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Role du facteur de transcription circadien Kriippel-Like Factor 10
dans le développement des stéatopathies d’origine non alcoolique (NAFLDs)

Les maladies chroniques du foie associées a I’obésité (NAFLD, Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) sont
un probléme de santé publique mondial. Ces complications sont I’évolution d’un foie sain vers la stéatose
hépatique (accumulation de lipides dans les hépatocytes) puis vers la stéatohépatite (NASH) caractérisée par une
importante inflammation et une souffrance hépatocytaire. Ce stade peut ensuite évoluer vers des complications
plus séveres telles que la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire. Mieux comprendre les mécanismes
physiopathologiques qui sous-tendent la transition stéatose/NASH constitue un enjeu majeur pour I’identification
de nouvelles cibles thérapeutiques.

L’horloge circadienne coordonne la plupart des fonctions physiologiques, dont les fonctions hépatiques
au cours du cycle jour/nuit. Elle est composée d’une horloge centrale située dans les noyaux supra-chiasmatiques
de I’hypothalamus et d’horloges périphériques dans toutes les autres cellules de I’organisme. Les altérations de
I’horloge circadienne associées a des changements du mode de vie (travail en heure décalées, jet lags chroniques,
prises alimentaires irrégulieres, composition des régimes alimentaires, efc.), constituent des facteurs de risque
pour le développement de nombreuses pathologies dont le syndrome métabolique. De nombreux et récents
¢léments laissent présumer que 1’altération de I’horloge circadienne jouerait un role important dans la pathogenése
des NAFLD. Le facteur de transcription Kriippel like Factor 10 (KIf10) est directement régulé par I’horloge
circadienne dans le foie ou il régule I’expression de nombreux genes impliqués dans homéostasie glucido-
lipidique. KLF10 joue également un role dans la régulation de réponses inflammatoires chroniques ainsi que de
la mort et de la prolifération cellulaire. Ces données nous ont donc conduits a étudier I’implication du cycle
circadien et de KLF10 sur le développement des complications hépatiques.

Nos travaux ont permis de mettre en évidence que la stéatose et I’inflammation hépatiques suivent un
rythme circadien a la différence de la souffrance hépatique dans un modele murin de stéatohépatite (régime
déficient en méthionine et choline (MCD)). Cela est associé a des altérations de I’oscillation des genes horloges
dans le foie mais aussi le rein, pouvant suggérer une modification généralisée du systeéme circadien dans ce
modele. De plus, I’expression hépatique de K/f10 perd sa rythmicité avec le développement des complications
hépatiques. L’absence de K/f10 chez la souris est associée a une forte augmentation de la souffrance hépatique
sans impacter le développement de la stéatose et I’inflammation sous régime MCD. Nous avons montré que
I’expression hépatique de Fsp27 gagne de la rythmicité sous régime MCD, augmente avec la sévérité des
NAFLDs, favorise la souffrance hépatocytaire, et que ce géne est surexprimé chez les souris déficientes pour
KIf10 sous régime MCD. Le rdle protecteur de KLF10 semble spécifique des hépatocytes car les souris
déficientes pour K/f10 dans les hépatocytes présentent aussi une cytolyse hépatocellulaire (ALAT) accrue. De
plus, la diminution de I’expression de KIf10 dans les hépatocytes primaires de souris diminue la viabilité cellulaire
et augmente I’activation de la caspase 3 et de ’apoptose en réponse au TNFa. Enfin, I’expression hépatique de
KLF10 corréle avec les marqueurs circulants de la souffrance hépatique (ALAT) et de la mort hépatocytaire
(kératine 18) chez les patients obeses.

Nos données chez la souris, in vitro, et chez ’Homme indiquent que le développement des complications
hépatiques pourrait suivre un rythme circadien et que KLF10 a des propriétés hépato-protectrices qui pourraient
atténuer le développement des NAFLD.

Mots clés : KLF10, Foie, Rythmes circadiens, NAFLD, stéatohépatite (NASH), Mort cellulaire



Role of the circadian transcription factor Kriippel-Like Fator 10 in the
development of Nonalcoholic Fatty Liver Diseases (NAFLD)

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH), the progressive form of nonalcoholic fatty liver diseases
(NAFLDs), is a global public health problem without approved pharmacological therapy. NAFLD extend from
non-pathogenic lipid accumulation, known as hepatic steatosis to hepatocellular carcinoma (HCC) through a wide
spectrum of stages including NASH and fibrosis. NASH is featured by hepatic inflammation and hepatocyte cell
death. Better understand NASH pathogenic cellular and molecular mechanisms is an important clinical
requirement.

Circadian timing system (CTS) is the main synchronizer of organismal physiology to environmental
light/dark cycles. This CTS is comprised of a central pacemaker in the supra-chiasmatic nucleus of the
hypothalamus and peripheral clocks localized in each single cell throughout the brain and body. Western society
life style, including junk food consumption and erratic feeding, chronic jet lag, light exposure at night and shift-
work, can disrupt the CTS. CTS disruption has been assessed as a risk factor for the development of chronic
diseases including metabolic syndrome and cancer. The liver is the most rhythmic organ and evidence for an
intricate link between CTS disruption and NAFLD development is most illustrated by (i) the genetic and
environmental disruption of the CTS leads to dyslipidemia, hepatic steatosis as well as spontaneous NASH and
HCC development (ii) the circadian hepatic transcriptome is rearranged in mice fed high fat diet and displaying
hepatic steatosis, showing that metabolic disruption also impacts diurnal oscillation of transcripts. Kriippel-like
factor 10 1is a circadian transcription factor directly regulated by the circadian clock in the liver and help shaping
the hepatic diurnal transcriptome and the control carbohydrate and lipid metabolism homeostasis. Beside from
metabolism, this transcription factor has also been shown to regulate two NASH related processes, in very
different contexts, namely inflammation and cell death. We thus aimed to evaluate the implication of circadian
rhythms and the role of KLF10 during steatohepatitis

Here, we show that hepatic steatosis and inflammation display diurnal rhythmicity in mice developing
steatohepatitis upon feeding with a methionine and choline deficient diet (MCDD). Core clock gene oscillations
remained mostly unaffected but rhythmic K/f70 expression was abolished in this model. K/f10 deficient mice
(KIf107") display enhanced liver injury despite the same level of hepatic steatosis and inflammation that control
mice upon MCDD challenge. Specific genetic ablation of K/f10 only in hepatocytes phenocopied the phenotype
of KIf10”" mice upon MCDD. Silencing KIf10 in isolated primary hepatocytes also sensitized these cells to
apoptosis along with increased caspase 3 activation in response to TNFa. We also show that the hepatic KLF'10
expression correlates with liver injury (ALT activity) and the circulating keratin 18 hepatocyte death marker in a
cohort of obese patients. Collectively our findings suggest that specific NASH features including steatosis and
inflammation display diurnal oscillations and the associated altered circadian expression of K/f70 may aggravate
liver injury through hepatocyte sensitization to cell death.

Collectively, our results gathered from cellular and animal experiments as well as correlative study in
Human indicate that hepatic steatosis and inflammation could be rhythmic during NASH and that KLF10 could
be a hepatoprotective factor that could limit NAFLD progression.

Keyword: KLF10, Liver, Circadian rhythms, Cell death, NAFLD, NASH
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Introduction
1. Stéatopathie non alcoolique du foie (NAFLD)

1.1. Le foie
Le foie est un organe vital qui posseéde des roles multiples a la fois exocrine et endocrine. Ses
fonctions exocrines sont principalement la production et sécrétion de la bile hépatique qui
contribue a la digestion des lipides ainsi qu’a 1’élimination des xénobiotiques et des déchets
métaboliques. Ses fonctions endocrines regroupent la synthése de la majeure partie des protéines
plasmatiques dont I’albumine, les facteurs de coagulation et les protéines du complément (Clark,
20115 Hubscher, 2006) mais également la sécrétion des vésicules lipido-protéiques de transport,
des métabolites et des hépatokines (Stefan and Haring, 2013). Le foie joue également un réle clé
dans le métabolisme glucido-lipidique. Sa situation anatomique particuliére lui confére les roles
de carrefour métabolique et de filtre entre les organes de la cavité abdominale et la circulation

générale (Abdel-Misih and Bloomston, 2010).

a. Anatomie

Le foie est d¢ja visible environ 28 jours post-fécondation, sous I’ébauche cardiaque. Les
hépatoblastes, issus de I’endoderme et de 1’intestin antérieur, forment le foie embryonnaire. Ils se
différencieront ensuite en hépatocytes et en cholangiocytes, qui constituent le parenchyme
hépatique et 1I’épithélium biliaire respectivement (Bhatia and Bordoni, 2019; Rohrig and Schulze,
2016; Zorn, 2008). Le foie est le plus gros organe interne du corps. Il est composé de deux lobes
(droite et gauche) chez ’Homme et de quatre lobes chez les rongeurs (droite, gauche, médian et

caudal). Situé dans le cadran supérieur droit de la cavité péritonéale sous I’hémi-diaphragme, sa
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position est maintenue grace aux attachements ligamenteux qui 1’enveloppent et le relient au

péritoine (Abdel-Misih and Bloomston, 2010).

C’est un organe trés vascularisé recevant plus de 25% de I’efflux cardiaque au repos. Il
posséde un systéme d’irrigation singulier, alimenté par ’artére hépatique d’une part et la veine
porte d’autre part. La premicre, représente 25 a 30% de 1’afflux sanguin hépatique tandis que la
seconde participe de 70 a 75% a cet afflux (Abdel-Misih and Bloomston, 2010). La veine porte
fait partie de la circulation splanchnique qui relie les organes de la cavité péritonéale au foie. Elle
draine le sang des veines mésentériques supérieure et inférieure ainsi que les veines gastriques et
la veine splénique. Ces veines proviennent respectivement du tractus intestinal proximal et distal,
de I’estomac, de la rate et du pancréas. La veine porte draine également le sang en provenance du
tissu adipeux viscéral qui se développe autour des organes péritonéaux et leur vasculature. Le tronc
portal entre dans le foie au niveau du hile hépatique (point d’entrée dans 1’organe des vaisseaux
sanguins et du canal biliaire) et se divise ensuite en les veines portes droite et gauche chez
I’Homme, droite, gauche, médiane et caudale chez le rongeur, qui irriguent les lobes
correspondants. Le sang circule ensuite dans les sinusoides hépatiques, et quitte le foie par les
veines centro-lobulaires qui effluent dans les veines sus-hépatiques qui elles-mémes se connectent
a la veine cave inférieure en direction du cceur (Figure 1) (Abdel-Misih and Bloomston, 2010;

Bouhnik, 20113 Parikh et al., 2010).

Comme tous les tissus, le foie est composé de nombreux types cellulaires. Ils incluent les
hépatocytes qui constituent la fraction parenchymateuse et représentent 60 a 70% des cellules du
foie et la fraction non parenchymateuse (FNP) qui représente les 30-40% restants. La FNP est
constituée par: les cellules endothéliales sinusoidales hépatiques (LSEC), les cellules stellaires

hépatiques (HSC), les cellules de Kupffer, une population de macrophage résidente du foie et bien
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0 Estomac GD Veine splénique @ Ganglion sympathique cceliaque
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&

Plexus hépatique

&

Figure 1. Représentation schématique de I’anatomie hépatique

(A) Vue d’ensemble de I’anatomie du foie, sa vascularisation et son innervation. Les organes sont numérotés en
gris. Le systeme vasculaire veineux et artériel est numéroté en bleu et rouge, respectivement. Les systemes
nerveux sympathiques et parasympathiques sont numérotés en violet et jaune, respectivement. (B)
Représentation ventrale du systéme portal veineux et artériel hépatique. (C) Représentation ventrale des plexus
nerveux hépatiques et biliaires. Adapté de Abdel-Misih and Bloomston (2010)
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d’autres cellules immunitaires de I’immunité innée et adaptatrice (Figure 1) (Ben-Moshe and
[tzkovitz, 2019). Histologiquement, le foie est constitu¢é d’une répétition d’unité anatomique
appelée lobule. Un lobule est une « colonne hexagonale » mesurant environ 0,5mm chez la souris
et 1 mm chez ’Homme. Il est composé de plusieurs travées d’hépatocytes organisés de fagon
concentrique autour d’une veine centrale, a la maniére des rayons d’une roue de vélo. Aux six
extrémités du lobule, appelé zone péri-portale, se trouvent une veine et une artére portale ainsi
qu’un canal biliaire (Figure 2). La travée d’hépatocytes, généralement d’une largeur de deux a
trois hépatocytes, est séparée par un canalicule biliaire qui se déverse dans le canal biliaire (JC,
2017). Le sang circule de la zone péri-portale, situé a I’extrémité du lobule, a la zone centro-
lobulaire, au centre (Figure 2). Les sinusoides hépatiques sont composés d’un endothélium
fenestré et n’ont pas de membrane basale, ce qui facilite les échanges entre le compartiment
sanguin et parenchymateux. La lymphe, issue de la filtration du sang dans les sinusoides
hépatiques s’écoule dans I’espace de Disse, espace entre les LSEC et les hépatocytes. Elle circule
dans deux directions : péri-portale et péri-centrale (Figure 2). La circulation de la lymphe est
assurée par le systéme vasculaire lymphatique hépatique. Les capillaires lymphatiques sont situés
au niveau des nceuds péri-portaux mais également le long de la veine centrale (Figure 2). La
lymphe qui emprunte les capillaires péri-portaux, rejoint des vaisseaux collecteurs qui meénent aux
ganglions lymphatiques au niveau du hile hépatique. En revanche, la lymphe qui emprunte les
vaisseaux péricentraux, converge vers les ganglions médiastinaux postérieurs via de gros
vaisseaux lymphatiques qui longent la veine cave inférieure au travers du diaphragme (Tanaka and
Iwakiri, 2016). Enfin, comme tout organe, le foie est innervé par le systéme nerveux autonome.
Ces nerfs longent la veine porte, 1’artére hépatique, les canaux biliaires et le hile hépatique pour

s’infiltrer dans 1’organe (Figure 2). Chez I’Homme contrairement au rat, les fibres sympathiques
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s’infiltrent dans les sinusoides hépatiques. En revanche chez ces deux espéces, 1’innervation

parasympathique se limite a la zone péri-portale (Jensen et al., 2013).

b. Métabolisme des sucres et des lipides

Le foie joue un rdle majeur dans 1’homéostasie glucido-lipidique qui vise a augmenter ou a
diminuer la glycémie non seulement en fonction du statut nutritionnel mais aussi de 1’activité
physique et du stress. Les mécanismes qui sont hyperglycémiants se mettent en place a I’état de
jetine tandis que ceux qui sont hypoglycémiants s’activent a I’état nourri. Dans le métabolisme des
glucides, la « molécule » élémentaire est le glucose, son lieu de synthése est principalement le foie
et il est stocké sous forme de glycogéne dans le foie et les muscles. Dans le métabolisme des
lipides, les « molécules » élémentaires sont les acide gras (AG). Leur synthese s’effectue dans de
nombreux organes en particulier dans le foie et le tissu adipeux blanc (TA) et ils sont stockés sous

forme de triglycérides (TG) dans le TA (Figure 3) (Roder et al., 2016).

Meétabolisme des carbohydrates

A 1’état nourri, la glycémie élevée stimule directement la sécrétion d’insuline par les cellules -
pancréatiques. L’insuline est la seule hormone hypoglycémiante et a des effets pléiotropes. En
effet, elle favorise I’augmentation de la captation du glucose et son stockage sous forme de
glycogene au niveau hépatique et musculaire. Parallelement, I’insuline stimule la lipogenese de
novo (LDN) dans I’hépatocyte et 1’adipocyte, pour produire des AG et du glycérol a partir de
précurseurs métaboliques non lipidiques comme le dihydroxyacetone-1-P (DHAP ) ou 1’acétyl-
CoA, issue de la glycolyse. De cette fagon, la LDN utilise le glucose, et participe a la diminution
de la glycémie. A I’inverse, dans un état de jelne, la faible glycémie provoque la sécrétion
d’hormones et de neuromédiateurs hyperglycémiants. Ces derniers sont de de diverses natures et

sont produits par différents organes : le glucagon par le pancréas, le cortisol par les glandes
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