN (shRNA) ciblant PPARy (ShPPARYy) soit par un Sh contréle (ShSCR), 10 jours aprés I'infection les
animaux sont sacrifiés et I'expression de PPARy hépatique est mesurée par western blot (Fig 39C). En
présence du ShPPARYy, I'expression de PPARYy est diminuée significativement d’environ 50% et ce quel
que soit le génotype (HMGB™"", p=0.0048 et HMIGB12"?, p=0.0008). Ensuite, 10 jours apreés I'infection,
afin de solliciter la voie de la voie de la LDN, le protocole de jeline pendant 6 heures puis re-nourrissage
pendant 8 heures est réemployé, puis la progression de la stéatose est mesurée par un marquage des
coupes de foies a I’huile rouge (Fig 39D). Ici, nous reproduisons les résultats obtenus précédemment :
la délétion d’"HMGB1 favorise I'accumulation de lipides neutres dans les hépatocytes (p=0.0214) chez
les animaux HMGB1"f et HMGB12" injectés avec le ShSCR contréle. En présence du ShPPARy cet effet
est perdu chez les animaux HMGB1"f (p=0.0103), Iinjection du ShPPARy limite le développement
d’une stéatose chez les animaux HMGB12", Ainsi ces résultats suggérent que la progression de la

stéatose chez les animaux HMGB12'"? est un phénoméne PPARy dépendant.
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Figure 39 : La délétion de PPARy réverse le phénotype des souris HMGB14hep,

18 heures aprés l'injection i.v. de 25mg/kg de rosi, 'expression génique des marqueurs du browning Ucp1 et Elovi3 est mesurée
dans le tissu adipeux sous-cutané par gPCR (A). Apres l'injection de rosi (HMGBIfl/fl n=11 et HMGB1Ahep n=8), 'expression
hépatique des genes cibles de PPPARy (Lpl, Cd36, Ppary, Ap2, Plin1 et Cidec) est mesurée par gPCR (B). 10 jours apreés l'injection
soit du virus codant pour le ShSCR (HMGBIfl/fl n=7 et HMGB1Ahep n=8) soit pour le ShPPARy (HMGBIfl/fl n=9 et HMGB1Ahep
n=8), la délétion de PPARy, dans le foie, est évaluée par western blot (C). Lors du challenge de mise a jeun 6h/ re-nourissage
8h, 'accumulation de lipides neutres est quantifiée par un marquage a I’huile rouge. Apres 4 semaines de HFD60% les animaux
sont injectés avec un adénovirus codant pour le ShSCR (HMGBI1fl/fl n=7 et HMGB1Ahep n=5) ou le ShPPARy (HMGBI1fl/fl n=7
et HMGB1Ahep n=7) et 10 jours aprés l'injection, la stéatose est quantifiée par un marquage a I'huile rouge (E). Données
exprimées en moyenne *+ ESM, *p<0.05, ** p<0.01.
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Pour évaluer I'effet de la délétion de PPARy dans un contexte de stéatose induite par un régime gras,
les animaux sont placés sous régime HFD60% pendant 4 semaines puis infectés par des adénovirus
codant soit pour un shRNA ciblant PPARy (ShPPARy) soit pour un Sh controle (ShSCR). 10 jours apres
I'infection les animaux sont sacrifiés et le contenu en lipides neutres est évalué par un marquage a
I’huile rouge. Dans ce contexte, la délétion d’"HMGB1 favorise I'accumulation de lipides neutres dans
le foie (p=0.0363) et cet effet est perdu en présence du ShPPARy (p=0.0333) (Fig 39E).

Pris tous ensemble ces résultats suggerent que I'accroissement d’activité de la voie de la LDN induite

par la délétion d'HMGB1 pourrait étre médiée par une augmentation de I'activité de PPARy.

Effet de la délétion d’HMGBL1 sur le transcriptome hépatique :

Afin d’identifier des voies de régulation ou des fonctions biologiques régulées par HMGB1 et renforcer
éventuellement les hypothéses de travail déja en place, nous avons lancé une approche sans a priori
basée sur I’étude du transcriptome par microarray sur des biopsies de foie issues de souris HMGB1"/"
et HMGB12"*? en régime hyper lipidique, mises a jeun 6h ou mises a jeun/renourries 6+8. L’analyse de
ces données en suivant la méthode schématisée Fig38D, panel de gauche, permet d’isoler un certain
nombre de genes significativement augmentés ou inhibés par la délétion d’'HMGB1. En construisant
un diagramme de Venn pour les génes up ou down régulés (Fig 40A et 40B), nous avons pu déterminer
qguels sont les génes communément régulés par la délétion d’'HMGB1 dans les 3 challenges
nutritionnels : 12 génes sont retrouvés up-régulés et 31 sont down-régulés dans les trois conditions, la
liste de ces génes est disponible en annexe 1. En utilisant le logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA),
nous avons cherché a mettre en évidence quel(s) facteur(s) de transcription pouvaient expliquer les
effets de la délétion d’'HMGB1 indépendamment des conditions expérimentales choisies (HFD12
semaines, Fig 40C, mis a jeun 6 heures et renourris 8 heures, Fig 40D, ou mis a jeun 6h, Fig 40E). Cette
analyse révele que les facteurs de transcription RORa et RORy pourraient étre le(s) dénominateur(s)
commun(s) a toutes les régulations géniques induites par la délétion d’"HMGB1. Au final cette étude
nous permet d’envisager un régulateur en amont d’"HMGB1 comme RORa dont I'activité a par ailleurs

déja été reliée a I'action de PPARYy.
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HFD up STRV6h up HFD down STRV6h down

STRV6h RF8h up STRV6h RF8h down
C.
Top Upstream Regulators
Upstream Requlator p-value of overlap
GPD1 332E-11
SLC25A13 4 19E-11
RORA 5.99E-06
RORC 9.56E-06
FECH 5.15E-05
D.

Top Upstream Regulators

Upstream Requlator p-value of overlap
RORA 2 6G8E-09
RORC 3.16E-09
GPD1 1.85E-06
SLC25A13 2.13E-06
CTNNB1 3.84E-05

Top Upstream Regulators

Upstream Requlator p-value of overlap
RORC 1.86E-09
PPARA 553E-08
MB21D1 5.90E-08
DNASE2 1.69E-07
RORA 2.10E-07

Figure 40 : RORa et RORy pourraient en partie expliquer les effets géniques observés lors de la délétion hépatique
d’HMGBI.

L’analyse du microarray comme décrit Fig38 a permis de dessiner les diagrammes de Venn (A) et (B) comprenant les génes up
régulés et down régulés, respectivement, au cours du HFD60% pendant 12 semaines (HFD12), de la mise a jeun pendant 6
heures (STRV6H) et du challenge de mise a jeun 6 heures puis re-nourissage 8 heures (STRV6H RF8H). Captures d’écran
montrant les régulateurs d’amonts trouvés au cours d’une IPA pour le HFD60% pendant 12 semaines (C), du challenge de mise
d jeun 6 heures puis re-nourissage 8 heures (D) et de la mise a jeun pendant 6 heures (E).

118



Compte tenu des interactions d'HMGB1 avec la double hélice d’ADN, nous avons développé puis validé
une approche d’immunoprécipitation de chromatine couplée au séquencage (ChlPseq), cette
approche pourrait nous permettre de comprendre comment HMGB1 régule I'expression des génes de
la LDN. En collaboration avec I'équipe de Gaelle Legube au CBI de Toulouse, nous avons dans un
premier temps testé plusieurs anticorps dans un modele cellulaire. Afin de valider la spécificité de
notre anticorps nous avons réalisé des ChIP puis quantifié par qPCR la liaison d’'HMGB1 sur le
promoteur de la topo isomérase Il (Topoll), comme décrit dans la littérature, en manipulant
I’expression d’"HMGB1 a I'aide d’un siRNA. En conditions basales, HMGB1 semble se lier au promoteur
de la Topo isomérase Il, comme déja publié, mais aussi dans des régions intergéniques (Fig 41A). Lors
de I'inhibition de I'expression d’"HMGB1 en utilisant un siRNA (Fig 41B), I'enrichissement du promoteur
de la Topo isomérase Il est perdu, suggérant ainsi que I'anticorps est bien spécifique (Fig 41B). Nous
avons ensuite validé le protocole de ChlIP sur biopsies de foie congelé, en mesurant I'enrichissement
et la qualité des librairies d’ADN immunoprécipité. Aprés toutes ces étapes de validation, nous avons
pu préparer des librairies d’ADN a partir de ChlIP issus de souris HMGB1"f et HMGB1"*®, utilisé comme
contrdle négatif, préparées a partir de biopsies issues de souris soumises a un régime contréle (Fig
41C-D), hyperlipidique de 12 semaines (Fig 41E-F) et d’un challenge mise a jeun 6 heures puis renourris
pendant 8 heures (Fig 41G-H). Les séquencages viennent de nous parvenir, aprés une longue attente,
et nous pouvons juste faire une analyse trés préliminaire. L'ensemble des séquences est exploitable,
et globalement I'ensemble des signaux obtenus a partir des librairies de HMGB1" sont trés largement
supérieurs a ceux issus des librairies générées a partir des biopsies des souris HMGB12"? (Fig 41C, E et
G) validant notre approche expérimentale. L’analyse des librairies montre du signal sur 'ensemble des
chromosomes (Données non montrées), mais le profil de liaison semble étre « atypique », différent de
la signature classique d’un facteur de transcription ou d’une histone. Il semblerait que plusieurs profils
de liaison se dégagent : HMGB1 se trouve souvent en abondance sur I'extrémité 5’ des genes (Fig 41D,
F et H) et sur les exons (Fig 41D, F et H).

De plus, selon nos observations, il semblerait que 'abondance d’"HMGB1 serait inversement corrélée
au nombre d’exons du gene mais ces résultats sont a confirmer par I'analyse bio-informatique en
cours.

L'analyse en profondeur de ces patterns en condition basale, plus I’étude détaillée des librairies des
conditions HFD et mis a jeun/renourri 6+8 sera extrémement informative sur le rdle

« transcriptionnel » que peut jouer HMGBL et le lien moléculaire avec des genes de la LDN.
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Figure 41 : HMIGB1présente un profil atypique de liaison a I'ADN.

Dans nos mains la ChiP fonctionne (A) et I'utilisation d’un siRNA dirigé contre HMIGB1 nous permet de valider la spécificité de
I’anticorps utilisé (B). L’analyse en ChIP-seq des librairies d’ADN issues de souris HMGB1/f et HMGB14her, préparées a partir
de biopsies issue de souris soumises a un régime contréle (C-D), hyperlipidique de 12 semaines (E-F) et d’un challenge mise a
jeun 6 heures puis renourris pendant 8 heures (G-H) montre un signal spécifique, ici sur le chromosome 6 (C, E et G). A titre
d’exemple, les panels D, F et H présentent les profils obtenus sur une zone choisie au hasard sur le chromosome 6

correspondant au géne Ghrh.
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Conclusion :

Ainsi, au cours de cette étude nous avons pu mettre en évidence un nouveau role dHMGB1 dans la
progression de la stéatose induite par un régime hyper lipidique. En effet, HMGB1 semble étre un
répresseur de l'activité de la LDN hépatique. Jusqu’a lors non décrit, nos données suggerent que
HMGB1 régulerait la LDN de fagon directe ou indirecte en priorité via la répression de I'activité du

facteur de transcription PPARYy.

Bien que majoritairement étudié pour son role extracellulaire et pro-inflammatoire dans le foie,
HMGB1 semble étre un acteur clef dans la régulation de I'expression génique comme le laissait
supposer le phénotype obtenu lors du KO total (Calogero et al., 1999). Cependant I'absence d’HMGB1
hépatique n’induit pas, en condition basale, de phénotype marqué entre les animaux HMGB1"f et les
animaux HMGB12"*® (Fig 32 et (Huebener et al., 2014)), ce qui laisse supposer un réle non essentiel

pour HMGB1 dans la régulation de I'expression génique en condition basale.

Le lien moléculaire entre PPARy et HMGB1 reste encore flou. Cependant, malgré la diversité de
conditions analysées, les données du microarray (Fig 38, Fig 40 et données non montrées) révelent
gu’il pourrait exister un lien entre HMGBL1 et les rythmes circadiens. De facon intéressante, le lien entre
rythmes circadiens et activité de la lipogenése de novo a déja été établi (Alenghat et al., 2008; Feng et
al., 2011; Zhang et al., 2017b). Récemment, une étude a démontré que RORa régule négativement
I'activité transcriptionnelle de PPARy (Kim et al., 2017). Pris tous ensemble ces résultats nous
permettent de poser I'hypothése d’'un lien entre HMGB1 et des régulateurs du rythme circadien

comme RORa, PPARy et la LDN.
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B. Objectif Il : Etude du réle biologique de la forme circulante d'HMGB1 au

cours du stress métabolique

1. Matériel et méthodes

Animaux : Le protocole a été réalisé en accord avec la charte éthique de I'INSERM (US006 CREFRE -
CEEA-122, 1710480320).

Traitement pharmacologique : Les inflachromeénes(ICM) et la Glycyrrhizine (GLY) sont administrés
quotidiennement en intra-péritonéal a une dose de 10mg/kg et 50mg/kg respectivement. Le groupe
non traité recoit un volume équivalent de véhicule composé soit de NaCl 0.9% stérile, 5% DMSO, 20%

B-cyclodextrine (ICM) soit du PBS (GLY)

Approches nutritionnelles : Obésité induite par I'alimentation : Les souris sont nourries soit avec un

régime standard (NCD, Research Diet) soit avec un régime hyper-lipidique contenant 60% (HFD60%,

Research Diet) de calories sous forme de lipides pendant 28 jours. Fibrose hépatique induite par

I'alimentation : Les souris sont nourries soit avec un régime standard (NCD) soit avec un régime
déficient en choline et méthionine (MCDD, Research Diet) pendant 28 jours. Lors du sacrifice, les tissus

sont récupérés, pesé, congelés dans I'azote liquide puis stockées a -80°C jusqu’a utilisation.

Test de tolérance oral au glucose : Aprés un jeline overnight (18h00-8h00) les souris sont gavées (HFD)
avec une solution de glucose. La dose administrée est de 1,5g de glucose par kg de poids corporel.
L’évolution de la glycémie est suivie par prélévement sanguin au niveau de la veine caudale

(Glucomeétre Accu-Chek, Roche®).

Quantification des lipides neutres : 50mg de foie sont homogénéisés dans 1mL d’eau : méthanol (1 :2
volumes), EGTA (5mM). Les lipides sont extraits avec un mélange méthanol : chloroforme : eau
(2,5:2,5:1,7 volumes), purifiés avec une colonne SPE, desséchés puis solubilisés dans le I'acétate

d’éthyle. La fraction obtenue est analysée par chromatographie gazeuse.

Histologie : Inclusions et coupes : Les inclusions en paraffine et les coupes (5um) sont réalisées par le

plateau histologie de I'l2MC. Pour les cryo-sections, les échantillons sont sortis de la formaline aprés
24h et transférés dans une solution de sucrose 30%. Apres 72h les échantillons sont inclus dans I'OCT
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puis congelés a -80°C. Colorations : Brievement, les lames blanches déparaffinées sont colorées avec
du Rouge Sirius (1% de Rouge Sirius dilué dans de I'acide picrique) pendant 1h30. Les lames sont
ensuite montées avec la colle Eukitt. Les cryo-coupes sont incubées dans de I'isopropanol 60% avec
coloration dans I'huile rouge ou Oil-Red-O (solution de 0,5% dans de l'isopropanol) pendant 15

minutes. Les lames sont ensuite montées en milieu aqueux. Numérisation et quantification : Les lames

sont numérisées grace au scanner Nanozoomer du fabriquant Hamamatsu. L’analyse d’image et la
quantification sont réalisées en utilisant le logiciel Photoshop®. Les photos montrées sont

représentatives.

Dosages biochimiques plasmatiques : Le sang a été prélevé dans la veine cave lors du sacrifice. Le
plasma a été obtenu par une centrifugation 5 minutes; 4 °C; 8000 rpm. Les dosages des transaminases
(ALT pour AlLanine aminoTransférase, AST pour ASpartate aminoTransférase) ont été effectués en

collaboration avec la plateforme Anexplo/Genotoul de Toulouse (http://anexplo.genotoul.fr/).

Expression Génique par RT-PCR en temps réel : Extraction des ARN sur colonne : les tissus sont broyés

(Precellys™, Bertin Technologies) avec 1mL de Qiazol. Les lysats sont ensuite délipidés par ajout de
200ul de chloroforme et centrifugation (15 min, 4°C, 4000 rpm). La phase aqueuse est transférée dans
I’éthanol absolu (350puL). Les échantillons (700uL) sont ensuite transférés sur colonnes. Apres les
différentes étapes décrites dans le protocole du kit et traitement a la DNase pendant 10 minutes, les
ARN en solution aqueuse sont dosés par spectrophotométrie (Xpose™, Trinean®). Reverse

transcription et qPCR : (kit «High Capacity cDNA reverse transcription » (Applied Biosystem®)). La RT

est réalisée selon les consignes du fabricant a partir de 500 ng d’ARN. Lors de la qPCR, les ADNc sont

mis en présence des amorces sens et anti-sens (Eurogentec®) diluées a leurs concentrations optimales.

Mesure de la masse grasse et de la masse maigre : Les mesures des taux de masse grasse et de masse
maigre ont été effectuées par imagerie par résonance magnétique (EchoMRI - 100TM 3 en 1TM). Les

résultats ont été exprimés en pourcentage de masse grasse et maigre rapporté au poids de la souris.

Statistiques : Les résultats sont exprimés sous la forme de moyenne accompagnée de |'erreur standard
a la moyenne. La différence statistique des résultats est déterminée en utilisant un test de Mann-
Whitney ou d’une two-way ANOVA. Le niveau de significativité choisie est p value <0.05 (*), p value

<0.01 (**) et p value <0.001 (***).
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2. Résultats

Effets du traitement aux inflachroménes (ICM) sur la progression de la stéatose hépatique

Dans le but de comprendre le réle d’HMGB1 dans la progression de la stéatose, des souris males C57BI6
ont été mises sous HFD 60% durant six semaines avant le début du traitement avec un inhibiteur de la
sécrétion d’HMGB1 (Lee et al., 2014) : les inflachromenes (ICM). A I'issue de cette période, la masse
grasse (Fig 42A) et la tolérance au glucose (Fig 42B) sont identiques entre les groupes traités (ICM) et
controles (Veh).

Apres 28 jours de traitement, nous observons une tendance a la diminution de la prise de poids
(Données non montrées). Cette diminution de prise de poids est associée a une diminution significative
de la quantité de masse grasse (Fig 42C, p=0.0200). En revanche, la diminution de la masse grasse n’est
pas associée a une amélioration de la tolérance au glucose (Fig 42D) ni a une diminution des ALT et
AST circulantes (Fig 42E). Ces résultats suggérent que le traitement aux ICM permet de limiter la prise
de poids sans améliorer la tolérance au glucose. Cependant, ces résultats sont a nuancer, puisqu’en
effet la prise de poids des animaux a été perturbée par le stress généré lors des injections quotidiennes
et ne suit pas les prises de poids classiquement observées sur ce type de durée de régime. Afin de
pouvoir réellement étudier I'effet des ICM sur la prise de poids il serait envisageable de traiter les
animaux différemment en injectant éventuellement le matin de bonne heure afin de ne pas perturber
leur comportement alimentaire, ou d’envisager d’injecter tous les deux jours mais sur un temps plus
long (6 semaines). Avec une prise de poids normale, nous pourrons aussi évaluer les conséquences de
la neutralisation d’'HMGB1 par les ICM sur la progression du diabéte de type Il associé a I'obésité, ce
qui n’a pas été vraiment possible ici, compte tenu de la prise de poids faible durant le traitement.
Cependant, le marquage de coupes de foies a I'huile rouge (Fig 42F) révele une diminution de pres de
50% de I'accumulation de lipides neutres dans le foie (p=0.023). L’analyse lipidomique (Fig 42G)
montre une diminution significative de la quantité relative de TG (p=0.0127) dans le foie des animaux
traités aux ICM comparativement aux animaux traités avec le véhicule. Ainsi, les ICM semblent limiter
la progression de la stéatose en diminuant I'accumulation de TG dans le foie. L'analyse par qPCR de
marqueurs classiques de I'inflammation comme Adgrel, Ptprc, Tlr4, Rage, Mcp1, Cd11b ou Cd11c (Fig
42H) suggere que les ICM n’auraient qu’un effet modeste sur l'infiltration des cellules immunes dans
le foie.

Pris tous ensemble ces résultats suggerent que I'inhibition de la sécrétion d'HMGB1 pourrait étre une
cible thérapeutique potentielle dans le traitement de I'obésité et des pathologies associées comme la

stéatose hépatique.
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Figure 42 : Le traitement aux ICM ralentit la progression de la stéatose induite par un régime HFD60%.

Avant le début du traitement aux ICM les groupes véhicule (Veh) et traités (ICM) sont comparables en terme de masse grasse
(A) et de tolérance au glucose mesurée par un OGTT (B). A l'issue du traitement la composition corporelle est mesurée par
EchoMRI (C), la tolérance au glucose est analysée par un OGTT (D) et les activités des amino-tranferases circulantes sont
quantifiées (E). La stéatose hépatique est appréciée par un marquage a I’huile rouge (F), les espéces lipides hépatiques sont
quantifiées par chromatographie gazeuse (G). Pour finir, I'expression des marqueurs de I'inflammation hépatique comme
adgrel, Ptprc,Tird, Rage, Mcpl, Cd11b ou Cd11c est analysée par qPCR (H).ICM n=6, Veh n=8. Les données sont exprimées en
moyenne + ESM. *p<0.05.
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Effets du traitement aux inflachroménes (ICM) sur la progression de la fibrose hépatique :

En plus de ce travail sur la progression de la stéatose hépatique, nous avons évalué le role de la forme
circulante d’'HMGB1 sur la progression de la NASH. Pour tester cette hypothése, nous avons mis en
place une approche reposant sur I'utilisation d’'un modele nutritionnel classique de NASH : le MCDD
(Methionine Choline Deficient Diet) qui bien que présentant de trés nombreux biais, génére
rapidement (en 2 semaines) inflammation et fibrose, et permet d’établir une preuve de principe rapide
sans consommation excessive d’inhibiteur. Dans ce but, nous avons traité des souris sauvages avec les
ICM (10mg/kg) ou son véhicule pendant 15 jours, ici, le traitement a débuté de fagon concomitante au
régime MCD.

A l'issue du traitement, nous avons mesuré le ratio poids de foie sur poids de corps, comme étant un
possible indicateur de la progression de la fibrose (Fig 43A). Ce ratio est identique entre les groupes
véhicule et ICM. Dans ce contexte, ce parameétre est dépendant de I"accumulation de lipides et/ou de
I'accumulation de matrice extracellulaire. Afin de quantifier les dép6ts lipidiques et de matrice
extracellulaire, des colorations a I’huile rouge (Fig 43B) et au rouge sirius sont réalisées (Fig 43C).Dans
ce contexte, il n’y a pas de différence entre les groupes traités et contréles ce qui suggére que dans un
contexte régime MCD, I'inhibition de la sécrétion active d'HMGB1 par les ICM a un impact limité sur la

progression de la fibrose.

Effet de I'inhibition de la forme circulante d’HMGBL1 sur la progression de la stéatose hépatique :

Pour compléter le travail réalisé avec les ICM, un protocole expérimental basé sur |'utilisation de la
glycyrrhizine (GLY) a aussi été initié en paralléle, puisque les deux molécules ont un mécanisme
d’inhibition différent sur HMGB1. Pour neutraliser la forme circulante d’"HMGB1, les animaux sont
traités quotidiennement par injection intra-péritonéale de GLY (50mg/kg) pendant 28 jours. Pour
étudier I'effet de cette inhibition sur la progression de la stéatose, les animaux sont nourris des le
début du traitement avec un régime HFD60%. A I'issue des 28 jours de traitement, le ratio poids du
foie sur poids du corps n’est pas modifié par le traitement a la GLY (Fig 44A). En revanche nous
observons une augmentation significative du marquage a I’huile rouge (p=0,0079) chez les animaux
traités a la GLY comparativement au groupe PBS (Fig 44B) ainsi, et de facon inattendue, I'inhibition de

la forme circulante d’"HMGB1 favoriserait I'accumulation de lipides neutres dans le foie.
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Figure 43 : Le traitement aux ICM n’a pas d’effet sur la progression de la stéatose et la fibrose induite par un régime MCDD.
15 jours apres le début de traitement, le ratio poids de foie/ poids de corps est calculé dans les groupes ICM (n=10) et Veh
(n=10) (A) puis la stéatose est quantifiée par un marquage a I’huile rouge, et les dépéts de collagénes sont mesurés par un
marquage au rouge sirius. Les résultats sont exprimés en moyenne + ESM.

L'analyse de I'expression génique de marqueurs classiques du stockage (Fig 44C), de la synthese (Fig
44D) et de I'utilisation des lipides (Fig 44E) confirme la tendance observée précédemment. En effet,
nous observons une augmentation significative de I'expression des genes impliqués dans le stockage
des lipides (Fig 44C : Pparg : p=0.0175, Cd36 :p=0.0262 et Cidec : p=0.0111). En revanche, le traitement
a la glycyrrhizine n’a pas d’effet sur I'expression de marqueurs de la synthese (Fig 44D) et du

catabolisme lipidique (Fig 44E).
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Pris tous ensemble, ces résultats suggerent que l'inhibition de la forme circulante d’HMGB1

favoriserait la progression de la stéatose sans modifier ni la synthese ni I'utilisation des lipides.
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Figure 44 : Le traitement a la GLY favorise la progression de la stéatose induite par un régime HFD60%.

A la fin du traitement de 28 jours le ratio poids de foie/poids de corps est calculé (A) pour les groupes traités (GLY n=7) et
témoin (PBS n=7). La stéatose hépatique est évaluée par un marquage a I’huile rouge (B). L’expression de marqueurs géniques
du stockage (Pparg, Cd36 et Cidec) (C), de la synthése (Acaca, Fasn et Scd1) (D) et de I'utilisation (Ppargcla, Fgf21 et cptla)
des lipides (E) est analysée par gPCR. Données exprimées en moyenne + ESM. *p<0.05 ; **p<0.01.
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Effets du traitement GLY sur la progression de la fibrose hépatique :

Pour étudier I'effet de cette inhibition sur le développement de la fibrose, les animaux sont nourris
deés le début du traitement avec un régime CD-HFD60%. A l'issue de 28 jours, comme attendu les
animaux sous régime CDHFD60% présentent une stéatose et une accumulation de MEC trés sévere
comparativement aux souris en chow diet, cependant, nous n’observons pas de différence dans le ratio
poids de foie sur poids du corps (Fig 45A) ni de marquage a I’huile rouge entre les deux groupes (Fig
45B, haut), en revanche, il existe une tendance a la diminution du marquage au rouge Sirius (Fig 45B
bas, p=0.09). Contrairement aux résultats précédents, dans un contexte de fibrose hépatique sans
prise de poids, I'inhibition de la forme circulante d’"HMGB1 ne semble pas avoir d’effet sur I'installation
de la fibrose hépatique. Ces résultats sont confirmés par I'analyse par gPCR de marqueurs de la fibrose
comme Collal, Col3al ou Acta2 (Fig 45C) et de I'inflammation comme Emr1, Ptprc ou Tnfa (Fig 45D) :
le traitement a la GLY ne modifie pas le profil d’expression de ces génes.

Pris tous ensemble, ces résultats suggerent que I'inhibition de la forme circulante d’HMGB1 n’aurait

aucun effet sur la progression de la fibrose hépatique
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Figure 45 : Le traitement a la GLY est sans effet sur la progression de la fibrose induite par un régime CD-HFD60%.

A la fin du traitement de 28 jours le ratio poids de foie/poids de corps est calculé pour les groupes traités (GLY n=7) et témoin
(PBS n=7) (A). La stéatose hépatique et la fibrose sont évaluées par un marquage a I’huile rouge (B haut) et ou rouge Sirius (B
bas) respectivement. L’expression de marqueurs géniques du de la fibrose (Collal, Col3al et Acta2) (C) et de I'inflammation
(Adgrel, Ptprc et Tnfa) (D) est analysée par qPCR. PBS n=7, GLY n=7. Données exprimées en moyenne *+ ESM. *p<0.05;
*%0<0.01.
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Conclusion :

Tous ces résultats suggerent que l'inhibition de la sécrétion active de la sécrétion d'HMGB1 par les ICM
pourrait jouer un réle dans la progression de la stéatose. Cependant, ce traitement semble sans effet
sur la progression de la fibrose induite par le MCD. L’inhibition de I'activité cytokinique d’"HMGB1 par

la GLY semble favoriser la progression de la stéatose sans effet sur la fibrose induite par le CD-HFD60%.

Les concentrations circulantes d’'HMGB1, entre les groupes véhicule et ICM, sont identiques aussi bien
au cours du HFD que du MCD (Fig 46A et Fig 46B) cependant, il semblerait que le traitement aux ICM
tendrait a diminuer les concentrations plasmatiques d’'HMGB1. L'absence d’effet manifeste du
traitement aux ICM sur les concentrations circulantes d’"HMGB1 pourrait s’expliquer en partie par la
prise de poids modeste des animaux au cours de ce protocole. En effet, compte tenu des injections
quotidiennes, le stress généré a probablement contribué a diminuer la prise alimentaire et donc le gain
de poids. Afin de confirmer ces résultats il est envisagé de mettre en place un protocole au cours

duquel les injections seront faites le matin, de maniere a limiter 'effet du stress sur la prise alimentaire.
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Figure 46 : Effet du traitement aux ICM sur les concentrations plasmatiques d'HMGB1.
Les concentrations plasmatiques d’HMGB1 sont mesurées par ELISA au cours du HFD60% (A) et du MCD (B). La ligne pointillée
représente les concentrations circulantes mesurées chez des animaux en NCD. Les résultats sont exprimés en moyenne + ESM.
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C. Objectif Il : Tissus sources d’'HMGB1 circulants au cours du stress

métabolique

Pour mieux comprendre la biologie de HMGB1 au cours du stress métabolique, il apparait crucial
d'identifier quel(s) tissu(s) est (sont) la principale source de HMGB1 circulante au cours d’un stress
métabolique induit par un régime HFD60%. Dans ce but nous avons délété le gene Hmgb1, dans les
cellules susceptibles d’étre affectées par le stress généré par un régime hyper lipidique, au sein des
tissus métaboliquement actifs (les hépatocytes : HMGB1%"" les adipocytes HMGB1249P°, et |es
macrophages HMGB12M), Les données préliminaires du laboratoire montrent que pendant la
progression de |'obésité (et de la stéatose hépatique) au cours du régime HFD60%, les hépatocytes ne
seraient pas la principale source de HMGB1 circulante puisque les souris HMGB1°* et HMGB12"¢?, sous

régime, présentent le méme niveau d’HMGBI circulant (Fig 47).
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Figure 47 : Au cours du stress métabolique induit par le HFD, les hépatocytes ne sont pas la source d’HMGBI1 circulant.
Apres 20 semaines de régime HFD60% les taux plasmatiques d’HMGB1 sont mesurés, par ELISA, chez des animaux contréles
(NCD, n=8), HMGB1/f sous HFD (n=10) et HMGB12her sous HFD (n=10). *p<0.05.

Compte tenu de ce résultat surprenant nous nous sommes concentrés sur la caractérisation des souris

présentant la délétion dans les adipocytes (HMGB12A9%°) et les macrophages (HMGB124V2¢),
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Role d’HMGBL1 dérivé de I'adipocyte au cours du stress métabolique:

Pour tester cette hypothése, des souris HMGB1" sont croisées avec les souris AdipoCRE-ERT2 pour
générer les souris HMGB129%° (Fig 48A). Ces animaux et leurs contrdles sont mis en régime en HFD
pendant 2 mois, puis traités avec le tamoxiféne pour induire la recombinaison. Deux jours apreés la fin
de I'administration du TMX, les souris HMGB1%49P° présentent une diminution significative des taux
circulants de HMGB1 (Fig 48B) par rapport aux souris HMIGB1"" suggérant que les adipocytes
pourraient contribuer de facon significative aux taux sanguins de HMGB1. De plus, les souris
HMGB124dP° présentent une diminution de I’AUC suite a une charge orale de glucose (Fig 48C et D)
ainsi qu’une diminution des marqueurs inflammatoires dans le tissu adipeux peri-gonadique
déterminée par I'expression génique de marqueurs classiques de l'inflammation comme Cd45 ou
Cd11b (Fig 48E). Enfin comparativement aux souris HMGB1 7/, les souris HMGB12A9®° présentent une
diminution significative de la stéatose hépatique, évaluée par une coloration a I'huile rouge (Fig 48F).
L'ensemble de ces résultats suggerent que I'adipocyte pourrait étre une des sources des taux circulants
d’"HMGB1, qui pourrait étre a 'origine d’altérations au niveau du tissu adipeux lui-méme mais aussi
d’altérations des tissus périphériques comme le foie. Ce projet est en cours de développement et de
nombreuses expériences sont actuellement en cours pour essayer de comprendre par quels types de
mécanismes HMGB1 d’origine adipocytaire alerterait notamment l'inflammation tissulaire et

I’'homéostasie du glucose.
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Figure 48 : La délétion d’Hmgb1 dans le tissu adipeux améliore ’homéostasie glucidique et la stéatose hépatique.

Schéma du protocole suivi (A). Deux jours apreés le traitement au tamoxifene (TMX) les taux circulants d’HMGB1 sont mesurés
par ELISA (B). Trois semaines apreés le traitement au TMX les groupes HMGB1/°x (n=8) et HMGB144diro(n=8) subissent une OGTT
(C et D). L’expression génique de marqueurs de I'inflammation hépatique (Cd45 et Cd11b) est quantifiée par qPCR (E). La
stéatose hépatique est évaluée par un marquage a I'huile rouge (Oil-Red O) (F). Les données sont exprimées en moyenne +
ESM. *p<0.05, **p<0.01.
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Role d’HMGB1 dérivé du macrophage au cours du stress métabolique:

La progression de I'obésité s’accompagne d’une inflammation de bas bruit (Sell et al., 2012) avec une
activation du systeme immunitaire inné. Compte tenu du role pro-inflammatoire de la forme
extracellulaire de la protéine HMGBI1, et de I'activation des macrophages au cours de I'obésité, nous
avons posé I’hypothése que les macrophages pourraient étre une source importante des taux circulant
d’HMGB], et que, de plus, la forme d’"HMGB1 dérivée des macrophages pourrait étre impliquée dans
I'inflammation de bas bruit et ses effets déléteres au cours du stress métabolique. Pour générer une
délétion du géne Hmgb1 dans les macrophages (HMGB1°™) les souris HMGB1" sont croisées avec
des souris LysM-CRE (Clausen et al., 1999). Afin de vérifier I'efficacité de la recombinaison, des
macrophages dérivés de la moelle osseuse (BMDM) ont été générés (Fig 49A). L’analyse par western
blot de I'expression de la protéine HMGB1 montre que la recombinaison est efficace, en effet le signal
correspondant 8 HMGB1 dans les macrophages dérivés de souris HMFB12m¢ est presque indétectable.
Pour générer un stress métabolique, les souris HMGB1"" et HMGB12V2¢ ont été mises en HFD pour une
durée de 12 semaines. Dans ce contexte, la délétion d’'HMGB1 dans les macrophages ne modifie ni la
tolérance au glucose (Fig 49B), ni la prise de poids (Fig 49C) ni le ratio poids de foie sur poids de corps
(Fig 49D). En revanche, la coloration au rouge sirius (Fig 49E, haut) indique que la délétion d’"HMGB1
dans les macrophages pourrait augmenter la fibrose hépatique, sans effet sur les dépots de lipides
neutres mesurés par une coloration a I’huile rouge (Fig 49E, bas). Ainsi, de fagcon surprenante, il
semblerait que la délétion du géne Hmgb1 spécifiqguement dans les macrophages ne modifie ni la
progression de I'obésité, ni le développement de la stéatose hépatique ou la sévérité du diabéte de
type Il. En revanche, de fagon trés inattendue il semblerait que les tissus adipeux (données non
montrées) et le foie des souris HMGB1M2¢ présentent une augmentation de la fibrose suite au régime

HFD.

Pour confirmer ces résultats surprenants obtenus sur un régime HFD60%, les souris HMGB1"f et
HMGB12Ma¢ sont soumises a un régime favorisant le développement d’une obésité et d’'un NASH a long
terme, le CD-HFD45%. Aprés 28 semaines de régime, les souris HMGB12M* présentent une diminution
(non significative) de 20% des taux plasmatiques d’"HMGB1 comparativement aux souris HMGB1" (Fig
50B). De plus, les souris HMGB12M2 présentent une homéostasie du glucose améliorée (Fig 50C-D)

avec une tendance vers une réduction de la fibrose hépatique comparées aux souris flox (Fig 50E).
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Figure 49 : La délétion d’HMGB1 dans les macrophages favorise la progression de la fibrose.

L’efficacité de la recombinaison est vérifiée sur des BMDM dérivés de souris HMGB1//f (n=3) et HMGB14mac (n=3) (A). Pour
générer un stress métabolique les souris HMGBI1fl/fl (n=9) et HMGB14mac (n=7) sont nourries avec un régime HFD60% pendant
12 semaines. La tolérance au glucose est évaluée par un OGTT (B) aprés 12 semaines de régime. Le poids du foie (C) et le ratio
poids de foie/ poids de corps (D) sont mesurés. La fibrose et la stéatose sont quantifiées suit a une coloration au rouge sirius
et a I’huile rouge (Oil-re O) respectivement (E). Les résultats sont présentés en moyenne + SEM. *p<0.05.

Globalement, ces résultats tendent a montrer que les macrophages pourraient étre une source
mineure de formes circulantes de HMGB1, et que cette sécrétion pourrait contribuer a des altérations
du métabolisme glucidique, et du foie au cours du stress métabolique. La différence de résultats
obtenus pourrait en partie étre expliquée par la différence de durée des régimes. En effet, dans la
premiére étude le HFD60% est utilisé pendant 12 semaines alors que la seconde étude utilise le CD-

HFD45% pendant 28 semaines. Afin de confirmer ou d’infirmer les résultats obtenus sur la progression
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de la fibrose, nous envisageons de mettre en place une étude cinétique utilisant le CD-HFD45%, au

cours de laquelle la progression de la fibrose sera évaluée a intervalles de temps réguliers.

A. e CD-HFD45%-28weeks W28
B. g Flox/Fiox [l Delta Mac C. — Floxfflox D. [ Flox/Flox [l Delta Mac
—_ 3500 —= Delta Mac 2000
z 50 3 400 *
© 40 ns %300 3 1500
= 3 E 200 § 1000
@ 20 >100 T 500
2 10= ©
T o ’ 15 0 15 30 45 60 90120 O Hox M
E. Flox AMac time (min)
T R r &
: . o g
: VB X
JEs ‘226
N 824 ns
R e L ETR
(AT .‘,\\.*, ‘h".:\\';? 1% ke e ] 8_ 2
e eyt ee 2
\E—ng fod "}‘ . AMac . : ‘ 5 Flox AMac

Figure 50 : La délétion d’HMGBI1 dans les macrophages améliore ’homéostasie glucidique au cours de la NASH.

Schéma du protocole (A). Les concentrations plasmatiques d’HMGB1 sont déterminées par ELISA (B). Aprés 28 semaines de
régime, la tolérance au glucose des souris HMIGB1//f! (n=11) et HMGB14mac (n=13) est mesurée par un OGTT (C et D). La fibrose
hépatique est évaluée par un marquage au rouge sirius (E). Les données sont exprimées en moyenne + SEM. *p<0.05.

Comme évoqué précédemment, au cours du HFD les souris HMGB12V2¢ présentent une augmentation
des marqueurs inflammatoires et de la fibrose dans le foie et le tissu adipeux. Cette susceptibilité
inattendue a la progression de la fibrose induite par un stress chronique comme le HFD, nous a poussés
a étudier de facon plus globale la sensibilité des souris HMGB12M¢ 3 |a fibrogénese sur des modeéles
classiquement admis dans plusieurs tissus. Dans ce but, les souris HMGB1"" et HMGB12M*¢ ont été
soumises a des modeles chimiques de fibrose du foie (CCL4, TTA) ou chirurgical : BDL (ligature des
canaux biliaires) pour le foie, UUO (obstruction urétérale unilatérale) pour le rein et TAC (transverse
aortic constriction) pour le cceur. Ce travail nous a permis de mettre en évidence, et de fagon
inattendue, qu’"HMGB1 dérivé des macrophages ne jouait pas de réle majeur dans la progression de la
fibrose dans les trois organes choisis. L’'ensemble de ce travail est résumé dans un manuscrit, qui bien
gue négatif, est trés informatif pour la communauté, et est actuellement en soumission (voir article ci-

apres).
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Abstract:

Alarmins and damage-associated molecular patterns (DAMPS) are powerful inflammatory
mediators, capable of initiating and maintaining sterile inflammation during acute or chronic
tissue injuries. Recent evidence showed that alarmins/DAMPS may also trigger tissue
regeneration and repair, suggesting that they could also contribute to tissue fibrogenesis.
HMGB1 (High Mobility Group B1), a bona fide alarmin/DAMP, may be released passively by
necrotic cells or actively secreted by innate immune cells. HMGB1 has been linked to
regeneration processes but very little is known, whether macrophages are a key source of
HMGB1 during tissue scarring and fibrogenesis. Here, using cell-specific deletion strategy,
we show that surprisingly, macrophage-derived HMGB1 is not involved in tissue
fibrogenesis. Using well-established toxin- or surgically-induced fibrosis models in vivo,
macrophage-specific HMGB1 deletion (HMGB1%%), does not induce any change in fibrosis
progression. Compared to control HMGB17™ mice, HMGB1*Y** mice do not display any
modification of fibrogenesis in the liver after carbon tetrachloride or thioacetamide treatment
and bile duct ligation; in the kidney following unilateral ureteral obstruction; and in the heart
after transverse aortic constriction. Of note, even under thermoneutral housing, known to

exacerbate inflammation and fibrosis features, HMGB 14"

mice do not show impairment of
fibrogenesis compared to control HMGB17™ mice. In conclusion, our study clearly
establishes that macrophage-derived HMGB1 does not contribute to tissue repair and

fibrogenesis.

138



64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

90

Introduction:

Sterile inflammation and regeneration are two biological processes that are tightly related to
wound healing, but if uncontrolled could lead to scarring and fibrotic responses, contributing
to the long-term to organ loss of function?. Among cells involved in these crucial functions,
macrophages play a central role in the clearance of dying/dead cells, and promote tissue
repair by secreting a broad variety of molecules, such as cytokines, chemokines or
alarmins'™, that either maintain the inflammation process andlor activate tissue
myofibroblasts in charge of synthesizing extracellular matrix components to promote tissue
architecture restoration”®. Globally in the context of wound healing, immunostimulatory
molecules originating either from macrophages (alarmins) or dying cells (such as damage-
associated molecular patterns-DAMPs) have been characterized as both pro-inflammatory
but also as pro-regenerating agents involved in progenitor cell proliferation and
differentiation’**, thus potentially involve during chronic tissue injury, in inflammation and
fibrosis processes which are now supported by several reports in heart and lungs®’. Among
pro-inflammatory and pro-repair agents secreted by macrophages, HMGB1 (high mobility
group box 1), also known for its alarmin and DAMP properties, has drawn a lot of attention as

it is considered as an attractive target to treat acute and chronic inflammatory diseases®"

11,12

and is also envisioned as a relevant biomarker of tissue injury in humans. HMGB1 can

reach the extracellular space, once released by necrotic epithelial cells and exerts its DAMPs

function or when secreted by activated innate immune cells, where it mediates potent

10,13

infammatory effects™ °. Macrophages and other innate immune cells actively secrete

HMGB1 upon an inflammatory challenge (IL1B, LPS, or TNFa) in vitro and in vivo'™""

supporting a possible role of macrophage-derived HMGB1 in tissue scarring. Recent

publications documented a critical role of extracellular HMGB1 in regeneration and tissue

18-21

repair processes in bone, muscle or liver suggesting a potential role in tissue

fibrogenesis. However, in liver fibrosis hepatocyte-derived HMGB1 is likely not involved in

16,20

fibrogenesis as shown in recent studies , excluding any potential role of HMGB1 as a
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DAMP in liver scarring progression implying that non-parenchymal cells, such as
macrophages, could be the cellular source of HMGB1 during tissue fibrosis development.

To determine whether macrophage-derived HMGB1 has a determinant role in fibrosis
progression, we evaluated the impact of a macrophage-specific HMGB1 genetic deletion on
liver, kidney and cardiac fibrosis. Using very well established fibrosis models in three
different organs, our anatomo-pathological explorations revealed that unexpectedly,

macrophage-derived HMGB1 has no major role in fibrogenesis in mice.
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Materials and Methods:

Animals: All experimental procedures were performed in accordance with institutional
guidelines for animal studies and are approved by the Ethics Committee (US006 CREFRE -
CEEA-122, 1710480320). Myeloid-specific deletion of HMGB1 (HMGB1*"* were generated
crossing LysM-CRE*" (a generous gift from a gift from Dr. Pierre Gourdy, Toulouse France)
with HMGB1™*mice (a generous gift from Dr. Robert F. Schwabe, Columbia University, NY,
USA), littermate HMGB1™%* were used as control. After randomization, 8-12 week-old males
were used in this study. Mice were housed under specific pathogen-free conditions at 20-
22°C and 50-60% humidity, with a 12h light/dark cycle and free access to water and food.
For thermoneutrality studies, mice were housed at 30°C in a Noroit A-Box (Noroit, France).
Before running any experiments, usually, mice were placed at 30°C for a 2-week period of
acclimation. At the time of sacrifice, tissues and organs were dissected, weighted and
directly snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for gene expression and western
blot analyses. For histological analysis, tissues were fixed in 10% formalin (Sigma-Aldrich,

MO, USA).

Genotyping: DNA extraction and PCR were performed using Kapa mouse genotyping kit
(Kapa Biosystems, MA, USA) according to the manufacturer protocol. PCR reactions were
performed using following primers: LyzM-CRE: 5'- ACCGGTCGATGCAACGAGTGATGAG -

3 (forward) and 5-AGTGCGTTCGAACGCTAGAGC-3' (reverse), LoxP1 5'-

TAAGAGCTGGGTAAACTTTAGGTG-3 (forward) and 5'-
GAAACAGACAAGCTTCAAACTGCT-3 (reverse), LoxP2 5-
TGACAGGATACCCAGTGTTAGGGG-3’ (forward) and 5-

CCAGAGTTTAATCCACAGAAGAAA-3’ (reverse). Deletion PCR was performed using LoxP1

forward and LoxP2 reverse primers.
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Murine Models of Fibrosis: Liver chemically-induced fibrosis was triggered by
intraperitoneal injection (i.p.) of carbon tetrachloride (CCl,, 02671, Sigma Aldrich, MO-USA,;
0.5 pL/g in corn oil, at a ratio of 1:3) for 8 injections or by i.p. of thioacetamide (TAA, 163678,
Sigma Aldrich, MO-USA) dissolved in NaCl 0.9% for 6 weeks (3 injections per week) at
increasing concentrations (first dose: 50 mg/kg, second dose: 100 mg/kg, third to sixth dose:
200 mg/kg, all following doses: 300 mg/kg) as previously described??. Cholestatic-induce
liver fibrosis was induced in 8-week old male mice by ligating the common bile duct for 21
days, as described®. Kidney fibrosis was induced by unilateral ureteral obstruction (UUO) on
8 week-old mice. UUO was performed by ligating the ureter just below the renal pelvis for 7
days, as previously described®. Transverse aortic constriction (TAC) was performed on 8-12
week old male mice for 28 days. After anesthesia, the transverse aorta was isolated and
TAC was performed by tying a waxed braided silk suture, to induce pressure overload and
cardiac hypertrophy as previously described®. For all surgical procedures, sham-operated

animals underwent the same operation except the suturing of inner organs.

Cardiac Function assessment: The left ventricle dimensions were determined using
echocardiography and TM mode acquisition from the parasternal short axis view at the level
of the papillary muscles using a Vivid7 echograph and a 14 MHz transducer (i3L,
GEHealthcare, UK). Images were transferred and analyzed offline with EchoPAC

(GEHealthcare, UK).

Plasma analysis: AST and ALT levels were determined in plasma by the Phenotypage-
CREFRE facility using a Pentra400 biochemical analyzer (Horbia Medical, Japan). HMGB1
circulating levels were assessed by ELISA (ST51011, IBL International, Switzerland)

according to the manufacturer guidelines.

Bone marrow-derived macrophages: Bone marrow cells were obtained by flushing the

cavity of femurs and tibia of HMGB17** and HMGB12"* mice (8 week-old) in sterile DMEM
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supplemented with 10% Fetal Calf Serum. Cells were filtered on a 42um cell-strainer, and
after erythrocyte lysis, harvested cells are plated and treated with 10ng/mL recombinant
murine macrophage colony stimulating factor (M-CSF) (PeproTech, Inc, NJ, USA) for 7 days.

The medium was renewed every 2 days with DMEM 10% FCS with 10 ng/mL M-CSF.

Immunocytofluorescence: Bone marrow-derived macrophages were fixed after 7 days of
differentiation, with 10% Formalin. Cells were permeabilized with 0,1% Triton and staining
was performed with a primary antibody against HMGB1 (1:200, ab18256, Abcam,
Cambridge, UK) and Alex Fluor 546-conjugated secondary antibody (1:800, A11010, Life
Technologies, CA, USA). Nuclei were stained with DAPI (Sigma-Aldrich, MO, USA).
Confocal microscopy was performed on an LSM 780 confocal laser microscope (Zeiss,

Germany) using a 63x oil immersion lense.

Stromal Vascular Fraction preparation: Mice were anesthetized with pentobarbital (50
mg/kg), then perfused with PBS to wash out blood from tissues. Mice were euthanized and
tissues were harvested. Liver and lungs were digested with collagenase D (2,5mg/mL,
Roche Diagnostics, IN, USA) under agitation for 20 min at 37°C. After centrifugation at 600g
for 10 min, stromal cells were separated in 30% percoll. After centrifugation at 600g for 15
min, the pellet containing stromal cells were incubated with erythrocyte lysis buffer for 10 min

followed by another centrifugation (600g, 10 min) and resuspension in PBS.

Western blotting: Tissues were homogenized in RIPA buffer (TRIS 20 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, TRITON X100 1%, Tetra-Sodium Pyrophosphate 2.5 mM, B-
Glycerophosphate 1 mM, Sodium orthovanadate 1 mM) containing proteases and
phosphatases inhibitors (Sigma-Aldrich, MO, USA) using Precellys sample lyzer (Bertin
Technologies, France). Western blots were performed using standard procedures with using

antibodies against HMGB1 (1: 1000, ab18256, Abcam, UK), a-SMA (1: 1000, ab5694,
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Abcam, Cambridge, UK), GAPDH (1: 2000, ab181602, Abcam, UK), were used as a loading

control.

Gene expression. RNA were extracted using GenJET RNA purification kit
(ThermoScientific, MA, USA) and DNAse treatment (Qiagen, Germany). After dosage with
Xpose (Trinean, Belgium) reverse transcription was performed using High Capacity cDNA
reverse transcription kit (Applied Biosystem, CA, USA) according to the manufacturer
protocol. Real-Time —qPCR was performed with indicated primer pairs gene expression is
normalized using Rplp0 reference gene expression. Primer sequences were as follows:

Acta2, 5 ' -GTCCCAGACATCAGGGAGTAA-3 '’ (forward) and 5 * -
TCGGATACTTCAGCGTCAGGA-3 '/ (reverse), Coltat, 5 -
TGTGTGCGATGACGTGCAAT-3 ' (forward) and 5" -GGGTCCCTCGACTCCTACA-3’
(reverse), Col3al, 5  -AAGGCGAATTCAAGGCTGAA-3 ’ (forward) and 5’ -
TGTGTTTAGTACAGCCATCCTCTAGAA-3 ' (reverse), Emr1i, 5 ' -
TGACAACCAGACGGCTTGTG-3" (forward) and 5° -GCAGGCGAGGAAAAGATAGTGT-3

(reverse), Rplp0, 5° -AGTCGGAGGAATCAGATGACGAT-3° (forward) and 5’ -

GGCTGACTTGGTTGCTTTGG-3" (reverse).

Histology and immunohistochemistry: 10% Formalin-fixed samples were paraffin
embedded and sliced at 5pm. For Picrosirius red staining, sections were dipped for 1.5h in
acid picric containing 1% Direct red 80 (365548, Sigma-Aldrich, MO, USA) and 0.5% fast
green (F7258, Sigma-Aldrich, MO, USA). Immunohistochemistry was performed using anti-
mouse a-SMA (ab5694, Abcam, UK) followed a biotinylated goat anti-rat antibody (BA-9400
Vector laboratories, CA, USA) and streptavidin-HRP (DY998, R&D systems, MN, USA) with
DAB as substrate (11718096001, Sigma-Aldrich, MO, USA). Stained slides were scanned
using a Nanozoomer scanner (Hamamatsu Photonics, Japan). Quantification was performed

using Photoshop (Adobe Systems, CA, USA) software.
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Statistics: Analyses are performed using GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, CA,
USA). All data are expressed as mean * SEM, except otherwise indicated, statistical
significance was determined by Mann & Withney or two-way ANOVA tests. P values <0.05

were considered significant (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p<0,0001).
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Results:

Liver HMGB1 levels are upregulated during liver fibrosis.

As HMGB1 is thought to be a determinant player in fibrogenesis, we first characterized the
expression levels of HMGB1 during fibrosis progression in the liver. Using two models of
chemically (CCL4) or surgically (BDL)-induced liver fibrosis, we show that HMGB1 protein
levels were strongly up-regulated in fibrotic livers compared to control livers (Fig1A-B)
suggesting a possible role of HMGB1 during fibrogenesis. To determine whether
macrophage-derived HMGB1 could be responsible for fibrosis progression, we generated
mice specifically deleted for Hmgb1 gene in macrophages (HMGB1%%*) by crossing LyzM-
Cre* and HMGB1 floxed transgenic mice®’. Beside getting a clear recombination in the
hmgb1 gene locus (Suppl Fig1A-B), western blotting analysis demonstrated an efficient
deletion of HMGB1, in vivo in naive peritoneum macrophages or in resident macrophages
from stromal vascular fraction of liver or lungs with 88, 55 and 98% of deletion respectively
(Fig1C-E) and in vifro in bone marrow-derived macrophages with 99% deletion using
immunoblotting or immunocytofluorescence (Fig1F). Upon basal conditions, compared to
HMGB17*, HMGB1*"* mice did not show any detectable differences of fibrosis features
with comparable protein levels of a-SMA protein as measured by immunoblotting (Fig1G)
and normal picrosirius red staining surrounding liver vessels and staining of vascular smooth

muscle cells (Fig1H-I).

HMGB1°"** mice do not have an increased liver fibrogenesis after CCL, treatment.

To determine whether macrophage-derived HMGB1 is playing a key role in fibrogenesis, we
first studied liver fibrosis. In this purpose, HMGB1™* and HMGB1“"** mice were treated with
eight intraperitoneal injections of carbon tetrachloride (CCL;) and were sacrificed two days
after the last injection. Hmgb1 gene deletion has been carefully monitored using deletion
PCR on whole liver DNA extract from both HMGB17°* and HMGB1“"* mice (Suppl Fig1C).

Following CCL, treatment, HMGB1™* mice exhibited a significant accumulation of collagen
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compare to oil-treated mice as shown by picrosirius red staining (Fig2A), but no differences
were detected between HMGB1™ and HMGB1*™* mice. Similarly, HMGB1™™* and
HMGB1%M* mice displayed comparable levels of a-SMA immunostaining (Fig2B). Moreover,
there were no differences in a-SMA protein levels (Fig2C) as well as similar mRNA
expression levels of fibrogenic and proinflammatory markers Acta2, Col1a1, Col3a1 and
Emr1 (Fig2D). Finally, while CCL, treatment induced a pronounced liver injury compared to
oil-treated mice, there were no differences in serum ALT or AST levels between HMGB1™**

and HMGB12® mice (Fig2E).

HMGB1*"** mice do not display increased TAA-induced liver fibrosis.

To confirm these findings in a second well-established model of chemical-induced liver
fibrogenesis, we next challenged mice using thioacetamide (TAA). HMGB1*"* and
HMGB1™°* mice were treated with 18 intraperitoneal injections of TAA. As performed on
CCL, model, Hmgb1 gene deletion wad carefully monitored using deletion PCR on whole
liver DNA extract from both HMGB17** and HMGB1%"*° mice (Suppl Fig1D). Similar to our
results obtained in the CCL, model, we did not detect any differences between HMGB 17
and HMGB1%Y*° mice. After TAA treatment, HMGB1™™ mice exhibited a pronounced
deposition of fibrillar collagen and a-SMA staining compared to saline-treated mice but the
increase in fibrotic markers was identical between HMGB17°* and HMGB12"2° mice (Fig3A-
B). In addition, a-SMA (Fig3C) protein levels, as well as mRNA expression of classical
fibrosis markers such as Actaz, Col1a1, Col3a1, and Emr1 (Fig3D) and serum levels of liver
injury markers (Fig3E), were comparable in HMGB17** and HMGB1°"* mice subjected to

TAA treatment.

HMGB12"* mice do not have an increased hepatic fibrogenesis after BDL.
To corroborate these findings, we use a complementary model of cholestatic liver injury, bile
duct ligation (BDL). As done previously, Hmgb1 gene deletion wad carefully monitored using

deletion PCR on whole liver DNA extract from both HMGB1™** and HMGB1*M* mice (Suppl
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Fig1E). Twenty-one days after BDL, HMGB17°* mice displayed severe hepatic fibrosis as
shown by picrosirius red staining but again no differences were detected between HMGB1™
and HMGB12M2 mice (Fig4A). Expression of a-SMA was also increased in HMGB17* mice
assessed by immunohistochemistry and immunoblotting but with no differences compared to
HMGB 12 mice (FigdB-C). mRNA expression of fibrogenic markers Acta2, Col1a1, Col3at,

and inflammatory marker Emr1, as well as serum ALT and AST levels, were also similar in

HMGB1™* and HMGB1°M* mice (Fig4D-E).

HMGB1*"* mice do not exhibit an increased kidney fibrosis after UUO.

As the results collected on three relevant injury models unexpectedly showed no effects of
HMGB1 deletion on liver fibrosis, we next tested whether the role of macrophage HMGEB1 in
kidney fibrosis, where fibrotic mechanisms are slightly different compared to liver. For this
purpose, we employed a classical model of tubulointerstitial fibrosis induced by unilateral
ureteral obstruction (UUO)Y**. As performed in liver, Hmgb1 gene deletion was carefully
monitored using deletion PCR on whole kidney DNA extract from both HMGB1™ and
HMGB1*"*° mice (Suppl Fig1F). Seven days after UUO, HMGB1"** mice displayed typical
fibrosis features with a drastic deposition of fibrillar collagen and myofibroblast activation
(Fig5A-B) compared to sham-operated mice, as determined by immunohistochemistry. But
similarly to liver fibrogenesis models, no differences were detected between HMGB1™* and
HMGB12™* mice in UUO induced-kidney fibrosis progression. Moreover, a-SMA protein
levels (Fig5C), as well as mRNA expression of fibrogenic genes Actaz, Col1a1, Col3aT and
Emr1 (Fig5D), were comparable between HMGB1™ and HMGB1*"*® mice in the harvested

kidney following UUO.

HMGB12"** mice do not display an increased cardiac fibrosis after TAC.
In addition to liver and kidney, we finally assessed the impact of HMGB1 deletion in
macrophages on fibrosis progression in the heart as a third tissue, using transverse aortic

constriction (TAC) as a well-established and clinically relevant model of cardiac fibrosis 2. As
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performed previously, Hmgb1 gene deletion was carefully monitored using deletion PCR on
whole heart DNA extract from both HMGB 1™ and HMGB1*™*® mice (Suppl Fig1G). Twenty-
eight days after TAC, HMGB1™* mice displayed pronounced impairments of cardiac function
such as left ventricular end-systolic and end-diastolic dimension (Table1) compared to sham-
operated animals, accompanied with a strong collagen deposition (Fig6A). But once again,
HMGB 1™ and HMGB1“M*® mice subjected to TAC showed a similar extent of functional
alterations and extracellular matrix accumulation determined by picrosirius red staining or a-
SMA immunohistochemistry and immunoblotting (Table 1 & Fig6A-C). In addition, similar
levels of mRNA expression of classical fibrogenic markers such as Acta2, Col1at, and
Col3a1 mRNA, and inflammatory marker Emr1 mRNA were detected using real-time qPCR

in operated HMGB1"°* and HMGB1"*° mice (Fig6D).

Thermoneutral housing has no incidence on fibrosis progression in HMGB1*™* mice

1F°* mice.

compared to HMGB
In the recent years, several striking studies have demonstrated that for rodent models, as
opposed to thermoneutral housing (30-32°C), room temperature housing (20-22°C) initiates
and maintains a chronic cold stress that dramatically impairs physiology®®** and immune
response (e.g to inflammatory stimulus)®>'. As a severe alteration of immune responses

has pronounced consequences on fibrosis progression®®?,

we hypothesized that
thermoneutral housing, rather than room temperature housing performed so far, might be a
more relevant context to evaluate the impact of macrophage-derived HMGB1 deletion on
fibrosis development. For this purpose, after two weeks of acclimation at 30°C, HMGB1"°*
and HMGB1*M* mice were subjected to two fibrosis models: BDL-induced liver fibrosis and
UUO-induced kidney fibrosis. As done at room temperature conditions, Hmgb1 gene deletion
has been carefully monitored using deletion PCR on whole liver or kidney DNA extract from
both HMGB1"™ and HMGB1°"*® mice (Suppl Fig1H-J). As expected, we found that

thermoneutral compare to room temperature housing affected global mouse physiology, and

remarkably HMGB1 circulating levels are higher in mice housed at 30°C compare to 20°C
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housing conditions (Suppl Fig2A). In addition, serum ALT and AST levels (Suppl Fig2B-C)
and liver fibrosis (Suppl Fig2D) were increased when mice are housed at 30°C compared to
20°C suggesting a higher hepatocyte turnover at 30°C. In both models and similar to what
we observed at room temperature, HMGB 1™ mice exhibited a severe deposition of collagen
and myofibroblast activation compared to sham-operated animals (Fig7A-D). But similar to
room temperature housing, HMGB17%, and HMGB1"*° mice displayed the same extent of
fibrosis progression induced by either BDL or UUO procedures determined by picrosirius red
staining and immuno-detection (Fig7A-D). Expression of a-SMA using immunoblotting and
mRNA expression of fibrogenesis markers as Acta2, Col1ai and Col3ai and inflammatory

1F°* and

marker Emri displayed similar levels after BDL and UUO between HMGB
HMGB1*M* mice (Fig7E-F & G-H). Finally, compared to sham-operated mice, BDL induced
a pronounced liver injury (Suppl Fig3A-B) but there were no differences in serum ALT or
AST levels between HMGB17** and HMGB12"* mice. In parallel, BDL and UUO procedures
provoked a marked increase of circulating levels of HMGB1 (Suppl Fig3C), albeit not
significant, compare to sham-operated animals, and operated HMGB17** and HMGB14"*
mice displayed comparable amount of serum HMGB1 levels (Suppl Fig3C). Altogether these
results suggest that, despite a stronger level of fibrosis compared to room temperature
conditions, thermoneutral housing did reveal any role of macrophage-specific HMGB1 in

fibrosis progression. Therefore, conclusions drawn from room temperature experiments were

fully confirmed under thermoneutral conditions.
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Discussion:

In the expanding field of sterile inflammation biology, many open questions remain in
regards to the effects of DAMPs in acute inflammation, tissue regeneration, scarring, and
fibrosis. Here, using conditional deletion of HMGB1 protein specifically in macrophages, we
clearly demonstrate that macrophage-derived HMGB1 protein does not play a key role in
fibrogenesis in three different organs using a wide range of well-established models. In
contrast, a recent study by Ge et al, using macrophage-specific genetic ablation (LysM-CRE)
or neutralization strategies demonstrate that macrophage and hepatocyte-derived HMGB1
rather participates in liver fibrosis®. Employing cell-specific knockout of HMGB1 in
macrophages in vivo, our report questions the contribution of a prototypical DAMP or pro-
inflammatory cytokine HMGB1 in the pathogenesis of fibrosis. The opposite conclusions of
both studies might be due to the use of different mice. While Ge et al. used a conditional
deletion of HMGB1 exon 2-3, we employed mice expressing floxed exons 2-4. It is hard to
fully explain this obvious discrepancy but the presence of the exon 4 in the study of Ge et al
may be a possible caveat as bioinformatics analysis tend to demonstrate the presence of an
active ORF even after CRE recombination, suggesting that exon 4 and 5 are still possibly
translated and biologically active. These two different floxing strategies resulted in opposite

results on HMGB1 and mitochondrial quality control and autophagy mechanism in vivo™ ™,

but similar outcomes in liver cancer progression'®%

without really finding a rational molecular
explanation® ", Further studies will be needed to decipher why both transgenic lines lead to
similar conclusions in certain contexts and to opposite conclusions in specific settings.

The present work is clearly questioning the potential role of macrophage-derived
HMGB1 and its relevance in vivo. Numerous reports have been published in recent years,
showing in vitro that innate immune cells might actively secrete HMGB1, after an
inflammatory challenge such as LPS. In vivo, few reports suggesting that macrophage-
derived HMGB1 may be involved in acute inflammation diseases like in colon or lungs**'.

But most of these in vivo studies used pharmacological agents such as ethyl pyruvate that

has been identified as a potential blocker of the nuclear to cytoplasmic translocation®
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typically observed in macrophages cell lines. In the meantime, other publications have
demonstrated that epithelial cells might are capable of an active secretion of HMGB1 such as

adipocytes, skin fibroblasts or colon cancer cells®**

implying that ethyl pyruvate may also
prevent active secretion in these epithelial cells and would then not be specific of
macrophages, undermining conclusions drawn from previous in vivo works using ethyl
pyruvate. In this context, the in vivo role of macrophage-derived HMGB1 is still elusive, and
only cell-specific deletion strategy might help to decipher precisely which processes are
driven by macrophage-derived HMGB1. To the best of our knowledge, only a few studies
have been already published using a genetic model of macrophage-specific invalidation of
HMGB1. Among them, the work from Huebener et al demonstrated using two different CRE
lines (MX1-Cre and VAV1-Cre) targeting bone marrow derived-cells, that circulating levels of
HMGB1 were severely blunted after an LPS challenge in vivo®, meanwhile Yanai et al, using
LysM-Cre deleter targeting more specifically macrophages, showed no changes in HMGB1
circulating levels after the same LPS stimulation®®. Taken together these results tend to
suggest that macrophages might be marginally involved, as opposed to in vitro studies, in
active secretion process of HMGB1 after an LPS challenge questioning the relevance of
HMGB1 active secretion by macrophages in vivo. It is possible that LPS is substantially
different from stimuli encountered by macrophages during fibrogenic challenges such as
CCL, injections. But while we noted that HMGB1 circulating and liver levels were increased
during all fibrogenic models used in our study we did not find any change in plasma (Suppl
Fig4), and livers (not shown) harvested from HMGB1°M* compare to HMGB1™* mice
supporting one more time a marginal contribution of macrophage-derived HMGB1 in the
whole circulating or local pool after CCL4 injection.

Despite being the best possible approach in vivo, HMGB1 cell-specific deletion may
also have potential caveats that need to be considered. As now well established, HMGB1 is
within the cell, an abundant nuclear factor conserved among all eukaryotic cells, which
regulates chromatin conformation and gene regulation and once outside the cells, a danger

signal promoting inflammatory reactions. By deleting HMGB1 in the macrophages, we de
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facto blunted both intra and extra-cellular pools of HMGB1. And in their report, Yanai et al
stated that HMGB1 macrophage-specific deletion may have altered intracellular homeostasis
and notably autophagy pathways'®, which would have serious consequences on
macrophages physiology, polarizing them towards a pro-inflammatory phenotype with
notably a higher capacity to secrete IL1p and IL-18 and promoting eventually macrophage
cell death®. In this context, we cannot rule out that deletion of Hmgb1 gene in macrophages
may have altered macrophages function in our settings. Thus, we could hypothesize that
generating such confounding factors (modifying macrophage global function and survival)
could prevent us to properly assess the sole HMGB1 extracellular function in vivo and
possible impact on fibrogenesis. Only sophisticated genetic strategies could help to
discriminate between the role in macrophages of HMGB1 as a nuclear factor in one hand
and as a secreted factor in the other hand.

Despite unexpected results on macrophage-derived HMGB1 and fibrogenesis, our
study does not question the overall role of DAMPs in fibrogenesis, a lot of publications
demonstrate using well-characterized DAMPs receptors, belonging to the PRR family, that
DAMPs and sterile inflammation players are definitely driving tissue scarring and
fibrogenesis. Reports addressing potential HMGB1 receptors involvement in fibrogenesis
clearly demonstrate that PRRs such as TLRs or RAGE are causally connected to tissue
scarring in lungs, kidney, heart or liver. TLR4 knockout mice are protected against
fibrogenesis upon chemically or surgically-induced fibrosis in liver', heart'?, and lungs®,
TLR2 knockout mice are preserved towards cardiac fibrosis®, and TLR9 has been involved
in liver fibrosis®"®2. And RAGE has also been connected to fibrogenesis in lungs®** and
kidneys®. Thus, there is a consistent body of literature demonstrating that PRRs such as
TLRs or RAGE are involved in fibrogenesis, therefore suggesting that DAMPs or other types
of ligands besides HMGB1, may exert a profibrotic activity®. In this context, HMGB1 certainly
acts as DAMP in certain conditions or as an alarmin in other conditions depending on the cell
source. Considering the complexity of sterile inflammation response, with such a variety of

ligands and receptors, one could hypothesize that initiation of an inflammatory or pro-fibrotic

153



480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507

response may depend on an unknown threshold of necrosis, type of tissue injury combined
with micro-environmental conditions- not yet identified- which could affect and influence the
channeling towards no response, or inflammatory and/or fibrotic response. Further in vivo
work is needed, using sophisticated genetic tools, to clearly assess how on a molecular level,
how nuclear and secreted HMGB1 may drive regeneration, inflammation or fibrosis and to

identify which cell source is specifically involved in each biological pathway.
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Time post surgery 4 weeks
Genotype HMGB1™ HMGB1™*  HMGB1™*  HMGB1™=®
Sham Sham +TAC +TAC
Echocardiographic parameters

LVEDD (mm) 3.443£0.12 3.435£0.11 4.01840.15*  3.846+0.12*
LVESD (mm) 1.955+0.09 1.98x0.12 2.60410.22 * 2.39+0.16 *

FS (%) 43.25¢1,93 42.25+1,79 36.25+3,29 38.36+2,37

Anatomical parameters

BW (g) 31.94£0.54 30.49£1.25 27.29£0.90 *  28.73£0.69**

Heart Weight (mg) 144.3£7.14 152+3.51 169.5+11.21*  174.346.38 *
HW/TL (mg/mm) 78.27+3.81 82.51+1.70 97.846.22* 98.613.64"

Table1: Echocardiographic and anatomical analysis as a function of TAC. Statistical analysis

was performed with a two-way ANOVA analysis. Data are expressed as means + SEM. n=4

in HMGB1"/sham group; n=4 in HMGB1*"*°/sham group; n=8 in HMGB1"*TAC group;

n=13 in HMGB1*"*/TAC group. *p<0,05, **p<0,01 versus sham/TAC. HMGB1: High mobility

group B1, LVESD: left ventricular end-systolic dimension;, LVEDD: left ventricular end-

diastolic dimension; FS: fractional shortening; BW: body weight; HW/TL: heart weight to tibia

length ratio.
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Figure Legends:

Figure1l: HMGB1 regulation during fibrosis and validation and characterization of
macrophage-specific deletion of HMGB1. A: Representative immunoblotting against HMGB1
in oil (n=9) or CCL4 treated (n=15)-liver using GAPDH protein as a loading control. B:
Representative immunoblotting against HMGB1 in liver extracts from sham (n=9) or BDL
(n=4) animals using GAPDH protein as a loading control. C: Peritoneal macrophages
isolated from HMGB1™ (n=3) and HMGB 12" mice (n=3), were analyzed by immunoblotting
against HMGB1 and GAPDH. D: Cells from liver stromal vascular fraction, isolated from
HMGB 1% and HMGB1™** mice, were analyzed by immunoblotting against HMGB1 and
GAPDH. E: Cells from lung stromal vascular fraction, isolated from HMGB17** (n=3) and
HMGB1*M* mice (n=3), were analyzed by immunoblotting against HMGB1 and GAPDH. F:
Bone marrow-derived macrophages (BMDM) isolated from HMGB17°* (n=3) and HMGB 12"
mice (n=3), were analyzed by immunoblotting against HMGB1 and GAPDH (higher panel).
BMDM isolated from HMGB1"™ and HMGB1*Y* mice were analyzed by
immunofluorescence confocal microscopy to detect HMGB1 (red) while nuclei were stained
with DAPI (blue) (lower panel). G: Liver extracts of HMGB1>* (n=9) and HMGB1*"** (n=6)
mice were analyzed by western blotting directed against a-SMA. H: Representative images
of liver fibrosis determined by picosirius Red staining from HMGB1™®* (n=9) and HMGB14"2¢
(n=6) mice. I: Representative images of myofibroblast activation determined by a-SMA
immunostaining from HMGB1™* (n=9) and HMGB12"*° (n=6) mice liver sections. Scale bar:
5um (F), 500 pm (H-l). Original 63x (F). HMGB1: High mobility group box 1, CCL4: Carbon
tetrachloride, BDL: bile duct ligation, TAA: Thicacetamide, a-SMA: a-smooth muscle actin.

GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

Figure 2: Macrophage-specific deletion of HMGB1 does not modify liver fibrogenesis after
CCL, treatment. A: Representative pictures of picrosirius red staining of HMGB1™* mice and

HMGB1%M* of liver section and quantification of positive pixels per liver section. B:
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Representative pictures of immunohistochemical staining with an antibody against a-SMA

17 mice

and quantification of positive pixels per liver section. C: Liver extracts from HMGB
and HMGB14"* were analyzed by western blotting directed against a-SMA. D: Liver mRNA
expression levels of classical fibrosis markers were detected using real-time RT-PCR, the
dotted line indicates the baseline. E: Hepatic injury in HMGB17™ mice and HMGB1*"* was
determined by ALT (left panel) and AST (right panel) levels. Statistical analysis was
performed using Mann and Whitney test. Data are expressed as means * SEM. n=9 in
HMGB1™/oil group; n=6 in HMGB1*"*/oil group; n=15 in HMGB1™*/CCL, group; n=12 in
HMGB1*M*/CCL, group. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, **** p<0,0001 versus oil/CCL,. Scale
bar: 500 ym (A-B). HMGB1: high mobility group box 1, CCL4: Carbon Tetrachloride, a-SMA:
a-smooth muscle actin. GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Acta2: alpha
actin2, Col1a1: type1 alphal collagen, Col3a1: type3 alphai collagen, Emr1: EGF-like

module containing mucin-like hormone receptor-like 1. ALT: Alanine transaminase, AST:

Aspartate transaminase.

Figure 3: Macrophage-specific deletion of HMGB1 does not modify liver fibrogenesis after
TAA treatment. A: Representative pictures of picrosirius red staining of HMGB1™* mice and
HMGB1*M* of liver section and quantification of positive pixels per liver section. B:
Representative pictures of immunohistochemical staining with an antibody against a-SMA
and quantification of positive pixels per liver section. C: Liver extracts from HMGB1™* mice
and HMGB14"* were analyzed by western blotting directed against a-SMA. D: Liver mRNA
expression levels of classical fibrosis markers were detected using real-time RT-PCR, the
dotted line indicates the baseline. E: Hepatic injury in HMGB17™ mice and HMGB1*"* was
determined by ALT (left panel) and AST (right panel) levels. Statistical analysis was
performed with Mann and Whitney test. Data are expressed as means + SEM. n=6 in
HMGB1™/saline group; n=6 in HMGB1*"*/saline group; n=7 in HMGB 1"/ TAA group; n=11
in HMGB1*™*/TAA group. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus saline/TAA. Scale bar:

500pm (A-B). HMGB1: High mobility group box 1, TAA: Thicacetamide, a—SMA: a-smooth
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muscle actin. GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Acta2: alpha actin2,
Col1a1: type1 alphal collagen, Col3a1: type3 alphal collagen, Emr1: EGF-like module
containing mucin-like hormone receptor-like 1. ALT: Alanine transaminase, AST: Aspartate

transaminase.

Figure 4: Macrophage-specific deletion of HMGB1 does not alter liver fibrogenesis after
BDL. A: Representative pictures of picrosirius red staining of HMGB1™™ mice and
HMGB12™®¢ of liver section and quantification of positive pixels per liver section. B:
Representative pictures of immunohistochemical staining with an antibody against a-SMA

17 mice

and quantification of positive pixels per liver section. C: Liver extracts from HMGB
and HMGB1°"* were analyzed by western blotting directed against a-SMA. D: Liver mRNA
expression levels of classical fibrosis markers were detected using real-time RT-PCR, the
dotted line indicates the baseline. E: Hepatic injury in HMGB1™® mice and HMGB12M*° was
determined by ALT (left panel) and AST (right panel) levels. Statistical analysis was
performed with Mann and Whitney test. Data are expressed as means + SEM. n=6 in
HMGB17*/sham group; n=6 in HMGB1*™**/sham group: n=4 in HMGB1™/BDL group; n=7
in HMGB1“M*/BDL group. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, **** p<0,0001 versus sham/BDL.
Scale bar: 500 ym (A-B). HMGB1: High mobility group box 1, BDL: Bile duct ligation, a—
SMA: a-smooth muscle actin. GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Acta2:
alpha actin2, Col1a1: type1 alpha1 collagen, Col3a1: type3 alpha1 collagen, Emr1: EGF-like

module containing mucin-like hormone receptor-like 1. ALT: Alanine transaminase, AST:

Aspartate transaminase.

Figure 5: Macrophage-specific deletion of HWGB1 does not play a role in UUO induced
kidney fibrosis. A: Representative pictures of picrosirius red staining of HMGB17™* mice and
HMGB12M* of kidney section and quantification of positive pixels per kidney section. B:
Representative pictures of immune-histochemical staining with an antibody against a-SMA

and quantification of positive pixels per kidney section. C: Kidney extracts from HMGB17>
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and HMGB1M* mice were analyzed by western blotting directed against a—SMA. D: Kidney
mRNA expression levels of classical fibrosis markers were detected using real-time RT-PCR,
the dotted line indicates the baseline. Statistical analysis was performed with Mann and
Whitney test. Data are expressed as means £ SEM. n=3 in HMGB1™/sham group; n=3 in
HMGB1*"**/sham group; n=12 in HMGB1"*/UUO group; n=10 in HMGB1***/UUO group.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus sham/UUO. Scale bar: 500 ym (A-B). HMGB1: High
mobility group box 1. UUO: Unilateral Ureteral Obstruction, a—SMA: a-smooth muscle actin.
GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Acta2: alpha actin2, Col1a1l: type1
alpha1 Collagen, col3a1: type3 alpha1 collagen, Emr1: EGF-like module containing mucin-

like hormone receptor-like 1.

Figure 6: Macrophage-specific deletion of HMGB1 does not modify cardiac fibrogenesis
after TAC. A: Representative pictures of picrosirius red staining of HMGB17®* mice and
HMGB1%M* of heart section and quantification of positive pixels per heart section. B:
Representative pictures of immunohistochemical staining with an antibody against a-SMA

17 mice

and quantification of positive pixels per heart section. C: Heart extracts from HMGB
and HMGB1%"* were analyzed by western blotting directed against a-SMA. D: Heart mRNA
expression levels of classical fibrosis markers were detected using real-time RT-PCR, the
dotted line indicates the baseline. Statistical analysis was performed with Mann and Whitney
test. Data are expressed as means * SEM. n=3 in HMGB1™*sham group; n=3 in
HMGB1*™*/sham group; n=8 in HMGB1™™/TAC group; n=11 in HMGB1*"**/TAC group.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus sham/TAC. Scale bar: 500 ym (A-B). HMGB1: high
mobility group box 1. TAC: Transverse Aortic Constriction. a=SMA: a-smooth muscle actin.
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Acta2: alpha actin2, Col1a1: type1

alphai collagen. Col3a1: type3 alphatl collagen. Emr1: EGF-like module containing mucin-

like hormone receptor-like 1.
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Figure 7: Thermoneutral housing has no incidence of fibrosis progression in HMGB12M2

mice compared to HMGB1™™

mice. A-B: Representative pictures of picrosirius red staining of
sham and operated HMGB1™* mice and HMGB12“® of liver (A) and kidney (B) and
quantification of positive pixels per tissue section. C-D: Representative pictures of
immunohistochemical staining of shams and operated HMGB17™* and HMGB1*"*® mice with
an antibody against a-SMA in liver (C) and kidney (D) and quantification of positive pixels per
tissue section. E-F: Liver (E) and kidney (F) extracts from sham and operated HMGB1™* and
HMGB12™* mice were analyzed by western blotting directed against a—SMA. G-H: Liver (G)
and kidney (H) mRNA expression levels of classical fibrosis markers expressed in fold of
sham-operated animals (dotted line) were detected using real-time RT-PCR, the dotted line
indicates the baseline. Statistical analysis was performed with Mann and Whitney test. Data
are expressed as means * SEM. n=4 (liver) n=3 (kidney) in HMGB1™**/sham group; n=3
(liver & kidney) in HMGB1**/sham group; n=5 in HMGB1™™/BDL group; n=7 in
HMGB1*™*/BDL group; n=12 in HMGB1™UUO group; n=12 in HMGB1***/UU0 group.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, **** p<0,0001 versus sham/BDL or sham/UUQ. Scale bar:
100 pm (A-D). HMGB1: high mobility group box 1, BDL: Bile duct ligation, UUO: Unilateral
Ureteral Obstruction, a—SMA: a-smooth muscle actin. GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase. Acta2: alpha actin2, Col1a1: type1 alphal collagen, Col3a1l: type3 alphal
collagen, Emr1: EGF-like module containing mucin-like hormone receptor-like 1. ALT:

Alanine transaminase, AST: Aspartate transaminase.
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Figure 7:
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Supplementary Figure 1: Deletion PCR in all mice cohorts of our study. A: PCR strategy
used to determine the gene deletion after recombination generated by LysM-Cre
recombinase using Forward primer F1 and Reverse R2 flanking remnant loxP site inserted
between exon 1 and 5. B: Representative pictures of deletion PCR from DNA extracted on
whole liver on HMGB17™ and HMGB1*M* under control conditions. C: Representative
pictures of deletion PCR from DNA extracted on whole liver on HMGB17°* and HMGB 14"
subjected to 8 injections of CCLs. D: Representative pictures of deletion PCR from DNA
extracted on whole liver on HMGB1™* and HMGB12M% subjected to 18 injections of TAA. E:
Representative pictures of deletion PCR from DNA extracted on whole liver on HMGB1™*
and HMGB1*M* subjected to 21 days of BDL. F: Representative pictures of deletion PCR
from DNA extracted on whole kidney on HMGB17** and HMGB1“"* subjected to 7 days of
UUO. G: Representative pictures of deletion PCR from DNA extracted on whole heart on
HMGB1™* and HMGB1M#® subjected to 28 days of TAC. H: Representative pictures of
deletion PCR from DNA extracted on whole liver on HMGB1™ and HMGB1*"*° under
control conditions and housed at 30°C. H: Representative pictures of deletion PCR from
DNA extracted on whole liver on HMGB1™* and HMGB12"*® under basal conditions and
housed at 30°C. I: Representative pictures of deletion PCR from DNA extracted on whole
liver on HMGB17™ and HMGB1°* housed at 30°C and subjected to 21 days of BDL. J:
Representative pictures of deletion PCR from DNA extracted on whole kidney on HMGB 1™
and HMGB1°"* housed at 30°C and subjected to 7 days of UUO. HMGB1: High mobility
group box 1, CCL4: Carbon Tetrachloride, TAA: Thioacetamide, BDL: Bile duct ligation, UUO:

Unilateral Ureteral Obstruction, TAC: Transverse aortic constriction.

Supplementary Figure 2: Remarkable changes induced by thermoneutral housing. A:

Comparison of HMGB1 circulating levels in wild-type mice housed at 20°C and 30°C
determined by ELISA. B-C: Circulating ALT (B) and AST (C) levels in wild-type mice housed
at 20°C and 30°C. D: Representative pictures of picrosirius red staining of liver from wild-

type mice housed at 20°C and 30°C. Statistical analysis was performed with Mann and
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Whitney test. Data are expressed as means + SEM. n=5 in 20°C group; n=4 in 30°C group.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,001 versus 20°C vs 30°C. Scale bar 250um (D).
HMGB1: high mobility group box 1, ALT: Alanine transaminase, AST: Aspartate

transaminase.

Supplementary Figure 3: Thermoneutral housing effects during BDL and UUO. A-B:
Circulating ALT (A) and AST (B) levels in HMGB1™* and HMGB1%"*° mice subjected to
BDL. C-D: HMGB1 circulating levels in HMGB1™* and HMGB12"%° mice subjected to BDL
and UUOQ, a dotted line indicates the basal level of HMGB1 circulating levels (C). Statistical
analysis was performed with Mann and Whitney analysis. Data are expressed as means +
SEM. n=4 in HMGB1"*/basal group; n=3 HMGB1"*/basal group. n=5 in HMGB1"*/BDL
group; n=7 HMGB1"*/BDL group; n=10 in HMGB1™*/UUO group; n=10 HMGB1"*/UUO
group. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus 20°C vs 30°C. HMGB1: high mobility group box
1, BDL: Bile duct ligation, UUQO: Unilateral Ureteral Obstruction, ALT: Alanine transaminase,

AST: Aspartate transaminase.

Supplementary Figure 4: Circulating levels of HMGB1 during fibrogenesis. A: Serum levels

of HMGB1 determined by ELISA assay, in HMGB1™® and HMGB14"*® mice subjected to
CCL4 treatment, a dotted line indicates the basal level. B: Serum levels determined by
ELISA assay of HMGB1 in HMGB1™* and HMGB1“"*® mice subjected to TAA treatment, a
dotted line indicates basal level. C: Serum levels of HMGB1 determined by ELISA assay, in
HMGB17* and HMGB1%"*° mice subjected to BDL, a dotted line indicates basal level. D:
Serum levels of HMGB1 determined by ELISA assay, in HMGB17™ and HMGB1*"*® mice
subjected to UUO, a dotted line indicates basal level. E: Serum levels of HMGB1
determined by ELISA assay, in HMGB17™ and HMGB1%*° mice subjected to TAC, a dotted
line indicates basal level. Statistical analysis was performed with Mann and Whitney test.
Data are expressed as means + SEM. n=5 in HMGB17®YSham group; n=5 in

HMGB1*™*¢/Sham group; n=12 in HMGB1™*/CCL, group; n=11 in HMGB1*"*/CCL, group;
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n=6 in HMGB1™*TAA group; n=11 in HMGB1*"*/TAA group; n=3 in HMGB1"*/BDL group;
n=7 in HMGB1*™*/BDL group; n=12 in HMGB17*UUO group; n=10 in HMGB1***/UUO
group; n=9 in HMGB1™*/TAC group; n=10 in HMGB1“***/TAC group. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 versus toxin/surgery vs vehicle/sham HMGB1: high mobility group box 1, CCL4:
Carbon Tetrachloride, TAA: Thioacetamide, BDL: Bile duct ligation, UUO: Unilateral Ureteral

Obstruction, TAC: Transverse aortic constriction.
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Supplementary Figure 2
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V. Discussion

A. Utilité d’'HMGB1 dans les cellules différenciées

Au cours du développement, HMGB1 est un facteur nucléaire indispensable a la survie: la
délétion germinale de cette protéine entraine un retard de croissance sans malformation associé a un
défaut de glycogénolyse entrainant une hypoglycémie létale (Calogero et al.,, 1999). De facon
intéressante, la délétion de cette protéine dans des hépatocytes différenciés ne permet pas de
reproduire le phénotype hépatique du KO germinal (Huang et al., 2014; Huebener et al., 2014). Ces
résultats suggeérent donc qu’"HMGB1 pourrait jouer un role clef dans les cellules immatures au cours
du développement embryonnaire mais aussi au cours de phénomene de régénération tissulaire en
reprogrammant les cellules vers un état plus « immature », proche de I'état embryonnaire. Pour
valider cette hypothése, il serait intéressant d’étudier I'effet de la délétion d’'HMGB1 dans un modéle
classique de régénération hépatique, comme I’hépatectomie partielle (HP). Ce modeéle d’HP est
particulierement intéressant puisqu’il permet d’induire la régénération hépatique, a partir des
hépatocytes, sans nécrose ni inflammation (Michalopoulos, 2010).

Le role distinct d’"HMGB1 en fonction du degré de maturité des cellules pourrait permettre d’expliquer,
par exemple, les différences de résultats obtenus lors de I'étude du réle d'HMGB1 dans la fonction
mitochondriale. En effet, la premiere étude publiée suggére qu’"HMGB1 joue un role capital dans la
fonction mitochondriale dans un modele de fibroblastes embryonnaires murins (Tang et al., 2011).
Une étude ultérieure, in vivo, rapporte qu’"HMGB1 n’a aucun r6le au niveau de la mitochondrie en
utilisant un modeéle de délétion d’"HMGB1 dans les hépatocytes matures (Huebener et al., 2014). Ces
résultats contradictoires pourraient peut-étre s’expliquer en partie par le degré de maturité des

cellules dans les modeles utilisés (MEF et hépatocytes).
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B. Réle(s) d'HMGB1 dans le tissu adipeux

De fagon inattendue, nous avons mis en évidence qu’HMGB1 pourrait inhiber 'activité de la LDN dans
I’hépatocyte via un mécanisme PPARy-dépendant. Cependant cet effet ne semble étre observé que
dans des contextes oU les substrats sont abondants : I'inhibition de la LDN par HMGB1 pourrait ainsi
permettre de limiter I'accumulation de lipides responsables d’'une diminution de la sensibilité a
I'insuline hépatique.

Comme HMGB1 est aussi exprimé au niveau du tissu adipeux, nous ne pouvons pas exclure que,
comme dans I’hépatocyte, HMGB1 inhibe aussi la LDN adipocytaire. Or, I'inhibition génique de cette
voie dans l'adipocyte est responsable d’une résistance a l'insuline systémique (Vijayakumar et al.,
2017). Au contraire, la sur-activation de la LDN adipocytaire est associé a une augmentation de la
masse grasse sans développement de résistance a l'insuline (Cao et al., 2008; Huo et al., 2012). Tous
ces résultats suggerent donc que la LDN adipocytaire aurait un effet protecteur sur la sensibilité a
I'insuline systémique lors la progression de I'obésité.

Le réle d’HMGB1 dans la régulation de la LDN adipocytaire reste encore a définir mais I'étude du

modéle HMGB122¢?° devrait permettre d’identifier les mécanismes mis en jeux dans ce contexte.

Cependant, au cours de I'étude de la délétion d'HMGB1 dans I'adipocyte, nous avons pu observer un
retour de I'expression d’HMGB1, 12 semaines aprées le traitement TMX. Ces observations laissent
penser qu’en plus d’un réle éventuel sur la régulation de la LDN, HMGB1 pourrait jouer un réle sur
I’expansion ou la différenciation des adipocytes. L'effet d’"HMGB1 sur ces phénomeénes pourrait se faire

a deux niveaux :

1/ Au niveau nucléaire, la présence d’"HMGBI1 pourrait limiter la différenciation ou la division

des progéniteurs, limitant ainsi I’expansion du TA.

2/ Comme déja démontré dans un contexte de lésion musculaire, une fois dans I'espace
extracellulaire, HMGBI1 peut interagir sur le recrutement de progéniteurs via un axe CXCR4/CXCL12
(Tirone et al., 2017). De fagon intéressante, Yao et ses collaborateurs (Yao et al., 2014) ont démontré
que le CXCR4 adipocytaire permettait de limiter I'expansion du tissu adipeux. Ainsi, nous supposons

qu’HMGB1 pourrait aussi jouer un rdle via CXCR4 dans le recrutement des progéniteurs adipocytaires.
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C. Inhibitions pharmacologiques, des résultats contradictoires ou logiques ?

Dans nos mains, le traitement a la GLY a un effet mineur sur la progression de la stéatose et de la
fibrose alors que le traitement aux ICM semble réduire la progression de la stéatose et de
I'inflammation induite par un régime HFD60%.

Le mode d’action différent de ces deux molécules peut expliquer les différences de réponse au
traitement. En effet, les ICM vont inhiber les modifications post-traductionnelles d’HMGB1 et ainsi
inhiber sa sécrétion (Lee et al., 2014). En d’autres termes, le traitement aux ICM bloque le transport
nucléo-cytoplasmique d’'HMGB1, séquestrant HMGB1 dans le noyau. L'étude de la délétion génique in
vivo d'HMGB1 nous a permis de mettre en évidence qu’'HMGB1 nucléaire pourrait limiter la
progression de la stéatose en inhibant I'activité de la LDN. Pris tous ensemble ces résultats suggerent
gue le traitement aux ICM, en séquestrant HMGB1 dans le noyau, pourrait renforcer son effet
inhibiteur sur I'activité de la LDN hépatocytaire. Par ailleurs, le traitement a la GLY est connu pour
inhiber I'activité cytokine d'HMGBI circulant, sans effet sur le pool intracellulaire (Mollica et al., 2007).
Ainsi, les résultats du traitement a la GLY semblent indiquer la contribution mineure d’HMGB1

circulant sur la progression de la stéatose hépatique.

Ainsi, dans I'hypothese d’un transfert vers la clinique HMGB1 pourrait étre une cible pertinente dans

deux contextes :

1/ Au cours d’un épisode inflammatoire aigu comme une septicémie, I’ utilisation de composés

dérivés de la GLY pourraient permettre de limiter la réponse immunitaire médiée par HMGB1.

2/ Dans un contexte de thérapies anti-stéatose, I'utilisation de composés dérivés des ICM
pourrait permettre de limiter I'laccumulation de lipides dans le foie. Cependant, une telle approche
pourrait entrainer certains effets indésirables. En effet, quel va étre 'effet de ce traitement sur
I'activité de la LDN adipocytaire et quelles seront les conséquences d’une potentielle inhibition de la
LDN dans le foie et le TA sur I'homéostasie énergétique. De plus, le r6le nucléaire d’HMGB1 est peu
étudié, nous ne pouvons donc pas exclure que la séquestration nucléaire d’'HMGB1 soit a 'origine
d’effets indésirables dépendants du type cellulaire. Enfin, vu I'action pléiotrope des ICM, un tel
traitement est a risque d’induire un « état d’hypovigilance » immunitaire, pouvant entrainer un risque

accru d’infection.
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D. HMGB1 une alarmine métabolique, sensing de I'état énergétique

Au cours d’'une mise a jeun de 24 heures nous avons pu mettre en évidence que les
concentrations plasmatiques d’'HMGB1 sont significativement augmentées comparativement au
animaux nourris, comme aussi décrit par Rickenbacher et al. (Rickenbacher et al., 2014). De fagon
intéressante, les concentrations plasmatiques d’"HMGB1 sont significativement augmentées lors de la
mise a jeun chez les animaux HMGB1"f mais pas chez les animaux HMGB12"? (Fig 51). Ces résultats
suggerent que les hépatocytes semblent étre la source principale des taux circulants d’"HMGB1 dans
ce contexte. Ainsi, au cours du jeline, en I'absence de nécrose et d’activation des macrophages, les

hépatocytes pourraient étre capables de secréter activement HMGB1.
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Figure 51 : Evolution des concentrations circulantes d'HMGB1 lors de la mise a jeun.

A I'état nourri les concentrations d’HMGBI circulant sont comparables entre les animaux HMGB1//f (n=8) et HMIGB14her (n=8).
Lors de la mise a jeun pendant 24 heures (Starved 24h) les taux circulants sont significativement augmentés dans le groupe
HMGB1/fl (n=9) mais pas dans le groupe HMGBI14her (n=8). Aprés un re-nourissage de 24 heures (Re-Fed 24h), les
concentrations plasmatiques d’HMGB1 retournent & la valeur basale (HMGB1//f n=12, HMGB12her n=11). Les données sont
exprimées en moyenne + ESM. *p<0.05, ***p<0.001.

Au cours d’un régime hyper lipidique les concentrations plasmatiques d'HMBG1 sont significativement
augmentées, par rapport au régime contréle, mais ici, il n’y a pas de différence entre les animaux
HMGB1" et HMGB12"* ce qui suggére, dans ce contexte, que les niveaux plasmatiques d’HMGB1 ne
soient pas d’origine hépatocytaire.

Pour résumer, dans un contexte de carence énergétique i.e. la mise a jeun, I'augmentation des taux
circulants est essentiellement due aux hépatocytes. Au contraire, dans un contexte ou les substrats

énergétiques sont abondants i.e. le HFD60% ou le re-nourrissage, HMGB1 circulant ne provient pas de
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I’'hépatocyte. Ainsi, outre son role d’alarmine immunitaire nous posons I'’hypothése qu’'HMGB1
pourrait étre une « alarmine métabolique » responsable du sensing énergétique.

En parallele de ces observations, nous avons mis en évidence qu’un traitement aigu a la rosiglitazone
pendant 18 heures augmente significativement les concentrations plasmatiques d’"HMGB1 (Fig 52). Les
ligands endogenes de PPARy étant des dérivés lipidiques (Schupp and Lazar, 2010), la sécrétion
d’"HMGB1 pourrait donc étre sous la dépendance d’un dérivé lipidique. Et dans le contexte de la mise
a jeun, ce ligand pourrait provenir d’especes lipidiques libérées au cours de la lipolyse du tissu adipeux,

cependant ces résultats doivent étre confirmés.
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Figure 52 : Effet du traitement a la rosi sur les concentrations plasmatiques d'HMGB1.

Comparativement a I'état basal (HMGB1//fl n=7 et HMGB14her n=8) le traitement a la rosi (25mg/kg) augmente
significativement la concentration plasmatique d’HMGB1 chez les animaux HMGB1#/f (n=8) mais pas chez les animaux
HMGB14her (n=9). Données exprimées en moyenne + ESM. *p<0.05.

Au cours de la mise a jeun, le foie secrete de nombreux facteurs dont I’'hépatokine FGF21 qui entre
autres roles biologiques, favorise I'utilisation des corps cétoniques par les tissus (Badman et al., 2009).
De fagon inattendue, il semble exister un lien entre HMGB1 hépatocytaire et la concentration
plasmatique de FGF21. En effet, au cours d’'une mise a jeun de 24 heures, les animaux HMGB12"eP
présentent une diminution significative de la concentration plasmatique de FGF21 comparativement
aux animaux contréles (Fig 53A). Cette diminution du FGF21 circulant est associée a une diminution
de l'expression génique de fgf21 dans le foie (Fig 53B) pouvant expliquer la diminution des
concentrations circulantes de cette hormone (Badman et al., 2009). L’expression de fgf21 est sous la
dépendance de PPARa (Badman et al., 2007), ce qui peut laisser supposer un effet de HMGB1 sur
I’activité de PPARa au cours d’un jeline de longue durée. Pour étudier I'interaction entre HMGB1 et
PPARa nous pouvons envisager dans un premier temps de mettre en place une approche

pharmacologique reposant sur I'utilisation d’un agoniste spécifique de PPARa les Fenofibrates. Dans
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un second temps, et si les résultats s’averent concluants, nous pourrions envisager la génération d’un
double KO hépatique HMGB1-PPARa. En paralléle de cette approche pharmacologiques nous sommes
en train de comparer, en collaboration avec I'équipe d’Hervé Guillou (INRA) a Toulouse, le métabolome
hépatique des animaux HMGB1%f et HMIGB12"P. ’étude de ce dernier nous permettra peut-étre de

dégager une signature caractéristique d’une voie métabolique.
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Figure 53 : La délétion d'HMGB1 dans I'hépatocyte diminue la sécrétion de FGF21.

Les concentrations circulantes de FGF21 sont mesurées par ELISA chez des souris HMGB1//f et HMGB12her nourries (Fed, n=3
par génotype) ou mises a jeun 24 heures (Starved, n=9 par génotype) (A). L’expression génique de Fgf21 est mesurée par gPCR
dans le foie d’animaux HMGB1//f (n=9) et HMGB14her (n=9) mis a jeun 24 heures. S p<0.05, 5555 p<0.0001 Starved vs Fed ;
*** pn<0.001 HMGB1//flyvs HMIGB14hep ,

A la vue des résultats sur la mise a jeun, il semble quU'HMGB1 puisse réguler I'expression ou I’activité
des facteurs de transcription PPARa et PPARy en fonction de I'abondance des substrats énergétiques.
Cette régulation pourrait faire intervenir des modifications d’interaction entre HMGB1 et la
chromatine interaction qui est finement régulée par le niveau d’acétylation et/ou de méthlylation
d’HMGB1. Dans le noyau, la régulation de ces modifications post-traductionnelles se fait
principalement par les histones déacétylases (HDAC) ou les histones déméthylases (HDM). Certaines
données indiquent que les HDAC1, 4 (Evankovich et al., 2010) et la sirtuinl (Rabadi et al., 2015) sont
capables de déacétyler HMGB1, entrainant sa relocalisation cytoplasmique en vue de sa sécrétion.
L'activité de la sirtuinl étant augmentée au cours du jeQine (Zhu et al., 2013), nous posons I’hypothése
que cette augmentation soit a I'origine de I'accroissement des taux circulants d’HMGB1 au cours du
jeline. Des expériences ou |'expression de la Sirtuine 1 est manipulée au cours du jeune, chez des
animaux HMGB1"" et HMGB12"¢®, sont actuellement a I’étude, pour essayer d’évaluer la contribution

de la Sirtuine 1 dans la sécrétion d'HMGB1 au cours du jeune.
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Dans le but de comprendre le rle biologique d’"HMGB1 activement secrété au cours du je(ine, il parait
essentiel de trouver le(s) tissu(s) cible(s). Cependant, vu le mode d’action d'HMGB1 il est probable que
ses effets biologiques soient médiés par des récepteurs de I'immunité, qui convergent vers la voie de
signalisation NFkB. La comparaison de la phosphorylation d’effecteurs de cette voie, tel que p65, au
cours d’un jeline de 24 heures chez des animaux HMGB1"" ou HMGB12" dans des tissus
classiquement étudiés au cours de la mise a jeun (foie, TA, muscle ou systéme nerveux central)
permettrait de mettre en évidence le tissu cible d’HMGB1 sécrété au cours du jelne. Si cette piste
n‘est pas concluante, nous pouvons imaginer réaliser un phosphoarray, criblant I'activation de
nombreuses voies de signalisation, sur des préparations des tissus potentiellement cibles (Foie, tissu

adipeux, muscles).
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V. Annexes

A. Autres réalisations

Article : « Chronic apelin treatment improves hepatic lipid metabolism in obese and insulin-resistant
mice by an indirect mechanism. », Endocrine, 2018.
Bertrand C, Pradere JP, Geoffre N, Deleruyelle S, Masri B, Personnaz J, Le Gonidec S, Batut A, Louche

K, Moro C, Valet P, Castan-Laurell I.

Communication orale : « HMGB1 régule le développement de la stéatose hépatique »,

AFERO (Toulouse), 2016.

Communications affichées :

- « HMGB1 protein as a new regulator of liver de novo lipogenesis »
Jean Personnaz, Elsa Moreau, Aurélie Batut, Simon Deleruyelle, Cédric Moro, Robert F. Schwabe
Philippe Valet & Jean-Philippe Pradére.
LSS (Lausane) 2017.

Keystone (Keystone), 2018.

- « Respective roles of ATGL and HSL on adipose tissue lipolysis-mediated control of glucose
metabolism and insulin sensitivity. »

E. Mouisel, L. Monbrun, P. Morigny, J. Personnaz, M. Houssier, V. Barquissau, G. Tavernier, D. Langin.

EASD (Stockholm), 2015.
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B.

d’"HMGB1 au cours de stress métaboliques

fold change
Gene name
HFD STRV-6h/ Refeed 8H STRV-6h

Sultlel 137,30 11,35 34,30
Atp6v0d2 9,05 3,29 9,07
Sult2a7 6,49 4,17 3,50
Eid2 4,10 3,87 3,43
Snhgll 3,84 3,39 3,35
FbxI16 3,61 4,55 2,54
Apoad 3,25 3,41 4,86
Fam110c 2,86 2,01 2,39
Cenpp 2,83 2,01 2,17
Hist2h3c2 2,60 2,66 3,09
Hist1h4i 2,60 2,88 3,03
Mgmt 2,27 2,04 2,42

Annexe 1: Liste des genes significativement régulés par la délétion

Tableau 10 : Génes significativement up-régulés, au cours de différents stress métaboliques, par la délétion d'HMGBI1 dans

I'hépatocyte.

192



fold change

Gene name HFD STRV-6h/ Refeed 8H | STRV-6h
Adrb3 0,04 0,07 0,05
Serpine2 0,08 0,06 0,28
Olfm3 0,09 0,07 0,11
Aatk 0,09 0,35 0,42
Dct 0,10 0,14 0,24
Grin3b 0,13 0,33 0,47
Hsd3b5 0,13 0,47 0,25
Dcafl12l1 0,21 0,29 0,34
Zap70 0,22 0,20 0,18
Cyp7bl 0,22 0,42 0,44
Ihh 0,23 0,22 0,27
Gsdmd 0,25 0,35 0,41
Smim22 0,26 0,17 0,22
Slc22a7 0,26 0,18 0,25
Mycn 0,28 0,25 0,31
Nxpe2 0,29 0,36 0,35
Pclo 0,29 0,43 0,42
Tifa 0,30 0,40 0,42
Susd4 0,31 0,32 0,26
Plcxdl 0,32 0,21 0,25
Hsbp1lll 0,35 0,34 0,38
Fmn1l 0,35 0,28 0,44
Crygn 0,36 0,30 0,24
Mme 0,41 0,37 0,29
Cox7al 0,42 0,35 0,28
Ppplr9a 0,44 0,34 0,46
Smim1 0,44 0,33 0,35
Tmem218 0,47 0,42 0,40
Psgl6 0,48 0,39 0,46
Rdh11 0,50 0,48 0,42
Hmgbl 0,10 0,50 0,13

Tableau 11 : Génes significativement down-régulés, au cours de différents stress métaboliques, par la délétion d'HMGB1

dans I'hépatocyte.
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