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Schéma 2 : A. Organisation du lobule hépatique. B. schéma de l’organisation histologique du lobule hépatique.     

(Source : Les fondamentaux de la pathologie digestive, © CDU-HGE/Editions Elesevier-Masson, 2014). 

Schéma 1 : Représentation schématique des différents lobes hépatiques et du système sanguin environnant. Face viscérale 

(Source : Les fondamentaux de la pathologie digestive, © CDU-HGE/Editions Elesevier-Masson, 2014). 
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I. Introduction 

I.1 Le foie 

I.1.1 Anatomie et fonctions hépatiques 

a) Anatomie hépatique 

Le foie est l’organe le plus volumineux du corps humain et représente 2% de sa masse totale. 

Situé sous le diaphragme, dans la cavité abdominale, il fait partie du système digestif. Il est 

directement connecté à l’estomac, aux intestins, à la rate ainsi qu’au pancréas. 

Cet organe est divisé en 4 lobes : les lobes gauche et droit, et situés entre les deux, les lobes 

carré et caudé. Chaque lobe peut être sous-divisé en 8 segments. Les lobes carré et caudé sont 

séparés par un sillon nommé le hile du foie. Ce sillon permet le passage de l’artère hépatique, 

de la veine porte ainsi que le passage des canaux biliaires majeurs (Schéma 1).  

Le foie est l’un des organes les plus vascularisés du corps humain et contient plus de 10% du 

volume sanguin total. Il est alimenté par deux pédicules vasculaires : un pédicule inférieur 

afférent, également appelé pédicule hépatique et un pédicule supérieur efférent.  

Le pédicule hépatique est particulier par sa double vascularisation, d’une part par l’artère 

hépatique (qui se divise ensuite en artères hépatiques droite et gauche) et d’autre part par la 

veine porte. Les artères hépatiques apportent du sang oxygéné, nécessaire au bon 

fonctionnement de l’organe tandis que la veine porte apporte du sang appauvri en oxygène mais 

riches en nutriments et toxines provenant du tube digestif, de la rate ainsi que du pancréas. La 

veine porte assure également la vascularisation des voies biliaires. Le pédicule supérieur 

efférent veineux est composé de trois veines hépatiques principales : la veine gauche, la veine 

droite et la veine moyenne, toutes trois reliées à la veine cave inférieure (Abdel-Misih and 

Bloomston, 2010). 

Le parenchyme hépatique est organisé en lobules hépatiques, chaque lobule étant composé 

d’une veine centrolobulaire, d’hépatocytes organisés en travées séparées par des sinusoïdes. 

Ces sinusoïdes sont bordées de cellules endothéliales et contiennent notamment les cellules de 

Kupffer (macrophages résidents du foie). Entre les cellules endothéliales et les hépatocytes se 

trouve l’espace de Disse qui contient les cellules étoilées du foie (Schéma 2). 
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Schéma 3 : Représentation des types cellulaires présents dans le tissu hépatique (Réalisé à partir de Racanelli et al., 2006).  

DC : Dentritic Cell ; HSC : Hepatic Stellate Cell ; KC : Kupffer Cell ; LB : Lymphocyte B ; LSEC : Liver Sinusoïdal 

Endothelial Cell ; LT : Lymphocyte T ; NK : Natural Killer cell ; NKT : Natural Killer T cell 
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b) Fonctions hépatiques 

Le foie assure de nombreuses fonctions essentielles à l’organisme. Il joue un rôle dans :  

- Le métabolisme des graisses : le foie réalise l’oxydation des triglycérides permettant la 

production d’énergie et permet la synthèse de lipoprotéines plasmatiques. Il effectue 

également la synthèse du cholestérol et des phospholipides ; 

- Le métabolisme des hydrates de carbone : le foie convertit les hydrates de carbone et 

les protéines en acides gras et en triglycérides. Il régule aussi la glycémie par les 

processus de glycogenèse, de glycogénolyse et néoglucogenèse ;  

- Le métabolisme protéique : il synthétise de nombreuses protéines plasmatiques, comme 

par exemple l’albumine ou les facteurs de coagulation ainsi que les acides aminés non 

essentiels. 

Le foie assure la détoxification de l’organisme vis-à-vis de toxines, de médicaments et 

également de l’alcool. Il peut également participer au stockage du glycogène, du fer ou des 

vitamines. Enfin, le foie est considéré comme l’un des seuls organes à être pourvu des fonctions 

de glandes exocrines mais également endocrines. En effet, il permet la sécrétion de la bile vers 

les intestins, et assure la production de certains facteurs de croissance comme l’IGF (Insuline 

Growth Factor) ce qui lui donne la fonction de glande exocrine. Il permet également la filtration 

du sang depuis le système digestif vers la circulation sanguine, ce qui lui procure la fonction de 

glande endocrine.  

I.1.2 Les cellules hépatiques 

Le foie est composé de deux types cellulaires majeurs : les cellules parenchymateuses, qui 

représentent 80% du volume hépatique et les cellules non parenchymateuses. Les cellules 

parenchymateuses sont composées majoritairement d’hépatocytes, qui assurent la majorité des 

fonctions hépatiques, et de cholangiocytes. Les cellules non parenchymateuses sont composées 

de diverses populations cellulaires incluant les cellules sinusoïdales endothéliales, les cellules 

étoilées hépatiques, les cellules de Kupffer et les lymphocytes intra-hépatiques (Kmieć, 2001) 

(Schéma 3).   

a) Les cellules sinusoïdales endothéliales 

Les cellules sinusoïdales endothéliales (Liver Sinusoidal Endothelial Cells, [LSEC]) bordent le 

compartiment sinusoïdal et séparent les leucocytes situés dans la lumière sinusoïdale des 

hépatocytes. 
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Elles permettent l’adhésion des cellules immunitaires résidentes au sein du tissu hépatique 

comme les cellules de Kupffer. Elles possèdent des capacités d’endocytoses de glycoprotéines, 

de composants de la matrice extracellulaire (comme le collagène ou la fibronectine), de 

complexes immuns et peut ainsi permettre le passage de molécules non diffusives de la lumière 

sinusoïdale vers les hépatocytes. 

Les LSEC sont des régulateurs clés de la réponse immunitaire hépatique en raison de leur 

emplacement stratégique dans les sinusoïdes mais également de leurs possibilités d’interactions 

avec les lymphocytes et les autres populations immunitaires résidentes. Ces cellules possèdent 

notamment de nombreux récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern 

Recognition Receptor, [PRR]), principalement les récepteurs de types Toll (Toll-Like Receptor, 

[TLR]) qui les rendent particulièrement sensibles et réactives lors d’agressions hépatiques. De 

plus, elles ont la capacité de réguler l’activité des lymphocytes T. En effet, les LSEC possèdent 

des récepteurs L-SIGN (Liver/lymph node-Specific ICAM-3 Grabbing Nonintegrin) et 

LSECtin (Liver and lymph node Sinusoidal Endothelial Cell C-type lectin) qui reconnaissent 

le marqueur CD44 exprimés par les LT activés. La liaison du CD44 aux récepteurs exprimés 

par les LSEC engendre l’inactivation des LT et leur mort. De plus, les LSEC sont également 

des Cellules Présentatrices d’Antigènes (CPA) qui peuvent présenter des antigènes aux 

lymphocytes T-CD8+ et activer ces derniers (Knolle and Wohlleber, 2016).  

b) Les cellules de Kupffer 

Les cellules de Kupffer (Kupffer Cell, [KC]), communément considérées comme les 

macrophages résidents du foie, représentent 20% des cellules non parenchymateuses 

hépatiques. Elles jouent un rôle dans l’élimination des toxines, des cellules mortes ou encore la 

dégradation des complexes immuns résiduels.  

Les KC ont la particularité de pouvoir exprimer simultanément des marqueurs de macrophages 

de type M1 (pro-inflammatoire) ou M2 (anti-inflammatoire) selon l’environnement 

cytokinique. Elles expriment de nombreux PRR leurs permettant de reconnaître les motifs 

moléculaires associés aux pathogènes et aux dommages cellulaires (Pathogen-Associated 

Molecular Patterns, [PAMPs] et Damage-Associated Molecular Patterns, [DAMPs]). Une fois 

activées, les KC relarguent diverses cytokines pro-inflammatoires (IL-6, [Interleukine-6] ; le 

TNF-α, [Tumor Necrosis Factor- α] ; l’IL-1β ; ICAM-1, [InterCellular Adhesion Molecule-1] ; 

VCAM-1, [Vascular Cell Adhesion Protein], etc.).  
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De plus, elles peuvent, en cas de stimulation, jouer sur la réponse immunitaire en sécrétant de 

de l’IL-10, une cytokine connue pour ses effets inhibiteurs sur les lymphocytes T et activateurs 

sur les lymphocytes T régulateurs (Tacke and Zimmermann, 2014). Elles peuvent également 

sécréter d’autres cytokines, telles que l’IL-1β, l’IL-12 et l’IL-17 et permettre la régulation de la 

différenciation des Natural Killer (NK) en favorisant leur action cytotoxique. En cas de lésions 

hépatiques, les KC interagissent avec les cellules étoilées hépatiques afin de recruter des 

monocytes, indispensables à la régénération du tissu hépatique (Ma et al., 2017). 

c) Les cellules dendritiques 

Les Cellules Dendritiques (Dendritic Cell, [DC]), peu nombreuses dans le tissu hépatique, sont 

les cellules présentatrices d’antigènes les plus spécialisées. Les DC sont généralement 

retrouvées dans les régions portales et parfois dans le parenchyme hépatique. Elles possèdent 

la capacité de capturer les antigènes rencontrés afin de les présenter aux lymphocytes dans les 

tissus lymphoïdes. Ces cellules sont subdivisées en deux sous-populations : les DC classiques 

(cDC) et les DC plasmacytoïdes (pDC). Les cDC expriment fortement le complexe majeur 

d'histocompatibilité (CMH) de classe II et fonctionnent comme des CPA hautement efficaces. 

Au contraire, les pDC expriment plus faiblement les MHC-II et sont plutôt sécréteurs d’IFN 

après une infection virale (Lau and Thomson, 2003).  

Les cellules dendritiques résistent aux effets immunosuppresseurs de l’IL-10 et peuvent sécréter 

de l’IL-12 afin de renforcer l’immunité innée. Une fois activées par les cellules dendritiques, 

les lymphocytes T naïfs deviennent des cellules effectrices cytotoxiques matures de type Th1 

ou Th2 (Doherty and O’Farrelly, 2001). 

d) Les cellules étoilées hépatiques 

Les cellules étoilées hépatiques (Hepatic Stellate Cells, [HSC]) sont des cellules 

mésenchymateuses, spécifiques du foie, situées dans l’espace de Disse, entre les cellules 

sinusoïdales endothéliales et les cellules épithéliales hépatiques.  

Ces cellules jouent un rôle important dans la régénération hépatique et la fibrogenèse. En effet, 

en cas de lésions hépatiques, les hépatocytes mourants ou les cellules immunitaires présentes à 

proximité des lésions hépatiques vont activer les cellules étoilées hépatiques et induire leur 

différenciation en cellules myofibroblastiques. Cette différenciation va conduire à la production 

de matrice extracellulaire afin de préserver le tissu de dommages supplémentaires.  
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Elles peuvent également amplifier la réponse immunitaire en sécrétant des cytokines pro-

inflammatoires (TNF-α, CCL-2, CCL-21) et jouer un rôle dans l’immunorégulation hépatique 

en induisant l’infiltration de leucocytes dans le tissu hépatique. Les cellules étoilées expriment 

également les récepteurs TLRs et sont des cellules présentatrices d’antigènes. Elles peuvent 

ainsi stimuler la prolifération lymphocytaire ou induire leur apoptose.   

Au sein du tissu hépatique, les cellules étoilées jouent un rôle dans le stockage et le transport 

des rétinoïdes, dérivés de la vitamine A. Entre 50 à 80% des rétinoïdes totaux présents dans le 

corps humain sont stockés dans le tissu hépatique, parmi lesquels, 80 à 90% sont conservés 

dans les cellules étoilées. La composition des rétinoïdes peut varier selon l’alimentation et être 

enrichie en triglycérides, phospholipides, cholestérol ou encore acides gras libres (Friedman, 

2008).  

e) Les lymphocytes intra-hépatiques 

Chez l’homme, plus de 65% des lymphocytes hépatiques sont représentés par les cellules NK, 

les NKT et les cellules T non conventionnelle (γδ). Ces cellules peuvent être activées, proliférer 

dans des conditions pathologiques et sont les effecteurs majeurs de la surveillance immunitaire 

hépatique.  

Le tissu hépatique est un tissu enrichi en cellules NK, qui constituent la population 

lymphocytaire majoritaire. Ces cellules, naturellement activées dans le foie, jouent un rôle 

majeur dans les réponses anti-tumorales : la sécrétion de ligands de mort cellulaire tels que les 

ligands FasL et TRAIL (Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand) par les 

cellules NK pourra induire la mort des cellules tumorales par cytolyse. Elles peuvent également 

promouvoir l’inflammation hépatique via l’induction de chimiokines, comme CXCL-9 qui 

permet le recrutement de lymphocytes T dans le tissu hépatique (Gao et al., 2012; Subleski et 

al., 2006).  

Les cellules NKT sont une population lymphocytaire particulière qui exprime à la fois les 

marqueurs des cellules NK mais aussi un répertoire restreint du récepteur T (αβTCR). Deux 

types de NKT peuvent être différenciés selon leur reconnaissance et le réarrangement du 

récepteur TCR. Les NKT de type I ou NKT invariants (iNKT) reconnaissent spécifiquement 

l’α-galactosylceramide présenté par le CD1d. Les NKT de type II, reconnaissent, quant à eux,  

d’autres lipides présentés par le CD1d, comme le 3-sulfated galactosylceramide par exemple. 

(Slauenwhite and Johnston, 2015).  
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Une fois activées, les cellules NKT sécrètent de fortes quantités de cytokines de type Th1 (TNF-

α et IFN-γ), Th2 (IL-4 et IL-13) et Th17 (IL-17 et IL-23). Elles ont également la capacité 

d’induire, comme les cellules NK, la mort des hépatocytes infectés ou tumoraux par la sécrétion 

de ligands de mort cellulaire ou le système perforine/granzyme (Swain, 2008). 

Les lymphocytes γδT (cellules T non conventionnelles) représentent 15 à 25% des cellules T 

intra-hépatiques. Elles reconnaissent un large panel d’antigènes, peuvent se différencier en LT 

CD4+ ou LT CD8+ et infiltrer le tissu hépatique en cas d’inflammation. Les LT CD8+ sont des 

lymphocytes cytotoxiques qui jouent un rôle majeur dans l’élimination de cellules infectées 

mais reconnaissent également les cellules tumorales. Ces cellules agissent en induisant la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires tels que l’IFN-γ et le TNF-α et libèrent des molécules 

cytolytiques telles que les granzymes et les perforines. Elles peuvent également induire 

l’apoptose des cellules cibles via l’activation du récepteur de mort cellulaire Fas (Roth and 

Pircher, 2004).  

Les lymphocytes B, dernière sous-population lymphocytaire présente dans le tissu hépatique, 

représentent 5% des lymphocytes intra-hépatiques. Peu d’études ont été réalisées sur cette 

population lymphocytaire. Une étude publiée en 2017 a mis en évidence qu’en présence de 

TGF-β (cytokine immunosuppressive), les lymphocytes B exprimant l’IgM (lymphocytes B 

immatures) sont convertis en lymphocytes B exprimant l’IgA (lymphocytes B activés). Ces 

lymphocytes B-IgA+ possède une activité immunosuppressive et peuvent, par exemple, inhiber 

l’activation des lymphocytes cytotoxiques CD8+. Ces lymphocytes B-IgA+ ont été retrouvés 

chez des patients atteints de Stéatohépatite Non-Alcoolique (NASH) et reproduits sur des 

modèles murins de développement de NASH et de carcinomes hépatocellulaire (CHC) 

(Shalapour et al., 2017).  

a) Les granulocytes 

Les granulocytes sont des cellules possédant des noyaux polylobés. Trois classes de 

granulocytes peuvent être distinguées : les neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles. 

Seules les deux premières classes sont retrouvées dans le tissu hépatique.  

Les neutrophiles, leucocytes polynucléaires, représentent la population prédominante dans la 

circulation sanguine. Ils sont indispensables au contrôle des infections bactériennes et 

fongiques. Ils possèdent la particularité de pouvoir migrer dans le tissu hépatique durant 

l’inflammation.  
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En effet, au niveau du site inflammatoire, les neutrophiles vont jouer un rôle de phagocytose 

des déchets et des hépatocytes morts, relarguer de l’ADN extracellulaire et sécréter diverses 

enzymes protéolytiques (élastase ou cathepsine), protéines bactéricides (défensines) ou 

métalloprotéinases (MMP-3, MMP-9). Cependant, leur action génère la production d’espèce 

réactive à l’oxygène (ROS), qui peuvent aggraver les lésions hépatiques préexistantes (Ley et 

al., 2007).  

Les éosinophiles, quant à eux, peuvent être attirés en cas de lésions hépatiques et produire des 

cytokines qui vont permettre l’activation du système immunitaire à proximité du site 

inflammatoire. Cependant, à l’heure actuelle, leur rôle dans le tissu hépatique reste peu détaillé 

dans la littérature (Pham et al., 2001). 

L’ensemble de ces populations immunitaires jouent un rôle important dans l’homéostasie du 

tissu hépatique. Elles constituent également la première ligne de défense face aux agressions 

que peut subir le tissu hépatique. Récemment, un atlas des populations cellulaires présentes au 

sein du tissu hépatique humain a été réalisé. Cet atlas a révélé l’hétérogénéité du tissu hépatique, 

ainsi que la présence de sous-populations cellulaires non étudiées à ce jour. Par exemple, cette 

étude a démontré que la population EPCAM+TROPint semblait être impliquée dans la 

régénération hépatique, l’apparition de maladies hépatiques et la formation de tumeurs 

(Aizarani et al., 2019). 

I.1.3 Les hépatites 

Les hépatites désignent une inflammation aigüe ou chronique du foie qui engendre des lésions 

hépatiques légères ou aggravées. Trois formes majeures d’hépatites sont reconnues : une forme 

aigüe ou fulminante, une forme chronique et l’insuffisance hépatique aigüe qui apparaît 

généralement sur une maladie hépatique chronique. Cette maladie peut évoluer vers la guérison 

ou vers une hépatite chronique qui peut à son tour progresser vers une fibrose hépatique, une 

cirrhose et enfin un cancer du foie.  

Les hépatites peuvent être causées par diverses étiologies, les étiologies virales étant les plus 

fréquentes. Viennent ensuite les étiologies toxiques puis métaboliques. Enfin, dans de plus rares 

cas, elles peuvent se développer à partir de maladies auto-immunes ou de maladies génétiques. 
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Virus Classification Mode de contamination Epidémiologie Hépatite induite Références 

VHA 
Famille : 

picornaviridae 
Genre : hepatovirus 

Ingestion d’eau ou d’aliments 
contaminés 

1 million de 
personnes par an 

Hépatite fulminante 

(Jefferies et 
al., 2018; 

Linder and 
Malani, 2017) 

VHB 

Famille : 
hepadnaviridae 

Genre : 
orthohepadnavirus 

Parentéral  
(Buccal ou sexuel) 
Fluides biologiques 

780 000 décès par 
an 

Hépatite chronique 

(Jefferies et 
al., 2018; 

Trépo et al., 
2014) 

VHC 
Famille : flaviviridae 

Genre : 
hepacivirus 

Parentéral 

71 millions de 
personnes atteintes, 
400 000 décès par 

an 

Hépatite aigüe 
asymptomatique 

puis hépatite 
chronique 

(Jefferies et 
al., 2018; 

Westbrook 
and Dusheiko, 

2014) 

VHD 

Famille : 
hepadnaviridae 

Genre :  
deltavirus 

Virus satellite, 
co-infection avec le VHB 

18 millions de 
personnes infectées 

Co-infection : 
Risque accrue de 
développer une 

hépatite 
fulminante/hépatite 
chronique sévère 

(Jefferies et 
al., 2018; 
Rizzetto, 

2015) 

VHE 

Famille : hepeviridae 

Genre :  

hepevirus 

Ingestion d’eau ou d’aliments 

contaminés 

20 millions de 

personnes infectées, 

400 000 décès par 

an 

Hépatite fulminante 

qui peut devenir 

chronique  

(Jefferies et 

al., 2018; 

Kamar et al., 

2014) 

Tableau 1 : Tableau regroupant les principales caractéristiques des virus des hépatites virales.                         

VHA/B/C/D/E : Virus de l’Hépatite A/B/C/D/E. 
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a) Hépatites virales 

Les hépatites virales se développent après l’infection par certains virus de l’hépatite. Cinq virus 

sont aujourd’hui décrits : Virus de l’Hépatite A (VHA), VHB, VHC, VHD et VHE. Les 

hépatites virales sont responsables de plus d’1,4 millions de décès par an dont 90% sont 

attribuables aux virus des hépatites B et C (Jefferies et al., 2018) (Tableau 1).  

b) Hépatites toxiques 

Les hépatites toxiques regroupent les hépatites induites par la surconsommation d’alcool, ainsi 

que les intoxications médicamenteuses et alimentaires. 

La physiopathologie des hépatites alcooliques est multifactorielle. La surconsommation 

d’alcool provoque une augmentation de la métabolisation de l’éthanol par le tissu hépatique. 

Cette métabolisation excessive va aboutir à la génération de ROS et provoquer une 

inflammation hépatique. De plus, la perméabilisation intestinale induite par la 

surconsommation d’alcool engendre une augmentation de la présence d’endotoxines dans le 

tissu hépatique et contribue à l’activation du système immunitaire et à l’amplification de 

l’inflammation hépatique mais va également augmenter le stockage hépatocytaire de lipides. 

La répétition de la consommation abusive d’alcool va aboutir à une stéatose alcoolique qui peut 

évoluer en cirrhose hépatique et progresser vers le développement d’un cancer du foie 

(Chayanupatkul and Liangpunsakul, 2014).  

Les intoxications médicamenteuses sont généralement des intoxications provoquées par 

l’ingestion de fortes doses de médicaments nocifs pour le foie. L’acétaminophène (ou 

paracétamol) est l’analgésique le plus vendu en France et le premier principe actif responsable 

d’intoxication aigüe, suivi du bromazépam et du citalopram (Mégarbane, 2017). A des doses 

trop importantes, la métabolisation de l’acétaminophène au niveau hépatique conduit à la 

production d’un métabolite actif, le N-acétyl-p-benzoquinone (NAPQI) qui va engendrer une 

déplétion en glutathion. Cette déplétion va causer un état de stress oxydatif et une hépatolyse, 

qui va aboutir à une hépatite aigüe qui peut parfois évoluer en hépatite chronique (Ichai and 

Samuel, 2011).  

Les hépatites induites par intoxications alimentaires, les intoxications par anatoxines ou 

aflatoxines, sont les plus rares et provoquent généralement des hépatites fulminantes.  
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Par exemple, l’intoxication par l’Aflatoxin B1 (AFB1), mycotoxine produite par les 

champignons de la famille Aspergillus, peut être retrouvée si la consommation de maïs ou de 

cacahuètes ayant été conservés dans un milieu humide et chaud est avérée. L’AFB1 est 

métabolisée dans le tissu hépatique en un intermédiaire actif qui peut se lier et causer des 

dommages à l’ADN. L’AFB1 peut induire des mutations dans les cellules hépatiques, comme 

par exemple sur le gène suppresseur de tumeurs p53, et favoriser le développement d’un CHC 

(El-Serag, 2012).  

c) Hépatites métaboliques 

Les hépatites métaboliques regroupent les hépatites provoquées par une alimentation riche en 

lipides et glucides qui induisent une stéatose hépatique. La stéatose hépatique (Non-Alcoholic 

Fatty Liver Disease, [NAFLD]) regroupe la stéatose hépatique non alcoolique (Non Alcoholic 

Fatty Liver, [NAFL]) ainsi que sa forme plus sévère, la stéatohépatite (Non Alcoolic Steato-

Hepatitis, [NASH]). Ces hépatites chroniques peuvent conduire au développement d’une 

cirrhose hépatique et au cancer du foie. Elles seront abordées avec plus de détails par la suite. 

d) Autres hépatites 

Cette catégorie regroupe les hépatites les plus rares comme les hépatites auto-immunes et les 

hépatites liées à des maladies génétiques :  

- Les hépatites auto-immunes (AutoImmune Hepatitis, [AIH]) : ces hépatites sont 

caractérisées par la présence d’une activation exagérée du système immunitaire. Cette 

activation peut se produire lorsque les réponses lymphocytaires effectrices sont 

abondantes et inappropriées ou en l’absence d’une régulation efficace. L’activation du 

système immunitaire entraîne l’apparition de lésions hépatiques et d’une hépatite 

chronique. Il existe 2 types d’AIH, caractérisées par la présence d’anticorps définis. 

L’AIH de type I est caractérisée par la présence d’anticorps antinucléaires (AntiNuclear 

Antibody, [ANA]) et/ou d’anticorps anti-muscle lisse (Smooth Muscle Antibody, 

[SMA]). L’AIH de type II est, quant à elle, retrouvée principalement chez les enfants et 

est définie par la présence d’anticorps contre les microsomes hépatiques du rein de type 

1 (LKM-1) ou d’anticorps anti-cytosol de type 1 du foie (Gerven et al., 2016) ; 
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- La maladie de Wilson est une maladie génétique qui se caractérise par la mutation du 

gène ATPB7 (ATPase Copper Transporting Beta-7). La dysfonction de la protéine 

ATPB7 induit une accumulation du cuivre dans le tissu hépatique. Cette accumulation 

induit un stress oxydatif, la formation de radicaux libres et la mort des hépatocytes. Elle 

induit généralement une insuffisance hépatique aigüe ou une hépatite chronique et est 

généralement associée à des désordres neurologiques (Shribman et al., 2019) ; 

- L’hémochromatose caractérise de nombreuses maladies génétiques liées à une 

surcharge en fer hépatique. La plus fréquente est l’hémochromatose liée à la mutation 

du gène HFE. La mutation de ce gène induit une augmentation de l’absorption du fer 

dans le tissu hépatique et l’activation de la fibrose hépatique. L’hémochromatose 

provoque une cirrhose hépatique qui peut évoluer vers un carcinome hépatocellulaire 

(Brissot et al., 2017). 
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I.2 Physiologie cellulaire 

I.2.1 Types de mort cellulaire 

La mort cellulaire est un processus biologique courant dans tout organisme vivant. Elle participe 

notamment à de nombreux processus physiologiques et permet de garantir l’homéostasie 

cellulaire et tissulaire. La mort cellulaire représente également une stratégie de défense de 

l’organisme en éliminant sélectivement les cellules infectées, endommagées ou mutées qui 

pourraient compromettre l’homéostasie générale du tissu. Néanmoins, les processus de mort 

cellulaires peuvent également contribuer au développement de désordres pathologiques. 

De nombreux types de morts cellulaires sont décrits à ce jour dans la littérature. Trois types de 

morts cellulaires majeurs peuvent être distingués :  

- L’apoptose est caractérisée par l’activation de voies de signalisation nécessitant la 

présence de caspases initiatrices et exécutrices. Elle aboutit à la condensation de la 

chromatine ajoutée à une fragmentation de l’ADN et à la formation de corps 

apoptotiques ; 

- L’autophagie est définie par la séquestration au sein d’autophagosomes d’une partie du 

cytoplasme et d’organites cellulaires dans le but de permettre à la cellule de survivre en 

cas de dérégulation métabolique (par exemple un faible niveau en ATP (Adénosine 

Triphosphate), une privation de nutriments et d’acides aminés, etc.) ou pour éliminer 

des organites endommagés. Un excès d’autophagie, lié à la perte de contrôle de ce 

processus cellulaire conduit à l’activation de l’apoptose de la cellule ; 

- La nécrose cellulaire est caractérisée par une rupture de la membrane plasmique et une 

perte des structures cellulaires sans condensation de la chromatine. Ces caractéristiques 

morphologiques sont retrouvées dans la nécrose (mort « accidentelle ») et la nécroptose 

(mort cellulaire « programmée »). 

D’autres types de mort cellulaire sont également décrits comme l’anoïkis, la cornification, 

l’entose, la catastrophe mitotique, la NETose, la parthanatos ou encore la pyroptose (Green and 

Llambi, 2015). 
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Schéma 4 : Voie de signalisation simplifiée de l’apoptose intrinsèque (à partir d’Estaquier et al., 2012). 

APAF-1 : Apoptotic Peptidase Activating Factor 1 ; Bak : Bcl-2 homologous Antagonist Killer ; Bax : Bcl-2–Associated X ; 

Cyt-c : Cytochrome c ; Htr2A : 5-hydroxytryptamine receptor 2A ; SMAC : Second Mitochondria-derived Activator of 

Caspase. 
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I.2.2 L’apoptose 

L’apoptose est le type de mort cellulaire le plus décrit dans la littérature. Cette mort cellulaire 

peut être induite par deux voies d’activation différentes : une voie d’activation intrinsèque 

mitochondriale, voie majeure d’apoptose chez les vertébrés, et une voie d’activation 

extrinsèque, qui nécessite la fixation d’un ligand de mort cellulaire sur son récepteur pour être 

induite. Ces deux voies peuvent également se croiser : la voie extrinsèque peut permettre 

l’activation de la voie intrinsèque par l’intermédiaire de la caspase-8 et le clivage de Bid (Green 

and Llambi, 2015). 

La voie intrinsèque de l’apoptose peut être engagée suite à des dommages à l’ADN, un stress 

du réticulum endoplasmique ou encore un milieu défavorable à la survie de la cellule. Elle 

nécessite l’action de protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl2 (Bax et Bak par exemple) 

qui vont induire une perméabilisation de la membrane mitochondriale et le relargage de facteurs 

pro-apoptotiques, comme le cytochrome c (Cyt-c), SMAC (Second Mitochondria-derived 

Activator of Caspases) et HtrA2 dans le cytosol. Suite au relargage de ces protéines, un 

complexe multi-protéique va être formé : l’apoptosome. L’apoptosome se compose de Cyt-c, 

de la procaspase-9 ainsi que de la protéine APAF-1 (Apoptotique Protease-Activating Factor 

1). Dans ce complexe, la caspase-9 va être activée et induire l’activation des caspases 

exécutrices, les caspase-3 et caspase-7. Ces caspases exécutrices vont cliver des composants 

cellulaires indispensables aux processus physiologiques comme l’ADN. Leurs activités 

enzymatiques va également engendrer la réorganisation du cytosquelette, la formation de corps 

apoptotiques et induire la mort de la cellule (Estaquier et al., 2012) La voie intrinsèque de 

l’apoptose est décrite dans le schéma 4.  

La voie extrinsèque de l’apoptose est induite par des récepteurs de mort cellulaire possédant un 

domaine de mort (Death Domain, [DD]) et appartenant à la superfamille du TNF-R (Tumor 

Necrosis Factor-Receptor). Cette superfamille inclue les récepteurs TNFR1 (Tumor Necrosis 

Factor Recepteur), TRAIL-R1 et TRAIL-R2 (Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis 

Inducing Ligand Receptor) et Fas (Apo-1 ou CD95).   

a) L’apoptose induite par le TNF-α 

Le TNF-α (Tumor Necrosis Factor) est un ligand qui appartient aux ligands de la superfamille 

du TNF. Cette famille compte 19 membres dont le TNF-α, TRAIL et FasL, ligands les plus 

décrits dans la littérature. Cette cytokine joue un rôle clef au cours des inflammations 

chroniques ou aigües.  
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Schéma 5 : Voie de signalisation induisant la survie cellulaire ou la mort cellulaire par apoptose après fixation du TNF-

α sur son récepteur (Réalisé à partir de Dondeliger et al., 2016).                                                         

cIAP1/2 : Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein 1/2 ; FADD : Fas-Associated protein with Death Domain ; NFκB : Nuclear 

Factor-kappa B ; LUBAC : Linear UBiquitination Assembly Complex ; RIPK1 : Receptor-Interacting serine/threonine-

Protein Kinase 1 ; TAB2 : TGF-beta Activated kinase 1 (MAP3K7) Binding protein 2 ; TAK1 : Transforming growth factor 

beta-Activated Kinase 1 ; TRADD : TNFR1-Associated Death Domain.  
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En se fixant sur son récepteur, le TNFR1, le TNF-α induit différents types de réponses 

cellulaires en fonction du type cellulaire et de l’environnement : la survie et la prolifération, 

l’inflammation ou encore la mort cellulaire par apoptose ou nécroptose (Ting and Bertrand, 

2016).   

De manière générale, la fixation du TNF-α sur son récepteur spécifique, le TNFR1 n’induit pas 

la mort de la cellule, mais conduit à la formation d’un complexe membranaire, le complexe I. 

Ce complexe est composé des protéines TRADD (TNFR1-Associated Death Domain), RIPK1 

(Receptor-Interacting Protein Kinase 1) et TRAF2. La protéine TRAF2 interagit avec les E3 

ubiquitine ligases cIAP1 et cIAP2 (Inhibitor of Apoptosis Protein) qui vont ubiquitinyler 

RIPK1. Les chaînes d’ubiquitines générées vont permettre le recrutement du complexe LUBAC 

(Linear UBiquitin Assembly Complex). Ce complexe permet l’ajout d’une chaîne linéaire 

d’ubiquitines sur RIPK1 et va permettre de recruter les protéines nécessaires à l’activation de 

la voie de signalisation du NFκB (Nuclear Factor-kappa B) et la survie des cellules 

(Dondelinger et al., 2016; Sedger and McDermott, 2014) .  

En cas d’inhibition de la voie de signalisation du NFκB, le complexe cytosolique IIa va être 

formé. Ce complexe se compose des protéines TRADD, FADD (Fas-Associated protein with 

Death Domain) et de la caspase-8. L’activation de la caspase-8 au sein de ce complexe va 

permettre d’induire une apoptose RIPK1-indépendante. En cas d’absence des E3 ubiquitines 

ligases (cIAP1/2 ou LUBAC), le complexe cytosolique IIb, composé des protéines RIPK1, 

FADD et de la caspase-8 va se former. La formation et l’activité de ce second complexe dépend 

de l’activité kinase de la protéine RIPK1. L’activation de la caspase-8 dans le complexe IIb va 

initier une apoptose RIPK1-dépendante (Belizário et al., 2015; Feoktistova and Leverkus, 2015) 

(Schéma 5). 

b) L’apoptose induite par le ligand TRAIL 

Le ligand TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) est une glycoprotéine 

membranaire de type II. Ce ligand peut se fixer à plusieurs récepteurs membranaires ou à son 

récepteur soluble. Il peut induire la survie ou la mort cellulaire par apoptose ou nécroptose en 

se fixant sur les récepteurs TRAIL-R1 (ou DR4, TNFSF10A) et TRAIL-R2 (ou DR5, KILLER, 

TNFSF10B). DR4 et DR5 sont tous les deux exprimés chez l’homme alors que seul DR5 est 

présent chez la souris (Wu et al., 1999).  

 



22 
 

  

Schéma 6 : Voie de signalisation induisant l’apoptose ou la survie cellulaire après fixation de TRAIL sur son récepteur activateur

(Réalisé à partir de Lafont et al., 2018).                                                                                                                                            

cIAP1/2 : Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein 1/2 ; FADD : Fas-Associated protein with Death Domain ; NFκB : Nuclear Factor-

kappa B ; LUBAC : Linear UBiquitination Assembly Complex ; OPG : Ostéoprotégérine ; RIPK1 : Receptor-Interacting 

serine/threonine-Protein Kinase 1 ; TAB2 : TGF-beta Activated kinase 1 (MAP3K7) Binding protein 2 ; TAK1 : Transforming growth 

factor beta-Activated Kinase 1 ; TRAF2 : TNF Receptor-Associated Factor 2 ; TRAIL : Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis 

Inducing Ligand. 
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TRAIL peut également se fixer sur trois autres récepteurs, qui jouent le rôle de leurre et 

n’induisent pas un signal de mort cellulaire : TRAIL-R3 (ou DcR1, TRID, TNFSF10C) qui est 

un récepteur membranaire dont le domaine de mort est absent, TRAIL-R4 (ou DcR2, 

TNFRSF10D) qui possède un domaine de mort tronqué et non fonctionnel et le récepteur 

soluble OPG (ostéoprotégérine) (Daniels et al., 2005).   

L’interaction de TRAIL avec ses récepteurs agonistes induit la fixation de la protéine FADD 

sur la partie intracellulaire du récepteur DR4 ou DR5 via le domaine de mort. La fixation de 

FADD va conduire au recrutement de RIPK1, des procaspases-8 et -10, de cFLIP et également 

de LUBAC et la formation d’un premier complexe, le complexe I (Lafont et al., 2017). La 

poursuite de la signalisation vers la survie cellulaire ou la mort cellulaire par apoptose ou 

nécroptose dépend de l’expression, de la présence et de la fonctionnalité de nombreuses 

protéines. Plus particulièrement, de nombreuses E3-ubiquitine ligases peuvent interagir avec 

les protéines de ce complexe et favoriser la survie ou la mort de la cellule. 

La présence de la E3-ubiquitine ligase Cullin-3 induit l’ubiquitinylation de la caspase-8. Cette 

ubiquitination peut ensuite être reconnue par p62, une ubiquitine-binding protéine induisant 

l’oligomérisation de la caspase-8, son activation et l’apoptose de la cellule (via l’activation des 

caspases effectrices, caspase-3, caspase-6 et caspase-7) (Jin et al., 2009). TRAF2 peut 

également ubiqutinyler la caspase-8 et induire sa dégradation par le protéasome, empêchant 

ainsi la réalisation de l’apoptose (Gonzalvez et al., 2012). De la même façon, le recrutement de 

la protéine LUBAC limite l’activation de la caspase-8 au sein du complexe I, en favorisant le 

recrutement de la protéine A20. Il est suggéré que la protéine A20 puisse limiter l’induction de 

l’apoptose en ubiquitinylant RIPK1, ce qui diminuerait l’activation de la caspase-8 dans ce 

complexe (Bellail et al., 2012).  

RIPK1, lorsqu’elle a auparavant été ubiquitinylée par cIAP1/2, peut également être 

ubiquitinylée par LUBAC (Lafont et al., 2017). La chaîne d’ubiquitines ajoutée par LUBAC 

induit le recrutement d’autres protéines, l’activation de la voie de signalisation du NFκB et 

favorise la survie cellulaire. La signalisation de TRAIL peut promouvoir la transcription de 

cytokines pro-inflammatoires comme CCL-2, IL-8, CXCL-1 ou CXCL-5 et de facteurs anti-

apoptotiques tels que cFLIP (Lafont et al., 2018).   
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L’impossibilité d’induire un signal de survie induit la formation d’un second complexe, le 

complexe II au niveau cytosolique. Ce complexe est formé de FADD, TRAF2, RIPK1, 

LUBAC, NEMO (NF-kB Essential Modulator) et de la procaspase-8. L’oligomérisation et 

l’activation de la caspase-8 conduit à l’apoptose de la cellule (Schéma 6).  

a) L’apoptose induite par le ligand FasL 

L’induction de l’apoptose après la fixation du ligand FasL (CD95L) sur son récepteur Fas 

(CD95) conduit à la formation du complexe DISC (Death-Inducing Signaling Complex).  

Ce complexe est composé du couple ligand/récepteur, de FADD, de la procaspase-8 et de la 

procaspase-10. La dimérisation des procaspases permet leur activation, leur clivage et leur 

libération dans le cytoplasme. Elles vont pouvoir activer les caspases effectrices (caspase-3 et 

caspase-7) et induire la mort de la cellule (O’ Reilly et al., 2016). 

b) L’apoptose dans les maladies hépatiques 

Au sein du tissu hépatique, l’apoptose permet de contrôler l’homéostasie hépatique et contribue 

à l’équilibre entre perte et remplacement des cellules hépatiques : 0.05% des hépatocytes sont 

renouvelés en permanence par apoptose. Un déséquilibre entre perte et remplacement induit 

une pathologie hépatique. 

La mort cellulaire par apoptose permet notamment l’élimination des virus lors d’une infection. 

Elle est induite par les cellules immunitaires (principalement les KC ou les NK) lorsqu’une 

cellule infectée est détectée (Fischer et al., 2007). L’apoptose joue également un rôle dans les 

hépatites chroniques. En effet, le relargage de DAMPs par les hépatocytes morts par apoptose 

induit l’activation d’autres cellules hépatiques, telles que les cellules étoilées ou les KC. Ces 

cellules peuvent induire la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires qui amplifient les 

dommages hépatiques mais également sécréter des médiateurs fibrogéniques (TGF-β ou PDGF 

par exemple) qui vont permettre d’induire la fibrogenèse au sein du tissu (Ganz and Szabo, 

2013).  

L’apoptose est également mis en cause dans le développement de cancers hépatiques. En effet, 

la mort cellulaire induit la prolifération d’hépatocytes sains et peut permettre l’apparition de 

mutations pro-tumorales. De plus, la résistance des cellules cancéreuses à l’apoptose permet 

leur survie et le maintien de la tumeur.  
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Plusieurs systèmes d’évasion apoptotique sont décrits dans la littérature et conduisent tous à 

l’impossibilité d’induire l’apoptose chez les cellules mutées, favorisant leur survie et une 

prolifération exagérée :  

- L’inhibition de l’expression de membres pro-apoptotiques tels que Bax, ou la 

surexpression de membres anti-apoptotiques, comme Bcl-xL ou survivine induit la 

suractivation de la voie cellules NFκB et permet la survie des cellules, leur prolifération 

et l’induction d’un environnement inflammatoire ; 

- La perte ou l’inefficacité de suppresseurs de tumeurs (par exemple p53) induit la 

prolifération des cellules mutées ; 

- La suppression d’oncogènes va permettre d’augmenter la prolifération des cellules 

mutées et l’apparition de cancers (Shan and Li, 2002). 

La résistance des cellules cancéreuses à l’induction de l’apoptose peut aussi être liée aux 

récepteurs de mort cellulaire. En effet, il a été démontré qu’une augmentation des récepteurs 

leurres (DcR1, DcR2 et OPG) pouvait interférer avec l’activation des récepteurs activateurs de 

TRAIL (DR4 et DR5) et induire la résistance des cellules à la mort cellulaire induite par le 

ligand TRAIL (O’Leary et al., 2016). Le ligand TRAIL est utilisé, notamment par les cellules 

NK, afin de promouvoir leur activité antivirale et anti-tumorale cytolytique (Kayagaki et al., 

1999; Sato et al., 2001). La résistance des cellules cancéreuses à l’induction de l’apoptose par 

le ligand TRAIL (via des mutations oncogéniques dans la cascade de signalisation) contribue à 

l’échappement de la tumeur à la réponse immunitaire et permet la progression, l’invasion et la 

présence de métastases, notamment dans des modèles murins de cancers pancréatiques et 

pulmonaires (von Karstedt et al., 2015).  

L’expression du ligand FasL est également augmentée dans un grand nombre de cancers et a 

été corrélé avec un faible taux de survie des patients atteints de cancers colorectaux, gastriques, 

pulmonaires, etc. (Houston and O’Connell, 2004). Le ligand FasL exprimé à la surface de ces 

cellules cancéreuses est fonctionnel et des études ont mis en évidence le rôle de ce ligand dans 

l’apoptose des cellules immunitaires anti-tumorales comme les lymphocytes (Bennett et al., 

1998; Okada et al., 2000; Zheng et al., 2003).  
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Schéma 7 : Processus moléculaire de l’autophagie (Réalisé à partir de Green et Llambi, 2015).                                    

AMPK : AMP-activated protein Kinase ; Atg : Autophagy-related protein ; Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 ; FIP2000 : family 

Integrating Protein 2000 ; mTORC1 : mammalian Target Of Rapamycin Complex 1 ; ULK1 : Unc-51 Like Autophagy 

Activating Kinase 1. 
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Cependant, l’apoptose n’est pas le seul type de mort cellulaire impliqué dans la progression des 

maladies hépatiques. En effet, Kotsafti et al., ont démontré que l’apoptose et l’autophagie 

pouvaient être toutes les deux impliquées dans les phases précoces et intermédiaires 

d’infections aux virus des hépatites et pourraient fonctionner de concert afin de tenter de 

contenir l’infection virale et de limiter les dégâts dans le tissu hépatique (Kotsafti et al., 2012).  

I.2.3 L’autophagie 

L’autophagie est un processus cellulaire caspase-indépendant de survie qui sera engagé afin de 

lutter contre les déplétions métaboliques (déplétion en ATP ou en nutriments essentiels au bon 

fonctionnement de la cellule) ou contre des mutations activatrices d’oncogènes (Gozuacik and 

Kimchi, 2004). Elle peut également jouer un rôle dans l’élimination de micro-organismes, de 

cellules tumorales ou dans la présentation d’antigènes aux cellules immunitaires. Trois types 

d’autophagie sont décrits à ce jour : la macroautophagie, la microautophagie et l’autophagie 

dépendante des protéines chaperonnes. La mort cellulaire induite par autophagie se rapporte 

généralement à la macroautophagie.  

La macroautophagie est physiologiquement inhibée par la voie de signalisation mTORC1 (via 

la protéine Beclin-1, orthologue mammifère de la protéine Atg6 chez la levure). Elle peut être 

activée dans certaines conditions par la voie PI3K-AkT. Cette activation conduit au 

confinement d’une partie des organelles du cytosol autour d’une membrane : le phagophore. Ce 

dernier est formé à l’aide des protéines Atg. 31 protéines Atg différentes sont connues pour être 

impliquées dans la formation du phagophore et son élongation. L’élongation du phagophore va 

aboutir à la séquestration d’une partie des organelles cytosoliques et à la formation de 

l’autophagosome. Cet autophagosome va ensuite fusionner avec les lysosomes pour former un 

autolysosome ou autophagolysosome et induire la dégradation du contenu séquestré à l’aide 

notamment de l’enzyme Atg15 qui induit la lyse des corps autophagiques. La mort de la cellule 

va résulter de l’accumulation d’autophagosomes et d’autolysosomes dans le cytoplasme 

cellulaire (Mizushima, 2007). Les processus moléculaires conduisant à la mort cellulaire par 

autophagie sont décrits sur le schéma 7.  

Dans les maladies hépatiques, l’autophagie est un mode de mort cellulaire reconnu pour son 

rôle dans l’infection virale des hépatocytes, notamment par le VHC. En effet, l’infection par le 

VHC induit la translocation de la protéine Atg5 au niveau du réticulum endoplasmique, la 

formation de phagophores et l’enclenchement de la macroautophagie. La formation 

d’autophagosomes au cours de l’autophagie permet la réplication du virus, et sa dissémination 

aux cellules adjacentes (Wang and Ou, 2018). 
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L’autophagie joue également un rôle dans la stéatose et dans l’atteinte hépatique générée au 

cours de la NAFLD ou des maladies hépatiques alcooliques. En effet, dans la NAFLD ou les 

maladies alcooliques chroniques, la surconsommation d’alcool ou un régime déséquilibré en 

lipides, induit une diminution de l’expression des protéines Atg3 et Atg5. Ces protéines sont 

impliquées dans la formation du phagophore et la diminution de leur expression, réduit 

l’autophagie cellulaire. La diminution des capacités d’autophagie engendre l’accumulation de 

mitochondries défectueuses, induit un stress oxydatif et conduit à des dommages chroniques au 

sein du tissu hépatique (Liu et al., 2017). Les autophagosomes, dans le contexte de la NAFLD 

permettent également de réguler et de dégrader les lipides présents dans le tissu hépatique. Le 

dysfonctionnement de l’autophagie induit une augmentation de lipides au sein des hépatocytes 

et contribue aux dommages hépatocytaires. De plus, l’autophagie est un mécanisme cellulaire 

permettant aux macrophages de limiter la fibrose hépatique en protégeant les hépatocytes sains 

par l’élimination des déchets cellulaires (Khambu et al., 2018).  

La diminution de l’autophagie au cours d’une maladie hépatique augmente la présence de 

déchets cellulaires et de ROS au sein du tissu hépatique et contribue à l’inflammation du tissu.  

L’autophagie, ainsi que l’apoptose et d’autres types de morts cellulaires peuvent interagir 

ensemble et de manière parallèle afin de contrer une infection ou tenter de limiter les dommages 

cellulaires. L’autophagie a été associée à des morts cellulaires indépendantes des caspases au 

cours des hépatites fulminantes, aboutissant à la nécrose ou la nécroptose des hépatocytes 

(Wang, 2015). 

I.2.4 La nécrose cellulaire 

La nécrose ou mort cellulaire nécrotique regroupe différents processus de mort cellulaire 

possédant en commun une perte de l’intégrité de la membrane plasmique. La nécrose cellulaire 

est induite lorsque l’homéostasie et l’intégrité cellulaire sont rompues. La rupture de la 

membrane plasmique va induire un relargage extracellulaire du contenu cytoplasmique dont 

des ROS, contribuant à l’inflammation du tissu. Pendant longtemps, la nécrose cellulaire a été 

définie comme étant un processus passif de mort cellulaire accidentelle liée à des dommages 

physico-chimiques ou mécaniques. Cependant, la nécrose n’est pas toujours accidentelle et peut 

également être induite par une signalisation intracellulaire spécifique. Dans ces cas-là, la 

nécrose cellulaire programmée ou nécroptose est décrite (Green and Llambi, 2015).  
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Schéma 8 : Voie de signalisation de la nécroptose (Réalisé à partir de Jouan-Lanhouet et al., 2014 ; Lafont et al., 2017).               

c-FLIP : cellular FLICE-Like Inhibitory Protein ; FADD : Fas-Associated protein with Death Domain ; MLKL : Mixed Lineage 

Kinase domain Like ; RIPK1/3 : Receptor-Interacting serine/threonine-Protein Kinase 1/3 ; TNF Receptor-Associated Factor 2 ; 

TRAIL : Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand. 
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La nécroptose peut être induite par la fixation de ligands de la superfamille du TNF sur leurs 

récepteurs spécifiques et lorsque les voies de survie cellulaire et d’apoptose sont inhibées. 

Notamment, l’inactivation de la protéine FADD (Fas-Associated Death Domain) ou des 

caspases, et plus particulièrement de la caspase-8, ou encore des conditions de pH 

extracellulaire acide peuvent favoriser une mort cellulaire par nécroptose (Holler et al., 2000; 

Jouan-Lanhouet et al., 2012; Meurette et al., 2007). La présence de Smac mimétiques (Second 

mitochondrial activator of caspases) peut également permettre d’induire la nécroptose dans 

certains types cellulaires. En effet, ces Smac mimétiques possèdent la capacité de bloquer les 

protéines cIAP1/2 et XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis), impliquée dans l’induction de 

l’apoptose (Welsh et al., 2016).   

Lorsque l’apoptose n’est pas possible, la formation d’un complexe cytosolique nommé 

nécrosome est formé (Zhou and Yuan, 2014). Ce complexe contient la protéine FADD, les 

protéines kinases RIPK1 (Receptor-Interacting serine/threonine Protein Kinase 1), RIPK3, 

MLKL (Mixed Lineage Kinase domain Like pseudo-kinase) et la procaspase-8.  

L’autophosphorylation de RIPK1 (Ser14/15, Ser166 chez l’homme, et Ser14/15 chez la souris) 

ainsi que la phosphorylation de RIPK3 (Ser227 chez l’homme et Thr231/Ser232 chez la souris) 

permettent leur association, la formation d’oligomères et leur activation. L’activation de RIPK3 

est indispensable au recrutement de la pseudo-kinase MLKL et à sa phosphorylation (Thr357 

et Ser358 chez l’homme, Thr349, Ser347 et Ser352 chez la souris) (Cho et al., 2009; He et al., 

2009; Moriwaki and Chan, 2017). La phosphorylation de MLKL engendre la formation 

d’homotrimères et sa translocation vers la membrane plasmique. Certaines études montrent que 

la présence d’homotrimères de MLKL à la membrane plasmique induit la formation de pores à 

la membrane permettant un influx d’ions Ca2+ et Na+ et rompre l’homéostasie osmotique (Chen 

et al., 2014). D’autres études supposent que l’oligomérisation de MLKL permettrait l’activation 

massive d’enzymes telles que la NADPH Oxidase 1 (NOX1) responsable de l’oxydation des 

lipides de la membrane plasmique au cours de la nécroptose (Belizário et al., 2015; Feoktistova 

and Leverkus, 2015; Kim et al., 2007) (Schéma 8). 

Dans les maladies hépatiques, les morts cellulaires par nécrose ou nécroptose sont moins 

décrites que la mort par apoptose. Cependant, des études semblent démontrer que la présence 

de ce type de mort cellulaire hautement inflammatoire amplifierait les dégâts hépatiques et 

contribueraient à la progression de la maladie hépatique. 
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Modèles RIPK1 RIPK3 MLKL 

APAP 

Modèles Murins 

(injection APAP) 

 Augmentation de l’expression (An et al., 2013) 

 Inhibition de RIPK1 (via Nec1) : protection  

(Dara et al., 2015; Zhang et al., 2014) 

 Inhibition de RIPK1 (via Nec1S) : protection (An 

et al., 2013; Deutsch et al., 2015) 

 Souris RIPK1LPC-KO : sensibilisation (Schneider 

et al., 2017) 

 Souris RIPK1LPC-KO : protection 

(Dara et al., 2015) 

 Augmentation de l’expression (An et al., 2013; 

Ramachandran et al., 2013; Yan et al., 2016) 

 Souris RIPK3-/- : pas d’effet 

(Dara et al., 2015; Yan et al., 2016) 

 Souris RIPK3-/- : protection (Deutsch et al., 2015; 

Ramachandran et al., 2013) 

 Augmentation de l’expression (Yan et al., 

2016) 

 Souris MLKL-/-: pas d’effet 

(Dara et al., 2015; Günther et al., 2018) 

Cultures d’Hépatocytes 

Humains primaires [HHP] 

ou 

expression dans le tissu 

hépatique de patients 

 Augmentation de l’expression de RIPK1 sur 

HHP 

(Dara et al., 2015) 

 Inhibition de RIPK1 (via Nec1) : protection  

(Dara et al., 2015; Ramachandran et al., 2013) 

 Inhibition de RIPK1 (via siARN ou Nec1) : pas 

d’effet  

(Li et al., 2014; Zhang et al., 2014) 

 Pas de modification de l’expression de RIPK3 

sur HHP 

(Dara et al., 2015) 

 Inhibition de RIPK3 : protection (Zhang et al., 

2014) 

 Augmentation de l’expression chez les patients 

(Deutsch et al., 2015) 

 Pas de modification de l’expression chez les 

patients (Günther et al., 2018) 

Pas de données 

Tableau 2 : Tableau regroupant les diverses études de la nécroptose dans les maladies hépatiques (partie 1/2). 
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Par exemple, une intoxication à l’acétaminophène induirait le relargage de HMGB1 (High–

Mobility Group Box 1) chez les patients. L’HMBG1 est une protéine nucléaire qui est 

passivement libérée par les cellules nécrotiques et permet d’induire une réponse immunitaire 

en interagissant avec différents récepteurs membranaires incluant RAGE (Receptor for 

Advanced Gycation End products) et certains TLRs (Lotze and Tracey, 2005).  

La présence de nécrose cellulaire a été mise en évidence au cours des maladies hépatiques 

chroniques. En effet, au cours d’une maladie alcoolique chronique, la métabolisation de l’alcool 

induit la génération de ROS. Ces ROS induisent la mort des hépatocytes par apoptose, mais 

également par nécrose. La délétion de RIPK3 dans un modèle murin de consommation 

chronique d’alcool diminue la présence de ROS et protège le tissu hépatique des dommages 

hépatiques et de la stéatose (Roychowdhury et al., 2013). De plus, la nécroptose a également 

été évoquée dans la stéatose hépatique non alcoolique. En effet, une augmentation de la mort 

cellulaire, détectée par l’augmentation des transaminases hépatiques, est observée chez des 

patients atteints de NASH. L’augmentation de ces transaminases hépatiques a également été 

corrélée avec l’augmentation de l’expression de la protéine RIPK3 (Gautheron et al., 2014). 

Enfin, la délétion de la protéine RIPK3 dans un modèle murin d’induction de stéatohépatite non 

alcoolique protège le tissu hépatique de la fibrose hépatique (Gautheron et al., 2014).  

Cependant, le rôle de la nécroptose n’est pas encore clairement établi dans la littérature. En 

effet, de nombreuses études, notamment portant sur des modèles d’induction d’hépatite aiguë, 

se contredisent. Le tableau 2 rassemble la majorité des études murines et observations sur 

patients réalisées dans le cadre de maladies hépatiques aiguës (intoxication à l’acétaminophène, 

[APAP] ; maladie auto-immune, [AIH]) et chroniques (NAFLD/NASH).  

En 2016, Dara et al., ont publié une revue tentant d’expliquer les différences de résultats 

observés entre les études (Dara et al., 2016). Plusieurs points ont été soulevés : premièrement, 

les études sur des souris déficientes en RIPK3 (souris RIPK3-/-) comparent les souris RIPK3-/- 

avec des contrôles qui ne se sont pas les souris issues d’une même portée et proviennent parfois 

de lignées de souris différentes dont la susceptibilité peut varier dans certains modèles 

d’hépatites. Par exemple, Ramachandran et al., ont observé une protection face à la toxicité de 

l’APAP sur le tissu hépatique des souris déficientes pour RIPK3 (Ramachandran et al., 2013). 

Cependant, ces souris étaient issues de la lignée C57Bl/6N et ont été comparées à des souris 

sauvages provenant de la lignée C57Bl/6J. Or, la lignée C57Bl/6N est plus résistante à 

l’induction de dommages hépatiques par l’APAP que la lignée C57Bl/6J (Bourdi et al., 2011).  
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 Modèles RIPK1 RIPK3 MLKL 

AIH 

Modèles murins 

(injection de ConA) 

 Augmentation de l’expression (Deutsch et al., 

2015; Günther et al., 2016; Liedtke et al., 2011) 

 Augmentation de l’activité kinase (Filliol et al., 

2017a)    

 Inhibition de l’expression (via Nec1) : protection 

(Arshad et al., 2015; Filliol et al., 2017a; Jouan-

Lanhouet et al., 2012) 

 Inhibition de l’expression (via Nec1) : 

sensibilisation (Deutsch et al., 2015; Suda et al., 

2016) 

 RIPK1LPC-KO : sensibilisation (Deutsch et al., 

2015; Filliol et al., 2016) 

 Augmentation de l’expression (Deutsch et al., 

2015) 

 Pas  de modification de l’expression (Günther et 

al., 2016) 

 Souris RIPK3 -/- : pas d’effet (Günther et al., 

2016; Suda et al., 2016; Weinlich et al., 2013) 

 Souris RIPK3 -/- : protection (Deutsch et al., 

2015; Kang et al., 2015) 

 Augmentation de l’expression (Günther et 

al., 2016) 

 MLKL-/- : protection (Günther et al., 2016) 

 MLKL-/- : pas d’effet (Suda et al., 2016)  

 

HHP ou 

expression dans le tissu 

hépatique de patients 

Pas de données 

 Augmentation de l’expression chez les patients 

(Deutsch et al., 2015) 

 Augmentation de l’expression 

NAFLD 

NASH 

Modèles Murins Pas de données 

 Augmentation de l’expression (souris nourries 

avec MCD) (Afonso et al., 2015) 

 Souris Ripk3-/-nourries avec MCD : protection 

(Afonso et al., 2015; Gautheron et al., 2014) 

 Souris RIPK3 -/- nourries avec HFD : 

sensibilisation (Roychowdhury et al., 2016) 

 Augmentation de l’expression (souris 

nourries avec MCD) (Afonso et al., 2015) 

 

Cultures d’hépatocytes 

humains ou 

expression dans le tissu 

hépatique de patients 

Pas de données 

 Augmentation de l’expression chez les patients 

(Afonso et al., 2015) 
Pas de données 

 Tableau 3 : Tableau regroupant les diverses études de la nécroptose dans les maladies hépatiques (partie 2/2).
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De plus, dans le cadre des études portant sur la NAFLD et la NASH, la diversité des régimes 

alimentaires disponibles peut induire des différences phénotypiques. 

De même, les hépatocytes n’exprimant pas de manière basale la protéine RIPK3, la possibilité 

d’une mort par nécroptose au sein de ces cellules a été remise en cause. Par ailleurs, l’inhibition 

de l’apoptose dans les hépatocytes in vitro n’induit pas un switch vers une mort nécrotique, 

mais protège les hépatocytes de la mort cellulaire (Suda et al., 2016). Cependant, Günther et 

al., ont démontré la possibilité d’une mort par nécroptose impliquant RIPK1 et MLKL mais 

indépendante de RIPK3 dans un modèle d’hépatite induite par la ConA (Günther et al., 2016).  

L’ensemble de ces données démontrent l’importance de la mort cellulaire dans les maladies 

hépatiques aiguës ou chroniques. De plus, une récente étude menée par Seehawer et al., a 

démontré que le type de mort cellulaire dans le foie impactait sur le type de cancer développé.  

En effet, ils ont montré que lorsque les hépatocytes mouraient par apoptose, les précurseurs des  

cellules cancéreuses évoluaient en carcinome hépatocellulaire alors que lorsqu’elles mouraient 

par nécroptose, l’environnement inflammatoire associé à la nécroptose favorisait le 

développement d’un cholangiocarcinome intrahépatique (CCI) (Seehawer et al., 2018). Cibler 

de manière thérapeutique la mort cellulaire permettrait de limiter la mort des hépatocytes, 

l’inflammation, la régénération, la fibrose et la progression de la maladie hépatique. 

I.2.5 La protéine RIPK1 

a) Rôle de RIPK1 dans la mort cellulaire 

La protéine RIPK1 (Receptor-Interacting Protein Kinase 1) est une kinase de la famille des RIP. 

Elle est composée d’un domaine kinase en N-ter qui lui confère toutes les fonctionnalités d’une 

séronine/thréonine kinase. Son domaine intermédiaire comprend un motif RHIM (RIP 

Homotypic Interaction Motif), qui lui permet notamment d’interagir avec la protéine RIPK3 et 

d’induire la mort cellulaire par nécroptose. Enfin, elle possède un domaine de mort cellulaire 

en C-ter (Death Domain, [DD]). Le DD est impliqué dans les interactions avec, entre autres, les 

récepteurs de mort cellulaires (Fas, TNFR, TRAILR) ou certaines protéines présentes au sein 

des différents complexes comme FADD ou TRADD (Zhang et al., 2010). 

RIPK1 est centrale, à la fois dans l’induction de la survie cellulaire par la voie de signalisation 

du NFκB mais également dans l’induction de l’apoptose, et lorsque celle-ci n’est pas possible, 

de la nécroptose. Ses fonctions ont été historiquement associées à la mort cellulaire induite par 

le TNF-α.  
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Schéma 9 : Domaines et modifications post-traductionnelles de la protéine RIPK1 (Réalisé à partir de Zhang et al., 2010).  

DAI : DNA-dependent Activator of IFN-regulatory factors ; FADD : Fas-Associated protein with Death Domain ; OPTN : 

Optineurine ; RIPK1/3 : Receptor-Interacting serine/threonine-Protein Kinase 1/3 ; TAB1/2 : TGF-beta-activated kinase 1/2 ; 

TRADD : TNFR1-Associated Death Domain ; TRAF2 : TNF Receptor-Associated Factor 2 ; TRIF : TIR-domain-containing 

adapter-inducing interferon-β ;  



36 
 

Dans le complexe I, l’ubiquitination de la protéine RIPK1 par cIAP1 et cIAP2 permet le 

recrutement des protéines TAK1 (Transforming growth factor beta-Activated Kinase 1), 

TAB2/3 (TGF-Beta-Activated kinase) et de LUBAC. LUBAC va ajouter une chaîne 

d’ubiquitine linéaire de type M1 à l’ubiquitine déjà présente, ce qui va permettre le recrutement 

des autres composants du complexe I, incluant NEMO et l’activation de la voie de signalisation 

du NFκB. La translocation nucléaire de NFκB va induire l’expression de gènes liés à la survie 

cellulaire mais également à l’inflammation (Annibaldi et al., 2018).  

L’ubiquitination de RIPK1 sur la Lys115 permet l’assemblage du nécrosome (complexe IIc) 

(Almagro et al., 2017). RIPK1 est associée avec RIPK3 via le domaine RHIM. L’association 

de ces deux protéines conduit à l’autophosphorylation de RIPK1 qui est alors activée et peut 

phosphoryler RIPK3. La phosphorylation de RIPK3 induit son activation, le recrutement et la 

phosphorylation de MLKL pour induire la nécroptose au sein des cellules (Sun et al., 2012). Il 

a été également démontré que la protéine RIPK1 était ubiquitinylée au sein du nécrosome.  

Cette ubiquitination est indépendante de RIPK3 et MLKL et permet de maintenir son activité 

kinase indispensable à l’induction de la nécroptose (Almagro et al., 2017). Cependant, à l’heure 

actuelle, la E3-ubiquitine ligase qui serait responsable de cette ubiquitination n’a pas été 

découverte. L’ensemble des sites potentiels d’ubiquitination de RIPK1 et les protéines connues 

pour interagir avec RIPK1 sont décrits sur le schéma 9.  

b) Rôle de RIPK1 dans les maladies hépatiques chroniques 

La protéine RIPK1 possède un rôle essentiel dans la survie cellulaire et dans le maintien de 

l’homéostasie générale. Elle est indispensable pour le développement embryonnaire de la souris 

puisque la délétion totale de la protéine RIPK1 chez la souris n’est pas viable (Dillon et al., 

2014). Cependant, chez l’Homme, la mutation inactivatrice de la protéine RIPK1 n’induit pas 

le décès des personnes même si elle provoque une immunodéficience sévère ainsi qu’une 

inflammation intestinale (Cuchet-Lourenço et al., 2018).  

Cependant, des études ont pu être menées in vivo par la création de lignées murines 

transgéniques viables dont le domaine kinase de la protéine RIPK1 est inactif ou muté (Souris 

RIPK1KA5A, RIPK1D138N). Ces souris présentent une résistance à la mort cellulaire et à 

l’inflammation induite par le TNF-α, validant la nécessité du domaine kinase actif de RIPK1 

dans la signalisation du TNF-α (Newton et al., 2014; Polykratis et al., 2014).  
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Les souris dont la protéine RIPK1 a été délétée dans les cellules parenchymateuses hépatiques 

(lignée RIPK1LPC-KO) sont également viables, et possède une fonction hépatique comparable 

aux souris sauvages (Schneider et al., 2017). Cependant, ces souris sont plus sensibles :  

- A l’apoptose induite dans les hépatocytes dans un modèle murin d’induction d’hépatite 

par l’injection de lipopolysaccharides (LPS), qui est un agoniste du récepteur TLR4. Le 

LPS va activer massivement les KC et induire le relargage de cytokines pro-

inflammatoires, et notamment de TNF-α, qui vont conduire à une hépatite aiguë (Filliol 

et al., 2017b) ;  

- A l’apoptose induite dans les hépatocytes dans un modèle d’hépatite auto-immune 

(injection de concanavaline A [ConA]). L’injection de ConA aux souris induit 

l’activation des lymphocytes, des KC et des LSEC, entraîne la libération massive de 

cytokines pro-inflammatoires dont le TNF-α et l’IFN-γ et provoque une hépatite aiguë 

(Filliol et al., 2016) ; 

- A l’apoptose induite dans les hépatocytes dans un modèle murin d’hépatite par 

l’injection d’un agoniste de Fas (mAb-Jo2) (Filliol et al., 2017).  

Dans un modèle de cancer hépatique chimio-induit, la délétion de la protéine RIPK1 au sein 

des hépatocytes (RIPK1LPC-KO) diminue la taille et le nombre de tumeurs présentes dans le tissu 

hépatique après l’injection de DEN (Diethylnitrosamine). Cet effet est dépendant de 

l’expression du récepteur TNFR1 dont l’expression est augmentée dans les hépatocytes lorsque 

l’expression de RIPK1 est absente, ce qui permet de réduire le nombre de tumeurs en induisant 

la mort des hépatocytes et limitent l’accumulation de mutations oncogéniques au sein des 

hépatocytes (Van et al., 2017). De plus, l’inhibition de l’activité kinase de RIPK1 chez des 

souris NEMOLPC-KO/RIPK1D138N diminue l’hépatite et la fibrose et prévient la formation de 

CHC après l’injection de DEN, par comparaison aux souris NEMOLPC-KO (Kondylis et al., 

2015). Dans ces modèles, la présence de la protéine RIPK1 active semble favoriser l’apparition 

et l’expansion tumorale.  

Cependant, chez certains patients atteints de CHC, l’expression de RIPK1 a été retrouvée 

diminuée et a été associée avec un faible taux de survie (Koppe et al., 2016; Schneider et al., 

2017). Le rôle de la protéine RIPK1 dans le développement du carcinome hépatocellulaire n’est, 

pour l’heure, pas élucidé et nécessite des expérimentations supplémentaires.    
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Schéma 10 : Stades de développement du carcinome hépatocellulaire (CHC)                                                                        

(à partir de Davis et al., 2008 et Zoller and Tilg, 2016).  
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I.3 Le carcinome hépatocellulaire (CHC) 

I.3.1 Généralités sur le CHC 

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est un cancer primitif du foie. Ces cancers font partie des 

cancers digestifs les plus agressifs et représentent la 4ème cause de mortalité par cancer dans le 

monde. Quatre types de cancers primitifs du foie sont décrits : 

- Le carcinome hépatocellulaire : il s’agit du cancer hépatique le plus commun et 

représente entre 85 et 90% des cancers primitifs du foie (Bray et al., 2018). Il se 

développe généralement à partir des hépatocytes et sur une maladie chronique sous-

jacente ; 

- Le carcinome fibrolamellaire : il s’agit d’un sous-type de carcinome hépatocellulaire. Il 

s’agit d’une tumeur plus susceptible d’apparaître chez des sujets de moins de 40 ans et 

qui n’est généralement pas associée à une infection au virus de l’hépatite B ou C ou à 

une cirrhose ;   

- Le cholangiocarcinome : ce type de cancer primitif du foie est parfois appelé cancer des 

voies biliaires. Il peut se développer à l’intérieur (cholangiocarcinome intra-hépatique) 

ou à l’extérieur des canaux biliaires (cholangiocarcinome extra-hépatique). Ce type de 

cancer primitif du foie est commun chez les patients atteints de cholangite sclérosante 

primaire ;  

- L’angiosarcome (ou hémangiosarcome) : il s’agit d’un type de cancer primitif du foie 

extrêmement rare qui se développe dans les vaisseaux sanguins hépatiques. Il est le plus 

souvent diagnostiqué chez des personnes âgées de plus de 70 ans (“Trends in incidence 

of primary liver cancer subtypes,”). 

I.3.2 Facteurs de risque du CHC 

Le carcinome hépatocellulaire se développe généralement à partir d’hépatopathies chroniques 

qui peuvent être d’ordre toxiques (alcool ou médicaments), virales (infection au virus de 

l’hépatite B ou C) ou métaboliques (hémochromatose ou maladie de Wilson). En France, le 

premier facteur de risque responsable de l’apparition d’un cancer primitif du foie reste la 

surconsommation d’alcool puis les infections par le virus de l’hépatite C et enfin la 

stéatohépatite non-alcoolique (NASH). Ces facteurs de risques vont induire une stéatose 

hépatique qui peut évoluer en fibrose hépatique puis en cirrhose hépatique. Dans plus de 90% 

des cas, le diagnostic est associé à la présence au préalable d’une cirrhose hépatique (Davis et 

al., 2008). Les stades de développement de CHC à partir d’une maladie chronique sont 

développés dans le schéma 10. 
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L’évolution des modes de vie tels que la sédentarité et les régimes alimentaires hypercaloriques 

augmentent les risques de développer une obésité, notamment dans les pays développés. 

L’obésité, l’intolérance à l’insuline et le diabète de type II, ont été démontrés comme étant des 

facteurs de risque émergents du développement d’un CHC (Zoller and Tilg, 2016). Ces 

maladies métaboliques favorisent l’apparition d’une stéatose hépatique non alcoolique (NAFL) 

qui peut progresser vers une stéatohépatite (NASH) qui est elle-même reconnue comme étant 

un facteur de risque majeur d’apparition de cirrhose hépatique et de carcinome hépatocellulaire. 

La NAFLD est présente chez 70% des patients diabétiques et chez 45% des patients obèses 

(Benedict and Zhang, 2017). 

I.3.3 Le développement du CHC 

Comme mentionné ci-dessus, la stéatose hépatique non alcoolique représente un facteur de 

risque important de développement du CHC. Elle peut être subdivisée en deux formes : 

- La NAFL (Non Alcoholic Fatty Liver) forme légère et généralement non progressive de 

NAFLD ;  

- La NASH (Non Alcoholic Steato Hepatitis ou stéatohépatite non alcoolique) qui 

représente la forme sévère et qui peut évoluer vers une cirrhose et un CHC.  

La NAFLD est caractérisée par une accumulation d’acides gras et de triglycérides dans le tissu 

hépatique, associée à la présence de lésions hépatocytaires, de ballonisation hépatocytaire, et 

parfois de fibrose hépatique. Day et James ont proposé un modèle permettant d’expliquer les 

mécanismes physiopathologiques du développement de la NAFLD et de son évolution vers le 

carcinome hépatocellulaire (Day and James, 1998). Ce modèle est décrit ci-dessous. 

Les mécanismes de la carcinogenèse induite par un syndrome métabolique (obésité et/ou 

diabète de type II) ou dans certains cas, par l’infection par le virus de l’hépatite C ont en 

commun la présence d’une insulinorésistance. En effet, les syndromes métaboliques présentent 

généralement une dyslipidémie, une hypertension artérielle et une intolérance au glucose.  

L’insulinorésistance va d’une part induire une augmentation de la production hépatique de 

glucose et de triglycérides et d’autre part causer une augmentation de la sécrétion d’insuline. 

L’augmentation de la production hépatique de glucose et de triglycérides va induire une 

accumulation d’Acides Gras libres (AG) dans le tissu hépatique et contribuer à l’avancée de la 

stéatose hépatique (Kawano and Cohen, 2013).  
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Schéma 11 : Impacts des syndromes métaboliques sur l’avancée de la maladie hépatique. 
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L’infection chronique par le VHC, induit également l’augmentation de la production de glucose 

par le tissus hépatique (Negro, 2014). L’augmentation de la sécrétion d’insuline entraîne une 

augmentation de la fixation de cette molécule sur son récepteur. Ce dernier, fortement exprimé 

par les hépatocytes, induit l’activation des voies de signalisation de survie et de prolifération 

cellulaire PI3K/AKT/mTOR (Phosphoinositide-3-kinase–protein kinase B/AkT) et 

MAPK/ERK (Mitogen-Activated Protein Kinases/Extracellular signal-Regulated Kinase). 

L’augmentation de la prolifération hépatocytaire va favoriser l’apparition de mutations pro-

oncogéniques et de tumeurs hépatiques. De plus, la voie de signalisation MAPK active 

également d’autres voies cellulaires, comme la voie WNT/β-caténine, connue pour son rôle 

dans la fibrose hépatique (Perugorria et al., 2019). 

La production et l’accumulation de lipides dans le tissu hépatique induit la formation d’espèces 

réactives à l’oxygène (ROS). Ces ROS peuvent agir au niveau des mitochondries et engendrer 

le relargage du cytochrome c via une rupture de la chaîne respiratoire mitochondriale. Le 

cytochrome c agit sur les hépatocytes en activant la voie apoptotique mitochondriale et 

contribue aux dommages hépatocytaires, à la fibrose hépatique et à la progression de la maladie 

(Hirsova et al., 2016). Mais les ROS peuvent également agir sur la voie de signalisation NFκB, 

induire une augmentation d’expression d’IKKβ et permettre la survie des hépatocytes associée 

à une réponse hépatique inflammatoire. En effet, les ROS peuvent induire la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires par les KC telles que le TNF-α, l’IL-6 (cytokines impliquées dans 

l’activation de voies de signalisation pro-oncogéniques comme la voie NFκB), ou encore la 

leptine (cytokine pro-fibrotique et pro-angiogénique) (Browning and Horton, 2004; Sumida et 

al., 2013). Les ROS peuvent ainsi participer à l’apparition de mutations pro-oncogéniques et de 

tumeurs hépatiques (Schéma 11). 
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D’autres mécanismes ont également été mis en évidence dans la progression de la NAFL vers 

le cancer : 

- Des mécanismes génétiques et épigénétiques : la mutation de certains gènes (induisant 

la surexpression d’un oncogène par exemple), ou des changements épigénétiques (telles 

qu’une augmentation de la méthylation, induisant une diminution d’expression de gènes 

suppresseur de tumeurs par exemple liés à une prolifération excessive des hépatocytes, 

sont des mécanismes induisant le développement du CHC. Le rôle des micro-ARN 

(miARN) a été également largement décrit pour leurs impacts sur le développement du 

CHC. Le miARN le plus décrit étant le mir-122 dont la diminution d’expression induit 

une augmentation de l’activation des voies de signalisation MAPK et WNT/β-caténine, 

deux voies largement décrites pour leur rôle dans la carcinogénèse (de Conti et al., 

2017) ;  

- Des mécanismes métaboliques : ajouté à la surcharge hépatique en lipides, l’excès de 

fer retrouvé chez les patients atteints de NAFLD a également été mis en évidence dans 

la progression de la maladie hépatique. En effet, l’augmentation du taux de fer hépatique 

amplifie la peroxydation du glutathion et aboutit à la production supplémentaire de 

ROS (Nelson et al., 2011). Ces ROS vont participer à l’inflammation et aux dommages 

hépatiques ;  

- D’autres mécanismes, liés par exemple aux hormones sexuelles ou encore aux 

modifications de la flore intestinale sont également à l’étude et pourrait contribuer au 

développement du CHC. 

Tous ces mécanismes conduisent à un état hépatique inflammatoire, stimulent la prolifération 

hépatocytaire ainsi que la production de matrice extracellulaire et contribuent à l’avancée de la 

maladie. 

I.3.4 Modifications immunitaires durant le développement du CHC 

Le système immunitaire joue un rôle important dans le développement des maladies hépatiques 

et plus particulièrement dans l’apparition et l’expansion des cellules cancéreuses. En effet, 

certaines populations immunitaires, comme les lymphocytes ou les Natural Killer sont connues 

pour leurs actions anti-tumorales. D’autres, telles que les LTregs jouent un rôle dans l’évasion 

des cellules cancéreuses et contribuent à la progression du cancer.  
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Schéma 12 : Implication des cellules immunitaires dans la progression de la maladie hépatique.                                 

DAMPs : Damage-Associated Molecular Patterns ; HSC : Hepatic Stelate Cell ; IL-6 : Interleukine-6 ; KC : Kupffer Cell ; LT : 

Lymphocytes T ; MCP-1 : Monocyte Chemoattractant Protein 1 ; MEC : Matrice Extracellulaire ; NKT : Natural Killer T cell ; 

PAMPs : Pathogen-Associated Molecular Patterns ; ROS : Espèces réactives à l’oxygène ; TNF : Tumor Necrosis Factor. 



45 
 

a) Rôle du système immunitaire dans la progression de la NAFLD au CHC 

Au cours de la NAFLD, le système immunitaire résidant, et plus particulièrement les cellules 

de Kupffer sont sollicitées. Durant la NAFLD, l’excès de lipides et d’acides gras (AG) dans le 

tissu hépatique induit une lipotoxicité et des dommages hépatocytaires qui vont aboutir au 

relargage de DAMPs. De plus, les patients atteints de NAFLD présentent une augmentation de 

la perméabilité intestinale qui induit la présence plus importante de pathogènes. Ces pathogènes 

(bactéries, virus, parasites et champignons) relarguent des PAMPs dans le sang qui peuvent être 

détectées par les KC lors de leur passage hépatique (Akira et al., 2006; Ganz and Szabo, 2013).  

La présence de DAMPs ou PAMPs va activer des KC. Les KC vont sécréter des cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF-α, l’IL-6 ou encore CCL-2 et la génération de ROS.  

Ces cytokines pro-inflammatoires, associées aux ROS, vont induire des lésions hépatiques. La 

mort des hépatocytes va stimuler la prolifération des hépatocytes adjacents et également activer 

les cellules étoilées. Ces cellules vont fabriquer de la matrice extracellulaire (MEC), contribuant 

à la fibrose hépatique (Houben et al., 2017).  

Les chimiokines relarguées par les KC vont permettre le recrutement de leucocytes au sein du 

tissu hépatique. Les neutrophiles recrutés vont relarguer diverses protéases dont la 

myélopéroxydase (MPO) qui va induire une perméabilité des mitochondries et la mort des 

hépatocytes, ainsi que des métalloprotéinases (MMP-9 par exemple) qui peuvent activer les 

cellules étoilées et engendrer la formation de MEC (Nati et al., 2016). Les lymphocytes T, quant 

à eux, sont composés de lymphocytes T-CD8+, T-CD4+ (ou T helper) et des Tregs. Les 

lymphocytes T-CD8+ sont retrouvés augmentés chez les patients atteints de NAFLD ou de 

NASH. En effet, leur rôle cytotoxique contribue à l’inflammation hépatique et à l’élimination 

de cellules anormales. Cependant, ils peuvent également interagir avec les hépatocytes et 

activer la voie de signalisation du NFκB et permettre leur survie. Les T-CD4+ ainsi que les 

Tregs, sont, quant à eux, retrouvés diminués au cours de la progression de la maladie hépatique. 

Une étude a démontré que les Tregs, cellules immunosuppressives permettant le contrôle de la 

réponse immunitaire, étaient sensibles à la présence de ROS. Ces derniers, présents lors d’une 

inflammation hépatique induisent l’apoptose des Tregs, empêchant ainsi la régulation de la 

réponse immunitaire pro-inflammatoire, ce qui va aboutir à une amplification des dommages 

hépatiques induits (Byun and Yi, 2017).  
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Schéma 13: Stratégies d’évasion des cellules cancéreuses.                                                                            

CCL-2/17 : C-C Motif Chemokine Ligand 2/17 ; G-CSF : Granulocyte-Colony Stimulating Factor ; GM-CSF : 

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ; KC : Kupffer Cell ; MDSC : Myeloid-Derived Suppressor 

Cells ; NK : Natural Killer cell ; OPN : Ostéopontine ; PD-L1 : Programmed Death-Ligand 1 ; IL-1β/10 : 

Interleukine1β/10 ; TAN : Tumor-Associated Neutrophil ; TAM : Tumor-Associated Macrophages ;  

 



47 
 

Les cellules NKT, qui peuvent être activées par la fixation de lipides sur leur marqueur de 

surface CD1d ou par la présence de cytokines pro-inflammatoires, sont retrouvées généralement 

diminuées chez les patients atteints de NAFLD. En effet, la présence de lipides en excès 

provoque leur activation. Une fois activées, les NKT vont relarguer des cytokines pro-

inflammatoires et contribuer à l’inflammation hépatique avant de mourir par apoptose (Cai et 

al., 2019).  

Les principaux mécanismes conduisant à la progression de la maladie hépatique sont décrits sur 

le schéma 12. 

b) Rôle du système immunitaire dans la persistance et l’expansion tumorale 

L’environnement tumoral est un système complexe, composé à la fois de cellules cancéreuses, 

de cytokines sécrétées par les cellules tumorales, mais également de MEC et de cellules 

immunitaires. Cet environnement, favorable à la prolifération tumorale, impacte également les 

cellules immunitaires et leurs capacités à détruire les cellules défectueuses (Schéma 13). 

Les cellules tumorales produisent des cytokines notamment du G-CSF (Granulocyte-Colony 

Stimulating Factor), du GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor), 

CCL-2 (C-C Motif Chemokine Ligand 2) et d’IL-1β (Interleukine 1-β) qui vont induire le 

recrutement de cellules myéloïdes suppressives (Myeloid-Derived Suppressor Cells [MDSC]). 

Les MDSC vont permettre :  

- D’inhiber la toxicité des KC et des NK sur les cellules tumorale en induisant 

l’expression de PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1). Ce ligand peut se fixer sur son 

récepteur (Programme Death 1, [PD-1]), fortement exprimé par les KC et induire leur 

anergie ; 

- D’activer les Tregs afin d’inhiber les lymphocytes anti-tumoraux et cytotoxiques 

présents dans le microenvironnement tumoral (Fu et al., 2019). 

Les cellules cancéreuses vont également produire de l’ostéopontine (OPN). L’OPN permet 

l’infiltrat de macrophages associés aux tumeurs dans le stroma (Tumor-Associated 

Macrophages [TAM]) qui vont sécréter de l’Il-1β, du PD-L1, cytokines connues pour inhiber 

l’activation de certaines cellules immunitaires anti-tumorale comme les LT CD8+. Elles vont 

également sécréter de l’IL-10, une cytokine qui permet de recruter et de différencier des 

lymphocytes naïfs en LTreg et LThelper (Th17), contribuant à l’inhibition des cellules 

immunitaires anti-tumorales (Capece et al., 2013).  
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Certains types de lymphocytes peuvent également infiltrer la tumeur : les LT CD8+ sont parfois 

retrouvés dans les tissus cancéreux de certains patients atteints de CHC. Leur présence est 

généralement associée à un bon pronostic même si leur efficacité à détruire les cellules 

tumorales peut être compromise. En effet, souvent les tissus cancéreux sont également infiltrés 

par des LTregs, qui possèdent la capacité d’inhiber la production de granzymes et de perforines 

secrétées par les NK et LT CD8+ et de rendre ainsi ces cellules cytotoxiques inefficaces. Chez 

des patients atteints de cirrhose ou de CHC, le ratio entre les LT CD8+ et LTregs représente un 

bon marqueur de l’avancée de la maladie hépatique (Ghiringhelli et al., 2006; Prieto et al., 

2015).  

D’autres cellules immunitaires peuvent également infiltrer la tumeur hépatique. C’est le cas de 

neutrophiles (Tumor-Associated Neutrophils, [TAN]) qui permettent l’infiltration de TAMs au 

sein du tissu tumoral ainsi que de Tregs via la sécrétion de chimiokines comme le CCL-2 ou le 

CCL-17. Ils peuvent également induire l’apoptose des cellules LT CD8+ qui auraient infiltrées 

la tumeur dans le but de la détruire. Ces TANs permettent la progression tumorale, mais 

également l’invasion tumorale et procure une protection tumorale face aux traitements 

thérapeutiques (Michaeli et al., 2017).  

Enfin, même si les cellules NKT représentent une part importante des cellules immunitaires 

hépatiques, très peu d’études décrivent leurs rôles dans la carcinogénèse. Les NKT peuvent 

infiltrer les tumeurs hépatiques et remplir un rôle similaire aux LTregs en inhibant les capacités 

cytotoxiques des LT CD8+. Cependant, elles peuvent également exercer des fonctions anti-

tumorales et limiter l’apparition de métastases, puisqu’une étude a démontré que l’ablation des 

NKT invariants dans un modèle murin, cellules majoritaires dans le tissu hépatique, accélère 

l’apparition tumorale par une activation de la voie Wnt/β-caténine (Anson et al., 2012).   

I.3.5 Traitements du CHC 

Le carcinome hépatocellulaire peut être divisé en 3 stades (A, B et C) selon la progression de 

la maladie d’après la nomenclature de Barcelone (Barcelona-Clinic Liver Cancer, [BCLC]). Le 

CHC est généralement diagnostiqué à un stade intermédiaire (B) ou tardif (C) ce qui réduit les 

possibilités thérapeutiques.  

Le traitement du CHC peut être curatif ou palliatif. Les traitements curatifs sont peu nombreux 

et regroupent la transplantation hépatique, la résection tumorale ou l’ablation d’un lobe 

hépatique.  
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Ces traitements ne peuvent être réalisés que chez des patients dont le cancer a été diagnostiqué 

à des stades précoces de développement (stade A) et dont la fonction hépatique reste conservée.  

Pour les patients diagnostiqués à des stades intermédiaires (B) ou avancés (C), seuls des 

traitements palliatifs peuvent être envisagés. Ces derniers comprennent :  

- La chimioembolisation transartérielle (TACE) : ce traitement consiste à bloquer la 

circulation sanguine au sein d’une tumeur en bouchant l’artère qui la relie à la 

circulation sanguine générale, afin de priver les cellules cancéreuses de nutriments 

essentiels et induire leur mort. Un traitement chimiothérapeutique peut être injecté en 

même temps ;  

- La radioembolisation transartérielle (TARE) : ce traitement consiste à aller irradier la 

tumeur directement en passant par les vaisseaux sanguins qui la nourrissent. Utilisé 

généralement pour des tumeurs inopérables, la dose de radiation ainsi délivrée à la 

tumeur est largement supérieure à celle distribuée de manière systémique ; 

- La thérapie ciblée : dans le cadre du cancer du foie, une seule molécule, le Sorafenib 

(Nexavar®) est autorisée dans le cadre du traitement du cancer du foie. Le Sorafenib est 

un inhibiteur de tyrosine kinase qui agit en diminuant la croissance des vaisseaux 

sanguins qui alimentent la tumeur hépatique. D’autres inhibiteurs de tyrosine kinase 

sont actuellement à l’étude telles que le Sunitinib, le Linifanib, le Brivanib, le Tivantinib 

ou encore le Regorafenib (Kumari et al., 2018).  

Le système immunitaire jouant un rôle important dans le développement et la progression du 

CHC, de nouvelles thérapies, basées sur l’activation d’un système immunitaire efficace dans 

l’élimination tumorale sont en cours d’études. Plusieurs thérapies, ciblant notamment des 

molécules immunosuppressives telles que PD-L1 ou CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-

Associated protein 4) afin de les inactiver et de réactiver la réponse immunitaire sont 

actuellement en essais cliniques. C’est le cas notamment du Nivolumab, un anticorps 

monoclonal humain, qui se lie au récepteur PD-1 et bloque son interaction avec ses ligands 

(PD-L1 et PD-L2), permettant ainsi de potentialiser l’activation des lymphocytes T et d’induire 

une réponse anti-tumorale (Johnston and Khakoo, 2019). 

Les modèles murins permettant l’étude des maladies hépatiques aiguës ou chroniques sont 

nombreux dans la littérature. Il n’existe pas à l’heure actuelle de modèle parfait : chaque modèle 

est adapté à l’étude d’une pathologie précise et présente ses avantages et inconvénients.  
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Dans le cadre des maladies hépatiques chroniques et du développement du CHC, divers 

modèles sont disponibles. Ces modèles peuvent permettent l’étude d’un stade précoce au 

développement du CHC ou d’étudier le cancer en lui-même. Ils peuvent également être utilisés 

afin de tester de nouvelles approches thérapeutiques.   
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Schéma 14: Principaux modèles murins expérimentaux de carcinome hépatocellulaire (Réalisé à partir de Nakagawa et al., 
2015 et Santos et al., 2017).                                                                                                                                    

CD-HFD : Choline-Deficient HFD ; DEN : Diethylnitrosamine ; DMBA : 7,12-dimethylbenzeneanthracene ; HFD : High-Fat 

Diet ; NEMO : NF-kB Essential Modulator ; PTEN : Phosphatase And Tensin Homolog ; STZ : Streptozotocine  
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I.4 Modèles murins d’étude du carcinome hépatocellulaire 

I.4.1 Généralités 

A l’heure actuelle, la souris (mus musculus) est le modèle le plus utilisé dans la recherche 

expérimentale et représente à elle seule 59% des animaux utilisés dans l’expérimentation 

animale en France (données du ministère de l’enseignement supérieur, de la recherche et de 

l’innovation, enquête de 2017).  

Diverses lignées de souris peuvent être utilisées dans l’étude du carcinome hépatocellulaire. 

Certaines lignées, plus sensibles, peuvent développer un CHC naturellement sans intervention, 

comme les lignées C3H/HeJ ou B6C3F1. Cependant, pour la majorité des lignées de souris 

existantes, le développement du CHC doit être induit (Hanigan et al., 1988; Maronpot, 2009).  

Les modèles d’études du CHC les plus courants peuvent être divisés en trois catégories : une 

première catégorie regroupant les modèles sans intervention sur la souris. Cette première 

catégorie regroupe les lignées de souris qui développent spontanément des CHC ainsi que les 

modèles permettant le  développement de tumeurs après modification du régime alimentaire. 

Une seconde catégorie regroupe les modèles de xénogreffes. Ces modèles consistent en 

l’injection de cellules issues de lignées de CHC aux souris de manière intrapéritonéales ou sous-

cutanées (xénogreffes ectopiques), ou également des cellules ou des fragment de tumeurs 

hépatiques issues de patients atteints de CHC qui sont directement implantées dans le foie des 

souris (xénogreffes orthotopiques). Une dernière catégorie de modèles murins d’induction de 

CHC regroupe tous les modèles animaux nécessitant l’utilisation d’agents carcinogènes (ou 

agent chimiotoxiques), de virus ou de modèles murins génétiquement modifiés. Les modèles 

les plus utilisés sont résmés dans le schéma 14 (Nakagawa, 2015; Santos et al., 2017).  

I.4.2 Modèles de souris génétiquement modifiés 

Les modèles de souris génétiquement modifiées sont aujourd’hui des outils précieux dans 

l’étude du développement du CHC. Deux catégories de souris génétiquement modifiées 

peuvent être définies : la première comporte les souris transgéniques et la seconde pour les 

souris mutantes pour un gène ciblé.  

Les souris transgéniques sont des souris dont un segment d’ADN étranger a été incorporé dans 

leur génome par recombinaison non homologue ou par un vecteur rétroviral. Dans le cadre 

d’étude du CHC, des protéines virales, comme par exemple la protéine X du virus de l’hépatite 

B ou la protéine core du virus de l’hépatite C, peuvent être exprimées de manière constitutive. 

Pour cela, le gène de la protéine d’intérêt est inséré dans le génome d’embryons de souris.  
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Grâce à ces souris transgéniques, il est également possible d’induire l’expression conditionnelle 

d’une protéine au sein d’un organe cible. En effet, l’association d’un gène avec le promoteur 

d’une protéine qui ne s’exprime que dans un organe spécifique (comme par exemple le 

promoteur de l’albumine pour le foie) permet de n’exprimer la protéine cible que dans l’organe 

souhaité. Pour les études du CHC, ce système est souvent utilisé pour induire l’expression de 

proto-oncogènes comme c-myc ou Tgf-α au sein des hépatocytes murins (Santos et al., 2017). 

Les souris mutantes pour un gène ciblé sont des souris dont l’expression d’un gène suppresseur 

de tumeurs a été inhibée par le biais de la technologie du knock-out ou du knock-in. Ces 

modèles de souris génétiquement modifiées reposent sur l’utilisation de recombinases 

spécifiques d’un organe cible telle que la Cre-recombinase pour le foie (Heindryckx et al., 

2009). 

Dans l’ensemble de ces modèles, le temps de développement du CHC est généralement 

supérieur à 12 mois et la fréquence d’apparition tumorale dépend du sexe et de la souche de la 

souris utilisée, mais surtout du transgène. 

I.4.3 Modèles de xénogreffes 

Les modèles murins de xénogreffes consistent en l’injection de cellules provenant soit de 

lignées de carcinomes hépatocellulaires humains soit de tissus tumoraux provenant de biopsies 

de patients atteints de CHC. Ces injections sont généralement effectuées sur des souris dont le 

système immunitaire est défaillant, comme les souris athymiques (souris nude) ou des souris 

présentant un déficit immunitaire combiné sévère (SCID). Différents types de xénogreffes 

existent :  

- Les xénogreffes ectopiques : ces xénogreffes consistent en l’injection de cellules 

hépatiques tumorales humaines en sous-cutanée ;  

- Les xénogreffes orthotopiques : ces xénogreffes consistent en l’injection de cellules 

hépatiques tumorales directement dans le foie des souris. Ce modèle permet notamment 

d’observer les capacités de formation de métastases à partir des tumeurs hépatiques 

(Heindryckx et al., 2009).   

L’avantage majeur de l’utilisation de modèles murins de xénogreffes est que le développement 

de tumeurs est relativement rapide et reste un modèle efficace pour démontrer des preuves de 

concept lorsque suffisamment de lignées cellulaires sont utilisées.  
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Ce modèle permet également d’étudier l’effet d’une molécule sur une tumeur hépatique ainsi 

que la toxicité, l’absorption ou bien la pharmacocinétique de cette molécule sur les cellules 

tumorales mais également sur les cellules saines lors de xénogreffes orthotopiques (Kelland, 

2004). Cependant, les phénotypes tumoraux pouvant varier d’une lignée cellulaire à une autre, 

ce modèle nécessite de tester diverses lignées de tumeurs hépatiques, augmentant le nombre 

d’animaux utilisés. Afin de diminuer ce nombre, un modèle de greffes orthotopiques a été 

inventé. Ce modèle permet d’insérer les cellules tumorales dans un système de fibres creuses. 

Plusieurs systèmes, contenant diverses lignées cellulaires peuvent ensuite être implantés et 

récupérés à la fin de l’étude au sein d’une même souris (Li et al., 2008). Enfin, les modèles 

murins de xénogreffes ne permettent pas d’étudier l’environnement péri-tumoral ou le 

développement naturel de tumeurs hépatiques ainsi que la réponse immunitaire. 

I.4.4 Modèles d’induction par des agents chimiotoxiques 

Certains agents chimiotoxiques sont connus pour induire des tumeurs hépatiques lorsqu’ils sont 

injectés à des doses relativement fortes et de manière répétées. Deux types de composés 

chimiotoxiques sont connus :  

- Les composés génotoxiques qui sont reconnus comme étant des composés capables 

d’induire des dommages dans la structure de l’ADN. Le diethylnitrosamine (DEN) et le 

tétrachlorométhane (CCL4) sont les composés les plus utilisés ;  

-  Les composés dits « promoteurs » qui ne possèdent pas d’activité génotoxiques mais 

qui augmente la probabilité de formation tumorale via leur activité hépatotoxique (Pitot 

and Dragan, 1991).   

a) Le diethylnitrosamine 

Le diethylnitrosamine (DEN) est l’un des agents chimiotoxiques les plus utilisés dans 

l’induction de carcinomes hépatocellulaires. Cet agent mutagène, tératogène et carcinogène, 

injecté à des souriceaux de moins de 15 jours de vie, permet le développement d’un cancer du 

foie entre 26 et 40 semaines (Binato et al., 2008). Les tumeurs hépatiques sont généralement 

accompagnées de métastases intra-abdominales et pulmonaires (Wang et al., 1992). 

Le DEN est hydroxylé en α-hydroxy-nitrosamine à l’aide du cytochrome P450 2E1 (CYP2E1). 

L’activité du CYP2E1 va induire la formation de peroxyde d’hydrogène et d’anions superoxides 

et engendrer un stress oxydatif au sein du tissu hépatique. Après d’autres modifications 

supplémentaires, un ion méthyldiazonium est formé : cet ion va induire des dommages à l’ADN 

en réagissant avec les bases nucléophiles (Henderson et al., 2017). 
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Au-delà de 15 jours de vie, il doit être combiné avec une autre molécule, comme le 

phénobarbital, le tétrachlorométhane (CCL4) ou le N-Nitrosodiméthylamine (NDMA) pour 

permettre l’apparition d’un cancer. Le DEN peut également être combiné avec un régime 

hyperlipidémique déficient en choline (High-Fat Deficient Choline Diet, [HFDCD]), et permet 

l’apparition d’une obésité et d’une résistance à l’insuline dès 12 semaines de régime et le 

développement de tumeurs hépatiques après 20 semaines (Kishida et al., 2016).  

Lorsqu’un traitement au DEN est combiné avec un régime HFDCD, ce modèle possède 

l’avantage d’être relativement proche de la physiopathologie humaine. Cependant, il induit des 

mutations au sein des hépatocytes qui ne sont généralement pas retrouvées chez l’homme, 

comme la mutation H-Ras. De plus, le développement de métastases gastro-intestinales, 

pulmonaires et de mélanomes, rarement présentes chez l’homme, peut représenter une limite 

de ce modèle.  

b) Le tétrachlorométhane 

Le tétrachlorométhane ou tétrachlorure de carbone (CCL4) est un composé toxique couramment 

retrouvé dans le milieu industriel. Son ingestion par voie orale chez la souris induit une hépatite 

aigüe ou chronique selon la dose ingérée. Le CCL4 est métabolisé par le cytochrome P450 2E1, 

engendrant la production de ROS qui vont induire une peroxydation lipidique et une mort 

hépatocytaire par nécrose (Sheweita et al., 2001). De plus, en réponse à la production de ROS, 

les cellules de Kupffer sont activées et induisent une réponse pro-inflammatoire via la sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α ou l’IL-6 (Sato et al., 2014). Cette réponse 

pro-inflammatoire, au-delà de son action cytotoxique directe sur les hépatocytes, va également 

permettre le recrutement et l’activation de cellules immunitaires telles que les monocytes, les 

neutrophiles ou encore les lymphocytes, et aggraver les dommages hépatiques.  

La répétition de ces agressions va conduire à l’apparition d’une fibrose hépatique et au 

développement éventuel de CHC. Dans un protocole nécessitant une ingestion trois fois par 

semaines de CCL4 aux souris, Confer et al., ont observé le développement de CHC au bout de 

25 mois de traitement (Confer and Stenger, 1966). C’est pourquoi généralement, le CCL4 est 

combiné avec l’injection de DEN ou de NDMA afin d’accélérer le processus de carcinogénèse 

(Dragani et al., 1986).  
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I.4.5 Modèles en lien avec des régimes alimentaires 

Chez des patients atteints de NASH, les déséquilibres alimentaires jouent un rôle majeur dans 

la progression de la maladie. En effet, il a été démontré qu’une alimentation riche en lipides ou 

en glucides pouvaient permettre une progression plus rapide de la maladie (Toshimitsu et al., 

2007). Des modèles murins, basés sur des régimes riches en graisses ou en sucres ont été 

développés afin de permettre d’étudier l’impact de ces déséquilibres alimentaires sur 

l’apparition et l’évolution des malades hépatiques. 

Seuls, ces modèles sont généralement utilisés afin d’étudier les stades qui précèdent le 

développement du carcinome hépatocellulaire comme la NAFLD ou sa forme plus sévère, la 

NASH ainsi que les maladies métaboliques qui en découlent (diabète, obésité, etc.) 

(Heydemann, 2016; Takahashi et al., 1999). Le développement spontané d’un carcinome 

hépatocellulaire nécessite, quant à lui, plus d’une année selon le régime alimentaire choisi. Par 

exemple, une étude réalisée sur des souris C57Bl/6J a démontré que 50% des souris 

développaient un CHC après 18 mois de régime enrichi en lipides et contenant un taux moyen 

de carbohydrates. Dans la même étude, ils ont mis en évidence l’importance des glucides dans 

le développement du cancer puisque 30% des souris nourries pendant 18 mois avec un régime 

enrichi en sucres et faibles en lipides développaient un CHC (Tessitore et al., 2017).  

Différents types de régimes hyperlipidémiques peuvent être utilisés pour ces études. Les plus 

couramment utilisés sont les régimes déficients en méthionine et choline (Methionine and 

Choline Deficient [MCD]), les régimes enrichis en lipides (High-Fat Diet, HFD]) et les régimes 

enrichis en glucides contenant un taux moyen de lipides (Western Diet, [WD]). Le régime 

MCD, composé de 40% de carbohydrates environ et de seulement 20% de gras, est le régime 

le plus utilisé pour induire une NASH sévère et reproductible en 8 semaines de régime 

alimentaire (Machado et al., 2015). Cependant, il reste assez critiqué car il n’induit pas les 

désordres métaboliques associés à la NASH observés chez l’homme : il n’y a pas d’obésité 

présente et les souris ne développent pas d’insulinorésistance. Les régimes HFD ou WD, quant 

à eux, peuvent posséder des compositions variables selon les études et les fournisseurs. 

Néanmoins, les régimes HFD sont composés d’un taux supérieur à 50% de lipides et de faibles 

taux de carbohydrates (< à 15%) alors que les WD possèdent un taux élevé en carbohydrates (> 

à 45%) et un taux moyen de lipides (entre 10 et 20%). Ces deux types de régimes alimentaires 

permettent le développement à long terme d’une NASH modérée (Mells et al., 2012). Combinés 

avec certains agents chimiotoxiques, ces régimes alimentaires permettent le développement de 

carcinomes hépatocellulaires à moyen terme et leurs études.  
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Schéma 15 : Modèle murin de NASH-HCC réalisé par Fujii  et al.                                                                               NASH : 

Stéatohépatite non-alcoolique ; STZ : Streptozotocine. 
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Par exemple, l’injection de DEN juste avant la mise en régime MCD permet d’observer le 

développement de tumeurs hépatiques au bout de 5 mois (contrairement à 18 mois avec le 

régime seul) (Kishida et al., 2016). 

I.4.6 Le modèle NASH-HCC 

A l’heure actuelle, peu de modèles murins de développement spontané de carcinome 

hépatocellulaire existent. Comme précédemment décrits, les modèles les plus courants 

nécessitent au minimum une année de traitement avant d’observer un éventuel développement 

de CHC. L’équipe de Fujii a mis au point en 2013 un modèle basé sur des souris C57Bl/6J 

mâles permettant le développement de CHC en 20 semaines (Fujii et al., 2013). Ce modèle 

combine l’action de la streptozotocine à un régime hyperlipidémique (voir Schéma 15).  

a) Induction d’un diabète de type I via l’action de la streptozotocine 

La streptozotocine ou 2-Deoxy-2-([(methylnitrosoamino)carbonyl]amino)-D-glucopyranose 

(STZ) est un antibiotique à large spectre qui a été isolé pour la première fois en 1960 chez 

streptomyces achromogenes. Ses propriétés diabétogènes ont été identifiées par la suite par 

l’équipe de Junod (Junod et al., 1967). Depuis, sa toxicité envers les cellules bêta des îlots de 

Langerhans situées dans le pancréas a été caractérisée dans la littérature (Deeds et al., 2011). 

Cette molécule entre dans les cellules pancréatiques via le transporteur GLUT2. Son 

accumulation engendre l’alkylation de l’ADN et la génération de ROS qui vont provoquer des 

dommages à l’ADN. La cellule va activer les poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) afin de 

réparer l’ADN endommagé. Cette activation va causer une diminution des stocks cellulaires de 

Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD+) et d’Adénosine Triphosphate (ATP) et induire la 

mort des cellules par nécrose (Lenzen, 2008; Szkudelski, 2001).  

La streptozotocine (STZ) est très couramment utilisée dans l’induction et l’étude du diabète 

chez la souris ou le rat. Chez certaines lignées de souris, l’injection de faibles doses (40mg/kg) 

en intrapéritonéale durant 5 jours consécutifs ou d’une seule dose forte (200mg/kg) de STZ 

permet l’induction d’un diabète de type I (Furman, 2015). Cependant, la réponse à la 

streptozotocine peut varier selon la lignée et le sexe des souris. En effet, certaines lignées de 

souris, comme les DAB/2 ou les C57Bl/6, sont connues pour être plus sensibles que d’autres, 

comme les BALB/c, qui présentent une résistance à la destruction des cellules bêta par la STZ 

(Gurley et al., 2006).  
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De plus, les femelles sont également plus résistantes à l’action de la STZ que les mâles : 

l’œstradiol, hormone présente uniquement chez les femelles, possède la capacité de protéger 

les cellules bêta de Langerhans de l’apoptose induite par le stress oxydatif engendré par la 

streptozotocine (Le May et al., 2006).  

b) Développement du carcinome hépatocellulaire 

Afin de permettre le développement d’un cancer du foie, les souris rendues diabétiques sont 

placées sous un régime hyperlipidémique ab libitum contenant 32% de lipides, 29.4% de 

glucides et 25% de protéines. L’équipe de Fujii a observé l’apparition d’un foie stéatosique 

après 1 semaine de régime (5 semaines d’âge), validé par la présence de macrovésicules 

hépatiques. Ils démontrent également l’apparition d’une NASH dès 3 semaines de régime (7 

semaines d’âge) avec la présence de fibres de collagènes dans le tissu hépatique. Des nodules 

précancéreux sont détectés dès 8 semaines de régime (12 semaines d’âge) et un HCC est présent 

chez 100% des souris à 12 semaines de régime hyperlipidémique (16 semaines d’âge) (Saito et 

al., 2017). 

Ce modèle récent est de plus en plus utilisé dans l’étude du développement de la NASH et du 

carcinome hépatocellulaire. Il est de plus plébiscité en raison de sa pertinence vis-à-vis de la 

physiopathologie humaine. En effet, en plus de l’apparition « spontanée » de tumeurs, les souris 

de ce modèle présentent :  

- Une augmentation des transaminases hépatiques (aspartate aminotransférase [AST] et 

alanine aminotransférase [ALT]) également retrouvée chez les patients atteints de 

NAFLD et de NASH (Adams and Ratziu, 2015; Sattar et al., 2014) ; 

- Une élévation des taux de triglycérides, cholestérol, lipoprotéine de basse densité (Low-

Density Lipoprotein cholesterol, [LDL]) et lipoprotéines de haute densité (High Density 

Lipoprotein cholesterol [HFL]), également observée chez les patients atteints de 

NAFLD et de NASH. Le taux de triglycérides représente également un marqueur de la 

présence de NAFLD chez les patients. (TOMIZAWA et al., 2014) ; 

- Une augmentation de la cytokératine 18 (CK18) plasmatique, nouveau marqueur 

proposée afin d’identifier la présence de NASH chez les patients (Feldstein et al., 2009). 

Des données fournies par le laboratoire qui est à l’origine de ce modèle ont également démontré 

que les souris répondaient partiellement au Sorafenib, traitement de référence du carcinome 

hépatocellulaire. Le traitement avec le Sorafenib permet de limiter l’expansion tumorale et 

améliore la survie des souris (SMC Laboratories Inc.). 
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Une autre étude sur ce modèle a été réalisée en 2017 et a étudié le profil d’expression des 

mirARN : l’augmentation de l’expression de certains mirARN tels que les mir93-5p, mir221-

3p ou encore mir222-3p, retrouvée dans les CHC murins sont également connus pour être 

surexprimés dans les CHC humains. Ces mirARN jouent un rôle majeur dans l’activation de 

certaines voies d’hépatocarcinogenèse telle que la voie du TGF-β, de la voie Wnt/β-caténine ou 

encore de la voie ERK (de Conti et al., 2017). 
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CONTEXTE ET OBJECTIFS 
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II. Contexte et Objectifs 

Ces travaux de thèse étaient consacrés à l’étude de la protéine RIPK1 et de la mort cellulaire 

par nécroptose induite par le ligand TRAIL dans le développement du carcinome 

hépatocellulaire. 

Le CHC est le cancer primitif du foie le plus fréquent et représente la 4ème cause mondiale de 

décès par cancer. La maladie hépatique se manifeste par le développement successif de 

l’inflammation, de fibrose, de cirrhose avant d’aboutir au cancer. La mort des hépatocytes est 

un élément clé dans l’initiation et la progression de la maladie hépatique : elle induit leur 

prolifération, permettant ainsi l’apparition de mutations oncogéniques qui favorisent la 

persistance et l’expansion des cellules cancéreuses. La protéine RIPK1 est une protéine centrale 

dans les voies de signalisation de mort cellulaire induite par les récepteurs de mort. En effet, 

cette protéine joue un double rôle, à la fois dans la mort, mais également dans la survie 

cellulaire. Dans les maladies hépatiques, la fonction de RIPK1 n’est pas totalement élucidée.  

Différentes voies de signalisation, activées par les ligands de mort cellulaire, peuvent être 

impliquées dans la progression des maladies hépatiques. Le ligand TRAIL est un ligand de la 

superfamille du TNF qui peut induire de l’apoptose mais également de la nécroptose lorsque 

l’apoptose n’est pas possible. Des études ont démontré que ce ligand pouvait induire 

spécifiquement l’apoptose des cellules cancéreuses sans impacter les cellules saines et 

présenterait donc un intérêt thérapeutique. Cependant, les cellules cancéreuses sont capables de 

développer des mécanismes de résistance à l’induction de l’apoptose par TRAIL. Mieux 

comprendre la signalisation induite par le ligand TRAIL et l’importance de la mort cellulaire 

dans la progression de la maladie hépatique pourrait permettre à l’avenir le développement de 

nouvelles thérapies plus efficace face au CHC.  

Ces travaux de thèse visaient, d’une part, à mieux caractériser la signalisation nécrotique induite 

par le ligand TRAIL à l’aide de modèles in vitro ainsi que l’importance de la nécroptose dans 

le développement du CHC. Et d’autre part, de mieux comprendre la fonction de la protéine 

RIPK1 au cours de la progression de la maladie hépatique, de la stéatohépatite (NASH) au CHC 

à l’aide d’un modèle in vivo.  
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Ainsi, mes travaux de thèse s’ancraient autour de 3 axes de recherches principaux :  

 Caractérisation du nécrosome au cours de la nécroptose induite par le ligand TRAIL.  

Durant la nécroptose induite par le ligand TRAIL, l’activation du complexe inducteur de mort, 

le nécrosome composé des protéines RIPK1, RIPK3 et MLKL, conduit à des modifications 

post-traductionnelles dont l’ubiquitination de RIPK1. Cependant, à l’heure actuelle, la E3-

ubiquitine ligase qui contribuerait à maintenir l’activité kinase de RIPK1 n’est pas connue. Les 

objectifs de ce travail étaient : (i) d’identifier de nouveaux partenaires dans le nécrosome à 

l’aide d’une étude protéomique et (ii) de caractériser la fonction d’un nouveau partenaire 

découvert au cours de cette étude, TRIM21, une E3-ubiquitine ligase, dans la nécroptose induite 

par TRAIL. Ces travaux font l’objet d’un article en préparation. 

 

 Etude de l’impact du régime alimentaire sur le développement du CHC. 

Le modèle NASH-HCC représente un modèle murin pertinent permettant l’étude de la 

progression de la maladie hépatique de la NAFLD à la NASH jusqu’à l’apparition d’un cancer. 

Après la mise en place de ce modèle au sein de l’unité, les objectifs de ce projet consistaient 

en : (i) l’étude de l’impact de la composition du régime hyperlipidique en lipides, glucides et 

protéines sur le développement de la stéatose, de la NASH et sur le développement du CHC et 

(ii) déterminer l’importance du régime alimentaire sur la réponse immunitaire anti-tumorale. 

Ces travaux font l’objet d’un article soumis pour publication. 

L’étude du rôle de la protéine RIPK1 dans le développement du CHC a été envisagée, mais n’a 

pas pu aboutir dans le temps imparti. Le sujet sera abordé dans la discussion. 

 

 Rôle de la protéine RIPK1 dans le développement de la NASH. 

Afin d’étudier l’importance de la protéine RIPK1 dans le développement de la NASH, des 

souris issues d’une lignée transgénique dont l’expression de RIPK1 a été invalidée dans les 

cellules du parenchyme hépatique (lignée RIPK1LPC-KO) ont été nourries avec un régime 

hyperlipidique (HFHCD) reconnu pour induire une NASH sévère. L’objectif principal de ce 

projet était de déterminer le rôle de la protéine RIPK1 au cours de la progression de la maladie 

hépatique, de la stéatose, à la fibrose et à la stéatohépatite. Ces travaux sont présentés dans un 

article en cours de préparation.  



64 
 

RESULTATS 
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Article n°1 

TRIM21 est un nouveau partenaire du nécrosome dans la nécroptose induite par le 

ligand TRAIL 

Mélanie Simoes Eugénio*1,3, Florence Faurez*1,3, Ghania H. Kara-Ali1,3, Mélanie Lagarrigue2,4, 

Marion C. Bonnet1,3, Sandrine Jouan-Lanhouet1,3, Isabelle Gallais1,3, Emmanuelle Com2,4, 

Charles Pineau2,4, Jacques Le Seyec$1,3, Marie-Thérèse Dimanche-Boitrel$#1,3. 

 

Article en préparation. 

Le ligand TRAIL fait partie de la superfamille du TNF et joue un rôle dans l’induction de 

l’apoptose ou de la nécroptose. La fixation de TRAIL sur ses récepteurs agonistes (TRAIL-R1 

ou TRAIL-R2), induit la formation d’un complexe de signalisation primaire inducteur de mort 

cellulaire ainsi que le recrutement des protéines FADD, RIPK1 et de la Caspase-8. En cas 

d’inhibition de l’activité des caspases, la fixation de TRAIL sur son récepteur induit la 

formation du nécrosome, le recrutement des protéines FADD, RIPK1, RIPK3 et MLKL et 

l’induction de la mort cellulaire par nécroptose. A l’heure actuelle, l’ensemble des mécanismes 

moléculaires permettant d’induire la nécroptose ne sont pas élucidés. Notamment, la protéine 

RIPK1 semble subir des modifications post-traductionnelles (ubiquitinations) démontrant la 

présence d’autres protéines, encore inconnues, dans le complexe nécrotique.  

Ce travail consistait en l’étude de nouveaux partenaires du nécrosome dans la nécroptose 

induite par le ligand TRAIL in vitro à l’aide des lignées cellules HT29 (lignée cancéreuse de 

cancer colorectal) et HaCat (lignée de kératinocytes transformés). 

Principaux résultats :  

 L’analyse en spectrométrie de masse de la composition du nécrosome après induction 

de la nécroptose induite par le TRAIL a mis en évidence la présence d’un nouveau 

partenaire : la E3-ligase TRIM21 ; 

 L’invalidation génique par ARN interférence ou CRISPR-Cas9 de l’expression de 

TRIM21 ainsi que la surexpression de cette protéine ont défini le rôle de modulateur 

positif de TRIM21 dans la nécroptose induite par le ligand TRAIL ; 

 Une analyse en cinétique a permis de démontrer que l’absence de TRIM21 dans les 

cellules induisait un retard et une diminution du signal nécroptotique. 
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Proteomic analysis identifies TRIM21 as a new component  

of TRAIL-induced endogenous necrosome complex 
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ABSTRACT 

Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) is a well-known apoptosis 

inducer and a potential anticancer agent. When caspases and IAPs (Inhibitor of Apoptosis 

Proteins) are inhibited, TRAIL can induce necroptosis. While apoptosis is depended on caspase 

activation, necroptosis, another form of regulated cell death, depends on the kinase activation 

following the formation of a cytosolic necrosome complex, of the Receptor-Interacting Protein 

Kinase 1 and 3 (RIPK1, RIPK3), and the Mixed lineage kinase domain like protein (MLKL). 

Understanding the molecular mechanisms involved in TRAIL-induced necroptosis might 

provide new insights into TRAIL death signaling pathway. Here, thanks to mass spectrometry 

analysis, we identified TRIM21 (Tripartite Motif Containing 21) as a new partner of 

endogenous necrosome during TRAIL-induced necroptosis. In order to understand the role of 

this protein in TRAIL-induced necroptosis, a transient transfection with TRIM21-targeted 

siRNAs or cDNA plasmid coding for TRIM21 in HT29 or HaCat cells demonstrated that 

TRIM21 is a positive regulator of this pathway. Furthermore, the invalidation of TRIM21 

expression in HT29 cells by CRISPR-Cas9 technology showed a decrease in TRAIL-induced 

necroptosis, linked to a decrease in phosphorylation of RIPK1 and RIPK3, as well as the 

phosphorylation of MLKL, the executioner of necroptosis. Altogether, these data confirmed the 

positive and new regulator role of TRIM21 in TRAIL-induced necroptosis. 

 

KEYWORDS 

RIPK3-dependent necrosome; mass spectrometry; TRAIL; TRIM21 
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INTRODUCTION 

The Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) belongs to the 

TNF superfamily ligands. These ligands bind to their cognate Death Receptors (DRs) to activate 

the extrinsic death pathway. In particular, TRAIL binds to DR4 and DR5, resulting in the 

formation of a primary membrane-associated complex leading to caspase-8 or -10 activation 

and cell death by apoptosis [1]. Apart from the induction of apoptosis, TRAIL can trigger 

necroptosis, a caspase-independent cell death [2-4]. Several years ago, a secondary cytoplasmic 

signaling complex following TRAIL binding to DR4 and DR5 was described and related to 

MAP kinases and NF-κB pathway activation [5]. More recently, progress on the understanding 

of TRAIL-induced signaling pointed out that TRAIL triggers the formation of two complexes 

I and II, that control the cell outcome towards cell death by apoptosis, cell death by necroptosis, 

or gene activation (for review, see [7]). In a comparable way to TNF-induced necroptosis 

signaling (8), necroptosis induced by TRAIL is characterized by the formation of a stable 

cytosolic complex termed necrosome, comprised among others of RIPK1 and RIPK3, MLKL, 

Fas-associated with death domain protein (FADD) and caspase-8 [9].  

The activation of MAP kinases and NF-κB pathway by TRAIL can promote cell survival and 

proliferation but induce a pro-inflammatory setting which could be beneficial for tumor cells 

(for review, see [6]). However, tumor cells express high levels of TRAIL receptors thus 

enhancing their sensibility to TRAIL-induced death. TRAIL seems to be a very interesting tool 

for cancer therapy since it selectively induces cell death in cancer cells, while sparing normal 

cells in vitro and in vivo [10, 11]. However, a number of cancer cells are resistant to TRAIL-

induced death, related to the high expression of anti-apoptotic factors (for review see [12]). 

Among anti-apoptotic factors, inhibitors of apoptosis (IAPs) are known to regulate the balance 

between apoptosis and necroptosis (for review [13]). Several SMs have been developed to 

sensitize resistant cancer cells to apoptosis by inhibiting cIAP1 (cellular IAP1), cIAP2 and 

XIAP (X-linked IAP). Specifically, SMs alone sensitize cancer cells to TRAIL-induced 

apoptosis [14] whereas a combination of TRAIL with SMs and z-VAD-fmk, a pan-caspase 

inhibitor, activates necroptosis [15]. This has been shown, for example, with Birinapant, a SM 

with a pan-IAP antagonist activity targeting cIAP1/2 and XIAP, which increases TRAIL 

cytotoxicity independently of TNF-α in breast cancer cells [16]. In order to better characterize 

the necroptotic death signal induced by TRAIL, we used the combination of TRAIL/zVAD-

fmk/Birinapant (TzB) as a necroptotic trigger in human HT29 colon cancer cells [15]. Affinity 

purification combined with mass spectrometry (AP-MS) analysis of the TRAIL-induced 



70 
 

endogenous RIPK3-dependent necrosome protein complex showed the presence of the known 

interactors RIPK3, RIPK1, MLKL, FADD and caspase-8, and put in evidence a new partner, 

TRIM21 (Tripartite Motif Containing 21), an E3-ubiquitin ligase. The presence of TRIM21 was 

furthermore confirmed in the endogenous necrosome by immunoprecipitation. Moreover, by 

using RNA interference and CRISPR-Cas9 technology, TRIM21 expression was abolished and 

conferred cell resistance to TRAIL-induced necroptosis. On the contrary, overexpression of 

TRIM21 lead to an increase in TRAIL-induced cell death sensitivity, highlighting the positive 

and specific function of TRIM21 in the regulation of TRAIL-induced necroptosis. 

 

RESULTS 

Treatment with TRAIL/zVAD-fmk/Birinapant (TzB) induces RIPK1/RIPK3/MLKL-

dependent necroptosis in human HT29 colon carcinoma cells 

TRAIL/zVAD-fmk/Birinapant (TzB) induced necroptosis in a time-dependent manner as 

shown by the increased percentage of necroptotic cells (~65% after 8 h of treatment) and the 

increased ATP depletion (~60% after 8 h of treatment) compared to non-treated (NT) cells 

(Figure 1A, left and right panels). Furthermore, TzB-dependent death was inhibited by both 

necrostatin-1 (Nec-1), a RIPK1 inhibitor [21], and necrosulfosamide (NSA), an inhibitor of 

RIPK3-MLKL interaction [22] (Figure 1B), and also inhibited by siRNA mediated silencing of 

RIPK1 or RIPK3 expression (Figure 1C). These results showed that TzB-treatment induces 

RIPK1/RIPK3/MLKL-dependent necroptosis in HT29 cells.  

Besides, blocking TRAIL death receptors by antagonistic antibodies against DR4 and DR5 

(aDR4/aDR5), led to the inhibition of TzB-induced necroptosis. Treatment with SM is known 

to lead to TNF secretion which could contribute to cell death induction via an 

autocrine/paracrine loop [23, 24]. However, TzB-induced necroptosis was not inhibited by 

etanercept, a TNF inhibitor. This inhibitor was nevertheless able to inhibit necroptosis induced 

by TNF/zVAD/Birinapant (Figure 1D). These results indicate that TRAIL-induced necroptosis 

in HT29 cells is dependent on death signaling via DR4 and DR5 but independent of TNF. 
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Mass spectrometry analysis of endogenous TRAIL-induced RIPK3-dependent necrosome 

identifies TRIM21 as a new component 

In order to investigate TRAIL-induced necrosome, cytoplasmic extracts from HT29 cells were 

immunoprecipitated using an anti-RIPK1 antibody after 2 h, 3 h and 4 h of TzB stimulation. 

Immunoblot analysis showed an interaction of endogenous RIPK3 with RIPK1 upon TzB-

induced necroptosis.Interestingly, an up-shift of RIPK3 was observed, with a peak at 3 h (Figure 

2A) suggesting RIPK3 phosphorylation as previously described upon TNF/SM/zVAD 

treatment [15]. This was confirmed by immunoprecipitation using an anti-RIPK3 antibody, 

which showed a strong interaction of RIPK1 with RIPK3 at 3 h. An up-shift of RIPK3 and 

upper bands for RIPK1 were also observed in RIPK3 immunoprecipitate at 3 h (Figure 2A) 

suggesting RIPK3 phosphorylation and post-translational modifications of RIPK1 upon TzB-

induced necroptosis.  

Immunoprecipitation using anti-RIPK3 antibody was used to characterize by mass 

spectrometry protein interactors of endogenous RIPK3 at 0 h and 3 h post-stimulation with TzB 

treatment. Based on the model of RIPK3 oligomerization by RIPK1 in response to receptor 

signaling [25], for each time point, we pooled eight RIPK3 immunoprecipitates which were 

analyzed by LC-MS/MS. Proteins identified for each condition were compared by spectral 

count label-free quantification. We detected the presence of RIPK3 and MLKL peptides at time 

point 0 h (Figure 2B) which corroborated the results showing basal level association between 

RIPK3 and its substrate MLKL [22]. Detection of RIPK1, FADD and caspase 8 was only 

observed at time 3 h and suggested a RIPK3-dependent necrosome formation upon TzB 

treatment in HT29 cells. None of these proteins have been found in the IgG control 

immunoprecipitate (Figure 2B) (see Table EV1 for peptide and protein identification).  

Interestingly, our data identified for the first time the presence of TRIM21 peptide in RIPK3 

immunoprecipitate at time point 0 h. Spectral count quantification revealed a significant 

increase in the abundance of TRIM21 at time point 3 h (Figure 2B) suggesting increased 

recruitment of TRIM21 in RIPK3-dependent necrosome upon TzB stimulation. 
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TRIM21 is recruited to the endogenous cytosolic RIPK3-dependent necrosome upon TzB 

treatment 

To corroborate the recruitment of TRIM21 into the RIPK3-dependent necrosome, HT29 cells 

were treated with TzB at different time points followed by immunoprecipitation using an anti-

RIPK3 antibody. As shown in Figure 3, low level of TRIM21 was detected at time point 0 h 

and the amount of TRIM21 increased in a time-dependent manner in the RIPK3-dependent 

complex upon TzB treatment. This confirms that TRIM21 is a new partner of the RIPK3-

dependent necrosome complex and supports the proteomic data (Figure 2B). We also confirmed 

that MLKL and RIPK3 were pre-associated at time point 0 h, as suggested by the proteomic 

analysis and previous study [22]. Moreover, an up-shift of RIPK3 was observed after 2 h of 

treatment and persisted up to 4 h post-stimulation (Figure 3), suggesting RIPK3 

phosphorylation as previously shown after TNF/Smac mimetic/zVAD stimulation in HT29 

cells [8]. In parallel, the phosphorylation of MLKL was increased upon necroptosis induction 

from 2 h to 4 h after TzB treatment as showed by P-MLKL antibody. In the corresponding 

lysates (input), a time-dependent increased phosphorylation of MLKL was also observed from 

2 h to 4 h. Upper bands were also observed for RIPK1 from 2 h to 4 h after TzB treatment 

suggesting a post-translational modifications of RIPK1 (Figure 3). Altogether, these data 

showed for the first time the formation of RIPK3-dependent endogenous necrosome complex 

upon TRAIL/zVAD-fmk/Birinapant treatment in HT29 cells with the presence of RIPK1, 

MLKL, FADD, caspase-8 and TRIM21. 

 

TRIM21 is a positive regulator of TzB-induced necroptosis in HT29 and HaCat cells 

To further understand the role of the new necrosome component TRIM21 in the TRAIL-

induced necroptosis pathway, we used two different cell lines, human HT29 colon cancer cells 

and human HaCat immortalized keratinocytes. First, small interfering RNA was used to 

decrease TRIM21 expression. Transient transfection with TRIM21 targeted siRNA, reduced 

the expression of the protein, but did not alter RIPK1, RIPK3 or MLKL protein expression in 

HT29 and HaCat cells (Figure 4A). The reduced expression of TRIM21 significantly decreased 

necroptotic cell death induced by TzB treatment and obviously increased both HT29 and HaCat 

viability (Figure 4B, C, respectively). On the other hand, transfection with a plasmid coding for 

TRIM21 tagged with GST (pTRIM21-GST) was used to overexpress TRIM21 in HT29 and 

HaCat cells. Transient transfections with pTRIM21-GST induced the expression of TRIM21-
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GST in HT29 and HaCat cells (Figure 5A) without modifying the expressions of endogenous 

TRIM21, RIPK1, RIPK3 or MLKL (Figure 5A). TRIM21 overexpression significantly 

sensitized both HT29 and HaCat cells to TzB treatment (Figures 5B, C, respectively). 

Altogether, these data showed that TRIM21 is a new positive modulator of TRAIL-induced 

necroptosis. 

 

CRISPR/Cas9 mediated TRIM21 knockout in HT29 cells confirms that TRIM21 is a 

positive and specific modulator of TzB-induced necroptosis. 

For TRIM21-KO cells studies, human HT29 cells were transfected with two distinct CRISPR-

Cas9 sgRNA-lentiviral constructs to minimize the risk of off-target effects, which can 

compromise specificity. Western blot analysis validated the complete loss of TRIM21 

expression in HT29 TRIM21-KO cells as compared to HT29 wild-type (WT) cells. No change 

in expression of RIPK1, RIPK3 or MLKL was observed in HT29 TRIM21-KO cells (Figure 

6A). 

The loss of TRIM21 significantly decreased necroptotic cells death (propidium iodide positive 

cells) in HT29 TRIM21-KO cells in comparison to the HT29 WT cells after TzB treatment 

(Figure 6B, C, respectively), confirming previous results shown with TRIM21 targeted siRNA 

(Figure 4B, C). In addition, transient transfection of pTRIM21-GFP in HT29 TRIM21-KO cells 

rendered these cells more sensitive to TzB-induced necroptosis, rescuing the WT sensitive 

phenotype and further validating TRIM21 as a positive modulator of this cell death pathway 

(Figure 6D). Interestingly, TRIM21 was a specific and positive regulator only of TzB-induced 

necroptosis. Moreover, the loss of TRIM21 expression did not affect the sensitivity of HT29 

TRIM21-KO cells to apoptosis induced by the combination of Birinapant (Bp) with TRAIL, 

Ig-FasL or TNF, nor to necroptosis induced by zVAD/Bp with TNF or Ig-FasL (Supplementary 

Figure 1A, B). 

In order to characterize the impact of TRIM21 loss in HT29 cells, the TzB-induced necroptosis 

cell death was followed using SytoxGreen dye in kinetics in both HT29 TRIM21-KO and WT 

cells (Figure 7A). SytoxGreen intensity was quantified by immunofluorescence imaging using 

Incucyte technology. In Figure 7A, HT29 WT cells began to die by necroptosis at 2 h with a 

maximum of SytoxGreen intensity (1.5x108) reached at 6 h after TzB treatment, whereas HT29 

TRIM21-KO cells began to die around 3 h, with a 3 times lower level of SytoxGreen intensity 

(5.0x107) reached at 6 h, showing a delay and an inhibition of the necroptotic death signal. In 
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parallel, western blot analysis showed that, after TzB treatment, an important decrease in 

phosphorylation of RIPK1, RIPK3 and MLKL as well as a delay in phosphorylation of MLKL 

were observed in HT29 TRIM21-KO cells in comparison with HT29 WT cells (Figure 7B). In 

fact, after TzB treatment, phosphorylation of MLKL was detected from 3 h to 5 h in HT29 WT 

cells, whereas only low level of P-MLKL was observed from 4 h to 5 h in HT29 TRIM21-KO 

cells. Altogether, these data suggest that TRIM21 is a positive and specific regulator of TzB 

necroptotic cell death pathway by regulating phosphorylation levels of the two serine-threonine 

kinases RIKP1 and RIPK3 as well as the pseudokinase MLKL, indispensable for the induction 

of necroptosis. 

 

DISCUSSION 

TRAIL is a potential anticancer drug that can induce apoptosis or necroptosis depending on the 

cell conditions [9]. A lot of hope has been put on TRAIL to fight carcinomas, but cancer cells 

have developed several molecular mechanisms of resistance to TRAIL-induced apoptosis [12]. 

New strategies are proposed to force cancer cells into undergoing apoptosis induced by TRAIL 

based on new TRAIL receptor agonists or sensitizers [26]. Another way to overcome apoptosis 

resistance is to induce necroptosis, a backup cell death pathway that can be induced when 

apoptosis cannot take place [27]. A better knowledge of the TRAIL-induced necroptosis 

signaling could improve cancer treatment based on this death ligand from the TNF superfamily.  

In this work, TRAIL treatment in combination with z-VAD-fmk (a pan-caspase inhibitor) and 

Birinapant (a pan-IAP inhibitor) (TzB) was used to induce necroptosis in HT29 cells as 

previously described by He et al. [15]. We demonstrated that this necroptotic death pathway is 

triggered via TRAIL death receptors (DR4 and DR5) and is dependent on RIPK1, RIPK3 and 

MLKL, but independent of TNF signaling, showing that this necroptotic pathway is specific of 

TRAIL and may be useful to characterize protein interactors into the necrosome. First, 

experiments of co-immunoprecipitation of RIPK3 with RIPK1 demonstrated that both of these 

serine-threonine kinases bind to each other upon TzB-induced necroptosis with a strong 

interaction of RIPK1 with RIPK3 at 3 h post-treatment. This time point was used thereafter to 

characterize by proteomics the protein interactors of the endogenous necrosome induced by 

TzB in HT29 cells and immunoprecipitated with an antibody anti-RIPK3 [25]. In fact, in the 

past years, the protein composition of the necrosome has mainly been studied in response to 

TNF. Notably, several RIPK3 interactors in TNF-induced necroptosis have been identified with 
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exogenous expression of tagged-RIPK3 in different cell lines (HEK293, NIH3T3 or L929-

RIPK3-/- cells) [28-31]. Here, we characterized for the first time by mass spectrometry proteins 

present into the endogenous necrosome complex immunoprecipitated with an anti-RIPK3 

antibody upon TzB treatment. Three hours post-stimulation with TzB, known constituents of 

necrosome complex such as RIPK1, FADD, caspase-8 and MLKL were identified in the anti-

RIPK3 immunoprecipitate. More interestingly, a new protein in the RIPK3-dependent 

necrosome, TRIM21, was also put in evidence. TRIM21 (also known as Ro52) belongs to the 

RING E3 ligases family of tripartite motif (TRIM) proteins [32] that functions in the process 

of ubiquitination regulating multiple proteins important in the cell cycle (p27) [33], viral 

immune response (FADD, IRF7) [34] and apoptosis (Bcl-2, c-FLIP) [35, 36]. In particular, 

TRIM21 has been shown to antagonize the anti-apoptotic effect of GSK3β sensitizing non-

small cell lung cancer H1299 cells to TRAIL-induced apoptosis [37]. However, nothing is 

known about the role of TRIM21 in TRAIL-induced necroptotic pathway. 

Among others interactors found in the endogenous RIP3-dependent necrosome, 

phosphoglycerate mutase 5 (PGAM5), HS90B (Heat shock protein 90-beta), TNF Receptor–

Associated Factor 2 (TRAF2) and TNF-receptor-associated death domain protein (TRADD) 

peptides were detected in RIPK3 immunoprecipitate at time point 3 h (Figure 2B and Table 

EV1). A study showed that phosphoglycerate mutase 5 (PGAM5) may play a role in TNF/Smac 

mimetic/zVAD-induced necroptosis via its recruitment to the necrosome by RIPK3, leading to 

mitochondrial fragmentation and ROS production [30]. HSP90 and its cochaperone CDC37 

were characterized in HA-Flag-tagged RIPK3 after TNF/Smac mimetic/zVAD in HT29 cells 

and were required for RIPK3 activation and necroptosis induction [38]. TNF Receptor–

Associated Factor 2 (TRAF2) was shown to be constitutively associated with MLKL and to act 

as a suppressor of TNF-induced necroptosis [39] and TRAIL-induced necroptosis [40]. As for 

TRADD, it has been shown to protect MEFs from TRAIL-induced apoptosis by limiting FADD 

binding to the TRAIL receptor and favoring RIPK1 recruitment to the TRAIL receptor complex 

[41]. Nonetheless, further studies are needed for a better understanding of the role of PGAM5, 

HSP90B, TRAF2 or TRADD in TRAIL/zVAD/Birinapant-induced necroptosis. However, we 

did not identify peptides of other known RIPK3 interactors such as Ppm1b [31], PYGL, GLUD1 

and GLUL [29]. These proteins may have been be in too of a small amounts to be identified at 

time point 3 h. Or, in the case of PYGL, GLUD1 and GLUL, these proteins have been 

characterized in Flag-tagged-RIPK3 complex after 2 h of TNF/zVAD stimulation in NIH3T3 

cells and could be specific of this necroptotic pathway or of this murine cell line [29].  
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The recruitment of TRIM21 into the RIPK3-dependent necrosome was confirmed in a kinetic 

experiment of TzB-induced necroptosis. Besides RIPK1, FADD, caspase-8 and MLKL, 

TRIM21 was detected in the RIPK3-dependent necrosome. A low level of TRIM21 was found 

at time point 0 min and increased from 2 h to 4 h post-treatment with TzB, confirming the 

recruitment of TRIM21 into the necrosome. Presently, we did not characterize the specific 

interactor of TRIM21 into the necrosome. It is well known that TRIM21 can interact with 

numerous proteins. FADD has been shown to interact with TRIM21 to negatively regulate 

virus-induced interferon production but this interaction may not affect Fas-induced apoptosis 

[34]. This suggests that specific interaction of TRIM21 with a particular partner of the 

necrosome could regulate the TRAIL/zVAD/Bp necroptotic signal. Possible candidates are 

RIPK1 and RIPK3 which are known to be ubiquitinated during TRAIL-induced cell death [7].  

To further characterize the role of TRIM21 in TzB-induced necroptosis, experiments of RNA 

interference to downregulate TRIM21 and of human TRIM21 cDNA transfection to 

overexpress TRIM21, were used in two human cell lines HT29 (colon cancer cells) and HaCat 

(immortalized keratinocyte cells). Both cell lines express RIPK1, RIPK3 and MLKL, and can 

respond to a necroptotic stimulus such as TzB. Downregulation or overexpression of TRIM21 

in both cell lines showed a decrease or an increase in the percentage of necroptotic cells 

respectively, suggesting that TRIM21 is a positive modulator of TzB-induced necroptosis. This 

role of TRIM21 was confirmed in TRIM21 knockout HT29 cells (TRIM21-KO cells) obtained 

by CRISPR/Cas9, which are more resistant to TzB-induced necroptosis in comparison to HT29 

WT cells. Furthermore, transfection of human TRIM21 cDNA in TRIM21-KO cells rendered 

these cells more responsive to TzB-induced necroptosis and rescued the sensitive phenotype of 

HT29 WT cells. Finally, in a time course experiment, TRIM21 was shown to positively 

modulate the phosphorylation of the three key proteins RIPK1, RIPK3 and MLKL involved in 

the induction of necroptosis induced by TRAIL. Altogether our data showed that TRIM21 is a 

positive modulator of TRAIL-induced necroptosis. 

Since TRIM21 has previously been shown to sensitize H1299 cells to TRAIL-induced apoptosis 

[33], we compared the sensitivity of TRIM21 WT and TRIM21-KO cells to apoptosis or 

necroptosis induced by several death ligands (TRAIL, FasL or TNF). Unexpectedly, TRIM21-

KO cells appear to be only resistant to TRAIL/zVAD/Bp-induced necroptosis suggesting that 

TRIM21 is a specific and positive modulator of this necroptotic pathway.  

Besides a role for TRIM21 in many cellular processes such as cell proliferation, apoptosis, and 

innate and adaptive immunity, several studies have shown that TRIM21 is involved in the 
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progression of human cancers. Decreased expression of TRIM21 has been found in 

hepatocellular carcinoma, diffuse large B-cell lymphoma and breast cancer and was associated 

with a poor prognosis and enhanced proliferation capacity of cancer cells in vitro and tumor 

growth in vivo [42-44]. Our present data also suggest that cancer with low TRIM21 expression 

could be more resistant to TRAIL-induced necroptosis, a backup cell death pathway that can 

be triggered when apoptosis cannot occur. In this context, novel therapeutic approaches to 

restore TRIM21 expression could be clinically beneficial. 

 

CONCLUSION 

Our data show for the first time the characterization by mass spectrometry of proteins which 

are co-immunoprecipitated with endogenous RIPK3 upon TRAIL/zVAD/Bp-induced 

necroptosis in HT29 cells. Among these proteins, we found known proteins to be associated 

with TNF-or TRAIL-induced necrosome such as RIPK1, MLKL, FADD and caspase-8. Very 

interestingly, our data highlights a new partner in the necrosome complex, the E3 ubiquitin 

ligaseTRIM21, which modulates TRAIL-induced necroptosis by regulating positively the 

phosphorylation of RIPK1, RIPK3 and MLKL. In TRAIL death signaling pathway, biological 

functions of RIPK1 and RIPK3 are tightly regulated by ubiquitination and phosphorylation 

events. Further studies are needed to better understand the role of TRIM21 in the regulation of 

TRAIL necroptotic pathway. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Cell culture 

All cell lines were obtained from ATCC and were cultured at 37°C in a humidified incubator 

with an atmosphere of 5% CO2. HT29 cell lines were cultured in MEM (Gibco; 31095-029) 

supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) (Eurobio; CVFSVF00-01), 100U/ml 

penicillin and 100µg streptomycin (1% Pen-Strep) (Gibco; 15140-122), 2 mM L-glutamine 

(Invitrogen; 25030149) and MEM Non Essential Amino Acid 1X (1% MEM NEAA 100X) 

(Gibco; 11140-035). HaCat cell lines were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) (Gibco; 41966-029), supplemented with 10 % of FBS (Hyclone; ABY49068) and 2 

mM L-Glutamine (Invitrogen). 
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Reagents and antibodies 

Recombinant human Superkiller TRAIL (TRAIL-SK), Necrostatin-1 (Nec1) and zVAD-fmk 

(zVAD) were purchased from Enzo Life Sciences. Hoechst, propidium iodide (PI), 

dithiothreitol (DTT), iodoacetamide, ammonium bicarbonate and formic acid were obtained 

from Sigma-Aldrich. Proteases inhibitor and PhosStop Phosphatase inhibitor cocktails were 

purchased from Roche. Dynabeads protein G, TNFα and SytoxGreen (SG) were obtained from 

Invitrogen (Life Technologies), Birinapant was from Selleck Chemicals and Necrosulfonamide 

(NSA) was from Calbiochem. The TNFα inhibitor (Etanercept, Enbrel) was obtained from 

Pfizer. The multi-aggregated Ig-CD95L (or Ig-FasL) was a gift from Dr Patrick Legembre 

(CLCC Eugène Marquis, Rennes). 

Antibodies used were mouse monoclonal antibodies to caspase-8 clone C15 (ALX-804-429) 

(Alexis Biochemicals), FADD (556402) (Becton Dickinson), TRIM21 E-11 (sc-48430) and 

HSC70 (sc-7298) (Santa-Cruz); β-actin (A5316) (Sigma); rabbit polyclonal antibodies to 

TRAIL-R1/DR4 (1139), TRAIL-R2/DR5 (2019), RIPK3 (48-909) (ProSci Incorporated), 

RIPK1 (D94C12) XP (3493S) (Cell Signaling), Phospho-MLKL (ab187091) (Abcam), RIPK3 

(PA1-41533) (Pierce), Phospho-RIP (Ser166) (D1L3S) and Phospho-RIP3 (Ser227) (D6W2T) 

(Cell Signaling), FADD (06711) (Millipore); goat polyclonal antibodies to RIPK3 (clone N-

14) (sc-47368), TRIM21 M-20 (sc-21367) (Santa-Cruz) and rat monoclonal antibodies to 

MLKL (MABC604) (Millipore). Horseradish-peroxydase-conjugated secondary antibodies 

were provided by Dako and Clean Blot IP detection kit provided by Life Technologies. 

Antagonistic mouse monoclonal antibodies directed against extracellular domain of human 

TRAIL-R1/DR4 (HS101) and TRAIL-R2/DR5 (HS201) were purchased from Alexis 

Biochemicals.  

Cell death assays 

Cell survival was determined using CellTiter 96® AQueous one solution cell proliferation assay 

kit (Promega) as follows: 10,000 cells were seeded in 96 well plate and allowed to adhere for 

24h. 20 μl per well of assay solution were then added and left to incubate for 2 h at 37°C. The 

absorbance was measured at 490 nm and at 630 nm using a microplate reader (SPECTROstar 

Nano, BMG Labtech). The results were corrected by subtracting the background (after 2 h 

incubation with blank medium) and cell viability was calculated using:  
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Viability (%) = ((OD490-OD630)treated cells/mean(OD490-OD630)non-treated cells)*100. 

Cell viability was also determined by a methylene blue colorimetric assay as previously 

described [39]. The absorbance was measured at 620 nm (SPECTROstar Nano, BMG Labtech). 

Cell viability was calculated as follow:  

Viability (%) = ((OD620)treated cells/(OD620)non-treated cells)*100. 

Microscopic detection of apoptosis or necroptosis was carried out in both floating and adherent 

cells using Hoechst 33342 (1 µg/ml) and propidium iodide (1 µg/ml) staining dyes, as 

previously described [40]. At least 300 cells were counted on fluorescent microscope (Zeiss 

AX10 Imager) and the percentage of alive, apoptotic and necroptotic cells was evaluated for 

each condition. Cells were defined as follow: alive cells were Hoechst+/Propidium iodide-; 

apoptotic cells were Hoechst-/Propidium iodide+ with apoptotic bodies and necroptotic cells 

were Hoechst-/Propidium iodide+.  

Necroptotic cells were also detected by flow cytometry analysis (FL-2) (FACScalibur, Becton 

Dickinson) using propidium iodide staining dye. Cells were seeded in a 24-well plate at a 

density of 150,000 cells per well. Detection was carried out in both floating and adherent cells 

using staining dye at 0.5 µg/ml. 

Real-time analysis of necroptosis by immunofluorescence live imaging  

HT29 WT and TRIM21-KO cells were seeded at 30,000 cells per well in a 96-well plate and 

allowed to adhere for 24 h. The following day, MEM medium (with no supplement) was used 

and cells were treated with TRAIL-SK (100 ng/ml) in the presence of z-VAD-fmk (25 µM), 

Birinapant (1µM) (TzB) and SYTOX™ Green reagent (5 µM). IncuCyte S3® live-cell imaging 

system (Essen Bioscience Inc., Germany) was used for kinetic monitoring of cell death. 

Fluorescent and phase contrast images were taken every hour from 0 to 8 h post-treatment. Data 

of total integrated fluorescent signal intensity were generated by the IncuCyte® S3 Software.  

ATP concentration measurement 

Concentration of cellular ATP was measured using CellTiter-Glo® Luminescent Cell viability 

assay (Promega) according to the manufacturer’s instruction and as previously described [2]. 

Small interfering RNA transfection 

Cells were transfected by reverse transfection with double-stranded SMARTpool siRNAs 

targeting mRNAs of hRIPK1 (EG:8737), hRIPK3 (EG:11035), hTRIM21 (EG:6737) (GE 
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Healthcare). A non-specific targeting siRNA (siNT1, control siRNA, GE Healthcare) was used 

as a negative control for all experiments. 80 nM of siRNA was transfected per well using 

DharmaFECT-4 transfection reagent (ThermoFisher Scientific). 

Plasmids and transfections 

Transfection with Amaxa 4D 

HT29 cells were transfected using 4D-NucleofectorTM (Lonza) as per the manufacturer's 

instructions. Control plasmid (pcDNA3.1+/N-GST-[Thrombin], GeneScript) and TRIM21 

plasmid (pcDNA3.1+/N-GST-[Thrombin-hTRIM21], GeneScript) were used for transfection. 

Briefly, 1,000,000 of cells were placed in SF transfection buffer provided by the supplier and 

10 µg of plasmid was added. Transfections were performed using FF137 program. After the 

transfection, cells were seeded in 6-well plate with supplemented medium as described 

previously. 48h post-transfection, cells were treated with TzB during 24h and cell viability was 

analyzed by MTS assay.  

Calcium phosphate mediated transient transfection of HT29 TRIM21-KO cell line 

HT29 TRIM21-KO cells were seeded at 2,000,000 cell per well in a 6-well plate, and allowed 

to plate for 4 to 6 h. The following solutions were prepared for transfection experiments CaCl2 

(2 M) and HBS 2X (280 mM NaCl; 10 mM KCl; 1.5 mM Na2HPO4; 12 mM dextrose; 50 mM 

HEPES and pH between 7.05 – 7.12). 3 µg of DNA (pEGFP-N1-Ro52, a gift from Dr Mary 

Wahren-Helenius [17], or p EGFP-N1 vector (Clontech Laboratories) and 125 µl of CaCl2 were 

mixed and then added to 125 µl HBS 2X (ratio 1:1). After 16 h of incubation with the mixture, 

cells were washed for 1 min with PBS supplemented with 10% DMSO and incubated at 37°C 

with fresh supplemented medium. 24 h post-transfection, MEM medium (with no supplement) 

was used and cells were treated with TzB and Propidium Iodide (2µg/ml). IncuCyte S3® live-

cell imaging system was used for kinetic monitoring of cell death. Fluorescent and phase 

contrast images were taken every hour from 0 to 8 h post-treatment. Data of total integrated 

fluorescent signal intensity normalized by the total object count, were generated by the 

IncuCyte® S3 Software.  

CRISPR-mediated TRIM21 knockout in HT29 cell line 

Two gRNA targeting human TRIM21 sequences (AGCACGCCTTGACAA/TGATGT GGG 

and TGGCTAGCTGTCGA/TTGGGC CGG) were designed using the CRISPR Design Tool 
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from the Zhang Laboratory and cloned into the pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plasmid 

(Addgene # 48138, a gift from Feng Zhang) by BbsI digestion and ligation.  

1,000,000 of HT29 cells were transfected with 5 µg of both plasmids by electroporation using 

Amaxa 4D technology (Synnanovect platform, Biosit, Rennes) as previously described. GFP 

positive cells were sorted by flow cytometry 48 h after electroporation (Cell Sorter Aria, Becton 

Dickinson). A monoclonal cell line which does not express TRIM21 was obtained after serial 

dilution in a 96-well plate.  

Immunoprecipitation and Immunoblotting 

Cell pellets were collected and lysed using RIPA buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4; 1% Triton 

X-100; 25 mM HEPES; 150 mM NaCl; 0.2% SDS; 5 mM MgCl2; 1 mM Na3VO4) completed 

with protease inhibitors (Complete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche) and phosphatase 

inhibitor (PhosSTOP™, Roche). After lysis and sonication, the samples were centrifuged at 

13,000 rpm for 10 min, at 4°C. 

For RIPK3 immunoprecipitation, 50,000,000 cells were stimulated with 500 ng/ml TRAIL-SK 

for the indicated times at 37 °C. Anti-RIP3 (Pierce, PA1-41533) or IgG control was incubated 

with lysates for 3 h at 4 °C. Then 25 µl of Protein G Dynabeads was added and left to incubate 

overnight at 4 °C. After immunoprecipitation, magnetic beads were washed three times with 

lysis buffer and one time with PBS. Immunoprecipitated proteins were then eluted using elution 

buffer (200 mM Glycine pH 2.5). The acidic pH of the elution was neutralized by adding 1 M 

Tris-HCl, pH 8. 

After Bradford quantification, immunoprecipitated proteins and lysates were separated by SDS-

PAGE and transferred into nitrocellulose membrane. The membranes were then blocked with 

4 % Bovine Serum Albumine (BSA) in TBS 1X (20 mM Tris, 137 mM NaCl) during 1 h and 

then incubated overnight at 4 °C with indicated primary antibodies as previously described [40]. 

Protein-antibody complexes were revelated by enhanced chemoluminescence (Millipore) and 

imager analysis (ChemiDoc XRS+, BioRad). The Image Lab™ software (BioRad) was used 

for western blot visualization. Densitometry analysis of RIPK1, RIPK3, MLKL and 

phosphorylated forms was performed using ImageJ software (http://imagej/.nih.gov/ij/; 

provided in the public domain by the National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). 
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Mass Spectrometry: identification of immunoprecipitated proteins 

This experiment was realized in duplicate. For each time point treatment with TzB, 0 h and 3 

h, eight RIPK3 immunoprecipitates were pooled (240 µL) and subjected to enzymatic digestion: 

proteins were reduced with 25 µL of 65 mM DTT (15 min at 37°C) then alkylated with 25 µL 

of 135 mM iodoacetamide (15 min at room temperature in the dark). The sample was completed 

with 170 µL of 50 mM ammonium bicarbonate (pH 8.5) and finally digested with 2 µg of 

modified trypsin (Promega) for 5 h at 37°C. The peptide mixture was then desalted and 

concentrated using a micro spin-column C18 from Harvard Apparatus according to 

manufacturer’s instructions. The resulting sample was completely dried, then solubilized with 

17 µL of 0.1% acid formic and injected in a nanoflow high-performance liquid chromatography 

(HPLC) system (Dionex, LC Packings Ultimate 3000) connected to a hybrid LTQ-OrbiTrap 

XL (Thermo Fisher Scientific) equipped with a nano-electrospray ionization (ESI) source (New 

Objective). Mobile A (99.9 % MilliQ water and 0.1% formic acid (v:v)) and B (99.9% 

acetonitrile and 0.1% formic acid (v:v)) phases for HPLC were delivered by an Ultimate 3000 

nanoflow LC system (Dionex, LC Packings). The sample (10 µL) was loaded onto a trapping 

precolumn (5 mm × 300 μm i.d., 300 Å pore size, Pepmap C18, 5 μm) during 3 min with 2% 

buffer B at a flow rate of 25 µL/min. Reverse-phase separation was then performed at a flow 

rate of 0.250 µL/min using an analytical column (15 cm × 300 μm i.d., 300 Å pore size, Pepmap 

C18, 5 μm, Dionex, LC Packings) thermostated at 30°C. A gradient from 2% to 35% buffer B 

for the first 60 min, 35% to 60% buffer B from 60 to 85 min, and 60% to 90% buffer B from 

85 to 105 min was used. Finally, the column was washed with 90% buffer B for 16 min, and 

with 2% buffer B for 19 min. The peptides were directly eluted from the column into the ESI 

source of the mass spectrometer. A voltage of 1.6 kV was applied to the HPLC buffer using the 

liquid junction provided by the ESI source and the ion transfer tube temperature was set to 

200°C. The LTQ-Orbitrap XL instrument was operated in the data-dependent mode by 

automatically switching between full scan MS and consecutive MS/MS acquisitions. Full scan 

MS spectra were acquired in the OrbiTrap with a resolution of 60000 at m/z 400 in the mass 

range 400–2000; ion injection times were calculated to allow the accumulation of 106 ions in 

the OrbiTrap for each spectrum. The ten most intense ions (with an intensity ≥ 2000 counts and 

a charge state ≥ 2) of each full scan MS were sequentially isolated and fragmented in the linear 

ion trap by collision-induced dissociation (normalized collision energy at 35%, activation time 

of 30 ms). Peaks selected for fragmentation were automatically subjected to dynamic exclusion 

for 60 s with a mass tolerance of ± 10 ppm to avoid the selection of the same ion for 
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fragmentation more than once. For OrbiTrap measurements, an external calibration was used 

before each injection series ensuring an overall error mass accuracy below 5 ppm for the 

detected ions. MS data were saved in RAW file format (Thermo Fisher Scientific) using 

XCalibur 2.0.7 with tune 2.4. 

Proteome Discoverer 1.2 software (Thermo Fisher Scientific) supported by Mascot (Mascot 

server v2.2.07; http://www.matrixscience.com) database search engine was used for peptide 

and protein identification using its automatic decoy database search to calculate a false 

discovery rate (FDR). MS/MS spectra were compared to the UniProt Human Reference 

proteome set database (UniProt release 2015_09, September 29 2015, 70075 sequences, 

23655377 residues). Mass tolerance for MS and MS/MS was set at 10 ppm and 0.5 Da, 

respectively. The enzyme selectivity was set to full trypsin with one miscleavage allowed. 

Protein modifications were fixed carbamidomethylation of cysteines and variable oxidation of 

methionine. 

Identification validation and spectral count label-free quantification 

Proline Studio 1.1 software was used for the validation and the spectral count comparison of 

the identified proteins in each samples [http://proline.profiproteomics.fr/; 18]. After 

importation of the mascot .dat files from each query, search results were validated with a peptide 

rank = 1 and a FDR of 1% on the e-value at the peptide spectrum match level. Proteins identified 

with exactly the same set of peptides or with a subset of the same peptides were grouped in a 

Protein Set. This Protein Set is then represented by a Typical Protein which is the best identified 

protein (best score) or in case of same set proteins, the SwissProt one if possible. When proteins 

with shared peptides were identified with other peptides not belonging to the Protein Set, 

different Protein Sets were created, even if there are no specific peptides (i.e. if theses peptides 

were also shared by other Protein Sets). For the spectral count comparison, a parent dataset 

corresponding to the merge of the individual validated identification result was created. This 

parent dataset is used to define the shared and specific peptides and the Protein Set list to 

compare. For each protein we chose to calculate weighted spectral counts, as suggested in 

Abacus [19], where shared peptides are combined and weighted according to the associated 

Protein Sets. Briefly, for each shared peptide, we define which proportion of spectra is allocated 

to the different Protein Sets. These weights take into account the specific spectral counts of the 

different Protein Sets sharing the same peptide(s). To detect significant difference between 

samples, a beta-binomial test was performed on these weighed spectral counts and a p-value 
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was calculated for each Protein Set using the R package BetaBinomial 1.2 implemented in 

Proline Studio [20]. 

Statistical analysis 

Three independent experiments, each consisting of three replicates, were performed for each 

assay. A Student's t-test was used to compare means between different treatment groups. 

Statistical tests were performed using Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA). 
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Figure 1: TRAIL/zVAD-fmk/Birinapant (TzB) induces necroptosis in HT29 cell line. 

(A) HT29 cells were treated or not (NT) with TRAIL-SK (100 ng/ml), zVAD (25 µM), 

Birinapant (Bp, 1 µM) (TzB) for the indicated times. Left panel: percentages of apoptosis and 

necrosis were estimated by Hoechst/Propidium iodide staining (mean ± SD, n=3). Right panel: 

cellular ATP levels were determined by Cell Titer-Glo kit assay (mean ± SD, n=3). (B) HT29 

cells were pretreated with DMSO (0,1%), or Necrostatin-1 (Nec1, 10 µM), or 

Necrosulfonamide (NSA, 1 µM) for 1 h. Cells were then treated with TzB (in grey) or not (NT, 

in white) for 24 h. Percentage Propidium iodide (PI) positive cells were measured by flow 

cytometry (mean ± SD, n=3). (C) Upper panel: HT29 cells were transiently transfected with 

the following siRNAs: siRIPK1, siRIPK3, siRIPK1/siRIPK3, or siNT1 (negative control). 48 

h after transfection, HT29 were treated for 24 h with TzB (in grey) or not (in white). Percentage 

of Propidium iodide (PI) positive cells were measured by flow cytometry (mean ± SD, n=3). 

Lower panel: western blot of HT29 transiently transfected cells with siNT1, siRIPK1 or 

siRIPK3 siRNAs (72h post-transfection). Anti-human β-actine was used as protein loading 

control. One representative of three independent experiments.  (D) HT29 cells were pretreated 

or not (NT) with 10 µg/ml of antagonistic antibodies: anti-DR4, anti-DR5, anti-DR4/anti-DR5, 

or etanercept (aTNF) for 1 h. After, cells were treated with TzB for 24 h. Moreover, HT29 cells 

were pretreated or not (NT) with 10 µg/ml etanercept (aTNF) for 1 h and treated with TNF (20 

ng/ml), zVAD (25 µM) and Birinapant (Bp, 1 µM) for 24 h. Cell viability was measured using 

MTS assay (mean ± SD, n=3). (#), P<0.05; (##), P<0.01 and (###), P<0.001 compared NT to 

treated cells; (*), P<0.05; (**), P<0.01 and (***), P<0.001 compared treated conditions. 
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Figure 2: RIPK3 forms complex with RIPK1 upon necroptotic induction. 

(A) HT29 cells were treated or not (0 min) with TRAIL-SK (500 ng/ml), zVAD (25 µM) and 

Birinapant (Bp, 1 µM) for the indicating times. 4 mg of cell lysates were immunoprecipitated 

with RIPK1 or RIPK3 antibody or control IgG. The RIPK1 or RIPK3 immunocomplexes were 

analyzed by Western blot. * upper bands for RIPK1 or RIPK3. One representative of three 

independent experiments. (B) Label-free quantification of protein of interest by mass 

spectrometry. Weighted spectral counts were calculated (mean ± SD, n=2) from the analysis of 

two different pools of eight RIPK3 immunoprecipitates for RIPK3, MLKL, RIPK1, FADD, 

Caspase 8, HS90B, TRIM21 and PGAM5 observed in IgG control and at times 0 h and 3 h 

post-stimulation. (**) P<0.01. 
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Figure 3: RIPK1, MLKL, P-MLKL and TRIM21 are recruited to the endogenous RIPK3-

dependent necrosome.  

HT29 cells were treated or not (0 min) with TRAIL-SK (500 ng/ml), zVAD (25 µM) and 

Birinapant (Bp, 1 µM) for the indicating times. 4 mg of cell lysates were immunoprecipitated 

with RIPK3 antibody or control IgG as described in materials and methods. Upper panel: 

RIPK3 immunocomplexes were analyzed for indicated proteins by immunoblotting. * upper 

bands for RIPK1 or RIPK3. Lower panel: expression of the indicated proteins in cell’s lysates 

was analyzed by immunoblotting. Anti-human β-actine was used as protein loading control. 

One representative of three independent experiments. 
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Figure 4: Downregulation of TRIM21 expression negatively regulates TRAIL/zVAD-

fmk/Birinapant (TzB)-induced necroptosis. 

(A) HT29 and HaCat cells were transiently transfected with siTRIM21 or siNT1 (negative 

control). Immunoblot analysis of TRIM21, RIPK1, RIPK3 and MLKL expressions was carried 

out 72 h post-transfection. Anti-human Hsc-70 was used as protein loading control. One 

representative of three independent experiments. (B) 48 h after siRNA transfections, HT29 and 

HaCat cells were treated (in grey) or not (in white) with TRAIL-SK (100 ng/mL), zVAD (25 

µM) and Birinapant (Bp, 1 µM) for 24 h. Percentages of necrosis was estimated by 

Hoechst/Propidium iodide staining (mean ± SD, n=3). (C) 48 h after siRNA transfections, HT29 

(black) and HaCat (grey) cells were treated (dashed line) or not (solid line) with TRAIL-SK, 

zVAD (25 µM) and Birinapant (Bp, 1 µM) for 24 h. Cell viability (%) was evaluated by a MTS 

assay. (mean ± SD, n=3). (#), P<0.05; (##), P<0.01 and (###), P<0.001 compared NT to treated 

cells; (*), P<0.05; (**), P<0.01 and (***), P<0.001 compared treated conditions.  
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Figure 4: Downregulation of TRIM21 expression negatively regulates TRAIL/zVAD-

fmk/Birinapant (TzB)-induced necroptosis. 
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Figure 5: Overexpression of TRIM21 positively regulates TRAIL/zVAD-fmk/Birinapant 

(TzB)-induced necroptosis.  

(A) HT29 and HaCat cells were transiently transfected with pTRIM21-GST or control plasmid 

(used as a negative control). Immunoblot analysis of TRIM21, RIPK1, RIPK3 and MLKL 

expressions was carried out 72 h after transfection. Anti-human Hsc-70 was used as protein 

loading control. One representative of three independent experiments. (B) 48 h after siRNA 

transfection, HT29 and HaCat cells were treated or not with TRAIL-SK (100 ng/mL), zVAD 

(25 µM) and Birinapant (Bp, 1 µM) (TzB) for 24 h. Percentage of necrosis was estimated by 

Hoechst/Propidium iodide staining (mean ± SD, n=3). (C) 48 h after siRNA transfection, HT29 

(in black) and HaCat (in grey) cells were treated (dashed line) or not (solid line) with TRAIL-

SK, zVAD (25 µM) and Birinapant (Bp, 1 µM) for 24 h. Cell viability (%) was evaluated by a 

MTS assay. (mean ± SD, n=3). (#), P<0.05; (##), P<0.01 and (###), P<0.001 compared NT to 

treated cells; (*), P<0.05; (**), P<0.01 and (***), P<0.001 compared treated conditions. 
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Figure 5: Overexpression of TRIM21 positively regulates TRAIL/zVAD-fmk/Birinapant 

(TzB)-induced necroptosis.  
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Figure 6: Knock-out of TRIM21 expression in HT29 cells by CRISPR/Cas9 negatively 

regulates TRAIL/zVAD-fmk/Birinapant (TzB)-induced necroptosis. 

(A) HT29 TRIM21-KO cell line was obtained by CRISPR-Cas9 as described in materials and 

methods. Immunoblot analysis of TRIM21, RIPK1, RIPK3 and MLKL expressions was 

performed. Anti-human Hsc-70 was used as protein loading control. One representative of three 

independent experiments. (B) HT29 WT and HT29 TRIM21-KO cells were treated or not (NT) 

with TRAIL-SK (100ng/ml), zVAD (25 µM) and Birinapant (Bp, 1 µM) during 24 h. 

Percentage of necrosis was evaluated by Hiechst/Propidium Iodide staining (mean ± SD, n=3). 

(C) HT29 WT (in grey) and HT29 TRIM21-KO (in light grey) cells were treated or not (NT) 

with TRAIL-SK, zVAD (25 µM) and Birinapant (Bp, 1 µM) (TzB) during 24 h. Cell viability 

(%) was estimated by MTS assay (mean ± SD, n=3). (#), P<0.05; (##), P<0.01 and (###), 

P<0.001 compared NT to treated cells; (*), P<0.05; (**), P<0.01 and (***), P<0.001 compared 

treated conditions. (D) HT29 TRIM21-KO cell line was transiently transfected with EGFP 

control plasmid or pTRIM21-GFP plasmid. Upper panel: Microscopical pictures of HT29 

TRIM21-KO transfected or not (Control). Lower Panel: HT29 TRIM21-KO transfected or not 

cells were treated with TzB during 8 h. Cell mortality was estimated by using Propidium Iodide 

dye.  
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Figure 6: Knock-out of TRIM21 expression in HT29 cells by CRISPR/Cas9 negatively 

regulates TRAIL/zVAD-fmk/Birinapant (TzB)-induced necroptosis. 
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Figure 7: Knock-out of TRIM21 expression in HT29 cells by CRISPR/Cas9 induces a 

delay and a decrease of TRAIL/zVAD-fmk/Birinapant (TzB)-induced necroptosis. 

(A) HT29 TRIM21-KO cell line was obtained by CRISPR-Cas9 as described in materials and 

methods. HT29 WT (in black) or HT29 TRIM21-KO (in grey) cells were treated (dashed line) 

or not (solid line) with TRAIL-SK (100 ng/ml), zVAD (25 µM) and Birinapant (Bp, 1 µM) 

(TzB) during 8 hours. Necroptosis wad evaluated by measuring SYTOX™ Green (SG) 

intensity (RFU) as described in materials and methods. (B) HT29 WT and HT29 TRIM21-KO 

cells were treated with TzB during the indicating times. Immunoblot analysis of TRIM21, 

RIPK1, RIPK3, MLKL and phosphorylated forms of RIPK1, RIPK3 and MLKL were 

evaluated. Anti-human Hsc-70 was used as protein loading control. One representative of three 

independent experiments. (C) Densitometry analysis of RIPK1, RIPK3, MLKL and 

phosphorylated forms on the western blot above. Data are shown as the P-RIPK3 (upper 

band)/P-RIPK3 (lower band) ratio, P-RIPK1/Hsc-70 ratio, P-MLKL/Hsc-70 ratio, RIPK1/Hsc-

70 ratio, RIPK3/Hsc-70 ratio and MLKL/Hsc-70 ratio.
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Figure 7: Knock-out of TRIM21 expression in HT29 cells by CRISPR/Cas9 induces a 

delay and a decrease of TRAIL/zVAD-fmk/Birinapant (TzB)-induced necroptosis. 
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Figure Supp 1: Knock-out of TRIM21 expression in HT29 cells by CRISPR/Cas9 did not 

modify cell sensitivity to apoptosis induced by TRAIL, FasL or TNF or necroptosis 

induced by FasL or TNF. 

(A) HT29 WT and HT29 TRIM21-KO cells were treated with TRAIL-SK, TNF-α or FasL and 

Birinapant (Bp, 1 µM) during 24 h. Cell viability (%) was estimated by MTS assay (mean ± 

SD, n=3). (B) HT29 WT and HT29 TRIM21-KO cells were treated with TRAIL-SK, TNF-α or 

FasL, zVAD (25 µM) and Birinapant (Bp, 1 µM) during 24 h. Cell viability (%) was estimated 

by MTS assay (mean ± SD, n=3). (#), P<0.05; (##), P<0.01 and (###), P<0.001 compared NT 

to treated cells; (*), P<0.05; (**), P<0.01 and (***), P<0.001 compared treated conditions.  
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Figure Supp 1: Knock-out of TRIM21 expression in HT29 cells by CRISPR/Cas9 did not 

modify cell sensitivity to apoptosis induced by TRAIL, FasL or TNF or necroptosis 

induced by FasL or TNF. 
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Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la 4ème cause mondiale de décès par cancer. Un 

accroissement du nombre de patients atteints de stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) 

est remarqué dans les pays développés, augmentant le risque de développement de NASH, de 

cirrhose hépatique et de CHC. Actuellement, peu de thérapies sont disponibles pour les patients 

atteints d’un CHC de stade avancé. De même, peu de modèles murins mimant la 

physiopathologie humaine et permettant l’étude du développement de ce cancer sont 

disponibles. Dans notre unité, nous avons mis en place un modèle murin de développement de 

CHC, basé sur des souris diabétiques nourries avec un régime hyperlipidique. Ce modèle 

permet le développement d’une stéatose associée à une fibrose et à une stéatohépatite (NASH) 

et enfin l’apparition de tumeurs hépatiques. 

L’objectif de cette étude était de caractériser l’impact de deux régimes hyperlipidiques 

possédant une composition différente en lipides, glucides et protéines (High-Fat-High-

Cholesterol Diet, [HFHCD] et High-Fat-High-Sugar Diet, [HFHSD]) sur le développement de 

la NASH et l’apparition d’un cancer hépatique.  

Principaux résultats :  

 Deux physiopathologies différentes ont été observées : le régime HFHCD induit 

l’apparition d’une NASH sévère (dommages hépatiques, inflammation, fibrose, 

infiltrats immunitaires), qui est plus modérée avec le régime HFHSD ; 

 La NASH modérée observée avec le régime HFHSD a été associée avec l’apparition 

plus rapide et d’un plus grand nombre de tumeurs hépatiques ; 

 Le développement d’une NASH sévère, liée à la présence d’un infiltrat immunitaire 

conséquent semble limiter l’apparition de tumeurs hépatiques. 
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ABSTRACT 

The increase of sedentary lifestyle and high-calorie diet have modified the etiological landscape 

of hepatocellular carcinoma (HCC), with a recrudescence of non-alcoholic fatty liver disease 

(NAFLD), especially in Western countries. The purpose of our study was to evaluate the impact 

of high-fat diet feeding on non-alcoholic steatohepatitis (NASH) establishment and HCC 

development. Streptozotocin-induced diabetic male mice were fed with High-Fat-High-

Cholesterol Diet (HFHCD) or High-Fat-High-Sugar Diet (HFHSD) from 1 to 16 weeks. Two 

distinct physiopathological patterns were evidenced, with much more severe NASH hallmarks 

(liver injury, inflammation and fibrosis) in diabetic mice fed with HFHCD than those fed with 

HFHSD. The mild hepatic injury, weak inflammation and fibrosis observed in HFHSD was 

interestingly associated with earlier emergence and more liver tumors. The delay in the 

appearance of tumor nodules and the limitation of their numbers in the liver of HFHCD-fed 

diabetic mice coincided with the presence of infiltrating LT CD4+ and LT CD8+ activated cells 

known to be involved in tumor surveillance. These data highlighted two different mouse models 

of HCC progression in diabetic mice depending on diet, which could be useful to evaluate new 

therapeutic approaches for HCC by targeting the immune response. 
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NAFLD, NASH, Hepatocellular carcinoma, NASH-HCC murine model 
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Introduction 

The liver is the fifth organ most affected by cancer and the fourth leading cause of cancer-

related deaths. Between 85 and 90% of primary liver cancers derived from hepatocytes [1]. 

Many risks factors for the development of this hepatocellular carcinoma (HCC) are relatively 

well known. The most important ones include chronic viral hepatitis, linked to Hepatitis B or 

C virus (HBV or HCV) infections, environmental toxins as aflatoxins, abuse of alcohol 

consumption, metabolic diseases such as obesity or diabetes mellitus, genetic disorders 

(Wilson's disease and hemochromatosis for instance) and more recently non-alcoholic fatty 

liver disease (NAFLD) [2]. 

In the past few years, Western countries are facing a significant increase in the incidence of 

obesity and diabetes mellitus. These two human diseases are frequently associated with NAFLD 

[3], which is subdivided in two categories in adults according to their severity. At the first stage, 

the nonalcoholic fatty liver (NAFL) only shows some hepatocellular injury and steatosis. 

Besides, the nonalcoholic steatohepatitis (NASH) phase is a progressive liver disease, 

characterized by steatosis, liver inflammation and fibrosis, and could lead to cirrhosis and HCC 

[4].  

The liver plays an important role in immunological surveillance, especially for gut-derived 

products containing many exogenous elements, mainly harmless but sometimes pathogenic. 

Thus, the liver tissue contains a broad collection of immune cells, including Kupffer cells 

(resident macrophages) and lymphocytes (LT and NK cells), which represent 50% of total 

immune cells in the liver [5]. This hepatic innate and adaptive immune system are also involved 

in the recognition and destruction of cancerous cells [6]. However, during chronic liver disease, 

the constant established inflammation results in the recruitment of systemic immune cells and 

increase of pro-inflammatory cytokine production (mostly TNF-α and IFN-γ). This unusual 

intrahepatic immune status promotes disease progression and contributes to carcinogenesis [7]. 

Once settled, tumors manage to control the anti-tumor functions of immune cells by producing 

immunosuppressive cytokines, such as TGF-β and IL-10 [8]. Besides, the intra-tumoral 

infiltration of immunosuppressive lymphocytes Treg is correlated with HCC progression and 

poor patient prognosis [9,10]. 

To better understand the role of the immune response during HCC progression, and thus to 

allow the development of new therapeutics, pertinent murine models are required. Fujii et al. 

have established a murine model enabling the study of HCC progression in a context of 
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nonalcoholic steatosis. This model, based on diabetic-induced C57Bl6J mice fed with a High 

Fat Diet (HFD) showed systematic development of tumors after 16 weeks under HFD and is 

considered to be a pertinent model for HCC development studies [11]. 

In the present work, we investigated the physiopathological differences during liver cancer 

progression in diabetic mice fed with two different high fat diets. Diabetic mice fed with high-

fat high-cholesterol diet (HFHCD) or high-fat high-sugar diet (HFHSD) were monitored during 

16 weeks to evaluate steatosis, NASH severity and HCC development. The inflammation status 

and immune response were also followed in both conditions during the course of the disease. 

 

RESULTS 

High Fat Diet-induced steatosis was associated with severe liver injuries only for HFHCD. 

In order to compare NASH evolution according to high calorie diet type, an experimental 

protocol using diabetic male mice was conducted. These protocol was described to induce 

chronic hepatitis leading to HCC development [11]. A type 1 diabetes was first triggered in 

C57Bl/6J male mouse pups using streptozotocin (STZ) treatment. Mice were then subjected, at 

post-weaning stage and for 16 weeks, to high-fat diets supplemented by an excess of cholesterol 

or of sugar (high-fat high-cholesterol diet [HFHCD] or high-fat high-sugar diet [HFHSD], 

respectively). Two control groups of non-diabetic and diabetic mice were bred in parallel under 

a standard diet (SD). Body weight monitoring showed that, unlike the other groups, mice under 

HFHCD tended to lose weight at the time of diet-switch to remain stable thereafter (Figure 

S3a). This minor weight loss was probably due, in part, to the poor palatability of HFHCD, as 

revealed by diet consumption follow-up (Figure S3b). 

The induced non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) starts with asymptomatic hepatic 

steatosis, a process followed on mice enrolled in the different protocols, at 4, 8, 12 and 16 weeks 

on histological sections stained with H&E (Figure 1a). Macrovesicular steatosis appeared as 

early as 8 weeks, and seemed to be larger in mice fed with HFHSD. However, triglyceride 

quantification did not show any differences between the two groups. Thus, compared with 

control groups, the triglyceride levels doubled in the liver of mice under both HFD (Figure 1b).  

During NAFLD evolution, oxidative stress sets and influences pathogenesis. Two markers of 

the oxidative state of the hepatic tissue were analyzed by an RT-qPCR approach. It turned out 

that HFHCD-fed mice displayed significant higher levels of NADPH oxidase 2 (Nox2) and 
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Heme oxygenase 1 (Hmox-1) mRNA than mice fed with HFHSD (Figure 1c). This difference 

was maintained throughout all the experimental kinetics, from the 4th to the 16th week. Note 

that diabetes alone also caused some hepatic oxidative stress, a phenomenon already described 

[12]. To evaluate liver injury in parallel, serum transaminase levels were monitored over time. 

While alanine transaminase (ALT) concentrations remained consistently normal for mice under 

HFHSD, blood from HFHCD-fed animals showed higher concentrations from 4 weeks of diet, 

which persisted until the end of the protocol (Figure 1d). Such values (averaging at 500 and up 

to 1000 UI/mL) revealed severe chronic liver damage, a typical NASH symptom. Besides, only 

HFHCD also caused a sustained systematic hepatomegaly, as shown by the analysis of liver to 

body weight ratio (Figure 1e). 

These initial investigations showed that both tested hyper-caloric diets resulted in quantitatively 

identical steatosis in diabetic mice, but that the first explored symptoms of NASH appeared 

much more pronounced in the HFHCD-fed cohort.  

The fibrotic stage reached in the livers of diabetic mice differed according to the type of 

high-fat diet. 

During NASH, the continuous presence of liver damage related to the chronic inflammatory 

state will activate stellate cells that will be responsible for the excessive deposition of the 

extracellular matrix, transforming the liver structure into scar tissue. Fibrosis was investigate in 

our models, directly within the tissue using Sirius Red staining (Figure 2a). Strikingly, huge 

quantities of collagen fibers gradually accumulated in the liver of diabetic mice fed with 

HFHCD. In comparison, HFHSD only induced mild fibrosis. Signal quantification revealed 

that, in both cases, fibrosis began as early as week 4 and gradually intensified, with a much 

more pronounced slope for diabetic mice on HFHCD (Figure 2b). To support this histological 

data, the mRNA levels of genes known to be involved in fibrosis (Col1a1, Tgfb1) were 

quantified in liver extracts. Both high-fat diets systematically upregulated tested mRNA, with 

again more marked inductions in samples issued from HFHCD-fed diabetic mice (Figure 2c). 

A new level of illness, fibrosis, had been rapidly reached in diabetic mice fed with high-fat 

diets. Thus, diabetic mice subjected to the tested high-fat diets developed a similar steatosis but 

a NASH syndrome of different severity. The evaluated physiopathological parameters 

(oxidative stress, liver injuries and fibrosis) remained mild for HFHSD but became severe for 

HFHCD.  

Mild NASH, a breeding ground for HCC. 
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Livers of mice included in protocols were isolated and macroscopically analyzed. While the 

liver of control diabetic mice looked normal, those issued from diabetic mice fed for 16 weeks 

with one of the HFD displayed an abnormal morphology, with a granular surface, a stiffer 

texture and a pale color. This deterioration, typical of fibrotic livers, was much more 

pronounced in animals under HFHCD than under HFHSD (Figure 3a).  

 Macroscopic observation also revealed that some tumors protruded from the surface of the 

organ isolated exclusively from HFHSD- and HFHCD-fed diabetic mice. Their quantification 

showed that more visible tumors recovered livers taken from diabetic mice fed with HFHSD 

(Figure 3b). Liver tissue sections were systematically stained with H&E after 4, 8, 12 and 16 

weeks of feeding with HFHCD or HFHSD for histological observation. Tumors, detected by 

changes in the liver histology, were identified in all diabetic mice under HFD after 8, 12 and 

16 weeks of feeding (Figure S4a).  

Since glutamine synthetase (GS) has been described as an early biological marker of HCC 

(Long et al., 2010), its immunostaining was performed on liver sections from all animal groups 

and at all times of kinetics (Figure 3c). Basal physiological staining of GS appeared in the 

centrilobular zone III on all tested specimen. Otherwise, GS positive (GS+) nodules arose only 

in diabetic mice on HFD and never in SD-fed animals. The emergence of GS+ nodules began 

very early (at week 4) in diabetic mice fed with HFHSD, whereas the first GS+ nodules were 

detected only from week 8 in the liver of diabetic mice fed with HFHCD. In addition to the 

rapidity of their appearance in the liver of mice under HFHSD, the study of their density 

(number of GS+ nodules relative to the analyzed tissue surface) revealed that these livers 

contained a significantly larger number of GS+ nodules (Figure 3d). On the other hand, when 

comparing GS+ tumor sizes for same times of HFD, no difference emerged between the 2 

experimental groups which received HFHCD or HFHSD (Figure S4b). These results indicated 

that in HFHCD mice, the liver environment seemed to restrict tumor onset.  

Despite the differences detected in carcinogenesis according to the type of HFD, the life 

expectancy of diabetic mice under HFHCD or HFHSD remained similar. Indeed, their 

respective survival curves showed no significant difference (Figure S4c). 

Finally, according to HFD type, diabetic mice with mild hepatitis and fibrosis developed more 

tumors in their liver than diabetic mice suffering from severe hepatitis and fibrosis.  
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HFD-composition affected the amplitude and nature of the immune infiltrate. 

Distinct immunological liver microenvironments could explain the disparities observed 

between tumorigenesis occurring in diabetic mice fed with HFHCD or HFHSD. To initiate the 

analysis of elicited intrahepatic immune response, lobular inflammation and immune infiltrate 

were studied on liver sections stained with H&E (Figure S5). Lobular inflammation linked to 

steatohepatitis was only detected in diabetic mice fed with HFHCD and was accompanied by 

massive immune cell infiltrate from 8 to 16 weeks of feeding (Figure S5a). On the contrary, in 

diabetic mice fed with HFHSD, mild inflammation and only few spots of immune cells were 

observed on liver sections stained with H&E. Hepatic inflammation was also detected by an 

increase of Tnf-α and Ccl-2 mRNA expression only in diabetic mice fed with HFHCD (Figure 

S5b). 

In order to confirm immune cell presence in the livers of diabetic mice fed with used-HFD, 

immunochemistry staining was performed on tissue sections with a CD45 antibody (Figure 4). 

CD45 is a common marker of immune cells, strongly express on leukocytes and weakly express 

on myeloid cells. Immune cell infiltrates appeared in the livers of all diabetic mice fed with 

either HFHCD or HFHSD. However, in tissues derived from HFHSD-fed diabetic mice, the 

CD45 positive staining was lower than in those from mice fed with HFHCD and, regarding to 

the CD45 expression and cells morphology, seemed to be predominantly represented by 

myeloid cells (Figure 4a). Signal quantification confirmed that the level of immune cell 

infiltrates increased over time in both experimental group but with greater magnitude in diabetic 

mice fed with HFHCD (Figure 4b). 

To clarify cell infiltrate composition, hepatic immune cells were isolated to be identified and 

quantified by a flow cytometry approach. Thus, lymphocytes B (LB), lymphocytes T (LT4, 

LT8 and LTreg), natural killer (NK) cells, natural killer T (NKT) cells, macrophages and 

neutrophils were characterized in diabetic mouse livers after 1, 4 and 8 weeks of either HFHCD 

or HFHSD (Figure 5). All these immune cell populations and their activation were evaluated 

beforehand in the liver of healthy non-diabetic mice fed with SD (Figure S6b & S6c).  

According to previously published data, the diabetic status of mice alone led to a progressive 

increase in the number of LT8, a situation found in all diabetic mice fed either with SD, HFHCD 

or HFHSD [14]. In addition, a decrease in NKT cells and neutrophils was observed in diabetic 

mice fed with SD (Figure 5b).  
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A significant recruitment of macrophages arose in the liver of HFHCD-fed diabetic mice at 

week 1. Concomitantly with this recruitment, LT4 and LT8, which are cells implied in the tumor 

immune surveillance, were activated only in the liver of mice fed with HFHCD from week 4 

(Figure 5b & 6a). Regarding LTreg cells, which own immunosuppressive functions and thus 

control the immune response, their number and their activation state increased at week 4 and 

further at week 8 in the liver of diabetic mice fed with HFHCD (Figure 5b & 6a). Only in these 

mice, NKT cells gradually disappeared from livers, as previously reported [15], showing NASH 

progression in mice fed with HFHCD.  

On the contrary, no drastic change occurred in the hepatic immune cell population of HFHSD-

fed diabetic mice, either on their number or on their activation status.   

Altogether these data suggested that the immune system was less solicited in the liver of mice 

fed with HFHSD since this diet did not induce hepatic inflammation, nor important recruitment 

of macrophages, nor activation of LT4, LT8 or LTreg nor decrease in NKT cells, contrary to 

what was observed in the liver of mice fed with HFHCD. 

 

DISCUSSION 

An inappropriate feeding behaviour can lead to steatosis (hepatic fat accumulation), liver 

inflammation or even hepatocellular carcinoma (HCC). To evaluate the impact of high-fat diet 

(HFD) composition on the progression of these pathologies, two groups of diabetic mice were 

fed with two distinct HFDs, one supplemented with cholesterol and cholate (HFHCD) and the 

other enriched in sugar (HFHSD). The induction of diabetes in itself led to overconsumption in 

mice, from a daily intake of 3 g of standard diet (SD) to almost 5 g of SD. However, the low 

palatability of HFDs was most likely responsible, at least in part, for the observed drop in daily 

food intake by diabetic mice, reaching 3 g for HFHSD and only 1.6 g for HFHCD. Finally, 

while the calorie intake of lipid origin represented a consumption of 1.8 kcal per day for SD-

fed diabetic mice, that of diabetic mice on HFHCD or HFHSD reached 9 and 9.2 kcal per day, 

respectively. The indistinguishable steatosis levels measured in livers of diabetic mice fed with 

HFHCD or HFHSD may be explained by this similar high caloric intake of lipid origin. 

HFHSD contained high percentages of carbohydrates, which, when combined with high fat 

diet, added a risk factor to develop HCC [16], and could contribute to tumors expansion in mice 

fed with HFHSD. Some studies showed than carbohydrates are associated with liver damage 
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and NAFLD [17,18]. In liver, carbohydrates stimulate lipogenesis that generates high levels of 

ATP and citrate, and induce fatty acids and triglycerides biosynthesis [19]. The high 

carbohydrate levels in HFHSD most likely contributed to steatosis hepatic damage, leading to 

hepatocyte proliferation, mild fibrosis and cancer development.  

Not only did the proportions of lipid, carbohydrates and proteins differ between used diets but 

also the type of fatty acids. Thus, HFHCD is mainly composed by saturated fatty acid (SFA) of 

plant origin whereas HFHSD contains more monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated 

fatty acids (PUFA) of animal origin. SFA accumulation has been shown to induce hepatic 

toxicity and endoplasmic reticulum stress that can stimulate the pro-inflammatory profile of 

macrophages [20,21]. On the contrary, PUFAs promote the prevention and the resolution of 

tissue inflammation. Accordingly, the inflammatory profile of macrophages depends on the 

ratio between SFA and PUFA. Thus, the SFA:PUFA ratio was much higher in HFHCD (17.35) 

than in HFHSD (2.31). The excess of SFA in HFHCD most probably contributed to the 

observed severe symptoms (inflammation and fibrosis) found in diabetic mice under this diet. 

Moreover, in the livers of HFHCD-fed mice, the increase of the CD69 marker on LT CD4+, 

which reflected their activation, may also be explained by this overabundance of SFA [22]. 

Besides, cholate and cholesterol, which enrich HFHCD, would also take part in its detrimental 

impact since these compounds has been respectively described to exacerbate inflammation and 

fibrosis [23,24]. Cholesterol is also, involved in cell death. This lipotoxic molecule increases 

the release of cytochrome c and adenosine triphosphate (ATP) leading to c-Jun N-terminal 

kinases 1 (JNK1) activation and cell death by apoptosis or necrosis [25]. 

During NASH progression, the excess of lipids and fatty acids leads to liver lipotoxicity and 

hepatocyte injuries that initiate inflammation. Hepatocyte injury results in the release of 

Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs) which could activate Kupffer Cells (KC). In 

addition, patients with NASH have impaired intestinal permeability and a higher incidence of 

bacterial overgrowth leading to Pathogen-Association Molecular Patterns (PAMPs) release in 

blood [26]. PAMPs, commonly release by bacteria, viruses, parasites, fungi but also lipids 

contained in high-fat diets, could be detected by KC and also induce their activation [27]. 

DAMPs or PAMPs activated KC produce pro-inflammatory (TNF-α, IL-6, IL-1β) and 

chemotactic factors (CCL-2, CCL-5), fuelling the inflammation and inducing immune cell 

recruitment [28]. Liver of HFHCD-fed diabetic mice exhibited an inflammatory reaction 

signature, with a strong expression of TNF-α and CCL-2. Thus, our histological analyses 

confirmed the presence of numerous immune cells resulting from active infiltration (CD45+ 
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cells) and some of which was proliferating in the liver (Ki67+ cells) (data not shown). These 

hepatic infiltrates contained many macrophages, probably responsible for the strong activation 

of the lymphocyte population, especially found in this group of HFHCD-fed diabetic mice. In 

parallel, it was found that, compared to diabetic mice under HFHSD, those included in the 

experimental protocol using HFHCD developed less liver tumor nodules. In combination with 

NK cells, lymphocytes T (CD4+ T helper and CD8+ cytotoxic T cells) are known to be key 

players of the tumors immunosurveillance [29]. Thus, the presence of a greater number of active 

immune cells involved in tumor immunosurveillance in the liver of NASH-diabetic mice 

coincided with a limited emergence of hepatic tumors, despite an advanced fibrotic stage. This 

observation supports the hypothesis that a weak recrudescence and activation of invasive 

immune cells in the liver of diabetic mice fed with HFHSD allowed cancerous hepatocytes to 

persist, proliferate and give rise to numerous tumor nodules. In these mice, the absence of liver 

inflammation does not result in macrophages and lymphocytes recruitment and activation. In 

fact, a weak activating signal of LT CD4+ and LT CD8+ could lead to lymphocytes apoptosis 

[30]. These data supports the lack of immune surveillance inside liver tissue in mice fed with 

HFHSD and allow a suitable environment to tumors onset. This last in vivo experimental 

condition may reproduce a part of patients with NAFLD without advanced fibrosis, but who 

still develop HCC [31]. This subpopulation represents around 35% of NAFLD-associated HCC. 

Interestingly, larger tumors are also found in this subclass of clinical cases [32]. 

The massive influx of immune cells into the liver of HFHCD-fed diabetic mice also involved 

regulatory T cells (Tregs). These specialized lymphocytes are immunosuppressive cells and 

help to contain the immune response to prevent any drift risk towards autoimmune reactions. 

Conversely, their inhibitory functions could impede the protective functions of anti-tumors 

immune response, promoting cancerous cell expansion [33]. This murine model of HCC 

development in a NASH background on diabetic mouse under HFHCD will afford the 

opportunity to test a therapeutic strategy targeting Tregs, an approach described as a promising 

cancer treatment [34]. 

 

MATERIAL ET METHODS 

Animal model and chemicals treatment 

All experimental protocols on animals were conducted in compliance with French laws and the 

institution’s guidelines for animal welfare (authors were authorized to conduct animal 
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experimentation by “La direction des Services Vétérinaires” (license M Samson, #A3523840), 

the project was authorized by the “Comité Régional d’Ethique d’Expérimentation Animal” 

[CREAA], license given by the “Ministère de l'Education Nationale et de la Recherche”, #5656-

2016061401105051). Figure S1a depicts the general experimental plan. Diabetes mellitus was 

induced by a single subcutaneous injection of 200µg of Streptozotocin (STZ) (Sigma, #S0130) 

in C57Bl/6J male mice two days after birth. Four groups were designed: STZ-treated group 

under standard diet (STZ+SD), STZ-treated group under high-fat high-cholesterol diet 

(STZ+HFHCD) and STZ-treated group under high-fat high-sugar diet (STZ+HFHSD) and a 

control group under standard diet, without STZ treatment. At weaning, the diabetic status of 

mice was check (Figure S1b). After, mice were fed ad libitum with a standard diet (SD) (2016, 

Teklad Diet, Envigo) or HFHCD, with vegetal fat (#9G21, LabDiet, St. Louis, MO) or HFHSD, 

with animal fat (TD.06414, Teklad Custom Diet, Envigo) during 1, 4, 8, 12 or 16 weeks (Figure 

S2). Animals were housed in individual cages and bred in specific pathogen-free conditions in 

conventional animal facility with a 12h dark light cycle. 

Biochemical parameters 

All animals were monitored daily and weighed once a week. Glycemia tests using glucometer 

(Freestyle Optium Neo, Abbott) were performed after weaning and at slaughtering with 

submandibular blood collection using a lancet (#GR-3,5mm, Goldenrod Animal Lancet, Bioseb 

Lab). 

Serum alanine aminotransferase (ALT) transaminase levels were measured according to the 

International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine primary reference 

procedures using an Olympus AU2700 Autoanalyser (Olympus Optical). 

Histological analysis 

Mouse liver was collected after slaughtering. Liver fragments were fixed in 4% 

paraformaldehyde and embedded in paraffin. Sections of 4 µm were used for hematoxylin-and-

eosin (H&E), red sirius (RS) and immunohistochemistry stainings. For immunolocalization of 

glutamine synthetase (GS, Abcam, ab73593, 1/100), or of CD45 (BioLegend, #103107, 1/30), 

tissue sections were dried 1 h at 58 °C, followed by antigen retrieval and incubated with the 

corresponding primary antibody in a Ventana automated staining platform (Ventana Medical 

Systems, USA). Revelation of primary antibody was carried out using horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated secondary antibody (Dako, USA) and DAB substrate kit (Ventana, #760-

124). Slides were then counterstained with hematoxylin. 
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All paraffin-embedded liver sections were scanned with a digital slide scanner (Nanozoomer 

2.0-RS, Hamamatsu) and files were analyzed with the NDP viewer 2.5 software (Hamamatsu). 

Quantification of glutamine synthetase and CD45 positive signals was performed with an image 

analysis software (NIS-Element AR analysis software, Nikon, Tokyo, Japan). 

Hepatic triglyceride quantification assay 

Fragments of mouse liver, collected after slaughtering and preserved at -80°C after rapid 

freezing in liquid nitrogen, were weighted and lysed by a 5% NP40 buffer (#FNN0021, 

Invitrogen) using an Ultra-Turrax® homogenizer. Triglycerides were solubilized at 90°C for 3 

min and cleared by centrifugation at 15,000 rpm for 2 min. The Triglyceride Assay Kit 

(ab65336, Abcam) was used for quantification, according to manufacturer’s instructions.  

RNA Analysis 

Total RNA was extracted from frozen liver fragments using the Nucleospin RNA kit (#740955, 

Macherey-Nagel) and an Ultra-Turrax® homogenizer according to manufacturer’s instructions. 

After RNA quantification using the NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer), cDNA was 

synthetized using the SuperScriptTM II Reverse Transcriptase (#18064022, Invitrogen). Real-

time quantitative PCR was performed using the fluorescent SYBR Green dye (Power SYBR® 

Green PCR Master Mix, Applied Biosystems) and the CFX384 TouchTM Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad). The primer sequences used for qPCR are detailed in Table S1 in 

supporting information. Each measurement was performed in triplicate. The relative gene 

expression was normalized against the 18S gene expression. Healthy control mouse group 

under SD, without STZ treatment was used as a reference for mRNA expression (control 

mRNA level was arbitrarily set at 1). 

Liver immune cell analysis by flow cytometry 

In order to remove blood, mouse livers were flushed by perfusion with PBS through inferior 

vena cava. Then, livers were crushed on a 70 µm cell strainer (Falcon #352350, Fisher 

Scientific). Parenchymal cells were removed by sedimentation for 1 h. Liver immune cells were 

isolated with density separation by centrifugation on RPMI media (RPMI 1640 Media, Gibco) 

with 35% Percoll (Percoll density gradient media, GE Healthcare, Life Sciences). For each 

liver, red blood cells were lysed by a treatment with ammonium chloride potassium (ACK) 

buffer (155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.01 mM EDTA). Cell suspensions were labeled for 

30 minutes with LIVE/DEAD fixable green stain (#L34959, Life technologies) to exclude dead 
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cells. Cells were also incubated with an anti-CD16/CD32 antibody (2.4G2, BD Pharmingen) to 

block non-specific binding before staining with fluorochrome-conjugated antibodies described 

in Table S2. Fluorescence of stained cells was measured on LSRFortessa x20™ flow cytometer 

(BD Biosciences) and data were analyzed using Flowlogic software (MACS Miltenyi Biotec). 

Dead cells and doublets were excluded on the basis of LIVE/DEAD labeling and forward/side 

scatter, respectively. The immuno-phenotyping used was as follows: B-lymphocytes: 

CD19+/CD3- cells; T-lymphocytes: CD3+/TCRVβ+/NK1.1-; NKT cells: 

CD3+/TCRVβ+/NK1.1+; NK cells: CD3-/NK1.1+; neutrophils: GR1+/CD11b+ and 

macrophages: GR1+/CD11b- (Figure S6a). Lymphoid activation was studied by analyzing the 

expression of CD69. We calculated the percentage of each immune cell population, by 

considering the sum of events of all immune cell populations analyzed (sum of T, NK, NKT, B 

cells and myeloid cells) as 100% of the total immune cells.  

Statistical analysis 

Data were expressed as means ± SEM for all mice treated similarly. Mean differences between 

experimental groups were assessed using the non-parametric Mann–Whitney U-test. All 

statistical analysis were achieved with the GraphPad Prism5 software. Calculated p values are 

integrated on histograms and graphs. Significance is shown as follows:  #p < 0.05, ##p < 0.01 

and ###p < 0.001 (comparison between diabetic mice under SD to healthy mice under SD 

groups); $p < 0.05, $$p < 0.01 and $$$p < 0.001 (comparison between STZ+SD and 

STZ+HFHCD or STZ+HFHSD groups) and *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 

(comparison between STZ+HFHCD and STZ+HFHSD groups). 

 

CONCLUSION 

In this study, we investigated the impact of high fat diet composition on HCC development. 

STZ-induced diabetic male mice were fed with High-Fat-High-Cholesterol (HFHCD) or High-

Fat-High-Sugar (HFHSD). Our results showed that the physiopathological conditions leading 

to the development of HCC was different in mice according to the diet.  Mice fed with HFHCD 

developed severe liver injury, inflammation and fibrosis. This pro-inflammatory liver 

environment induced massive immune cell infiltrates, which seemed to be able to partly control 

tumor onset. On the contrary, diabetic mice fed with HFHSD presented moderate liver injury 

and mild fibrosis. This hepatic microenvironment with low inflammation and weak immune 

cell infiltrates was propitious to tumor development. Finally, these two in vivo mouse models 
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of HCC progression in diabetic mice and depending on diet could be useful to better understand 

the heterogeneity of liver tumors and are therefore relevant supports for evaluating new 

therapeutic approaches, such as immune therapy. 
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Figure 1: High-fat diet type influenced hepatitis severity in diabetic mice without affecting 

steatosis grade. 

Healthy or diabetic (STZ, Streptozotocin) C57Bl6/J male mice were fed either a standard diet 

(SD) or a high-fat diet (HFHCD, High-Fat High-Cholesterol Diet; HFHSD, High-Fat High-

Sugar Diet) during 4, 8, 12 or 16 weeks. (a) H&E staining of liver sections. Black arrows show 

lipid macrovesicles. Scale bars: 100 µm, original magnification x200; (b) Triglyceride 

concentration measured in liver extracts; (c) Hepatic mRNA expression levels of Hmox-1 and 

Nox2 genes; (d) Liver to body weight (LBW) ratio, percentage of liver weight on body weight; 

(e) Plasma alanine transaminase (ALT) concentrations (UI/L). For all graph, each grey dots, 

black dots, black squares and black triangles represent individuals from the different groups: 

healthy mice under SD, diabetic mice under SD, diabetic mice under HFHCD or HFHSD, 

respectively. #, P<0.05; ##, P<0.01 and ##, P<0.001 compared diabetic mice under SD to 

healthy mice under SD; $, P<0.05; $$, P<0.01 and $$$, P<0.001 compared diabetic mice under 

HFHCD or HFHSD to diabetic mice under SD; *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, P<0.001 

compared diabetic mice under HFHCD to diabetic mice under HFHSD. 
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Figure 1: High-fat diet type influenced hepatitis severity in diabetic mice without affecting 

steatosis grade. 
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Figure 2: High-fat diet type affected fibrosis progress in diabetic mice. 

Healthy or diabetic (STZ, Streptozotocin) C57Bl6/J male mice were fed either a standard diet 

(SD) or a high-fat diet (HFHCD, High-Fat High-Cholesterol Diet; HFHSD, High-Fat High-

Sugar Diet) during 4, 8, 12 or 16 weeks. (a) Sirius Red staining of liver sections. Black arrows 

show collagen deposition. Scale bars: 250 µm, original magnification x100; (b) Quantification 

of fibrosis as determined by the percentage of Sirius Red positive area; (c) Hepatic mRNA 

expression levels of Col1a1 and Tgfb1 genes. For all graph, each grey dots, black dots, black 

squares and black triangles represent individuals from the different groups: healthy mice under 

SD, diabetic mice under SD, diabetic mice under HFHCD or HFHSD, respectively. #, P<0.05; 

##, P<0.01 and ##, P<0.001 compared diabetic mice under SD to healthy mice under SD; $, 

P<0.05; $$, P<0.01 and $$$, P<0.001 compared diabetic mice under HFHCD or HFHSD to 

diabetic mice under SD; *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, P<0.001 compared diabetic mice under 

HFHCD to diabetic mice under HFHSD.  



127 
 

Figure 2: High-fat diet type affected fibrosis progress in diabetic mice. 
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Figure 3: NASH-driven hepatic carcinogenesis in diabetic mice depended on high-fat diet 

type. 

Healthy or diabetic (STZ, Streptozotocin) C57Bl6/J male mice were fed either a standard diet 

(SD) or a high-fat diet (HFHCD, High-Fat High-Cholesterol Diet; HFHSD, High-Fat High-

Sugar Diet) during 4, 8, 12 or 16 weeks. (a) Representative macroscopic liver pictures. Dashed 

lines delimit visible tumors; (b) Tumour density measured from liver pictures; (c) Glutamine 

Synthetase staining of liver sections. Dashed lines delimit positive Glutamine Synthetase (GS+) 

tumors. Scale bars: 500 µm, original magnification x50; (d) Hepatocellular carcinoma 

quantification measured from GS+ area. For all graph, each grey dots, black dots, black squares 

and black triangles represent individuals from the different groups: healthy mice under SD, 

diabetic mice under SD, diabetic mice under HFHCD or HFHSD, respectively. #, P<0.05; ##, 

P<0.01 and ##, P<0.001 compared diabetic mice under SD to healthy mice under SD; $, P<0.05; 

$$, P<0.01 and $$$, P<0.001 compared diabetic mice under HFHCD or HFHSD to diabetic 

mice under SD; *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, P<0.001 compared diabetic mice under HFHCD 

to diabetic mice under HFHSD.  
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Figure 3: NASH-driven hepatic carcinogenesis in diabetic mice depended on high-fat diet 

type. 

  



130 
 

Figure 4: Immune infiltrate presence during HCC development on NASH background.  

Healthy or diabetic (STZ, Streptozotocin) C57Bl6/J male mice were fed either a standard diet 

(SD) or a high-fat diet (HFHCD, High-Fat High-Cholesterol Diet; HFHSD, High-Fat High-

Sugar Diet) during 1, 4, 8, 12 or 16 weeks. (a) CD45 staining of liver sections. Black arrows 

show CD45+ immune infiltrates. Scale bars: 100 µm, original magnification x100; (b) 

Quantification of immune infiltrates measured from CD45 positive area. For all graph, each 

grey dots, black dots, black squares and black triangles represent individuals from the different 

groups: healthy mice under SD, diabetic mice under SD, diabetic mice under HFHCD or 

HFHSD, respectively. #, P<0.05; ##, P<0.01 and ##, P<0.001 compared diabetic mice under 

SD to healthy mice under SD; $, P<0.05; $$, P<0.01 and $$$, P<0.001 compared diabetic mice 

under HFHCD or HFHSD to diabetic mice under SD; *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, P<0.001 

compared diabetic mice under HFHCD to diabetic mice under HFHSD.  
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Figure 4: Immune infiltrate presence during HCC development on NASH background.  
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Figure 5: Analysis of hepatic immune infiltrates during HCC development on NASH 

background. 

Healthy or diabetic (STZ, Streptozotocin) C57Bl6/J male mice were fed either a standard diet 

(SD) or a high-fat diet (HFHCD, High-Fat High-Cholesterol Diet; HFHSD, High-Fat High-

Sugar Diet) during 1, 4, 8 weeks. (a) Total immune cells in mice liver determined by flow 

cytometry; (b) Percentages of Lymphocytes B (LB), Lymphocytes T-CD4+ (LT4), 

Lymphocytes T-CD8+ (LT8), Lymphocytes Treg (LTreg), Natural Killer (NK) cells, Natural 

Killer T (NKT) cells, Macrophages and Neutrophils in the different experimental conditions 

(percentage of total cells). For all graph, each grey and black dots, black squares and black 

triangles represent individuals from the different groups: healthy mice under SD, diabetic mice 

under SD, diabetic mice under HFHCD or HFHSD, respectively. #, P<0.05; ##, P<0.01 and ##, 

P<0.001 compared diabetic mice under SD to healthy mice under SD; $, P<0.05; $$, P<0.01 

and $$$, P<0.001 compared diabetic mice under HFHCD or HFHSD to diabetic mice under 

SD; *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, P<0.001 compared diabetic mice under HFHCD to diabetic 

mice under HFHSD.  
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Figure 5: Analysis of hepatic immune infiltrates during HCC development on NASH 

background. 
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Figure 6: Analysis of the activation of hepatic immune infiltrates during HCC 

development on NASH background. 

Healthy or diabetic (STZ, Streptozotocin) C57Bl6/J male mice were fed either a standard diet 

(SD) or a high-fat diet (HFHCD, High-Fat High-Cholesterol Diet; HFHSD, High-Fat High-

Sugar Diet) during 1, 4, 8 weeks. (a) Percentages of activated Lymphocytes T-CD4+ (Activated 

LT4), Lymphocytes T-CD8+ (Activated LT8), Lymphocytes Treg (Activated LTreg), 

Lymphocytes B (Activated LB), and Natural Killer (Activated NK) cells. For all graph, each 

black dots, black squares and black triangles represent individuals from the different groups: 

diabetic mice under SD, diabetic mice under HFHCD or HFHSD, respectively. #, P<0.05; ##, 

P<0.01 and ##, P<0.001 compared diabetic mice under SD to healthy mice under SD; $, P<0.05; 

$$, P<0.01 and $$$, P<0.001 compared diabetic mice under HFHCD or HFHSD to diabetic 

mice under SD; *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, P<0.001 compared diabetic mice under HFHCD 

to diabetic mice under HFHSD.  
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Figure 6: Analysis of the activation of hepatic immune infiltrates during HCC 

development on NASH background. 

 



136 
 

Figure supplementary 1: Experimental design of in vivo experiments. 

Two days old C57Bl/6J male mice were subcutaneously injected with streptozotocin (STZ). 

After weaning, diabetes status were validated and diabetic mice were fed either a Standard Diet 

(SD) or a high-fat diet (HFHCD, High-Fat High-Cholesterol Diet; HFHSD, High-Fat High-

Sugar Diet) during 1, 4, 8, 12 or 16 weeks. (a) Experimental protocol; (b) Serum glucose levels 

of mice at weaning. For all graph, each grey and black dots represent individuals from the 

different groups: healthy mice under SD and STZ-treated mice before feeding with SD, HFHCD 

or HFHSD diets. ###, P<0.001 compared STZ-treated mice under SD to healthy mice under 

SD.  
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Figure supplementary 1: Experimental design of in vivo experiments. 
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Figure supplementary 2: Diet characteristics. 

Diet compositions were provided by suppliers. (a) Energy density (Kcal/g) with energetic part 

of protein, carbohydrates and fat of Standard diet (SD), High-Fat High-Cholesterol Diet 

(HFHCD) and High-Fat High-Sugar Diet (HFHSD); (b) Composition in lipids (% by weight) 

of Standard diet (SD), High-Fat High-Cholesterol Diet (HFHCD) and High-Fat High-Sugar 

Diet (HFHSD). 

 

Figure supplementary 3: Mice monitoring. 

Healthy or diabetic (STZ, Streptozotocin) C57Bl6/J male mice were fed either a standard diet 

(SD) or a high-fat diet (HFHCD, High-Fat High-Cholesterol Diet; HFHSD, High-Fat High-

Sugar Diet) during 1, 4, 8, 12 or 16 weeks. (a) Mice body weight; (b) Diet consumption per 

mice per week (upper panel). Mean of daily food (g), daily calorie intake (kcal) and daily lipid 

calorie intake (kcal) for mice fed with SD; HFHCD or HFHSD. For all graph, each grey dots, 

black dots, black squares and black triangles represent individuals from the different groups: 

healthy mice under SD, diabetic mice under SD, diabetic mice under HFHCD or HFHSD, 

respectively. #, P<0.05; ##, P<0.01 and ##, P<0.001 compared diabetic mice under SD to 

healthy mice under SD; $, P<0.05; $$, P<0.01 and $$$, P<0.001 compared diabetic mice under 

HFHCD or HFHSD to diabetic mice under SD; *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, P<0.001 

compared diabetic mice under HFHCD to diabetic mice under HFHSD.  
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Figure supplementary 2: Diet characteristics. 

 

 

 

Figure supplementary 3: Mice monitoring. 
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Figure supplementary 4: HCC development and mouse survival. 

Healthy or diabetic (STZ, Streptozotocin) C57Bl6/J male mice were fed either a standard diet 

(SD) or a high-fat diet (HFHCD, High-Fat High-Cholesterol Diet; HFHSD, High-Fat High-

Sugar Diet) during 4, 8, 12 or 16 weeks. (a) H&E staining of liver sections. Dashed lines delimit 

tumor nodules. Scale bars: 500 µm, original magnification x50; (b) Glutamine synthetase 

positive (GS+) tumor size (µm²); (c) Mice survival curves. Grey dot, black dots, black squares 

and black triangles represent the different groups: healthy mice under SD, diabetic mice under 

SD, diabetic mice under HFHCD or HFHSD, respectively. *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, 

P<0.001 compared healthy mice under SD to diabetic mice under SD, HFHCD or HFHSD. 
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Figure supplementary 4: HCC development and mouse survival. 
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Figure supplementary 5: Liver immune infiltrates in diabetic mice under distinct HFDs. 

Healthy or diabetic (STZ, Streptozotocin) C57Bl6/J male mice were fed either a standard diet 

(SD) or a high-fat diet (HFHCD, High-Fat High-Cholesterol Diet; HFHSD, High-Fat High-

Sugar Diet) during 1, 4, 8, 12 or 16 weeks. (a) H&E staining of liver sections. Black arrows 

show visible immune infiltrates. Scale bars: 100 µm, original magnification x100; (b) Hepatic 

mRNA expression levels of Tnf-α and Ccl-2 genes. For all graph, each grey dots, black dots, 

black squares and black triangles represent individuals from the different groups: healthy mice 

under SD, diabetic mice under SD, diabetic mice under HFHCD or HFHSD, respectively. #, 

P<0.05; ##, P<0.01 and ##, P<0.001 compared diabetic mice under SD to healthy mice under 

SD; $, P<0.05; $$, P<0.01 and $$$, P<0.001 compared diabetic mice under HFHCD or HFHSD 

to diabetic mice under SD; *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, P<0.001 compared diabetic mice 

under HFHCD to diabetic mice under HFHSD.  
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Figure supplementary 5: Liver immune infiltrates in diabetic mice under distinct HFDs. 
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Figure supplementary 6: Liver immune infiltrates in diabetic mice under distinct HFDs. 

(a) Gating strategy used to identify the different populations of hepatic immune cells. 

Lymphocytes B (CD19+/CD3-), Lymphocytes T-CD8+ (CD3+/TCRVβ+/NK1.1-/CD8+), 

Lymphocytes T-CD8+ (CD3+/TCRVβ+/NK1.1-/CD4+), Lymphocytes TReg 

(CD3+/TCRVβ+/NK1.1-/CD4+/FoxP3+), NKT cells (CD3+/TCRVβ+/NK1.1+), NK cells 

(CD3-/NK1.1+), neutrophils (GR1+/CD11b+) and macrophages (GR1+/-/CD11b+) were first 

gates for singlets and on a viability marker. CD69+ marker were used to define LB, LT4, LT8 

and NK activated cells; (b) Lymphocytes B (LB; light blue), Lymphocytes T-CD4+ (LT4; 

purple), Lymphocytes T-CD8+ (LT8; pink), Lymphocytes TReg (LTReg; green), Natural killer 

(NK; grey) cells, Natural Killer T (NKT; dark blue) cells, Macrophages (Mφ; orange) and 

Neutrophils (N; red) proportion in liver of healthy mice under SD(% of total cells); (c) 

Activated Lymphocytes B (LB; light blue), Lymphocytes T-CD4+ (LT4; purple), Lymphocytes 

T-CD8+ (LT8; pink), Lymphocytes TReg (LTReg; green), Natural killer (NK; grey) cells, 

Natural Killer T (NKT) cells, Macrophages and Neutrophils proportion in liver of healthy mice 

under SD (%).  
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Figure supplementary 6: Liver immune infiltrates in diabetic mice under distinct HFDs. 
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Article n°3 

La deletion de RIPK1 dans les cellules parenchymateuse hépatique aggrave la fibrose 

induite par un regime hyperlipidique dans un modèle murin de NASH. * 

Muhammed Farooq*1,2, Mélanie Simoes Eugénio*1,3, Claire Piquet-Pellorce1,3, Sarah Dion1,3, 

Céline Raguenes-Nicol1,3, Kathleen Santamaria1,3, Aveline Filliol1,3, Marie-Thérèse 

Dimanche-Boitrel1,3, Michel Samson1,3, Jacques Le Seyec#1,3. 

Article en préparation. 

Dans les pays développés, l’évolution des modes de vie, l’augmentation de la sédentarité et les 

modifications alimentaires sont responsables de l’accroissement des personnes atteintes de 

maladies hépatiques, et notamment de stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD). La 

stéatohépatite non alcoolique (NASH), forme la plus sévère de NAFLD est irréversible et 

entraîne le développement d’une cirrhose hépatique et à l’apparition potentielle d’un cancer du 

foie. Les processus de mort cellulaire jouent un rôle central dans la NASH et contribuent à 

l’évolution de la pathologie. L’expression de facteurs majeurs associés à la mort cellulaire 

(TNF-α, Fas, TRAIL, etc.) est augmentée chez les patients atteints de NASH. La protéine 

RIPK1 joue un rôle pivot dans les processus de survie mais également de mort cellulaire. Son 

rôle hépatoprotecteur a été montré dans l’équipe à l’aide de divers modèles d’hépatites induites 

par l’injection de lipopolysaccharide (LPS), de TNF-α ou d’un agoniste de FasL par exemple. 

Cependant, la fonction exacte de RIPK1 dans la progression de la NASH n’est pas connue.   

Le but de cette étude était de définir le rôle de la protéine RIPK1 dans la NASH à l’aide de 

souris transgéniques dont l’expression de RIPK1 a été délétée dans les cellules du parenchyme 

hépatiques (RIPK1LPC-KO). Pour cela, ces souris ont été nourries pendant 12 semaines avec un 

régime hyperlipidique enrichi en cholestérol (High-Fat-High-Cholesterol, [HFHCD]).  

Principaux résultats :  

 La mise en régime HFHCD induit l’apparition d’une NASH sévère associée à une forte 

inflammation hépatique, à une fibrose sévère, à l’augmentation des dommages 

hépatiques, et au recrutement massif de cellules immunitaires chez les souris sauvages 

(RIPK1fl/fl)  mais également chez les souris RIPK1LPC-KO ; 

 La déplétion de RIPK1 dans le parenchyme hépatique ne modifie pas l’atteinte 

hépatique, l’inflammation, ni la réponse immunitaire induite durant la NASH ;  

 RIPK1 jouerait un rôle dans le contrôle de la fibrose hépatique : les souris RIPK1LPC-

KO présentent une fibrose plus sévère que les souris RIPK1fl/fl.
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ABSTRACT 

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH), a chronic liver disease, is 2nd leading cause of liver 

transplantation in USA and predicted to be the leading cause in next decade. NASH can further 

progress into liver fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Hepatocyte death carried 

through different death ligands plays key role in this progression. Previously, we showed that 

RIPK1 in hepatocytes exhibits a protective role in this ligand-induced death. Our new study 

aims to investigate the role of RIPK1 in NASH. To decipher the role of RIPK1 in NASH, we 

took advantage of Ripk1LPC-KO mice which are deficient for RIPK1 only in liver parenchymal 

cells. NASH was induced by feeding both Ripk1LPC-KO animals and their WT (Ripk1fl/fl) 

littermates with High-Fat Hight Cholestrol Diet (HFHCD). Mice were slaughtered at 3, 5 and 

12 weeks of HFHCD feeding and were compared to mice fed with normal chow diet. Cytometry 

was performed to analyze the recruitment of inflammatory cells during the course of NASH. 

Plasma cytokine levels were measured by Legend Plex. Liver damage was assessed by 

histological staining and serum transaminase dosages. Liver fibrosis was quantified by Sirius 

red labelling. Liver transcript expression was assessed by qPCR. Irrespective of their genotype, 

mice fed with HFHCD, showed elevated levels of ALT and liver to body weight ratio during 

the development of NASH. Important liver infiltrations of immune cells, including NKT cells, 

were detected at week 3 of HFHCD. Then, after 5 and 12 weeks of treatment, the number of 

total immune cells decreased with a total loss of NKT cells. However, some cells such as 

macrophages and cytotoxic lymphocytes remained over-represented. This inflammation and 

immune cell infiltration were accompanied by higher plasma doses of cytokines such as TNF 

alpha and CCL2. IL-27 and IFN beta were specifically increased at week 3 of HFHCD. Despite 

similar inflammatory responses, more fibrosis was significantly evidenced at week 12 in 

Ripk1LPC-KO as compared to their WT littermates. These findings were further supported by 

more elevated mRNA expression of TGFBi and TIMP2 (genes indicative of fibrosis) in 

Ripk1LPC-KO compared to WT mice. In conclusion, our results show that RIPK1 in hepatocyte 

limits the progression of liver fibrosis during NASH. 

 

KEYWORDS 

NASH, RIPK1, cell death, fibrosis  
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INTRODUCTION 

The evolution to a sedentary lifestyle, also accompanied by more caloric diet intakes, is 

responsible for the emergence of a new silent epidemic in human. Indeed, nearly a quarter of 

the world's population, with some geographical disparity, would be affected by non-alcoholic 

fatty liver diseases (NAFLD) (1, 2). These cover a spectrum of hepatic disorders ranging from 

benign steatosis to inflammatory status, defined as non-alcoholic steatohepatitis (NASH), 

responsible for the development of fibrosis that will eventually worsen, leading to cirrhosis and 

even hepatocellular carcinoma (HCC) with high rates of morbidity and mortality (3). NASH is 

currently the second leading cause of liver transplantation in USA after hepatitis C and is 

expected to predominate in the future among the US and European population (4).  

Although influenced by genetic and epigenetic factors, the pathogenesis of NAFLD would 

result from multiple concomitant insults originating from gut and adipose tissue. Thus, a 

“multiple parallel hits” theory has recently been proposed to explain the NAFLD pathogenesis 

leading to NASH (5, 6). At this pathological stage, an inflammatory state is established due to 

the stress experienced by hepatocytes. In parallel, hepatocyte death is compensated by the 

activation of a regeneration process. Repetition of these events over time eventually leads to 

liver tissue remodeling, characterized by the development of fibrosis. Thus, activated Kupffer 

cells (KCs), infiltrating macrophages and damaged hepatocytes release various cytokines that 

activate quiescent hepatic stellate cells (HSCs) in collagen-secreting myofibroblasts (7). This 

fibrosis results from an imbalance characterized by an overproduction of extracellular matrix 

(ECM) (8) and an exacerbated inhibition of the HSCs and KCs secreted matrix 

metalloproteinases (MMPs) by different specific endogenous tissue inhibitors of 

metalloproteinases (TIMPs) (9, 10). 

Hepatocyte death fuels the inflammation that causes liver fibrosis and eventually promotes 

HCC development when chronic (11, 12). The death factors, tumor necrosis factor (TNF), Fas 

Ligand and TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), are found overexpressed in liver 

tissue during NASH (13). Cellular responses induced by these members of the TNF superfamily 

involve the receptor interacting protein kinase-1 (RIPK1) (14-16). Within the intracellular 

transduction pathway specifically triggered by TNF, RIPK1 directs signaling to a pathway of 

cell survival or death, either by caspase-dependent apoptosis or by necroptosis regulated by 

RIPK3 and the mixed lineage kinase domain-like protein (MLKL). The role of this molecular 

switch between cell survival and death has been widely investigated during acute hepatitis. 
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Thus, in murine models of viral or autoimmune hepatitis, RIPK1 expressed in hepatocytes 

promotes their survival in a microenvironment rich in death ligands (17, 18, 27). During NASH, 

the associated dysfunction of the intestinal barrier leads to significant leaks of pro-inflammatory 

bacterial pathogen associated molecular patterns (PAMPs) to which the liver is exposed (19-

22). Thus, it has been demonstrated that RIPK1 expressed in hepatocytes protects them from 

TNF-dependent death in an inflammatory context induced by PAMPs (23-25). In the present 

study, we investigated the functions of RIPK1 in liver parenchymal cells in the context of high-

fat high-cholesterol diet (HFHCD) induced NASH, mimicking human disease (26). 

 

RESULTS 

HFHCD promoted overexpression of hepatic transcripts of death ligands, their cognate 

receptors and of RIPK1. 

Hepatocyte death occurring during NASH fuels the inflammatory status of the liver. These 

events are thought to be partly affected by an imbalance within cell death signalling pathways. 

Thus, to evaluate these types of disruption in HFHCD-fed mice, transcript rates of death ligands 

and their receptors were compared to those issued from livers of age and sex matched mice fed 

with SD. Twelve weeks of HFHCD resulted in upregulation of all tested transcripts of death 

ligands (Tnf, FasL and Trail) as well as of their cognate receptors (Tnfr1, Tnfr2, Fas and Dr5) 

(Fig. 1). Downstream of these cues, the RIPK1 protein redirect the intracellular signal towards 

inflammatory or cell death processes. By analysing the RIPK1 transcript, it turned out that 

higher concentrations were also detected in the liver of mice fed during 12 weeks of HFHCD 

(Fig. 1). 

 

Severity of HFHCD-induced hepatomegaly and liver damage was not affected by Ripk1-

depletion in liver parenchymal cells. 

HFHCD disturbed the transcript level in the liver of RIPK1, a key death signal switch, but to 

know whether this kinase influences the NASH physiopathology, mice deficient for Ripk1 

specifically in liver parenchymal cells (Ripk1LPC-KO) and their wild type littermates 

(Ripk1fl/fl) were subjected to this diet during 3, 5 or 12 weeks. First, body weight monitoring 

revealed a non-statistically significant tendency for progressive weight loss for both genotypes 

(Fig. 2A, left panel), most likely due to the NASH-linked morbidity induced by HFHCD. The 
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average daily food consumption per animal was limited to 1.6 g, while it reached 3.5 g with the 

SD. However, the daily calorie intake remained similar, around 10.5 kcal (data not shown). In 

contrast, a progressive hepatomegaly systematically settled in all animals whatever the 

genotype (Fig 2A, right panel). Along with this symptom, hepatic tissue degradation 

progressively worsened over time as evidenced by plasma levels of transaminases (Fig. 2B).  

 

Ripk1 defect in parenchymal liver cells did not reshape hepatic inflammatory response 

during NASH. 

Systematic histological analysis of H&E-stained liver sections showed the appearance of 

hepatocyte ballooning and of local accumulation of immune cells as early as 3 weeks post-

HFHCD feeding (Fig. 2C). To quantitatively compare the hepatic inflammatory status induced 

by the HFHCD feeding in Ripk1fl/fl and Ripk1LPC-KO mice, the expression alteration of 

major pro-inflammatory cytokines was assessed. Whether at hepatic transcript levels or at 

plasma protein levels, significant progressive increases occurred for TNF-α, IL6 and CCL2 as 

the HFHCD intake continued for 12 weeks, with no differences between both genotypes (Fig. 

3). Otherwise, for IFNβ only a transient protein overexpression arose in blood samples taken at 

3 weeks of HFHCD regardless of genotype, a timing that coincided with immune cell 

infiltration wave in the liver (see below).  

The hepatic inflammation was further characterize by isolating the immune cells from 

Ripk1fl/fl and Ripk1LPC-KO mouse livers that have been on SD or HFHCD for 3, 5 or 12 

weeks. A flow cytometry approach was applied to identify and enumerate cell types (Fig. S1A). 

Irrespective of the genotype, huge recruitment of inflammatory cells appeared in liver at 3 

weeks post-HFHCD feeding, which then decreased at 5 and 12 weeks post-HFHCD feeding 

(Fig. 4, upper panel). We then distinguished the significant changes in liver immune cell 

populations among lymphoid (LT4, LT8, LTregs, NK, NKT and LB) and myeloid 

(macrophages and neutrophils) cells during the course of NASH development. All intrahepatic 

immune cells were significantly more numerous at 3 weeks of HFHCD, with different induction 

rates for each cell type. Thus, macrophages and lymphocytes were more than 10 times more 

abundant, while the number of NKT cells only doubled (Fig S1B). Over longer periods of 

HFHCD, this excess of infiltrating immune cells progressively diminished, with maintenance 

of a still large number of macrophages and LT8 at the 5th week. Compared to a healthy liver, 

most immune cells remained slightly more abundant in livers after 12 weeks of HFHCD, except 
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neutrophils, NK and NKT cells. Thus, as previously reported (28), the NKT cells were almost 

depleted at 12 weeks post-HFHCD feeding.  

All these tested biological parameters evaluated during the course of the disease never differed 

according to the genotype of the mice. 

 

RIPK1 partially protected from HFHCD-induced fibrosis. 

NASH induced by HFHCD led to the progressive development of liver fibrosis. A Sirius red 

staining was performed on liver sections of mice subjected to SD or HFHCD. Collagen 

accumulated in the liver tissue of all animals fed with the HFHCD. This deposit increased over 

time but reached significantly higher levels at 12 weeks post-HFHCD feeding in Ripk1LPC-

KO mice as compared to their Ripk1fl/fl littermates (Fig. 5A). 

The mRNA levels of several genes involved, directly or indirectly in the remodelling of the 

extracellular matrix (ECM) were evaluated in the liver of Ripk1fl/fl and Ripk1LPC-KO mice 

during the kinetics of HFHCD (Fig. 5B). A progressive increase over time was found for all 

studied mRNAs, in both animal groups. Thus, the upregulation of the transforming growth 

factor beta 1 (Tgfb1) transcript followed the gradual worsening of fibrosis. This cytokine is a 

key inducer of the transdifferentiation of hepatic stellate cells (HSCs) into myofibroblasts that 

produce the excess of ECM. In agreement with these variations of Tgfb1 mRNA levels, a time-

dependant enrichment of collagen type I alpha 1 chain (Col1a1) mRNA occurred. Similarly, 

mRNA amounts of the transforming growth factor beta-induced (Tgfbi) steadily increased, but 

reached a significant higher level in Ripk1LPC-KO mice after 12 weeks of HFHCD. Over-

induction was also supposed for liver transcripts of the matrix metalloproteinase-2 (Mmp-2), 

of two tissue inhibitors of metalloproteinases (Timp1 and Timp2) and of the NADPH oxidase 

2 (Nox2). This last enzyme has been described to participate to the production of reactive 

oxygen species (ROS) implied in the activation of HSCs. 

In conclusion, depletion of Ripk1 in liver parenchymal cells increased liver fibrosis in mice 

with HFHCD-induced NASH. 
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DISCUSSION 

Cell death plays pivotal role in the progression of NASH (28). The interaction of various death 

ligands such as TNF-α, FAS ligand and TRAIL with their respective cognate receptors TNFR1, 

FAS and DR5 triggers intracellular signalling resulting in cell death. Transcripts of all these 

proteins were upregulated in the liver of mice fed with a high fat diet enriched in cholesterol 

and cholate (HFHCD). These results were consistent with previous studies that showed the 

involvement of these death ligand-receptor pairs in the pathogenesis of NASH (7, 29-30). Thus, 

while the role of TNF neutralization in the amelioration of liver injury remains controversial, 

knockout of TRAILR or TNFR1 protects mice from diet-induced NASH (17, 31). Recently, 

our team demonstrated the protective role of RIPK1 in TNF-α, anti-Fas antibody (Jo2) or 

TRAIL mediated acute liver injury (17-18). The scaffolding properties and the kinase activity 

of RIPK1 respectively control cell survival and cell death (32). Inhibition of its kinase activity 

by the Necrostatin-1 (Nec-1) (33) limits both the toxicity of fatty acids on primary mouse 

hepatocytes and the pathophysiology of NASH induced by methionine choline deficient diet 

(MCD) (34-35). However, this chemical inhibitor shows some drawbacks, its limited specificity 

and its short half-life (36). Therefore, further investigations were required to explore the role of 

RIPK1 in NASH. HFHCD has been shown to reproduce hepatic histological lesions of NASH 

observed in human liver, including hepatocyte ballooning and injury, inflammation, hepatic 

insulin resistance and extensive liver fibrosis (26-27). Here, we demonstrated that deletion of 

Ripk1 specifically in liver parenchymal cells increased liver fibrosis in HFHCD-induced 

NASH.   

The recruitment of inflammatory cells in the liver is a key characteristic in patients with NASH 

(37). In an early phase of HFHCD-induced NASH, a massive infiltration of immune cells 

transiently occurred in mouse livers. These infiltrates contained macrophages, neutrophils, 

lymphocytes, regulatory T cells, NK and NKT cells. Subsequently, their number tended to 

decrease while maintaining relative high levels for macrophages, NK cells and CD8+ T cells, 

which corresponded to a low-grade inflammatory state in the late phase of NASH. Conversely, 

NKT cells gradually disappeared as previously described (27, 38-40). This depletion may be 

due to their death following their over-activation by macrophages presenting them lipid 

antigens (40). IL-12, produced in part by macrophages, would also contribute to NKT cell 

population decline in the liver, by triggering their apoptotic death (39). Ripk1 deficiency in 

liver parenchymal cells never affected the profile of the immune cell population during the 
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course of NASH. Previous reports suggest that discrepancy in abundance of NKT cells in diet 

induced NASH could be due to difference in dietary model or stage of NASH (40-43).  

 Chemokines and cytokines play also key role in the development of NASH. In accordance with 

previous studies, transcripts of TNF, IL-6 and CCL2 increased in the liver of Ripk1fl/fl control 

mice fed with HFHCD, as well as plasma levels of the corresponding proteins (37, 39, 44). 

While inflammatory cytokine production has been shown to be impaired in Ripk1 deficient 

primary or immortalized monocytes (45), its depletion in liver parenchymal cells never affected 

the HFHCD-induced upregulation of liver transcripts of TNF, IL-6 and CCL2 inflammatory 

cytokines, nor their plasma levels. Similarly, the pattern of inflammatory cells recruited in the 

liver of Ripk1LPC-KO mice during the progression of HFDHCD-induced NASH was not 

altered.  

In response to chronic and persistent liver injury occurring during NASH, the cytokine 

microenvironment activates HSCs that differentiate into myofibroblasts. This myofibroblastic 

phenotypic evolution leads to an excessive synthesis of matrix proteins such as collagens, 

elastin and fibronectins (46,47). In parallel, these activated myofibroblast-like HSCs increase 

their production of proteins involved in the regulation of matrix degradation, including matrix 

metalloproteinases (MMPs) and their tissue inhibitors (TIMPs). However, a disproportionate 

activity of TIMPs hampers ECM degradation. Together, these disorders are responsible for the 

establishment of liver fibrosis (9). All these pathological imbalances were found in the liver of 

mice fed with the HFHCD, but Ripk1 deficiency in liver parenchymal cells significantly 

increased liver fibrosis. This worsening correlated with a higher overexpression trend of TIMP-

1 and TIMP-2 transcripts in Ripk1LPC-KO mice. This tendency probably counterbalanced the 

significantly larger presence of MMP2 transcripts in Ripk1LPC-KO liver of mice under 

HFHCD, since ECM degradation function of MMPs are regulates at the protein levels by 

TIMPs (49). Besides, another significant difference was detected between Ripk1LPC-KO mice 

and their Ripk1fl/fl control littermates with HFHCD-induced NASH at the transcript level of 

Nox2 (a marker of oxidative stress), probably reflecting the over-activation of hepatic 

myofibroblasts implied in the observed liver fibrosis aggravation (50). Future studies 

elucidating the role of Ripk1 in the control of the oxidative stress during NASH, will pave the 

way to unveil the involved mechanism. 
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MATERIAL AND METHODS 

Animals 

Animal studies were reviewed and approved by the “Comité d’Ethique en Expérimentation 

Animale” (C2EA – 07) under the supervision of the French Ministry of Higher Education and 

Research (permission #: 5656-2016061401105051). Investigations were carried out in strict 

compliance with the recommendations in the Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals, EEC Council Directive 2010/63/EU. Male C57BL/6 mice, with Ripk1LPC-KO 

(deficient for RIPK1 specifically in liver parenchymal cells) or Ripk1fl/fl (control littermates 

with homozygous floxed Ripk1 gene) genotypes (17), were fed either a standard diet (SD; 2016, 

Teklad Diet, Envigo) or a high-fat high-cholesterol diet enriched in cholate (HFHCD, #9G21, 

LabDiet, St. Louis, MO) ad libitum for 3, 5 or 12 weeks. Genotyping was performed by 

conventional PCR for Alfp-Cre gene from tail-extracted DNA. Experiments included 

homogeneous groups of 8 to 20 weeks old mice.  

Histological and biochemical analysis  

The histopathological study of livers was performed on hematoxylin and eosin (H&E)-stained 

tissue sections to characterize steatosis, lobular infiltrates and hepatocyte ballooning. Fibrosis 

was assessed after Sirius red coloration by evaluating the proportion of the stained area, using 

the NIS-Elements software (Nikon). Plasma alanine transaminases (ALT) were measured 

according to the IFCC primary reference procedures using Olympus AU2700 Auto-analyser® 

(Olympus Optical, Tokyo, Japan). 

RNA Isolation and RT-qPCR 

Total RNA was extracted from mice liver tissues using the NucleoSpin® RNA kit (Macherey-

Nagel, #740955). First-strand cDNA was synthesized using the High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems, #4368813, Foster City, CA, ®USA). Real-time 

quantitative PCR was performed using the double-strand specific SYBR® Green system 

(Applied Biosystems, #4367659) on CFX384 TouchTM Real-Time PCR Detection System 

(Biorad). Each measurement was performed in triplicate. The relative gene expression was 

normalized against the 18S gene expression. Samples from SD-fed mice were used as reference 

for mRNA expression (control mRNA level was arbitrarily set at 1). The primer sequences are 

all depicted in Table S1 in supporting information. 

Serum cytokine immunoassay by flow cytometry  
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Murine cytokines (IL-1β, IL-6, IL-27, CCL-2, IFN-β and TNF-α) were quantified by bead-

based immunoassays according to manufacturer protocol, using a filter plate and a vacuum 

filtration system for washing steps (BioLegend’s LEGENDPLEX, multi-analyte flow assay 

kit). Samples were analyzed on a LSR X-20 FortessaTM flow cytometer (BD Biosciences). 

Isolation of liver immune cells and flow cytometry  

Immune cells were isolated from livers as follows. Before liver excision, the organ was flushed 

by perfusion of PBS through inferior vena cava, to remove non-infiltrated blood cells. Isolated 

livers were then ground on a 70-µm cell strainer. Parenchymal cells were removed by 

decantation for 1h. Cells in suspension were recovered by centrifugation and then resuspended 

in 35% isotonic Percoll (GE Healthcare Life Science) for a new centrifugation, before red blood 

cell lysis. Viability of isolated immune cells consistently exceeds 95%. Cells were resuspended 

in staining buffer (10% fetal calf serum in PBS) and incubated with an anti-CD16/32 antibody 

(clone 2.4G, BD Pharmingen) to block non-specific binding. The cells were then labeled with 

the appropriate fluorochrome-conjugated antibodies/reagents (Table S2) according to the 

manufacturer’s instructions. Stained cells were analyzed on a LSR X-20 FortesaTM flow 

cytometer (BD Bioscience) and the data analyzed using FlowlogicTM (Miltenyi Biotec). 

Doublets and dead cells were excluded on the basis of forward/side scatter and LIVE/DEAD 

labeling, respectively. We calculated the percentage of each immune cell population, by 

considering the sum of events of all immune cell populations analyzed (sum of T, NK, NKT, B 

cells or myeloid cells) as 100% of the total immune cells. The absolute number in each immune 

cell population was calculated by multiplying the percentage of each population by the total 

number of immune cells.  

Statistical analysis  

The results are expressed as the means ± SEM for each group of mice, two independent 

experiments were led for the 12 weeks HFHCD treatment. Mean differences between 

experimental groups were assessed using the nonparametric Mann-Whitney U-test, as 

implemented in GraphPad Prism5 software. Significance is shown as follows: * p < 0.05, **p 

< 0.01 and ***p < 0.001. 
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Figure 1. HFHCD induces liver transcript expression of death ligands and their cognate 

receptors as well as RIPK1.  

Liver transcript expression of death ligands (TNF-a, FASL, TRAIL) and their cognate receptors 

(TNFR1, TNFR2, FAS, DR5) in SD and HFHCD fed WT mice. Liver transcript expression of 

RIPK1. Statistical analysis was performed by applying non-parametric Mann-Whitney test 

(*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 and ns= non-significant). 
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Figure 2. HFHCD feeding resulted in progressive liver damage and hepatomegaly. 

(A) Both Ripk1fl/fl and Ripk1LPC-KO mice were fed HFHCD and SD for 3, 5 and 12 weeks. Left 

panel : mice body weight after 3, 5 and 12 weeks of feeding. Right panel : Liver to body weight 

ratio. (B) Alanine Transaminase (ALT) plasma level (IU/L) of mice fed with HFHCD during 

3, 5 and 12 weeks. (C) H&E stained liver tissue from both Ripk1fl/fl and Ripk1LPC-KO mice. 

Statistical analysis was performed by applying non-parametric Mann-Whitney test (*p<0.05, 

** p<0.01, *** p<0.001 and ns= non-significant).  
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Figure 3. HFHCD feeding resulted in significant changes expression of cytokines. 

(A) Liver transcript expression of TNF-α, IL-6 and CCL2. (B) Plasma levels of TNF-α, IL-6, 

CCL2, TNF-α and IFN-β. Statistical analysis was performed by applying non-parametric 

Mann-Whitney test (*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 and ns= non-significant). 
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Figure 4. HFHCD feeding resulted in significant inflammatory changes in both Ripk1fl/fl 

and Ripk1LPC-KO mice.  

(A) Total immune cells in mice liver determined by flow cytometry. (B) Number of 

Lymphocytes T-CD4+ (LT4), Lymphocytes T-CD8+ (LT8), Lymphocytes TReg (LTreg), 

Natural Killer (NK) cells, Natural Killet T (NKT) cells, Lymphocytes B (LB), Macrophages 

and Neutrophils. Statistical analysis was performed by applying non-parametric Mann-Whitney 

test (*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 and ns= non-significant). 
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Figure 4. HFHCD feeding resulted in significant inflammatory changes in both Ripk1fl/fl 

and Ripk1LPC-KO mice.  
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Figure 6. Deficiency of RIPK1 in liver parenchymal cells sensitized to liver fibrosis.  

(A) Left panel : Sirius red stained liver tissue issued from Ripk1fl/fl and Ripk1LPC-KO mice. Right 

panel : Quantification of fibrosis as determined by the percentage of Sirius Red positive are. 

(B) Liver transcript expression of Tgfb1, Col1a1, Tgfbi, Mmp2, Timp1, Timp2 and Nox2 in 

Ripk1fl/fl and Ripk1LPC-KO mice. Statistical analysis was performed by applying nonparametric 

Mann-Whitney test (*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 and ns= non-significant). 
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Figure 6. Deficiency of RIPK1 in liver parenchymal cells sensitized to liver fibrosis.  
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Figure supplementary 1: Liver immune infiltrates in RIPK1fl/fl and RIPK1LPC-KO mice fed 

with HFHCD.  

(A) Gating strategy used to identify the different populations of hepatic immune cells. 

Lymphocytes B (CD19+/CD3-), Lymphocytes T-CD8+ (CD3+/TCRVβ+/NK1.1-/CD8+), 

Lymphocytes T-CD8+ (CD3+/TCRVβ+/NK1.1-/CD4+), Lymphocytes TReg 

(CD3+/TCRVβ+/NK1.1-/CD4+/FoxP3+), NKT cells (CD3+/TCRVβ+/NK1.1+), NK cells (CD3-

/NK1.1+), neutrophils (GR1+/CD11b+) and macrophages (GR1+/-/CD11b+) were first gates for 

singlets and on a viability marker. (B) Immune cells recruitment at 3, 5 and 12 weeks In both 

RIPK1fl/fl et RIPK1LPC-KO.  
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Figure supplementary 1: Liver immune infiltrates in RIPK1fl/fl and RIPK1LPC-KO mice fed 

with HFHCD.  
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I. Discussion générale et perspectives 

1. La E3-Ubiquitine ligase TRIM21 

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le cancer hépatique le plus courant et représente la 

4ème cause mondiale de décès par cancer. Il se développe généralement à partir d’une maladie 

hépatique chronique préexistante. La stéatose hépatique (NAFLD) et notamment sa forme 

sévère la stéatohépatite (NASH) représente l’une des principales causes de développement de 

cirrhose, qui est le facteur de risque le plus important d’apparition de cancer hépatique. 

La mort cellulaire joue un rôle important dans la progression de la maladie hépatique et le 

développement du CHC. Les transaminases hépatiques, qui reflètent la présence de mort 

cellulaire au sein du tissu hépatique, sont généralement augmentées durant la NAFLD et la 

NASH. Elles sont également corrélées avec la progression de la maladie hépatique (Wen et al., 

2012). Dans le cadre de la NAFLD, l’augmentation des lipides présents dans le tissu hépatique 

induit une lipotoxicité et le relargage de ROS qui vont provoquer la mort des hépatocytes (Malhi 

et al., 2007). Cette lipotoxicité va également induire une régénération des hépatocytes afin de 

préserver la fonction hépatique et favoriser l’apparition de mutations spontanées qui peuvent 

être pro-oncogènes et le développement du cancer. La mort des hépatocytes va également 

favoriser un environnement pro-inflammatoire qui va amplifier les dégâts cellulaires et 

permettre l’activation des cellules étoilées hépatiques, la fabrication de matrice extracellulaire 

et le développement de la fibrose.  

De nombreux types de mort cellulaire peuvent jouer un rôle dans la progression de la maladie 

hépatique et le développement du CHC : l’apoptose, la nécrose, la nécroptose, l’autophagie ou 

encore la pyroptose. Cependant, la majorité des études se concentre sur l’apoptose, la nécrose 

ainsi que la nécroptose, dont le rôle n’est pas encore clairement défini à ce jour (Schwabe and 

Luedde, 2018).  

Au cours de notre première étude, nous nous sommes intéressés à la nécroptose induite par le 

ligand TRAIL. Le ligand TRAIL, en se fixant sur ces récepteurs activateurs (DR4 et DR5), peut 

induire la mort cellulaire par apoptose, et dans le cas où celle-ci n’est pas possible, la 

nécroptose. Des études ont mis en évidence que les cellules cancéreuses possédaient une 

augmentation de l’expression des récepteurs activateurs (DR4 et DR5) de TRAIL, les rendant 

plus sensibles à la mort cellulaire induite par ce ligand.  
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Schéma 16 : Domaines de la E3-ligase TRIM21 (Réalisé à partir de Meroni et al., 2005 et Reymond et al., 2001) . 
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Cependant, dans la majorité des cas, même si les cellules cancéreuses possèdent une 

augmentation de DR4 et DR5, elles développent d’autres stratégies d’évasion à l’induction de 

la mort cellulaire. Par exemple, l’expression de cFLIP, XIAP, Bcl-2 et Bcl-xL, facteurs anti-

apoptotiques, est couramment augmentée dans les cellules cancéreuses, bloquant ainsi 

l’exécution de l’apoptose (Ion et al., 2019).  

D’un autre côté, d’autres études ont démontré que TRAIL possédait également des capacités 

pro-tumorales et serait impliqué dans la migration et l’invasion des cellules cancéreuses. En 

effet, la signalisation de TRAIL peut induire la mort cellulaire, mais également activer des 

facteurs de survie, en passant par la voie de signalisation du NFκB. La résistance des cellules 

cancéreuses à TRAIL favorise l’activation de la voie NFκB et la survie des cellules cancéreuses. 

L’activation de la voie NFκB est associée à la production de cytokines pro-inflammatoires 

comme CCL-2, IL-8, CSCL-1 ou CXCL-5, favorables à l’expansion tumorale (Lafont et al., 

2018).  

Au niveau moléculaire, la nécroptose induite par le ligand TRAIL reste moins étudiée que celle 

induite par le TNF-α. Une meilleure connaissance de la signalisation du ligand TRAIL 

permettra de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de sensibiliser les cellules 

cancéreuses à la mort cellulaire induite par le ligand TRAIL. Nos travaux ont porté sur la 

nécroptose induite par le ligand TRAIL. L’étude protéomique des composants du nécrosome 

par spectrométrie de masse a permis de mettre en évidence la présence d’un nouveau partenaire: 

TRIM21. L’utilisation de lignées cellulaires (HT29, HaCat) dont l’expression de TRIM21 a été 

inhibée (par ARN interférence ou CRISPR Cas9) ou surexprimée (transfection de plasmides) a 

démontré le rôle sensibilisateur de cette protéine à la nécroptose induite par TRAIL.  

TRIM21 (ou Ro52) est une E3-ubiquitine ligase de la famille TRIM (Tripartite Motif Family) 

et se compose de 4 domaines : un premier domaine, le domaine RING (Really Interesting New 

Gene) qui permet le transfert d’ubiquitine de TRIM21 à sa cible. Elle possède une B-Box (B-

Box-1 + B-Box2) qui rend possible sa translocation du cytoplasme jusqu’au noyau cellulaire. 

Elle a également une superhélice (domaine Coiled-Coil) qui permet aux protéines de la famille 

TRIM d’interagir entre elles. Enfin, la fonction du domaine PRY-SPRY (ou B30.2) permet 

l’interaction de la E3-ligase avec son substrat de manière spécifique (Meroni and Diez‐Roux, 

2005; Reymond et al., 2001) (Schéma 16).  
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Schéma 17 : Ubiquitination de RIPK1 durant la nécroptose induite par le ligand TRAIL. Les cellules HT29 ont été 

transfectées avec les siARNs suivants : siTRIM21 ou siNT1 (contrôle négatif). 48h après transfection, les cellules ont été 

traitées avec du TRAIL (100ng/mL), zVAD (25µM) et Birinapant (1µM) (TzB) pendant 2h. a) Western blot de 

l’immunoprécipitation des ubiquitines avec un anticorps anti-RIPK1 ; b) Densitométrie associée. 
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TRIM21 joue un rôle dans l’induction de l’apoptose au cours de certaines pathologies. 

L’expression de TRIM21 est augmentée dans les cellules mononucléaires du sang périphérique 

(PBMC) de patients atteints du syndrome de Sjögren (SS) et de lupus érythémateux disséminé. 

La surexpression de cette protéine entraîne une diminution de la prolifération cellulaire et 

engendre la mort des cellules par apoptose chez ces patients (Espinosa et al., 2006). Jauharoh 

et al. ont démontré que TRIM21 permettait également d’induire l’apoptose dans les cellules 

infectées durant une infection virale. Au cours de l’infection virale, la sécrétion d’IFN-α par les 

cellules immunitaires induisent une augmentation de l’expression de TRIM21. TRIM21 peut 

alors réguler négativement l’expression de Bcl-2, une molécule anti-apoptotique et induire la 

mort de la cellule par apoptose (Jauharoh et al., 2012). Ces études suggèrent un rôle pro-

apoptotique de la protéine TRIM21. Nos travaux suggèrent que TRIM21, en plus de jouer un 

rôle dans l’apoptose, se révèle également être un modulateur positif de la nécroptose.  

Les travaux de Almagro et al., sur la nécroptose induite par le TNF-α ont mis en évidence que 

la protéine RIPK1 était ubiquitinylée au sein du nécrosome. Cette ubiquitination permet de 

favoriser l’activation de RIPK1 et notamment d’améliorer l’efficacité de son activité kinase. 

Cependant, la E3-ligase responsable de cette ubiquitination n’a pas été identifiée (Almagro et 

al., 2017). Au cours de nos travaux, des modifications post-traductionnelles de RIPK1 

sembleraient indiquer que la protéine RIPK1 serait également ubiquitinylée au sein du 

nécrosome durant la nécroptose induite par TRAIL. Des premiers tests ont mis en évidence que 

l’inhibition de l’expression de TRIM21 par ARN interférence permettrait de diminuer 

l’ubiquitination de RIPK1 (Schéma 17). La protéine TRIM21 participerait ainsi à 

l’ubiquitination de RIPK1 ce qui permettrait l’activation optimale de cette protéine et 

l’induction de la nécroptose. Cependant, nos travaux ont montré que l’absence de TRIM21 dans 

les cellules n’inhibait pas totalement la nécroptose induite par le ligand TRAIL, mais ralentissait 

le processus. Il est probable que TRIM21 ne soit pas indispensable à l’induction d’un signal 

nécroptotique par TRAIL mais que cette E3-ubiquitine ligase favoriserait l’activité kinase de 

RIPK1 dans le nécrosome.  

TRIM21 joue un rôle dans la détection et l’élimination des pathogènes intracellulaires. L’équipe 

de McEwan a démontré que la reconnaissance d’anticorps intracellulaires fixés sur les 

pathogènes intracellulaires permettait d’activer la voie de signalisation du NFκB et l’induction 

de l’expression des protéines AP-1, IRF3, IRF5 et IRF7. La voie de signalisation du facteur 

NFκB est impliquée dans la survie cellulaire associée à une réponse pro-inflammatoire, à un 

stress oxydatif et à la production de ROS (McEwan et al., 2013).  
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La présence de ROS induit le dysfonctionnement des hépatocytes et leur mort par apoptose 

mais permet également l’activation des KC et des cellules étoilées du foie ainsi que l’infiltration 

de macrophages et lymphocytes. Les ROS induisent également l’expression de diverses 

protéines dont p62. Cette protéine possède la capacité de se lier aux ubiquitines fixées sur les 

protéines et de les adresser au protéasome afin de les dégrader. Son expression est induite 

par deux facteurs de transcription majeurs : NFR2 et NFκB dont l’expression est couramment 

augmentée durant un stress oxydatif et dans les maladies hépatiques. 

Dans les maladies hépatiques chroniques, p62 se retrouve accumulée au sein des hépatocytes. 

Son expression a été corrélée avec l’apparition de tumeurs et est liée à la survie des patients. La 

délétion de la protéine p62 dans le modèle murin NASH-HCC supprime l’apparition du CHC, 

mettant en évidence un rôle pro-oncogénique de p62 (Umemura et al., 2016). Une étude de Pan 

et al., a démontré que TRIM21 pouvait interagir avec p62 et induire la séquestration de ce 

dernier dans le cytoplasme et permettant la diminution du stress oxydatif (Pan et al., 2016). 

Dans les tissus tumoraux hépatiques, l’expression de TRIM21 est diminuée et est corrélée avec 

l’avancée de la pathologie hépatique et un mauvais pronostic pour les patients (Ding et al., 

2015).  

Nos travaux ont démontré un rôle sensibilisateur de TRIM21 dans la nécroptose induite par le 

ligand TRAIL. La diminution de l’expression de TRIM21 dans les cellules cancéreuses pourrait 

expliquer la résistance de ces cellules à la mort cellulaire induite par le ligand TRAIL. TRIM21 

pourrait représenter une cible thérapeutique afin de rétablir la sensibilité des cellules à 

l’induction de la mort par TRAIL et permettre ainsi de détruire les cellules cancéreuses.  

Perspectives d’études sur la E3-ubiquitine ligase TRIM21 :  

- Au niveau moléculaire, des études supplémentaires sont nécessaires afin de valider les 

fonctions de TRIM21 dans la nécroptose induite par TRAIL. Plus précisément, des 

expérimentations d’immunoprécipitation permettront de définir l’influence de TRIM21 

sur les modifications post-traductionnelles de RIPK1 et RIPK3. De plus, d’autres 

expériences d’immunoprécipitation permettront de définir avec précisions le site 

d’ubiquitination ciblé par TRIM21 (K48, K63, etc.) et le type d’ubiquitination réalisé 

(mono-ubiquitination, polyubiquitination, chaîne linéaire, etc.) afin de définir le rôle de 

cette modification post-traductionnelle dans la régulation du signal nécroptotique ; 
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- Une étude sur des souris transgéniques dont l’expression de TRIM21 a été délétée 

(TRIM21-/-) pourrait également permettre d’étudier l’impact de la protéine TRIM21 sur 

le développement du carcinome hépatocellulaire. Le rôle de TRIM21 sur l’évolution de 

la pathologie hépatique, de la NAFLD à la NASH ainsi que sur le développement de 

CHC sera évalué sur des souris TRIM21-/- à l’aide du modèle NASH-HCC et comparé 

à des souris sauvages.  

 

2. Le modèle NASH-HCC 

La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) est devenue la principale cause d’hépatite 

chronique dans les pays développés, où elle peut représenter jusqu’à 30% de la population. 

L’augmentation de la prévalence de la NAFLD peut être expliquée par l’évolution des modes 

de vie vers une sédentarité plus importante associée à une alimentation plus calorique. Ces 

changements ont induit l’augmentation de la proportion de personnes atteintes de maladies 

métaboliques communément associées à la NAFLD comme l’obésité ou le diabète (Rhee, 

2019). Dans une étude réalisée par Lonardo et al., la présence de NAFLD a été retrouvée chez 

plus de 50% des patients atteints d’un diabète de type II (Lonardo et al., 2015). On estime que 

20 à 30% des patients atteints de NAFLD développent une maladie hépatique chronique 

progressive avec une fibrose qui peut évoluer en cirrhose dans 10 à 20% des cas. La cirrhose 

hépatique est le facteur de risque majeur de développement de carcinome hépatocellulaire 

(CHC) (Kulik and El-Serag, 2019).  

Nos travaux ont démontré que la composition du régime alimentaire impactait l’environnement 

hépatique ainsi que le développement de la NASH et du CHC. Dans notre étude, nous avons 

comparé deux régimes alimentaires de composition différentes en glucides, protéines et lipides : 

High-Fat High Cholesterol (HFHCD) et High-Fat High Sugar (HFHSD), et observé l’apparition 

plus rapide et d’un plus grand nombre de tumeurs chez les souris diabétiques nourries avec 

HFHSD. Ce régime, contrairement au HFHCD, contient à la fois un taux élevé de lipides mais 

également de glucides. Les glucides, et notamment le fructose, sont impliqués dans le 

développement du CHC. En effet, au niveau hépatique, les glucides stimulent, d’une part la 

lipogenèse et induisent la production d’acides gras et de triglycérides qui seront stockés dans 

les hépatocytes (Cantley, 2013). D’autre part, les glucides induisent l’activation de certaines 

voies de signalisation, comme la voie mTOR qui va causer une diminution de l’activité 

autophagique.  
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Schéma 18 : Représentation des voies de signalisations impactées par la présence de fructose et contribuant à l’apparition du CHC

(Schéma de Laguna et al., 2014).                                                                                                                                                       HCC : 

Hepatocellular carcinoma ; IGFR : Insulin-like Growth Factor Receptor ; 1IRS2 : Insulin Receptor Substrate 2 ; NASH : Stéatohépatite 

non alcoolique ; ROS : Espèce réactives à l’oxygènes ; SIRT : Sirtuine 1 
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L’autophagie permet la dégradation de certains composants cytoplasmiques cellulaire, 

notamment les lipides, afin de permettre la production d’ATP. La réduction de l’autophagie est 

liée à l’accumulation de triglycérides dans les hépatocytes et la progression de la stéatose 

hépatique (Singh et al., 2009). La voie de signalisation de mTOR, impliquée dans la survie 

cellulaire et le métabolisme intracellulaire, est également impliquée dans la progression de la 

NASH et l’apparition du CHC et est fréquemment activée au sein des tumeurs de patients 

atteints de CHC (Okuno et al., 2018). D’autres mécanismes ont également décrit l’implication 

du fructose dans le développement de la maladie hépatique et l’apparition du cancer (Laguna 

et al., 2014) (Schéma 18).  

A l’aide d’un modèle murin, Tessitore et al. ont démontré que l’ajout de glucides dans l’eau de 

boisson de souris nourries avec un régime hyperlipidique accélérait le développement d’un 

carcinome hépatocellulaire (Tessitore et al., 2017). Ces résultats sont en concordance avec nos 

travaux puisque, dans notre étude, la présence de glucides dans le régime hyperlipidique 

HFHSD entraîne l’apparition plus rapide et d’un plus grand nombre de tumeurs hépatiques chez 

nos souris diabétiques.  

Cependant, les glucides ne sont pas les seuls composés mis en cause dans la progression de la 

maladie hépatique. Des études ont également mis en évidence que la composition lipidique en 

acides gras saturés (AGS), mono-insaturés (AGMI) et poly-insaturés (AGPI) du régime 

alimentaire influençait le développement du CHC. En effet, dans le cas d’un régime contenant 

une importante proportion d’AGS, l’accumulation dans le tissu hépatique induisait un stress du 

réticulum endoplasmique dans les hépatocytes et leurs morts par nécrose. La nécrose des 

hépatocytes provoque le relargage de molécules qui vont activer les cellules de Kupffer et la 

production de cytokines pro-inflammatoires (Hubler and Kennedy, 2016; Leroux et al., 2012). 

La présence dans l’environnement hépatique de cytokines pro-inflammatoires va aboutir au 

recrutement et à l’activation de cellules immunitaires telles que les LT CD4+ (de Jong et al., 

2014). Au contraire, la présence d’AGPI est reconnue pour protéger le tissu hépatique de 

l’inflammation, et active la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires. Le ratio entre ASG et 

AGPI semble important dans la détermination du profil d’expression cytokiniques des 

macrophages résidents.  

Dans notre étude, la proportion en acides gras saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI) et 

polyinsaturés (AGPI) diffère selon le régime alimentaire. Plus précisément, le ratio ASG/AGPI 

est plus élevé dans le régime HFHCD (17,35) par comparaison au régime HFHSD (2,1).  
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Conformément aux données de la littérature, l’excès d’AGS dans le HFHCD induit une 

inflammation hépatique, le recrutement de cellules immunitaires et contribue à la progression 

de la NASH chez les souris diabétiques. De plus, le régime HFHCD est enrichi en cholates et 

cholestérols. Ces deux composants participent également à l’environnement pro-inflammatoire 

et à la fibrose hépatique (Ibrahim et al., 2016; Vergnes et al., 2003). Le cholestérol est également 

impliqué dans la mort cellulaire. En effet, cette molécule lipotoxique induit le relargage 

intracellulaire du cytochrome c et d’ATP conduisant à l’activation de la voie de signalisation 

JNK1 et à l’induction de la mort cellulaire par apoptose ou nécrose (Kutlu et al., 2018). 

Durant la progression de la NASH, l’excès de lipides et d’acides gras induit une lipotoxicité 

hépatique et la mort des hépatocytes qui initie l’inflammation du tissu hépatique. La mort des 

hépatocytes conduit au relargage de DAMPs qui vont activer les cellules de Kupffer. De même, 

les patients atteints de NASH possèdent une augmentation de la perméabilité intestinale qui 

provoque le passage de pathogènes (bactéries, virus ou parasites) dans le sang. La présence de 

pathogènes induit le relargage de PAMPs qui peuvent être détectés par les KC et les activer 

(Akira et al., 2006). L’activation des KC par les DAMPs ou les PAMPs induisent la production 

de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, l’IL-6, l’IL-1β) et de chimio-attractants 

(CCL-2, CCL-5) qui vont aboutir à l’inflammation du tissu hépatique et au recrutement de 

cellules immunitaires (Grunhut et al., 2018). La présence d’un infiltrat immunitaire massif 

observé par un marquage CD45+ chez les souris diabétiques nourries avec le HFHCD peut sans 

doute être expliquée par la présence de lipides hépatiques toxiques (AGS, cholates et 

cholestérol) qui induisent l’activation des KC et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, 

comme le TNF-α et CCL-2. Ces molécules sont augmentées dans le tissu hépatique des souris 

diabétiques nourries avec le HFHCD et induisent le recrutement de cellules immunitaires 

actives. L’analyse en cytométrie de flux des infiltrats immunitaires présents dans le tissu 

hépatique des souris diabétiques nourries avec HFHCD a permis d’identifier la présence 

abondante de macrophages. Ces macrophages sont probablement responsables du recrutement 

et de l’activation massive des lymphocytes observés chez ces souris. Ces souris présentent 

également moins de tumeurs hépatiques que les souris nourries avec HFHSD. Associées aux 

cellules NK, les lymphocytes Thelper CD4+ et TCD8+ cytotoxiques sont reconnus pour leur 

rôle dans l’immunosurveillance (Sachdeva et al., 2015). Ainsi, la présence d’un plus grand 

nombre de cellules immunitaires anti-tumorales actives dans le foie des souris diabétiques 

nourries avec le régime HFHCD permettrait de contrôler l’apparition des tumeurs hépatiques, 

et ce, malgré un stade fibrotique avancé.  
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Au contraire, les souris nourries avec le régime HFHSD ne présente pas d’inflammation du 

tissu hépatique. Les macrophages ne sont donc pas activés et ne sécrètent pas de cytokines 

permettant le recrutement de cellules immunitaires anti-tumorales. De plus, Crispe et al., ont 

mis en évidence qu’un faible signal d’activation sur les lymphocytes LT CD4+ et LT CD8+ 

entraînait l’apoptose de ces cellules (Crispe, 2014). L’absence de surveillance immunitaire dans 

le tissu hépatique des souris diabétiques nourries avec le régime HFHSD permettrait aux 

hépatocytes cancéreux de persister, de proliférer et de donner naissance à de nombreux nodules 

tumoraux.  

A l’heure actuelle, le modèle NASH-HCC représente le modèle murin le plus pertinent pour 

l’étude du carcinome hépatocellulaire et de l’environnement tumoral (Macek Jilkova et al., 

2019). Comme décrit dans l’introduction, le développement du CHC dans ce modèle présente 

de nombreux points communs avec les CHC humains. Ce modèle pourrait aider à mieux 

comprendre la progression de la maladie hépatique et le développement du CHC. Il s’agit 

également d’un bon modèle pour l’étude de nouvelles thérapies pour le traitement de ce cancer 

hépatique. En effet, de nos jours, plus de 70% des patients présentent une maladie à un stade 

avancé et ne sont pas éligibles aux transplantations, ou résection tumorale. De plus, la majorité 

des cancers hépatiques se développant sur une cirrhose préexistante, le foie, après une résection 

tumorale, présente un environnement favorable au développement de nouvelles tumeurs 

hépatiques (Portolani et al., 2006). Pour la majorité des patients, peu d’options thérapeutiques 

sont disponibles, malgré l’apparition du Sorafenib en 2007 (Llovet et al., 2019).  

Récemment, de nouvelles molécules reposant sur les immunothérapies ont été développées, 

dans le but d’améliorer les stratégies disponibles pour les patients atteints d’un CHC avancé. 

En 2018, le nivolumab a été ajouté en tant que première molécule d’immunothérapie approuvée 

par la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis dans le traitement du CHC 

(Marrero et al., 2018). Le nivolumab est un inhibiteur de PD-1 (Programmed cell Death protein-

1). PD-1 est un marqueur de surface exprimé sur un bon nombre de cellules immunitaires 

actives (LT CD4+, LT CD8+, LB, Treg). La liaison de PD-1 avec l’un de ces ligands (PD-L1 ou 

PD-L2) induit l’inactivation de la cellule immunitaire et sa mort par apoptose (Shen et al., 

2019). Les cellules tumorales détournent la signalisation PD-L1/PD-1 en surexprimant les 

ligands PD-L1 et PD-L2 afin d’activer PD-1 dans les lymphocytes infiltrant les tumeurs, inhiber 

ainsi leurs actions et échapper au système immunitaire (Hato et al., 2014). Des études cliniques 

ont démontré que l’expression de PD-L1 et PD-1 dans les tumeurs était corrélée avec le stade 

avancé de la maladie, la récurrence tumorale et le pronostic vital des patients (Shi et al., 2011).  
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Schéma 19 : Expression de PD-L1 dans le tissu hépatique d’une souris diabétique nourrie pendant 16 semaines avec le 

régime HFHCD. Les lignes en pointillés délimitent les différentes tumeurs identifiées.                                                 

 HFHCD: High-Fat High Cholesterol Diet; PD-L1: Programmed death-ligand 1. 
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Des premiers tests sur nos souris NASH-HCC nourries avec le HFHCD ont démontré que 

l’expression de PD-L1 était augmentée dans les tumeurs hépatiques et pourrait en partie 

expliquer la persistance de ces tumeurs dans le tissu hépatique malgré la présence d’un grand 

nombre de cellules immunitaires anti-tumorales actives (Schéma 19).   

L’étude de l’expression des immune checkpoints dans nos modèles de souris NASH-HCC 

nourries avec HFHCD ou HFHSD pourrait permettre d’identifier et de tester de nouvelles cibles 

thérapeutiques afin de limiter l’apparition de CHC ou d’activer une réponse immunitaire anti-

tumorale efficace. 

Une autre population de cellules immunitaires, les lymphocytes T régulateurs (Treg) représente 

un intérêt thérapeutique. En effet, cette population immunitaire possède des fonctions 

immunosuppressives et contribue au contrôle de la réponse immunitaire, principalement afin 

de préserver l’organisme des réactions auto-immunes. Cependant, ces fonctions inhibitrices 

peuvent également diminuer l’efficacité des réponses immunitaires et promouvoir l’expansion 

tumorale (Wong et al., 2016). Dans notre étude, les souris diabétiques nourries avec le régime 

HFHCD présentent une réponse immunitaire anti-tumorale efficace mais également de 

nombreux Tregs actifs. La présence de ces Tregs pourraient expliquer que malgré un infiltrat 

important de cellules immunitaires anti-tumorales (LT CD4+ et LT CD8+), des tumeurs 

apparaissent et subsistent dans le tissu hépatique. Ce modèle peut offrir la possibilité de tester 

de nouvelles molécules ciblant les Tregs et évaluer ainsi leurs intérêts thérapeutiques dans le 

traitement du CHC (Bengtsson et al., 2019). 

Perspectives d’études sur le modèle NASH-HCC :  

- Chez les souris diabétiques nourries avec HFHSD, l’étude des modifications génétiques 

et épigénétiques associées aux mécanismes moléculaires en lien avec l’apparition et 

l’expansion des cellules cancéreuses permettra d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques pour les patients atteints d’un CHC ; 

- L’analyse des Tregs pourrait permettre de définir leur rôle anti- ou pro-tumoral dans le 

tissu hépatique et d’envisager des thérapies ciblées sur ces populations afin d’améliorer 

l’efficacité de la réponse immunitaire anti-tumorale chez les patients atteints de CHC ; 

- L’analyse des immune checkpoints dans le tissu hépatique des souris nourries avec 

HFHCD et HFHSD permettra de mieux comprendre les stratégies d’évasion vis-à-vis 

du système immunitaire des cellules cancéreuses et d’envisager de nouvelles molécules 

thérapeutiques ; 
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Schéma 20 : Marqueurs de mort cellulaire dans le modèle NASH-HCC. a) Marquages immunohistochimiques Caspase-3 

clivée chez les souris diabétiques nourries avec SD, HFHCD ou HFHSD durant 4 à 16 semaines ; b) Niveau d’expression de 

gènes impliqués dans la mort cellulaire par apoptose ou nécroptose. #, P<0.05; ##, P<0.01 and ##, P<0.001 compare les 

souris diabétiques sous SD aux souris non-diabétiques sous SD; $, P<0.05; $$, P<0.01 and $$$, P<0.001 compare les souris 

diabétiques sous HFHCD ou HFHSD aux souris diabétiques sous SD; *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, P<0.001 compare les 

souris diabétiques sous HFHCD aux souris diabétiques sous HFHSD. 
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- Le modèle NASH-HCC représente un bon modèle pour tester l’efficacité de molécules 

thérapeutiques envisagées dans le traitement du carcinome hépatocellulaire. Une étude 

de l’effet du Nivolumab sur le développement du carcinome hépatocellulaire est 

envisagée afin d’analyser l’importance de la voie de signalisation PD-1/PD-L1 chez des 

souris diabétiques nourries avec HFHCD et HFHSD. 

 

3. Le rôle de la mort cellulaire et de RIPK1 dans la progression de la maladie 

hépatique 

La connaissance des mécanismes cellulaires permettant d’induire la mort cellulaire dans les 

cellules cancéreuses représente un enjeu majeur dans la recherche et le développement de 

nouvelles thérapies. L’apoptose et la nécroptose sont les principaux types de mort cellulaire 

reconnus comme des éléments clés des maladies hépatiques. La nécroptose est contrôlée par 

deux sérine-thréonine kinases, RIPK1 et RIPK3 et par une pseudo-kinase MLKL associées dans 

un complexe appelé le nécrosome (Zhou and Yuan, 2014). L’implication de la nécroptose au 

cours de l’évolution de la NASH reste controversée (Dara et al., 2016), même si certaines 

données soutiennent cette hypothèse (Afonso et al., 2015; Gautheron et al., 2014). Par ailleurs, 

un excès de mort des hépatocytes pourrait accélérer la carcinogenèse (Fabregat, 2009).  

Chez les patients atteints de NAFLD ou NASH, l’atteinte hépatique est généralement 

caractérisée par une augmentation des transaminases hépatiques. L’apoptose est le type de mort 

cellulaire le plus décrit dans la littérature. Chez des patients atteints de NAFLD et de NASH, 

l’augmentation de l’expression et de l’activation des caspase-3 et caspase-7 ont été corrélées 

avec la mort des hépatocytes et la progression de la maladie hépatique (Feldstein et al., 2003). 

Nos travaux ont mis en évidence des dommages hépatocytaires uniquement chez les souris 

diabétiques nourries avec HFHCD. Cependant, le marquage du tissu hépatique avec un 

anticorps ciblant la caspase-3 clivée n’a pas permis de mettre en évidence la présence 

d’apoptose chez nos souris diabétiques (nourries avec HFHCD ou HFHSD) (Schéma 20).  

L’inhibition de la caspase-8 dans les cellules parenchymateuses hépatiques de souris (Caspase-

8LPC-KO) nourries avec un régime hyperlipidique (MCD) a permis de mettre en évidence 

l’importance de cette protéine et de l’apoptose dans la progression de la maladie hépatique. Les 

souris Caspase-8LPC-KO présentent moins de dommages hépatiques ainsi qu’une diminution de 

l’inflammation et des infiltrats immunitaires que les souris sauvages (Hatting et al., 2013).  
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L’absence de caspase-8 diminue l’activation des caspases effectrices (caspase-3 et caspase-7) 

ce qui limite l’apoptose hépatocytaires et permet ainsi de réduire les dommages hépatiques. 

La caspase-3 active clive certains composants intracellulaires comme la cytokératine-18 (CK-

18) au cours de l’apoptose. S’il y a présence d’apoptose, la CK-18 va être clivée pour donner 

le fragment M30. La présence de CK-18 clivée en M30 a été corrélée avec la présence d’une 

NASH chez les patients (Maher et al., 2015). De même, la surexpression de la cytokératine-18 

chez des souris transgéniques nourries avec un régime hyperlipidique provoque une 

augmentation des dommages hépatiques, l’apoptose des hépatocytes et une inflammation du 

tissu hépatique (Kucukoglu et al., 2014). La cytokératine-18 est également augmentée dans le 

modèle NASH-HCC (SMC Laboratories Inc.). D’autres facteurs pro-apoptotiques sont 

également surexprimés dans le tissu hépatique des patients atteints de NASH : Bax, Bad et Bim 

(Malhi et al., 2007). Ces facteurs pro-apoptotiques favorisent le relargage du cytochrome c et 

l’induction de l’apoptose intrinsèque dans le tissu hépatique. Au cours de nos travaux, nous 

n’avons pas observé de modifications d’expression des messagers de ces facteurs pro-

apoptotiques (Bax, Bad et Bim) (Schéma 20).  

L’augmentation de l’expression de Fas et FasL au niveau hépatique a été associée à l’apparition 

de la NAFLD. De plus, les patients atteints de NASH présentent une augmentation des niveaux 

de Fas et FasL solubles (Alkhouri et al., 2015; Kanda et al., 2018). L’expression de TRAIL est 

également augmentée chez les patients atteints de NASH dans les premiers stades de la maladie. 

Ce ligand est sécrété par les cellules NK et participe à l’instauration d’un environnement pro-

inflammatoire (Gomez-Santos et al., 2012). Nous nous sommes intéressés à l’expression des 

messagers des ligands de mort cellulaire et de leurs récepteurs respectifs dans le foie de souris 

diabétiques nourries avec HFHCD et HFHSD durant la progression de la maladie hépatique. 

L’expression des récepteurs de mort cellulaire Fas et DR5 est augmentée chez les souris 

nourries avec le régime HFHCD. Au niveau des ligands de mort cellulaire, seul le TNF-α voit 

son expression augmentée chez les souris diabétiques nourries avec un régime hyperlipidique, 

notamment avec HFHCD (Schéma 20). Enfin, nous avons également quantifié l’expression des 

protéines RIPK1, RIPK3, MLKL et TRIM21 dans le tissu hépatique des souris diabétiques 

nourries avec SD, HFHCD et HFHSD. L’expression de l’ensemble de ces protéines est 

augmentée lorsqu’un diabète est induit. La mise sous régime HFHCD des souris diabétiques 

semblent induire l’expression de MLKL et de TRIM21. Nous supposons que cette 

augmentation d’expression est liée au recrutement de cellules immunitaires qui expriment 

fortement ces deux protéines.  
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Ces résultats semblent cohérents avec la présence d’une maladie chronique dont la mort 

cellulaire est modérée. De plus, dans le modèle NASH-HCC, la mort cellulaire n’est pas induite 

par l’injection d’une molécule chimique, ce qui explique que la mort des hépatocytes ne soit 

pas synchronisée et qu’à un temps donné, la détection de la mort cellulaire soit faible. 

Nous nous sommes plus particulièrement intéressés au rôle de la protéine Receptor-interacting 

serine/threonine-protein kinase 1 (RIPK1) dans la progression de la maladie hépatique. Alors 

que l’activité kinase de RIPK1 contrôle la mort cellulaire en induisant l'apoptose ou la 

nécroptose, sa fonction d’échafaudage assure la survie cellulaire et l’induction d'une 

inflammation par l'activation du NFκB (Silke et al., 2015). De nombreuses études récentes ont 

démontré un rôle possible de la protéine RIPK1 et de la nécroptose dans les pathologies 

hépatiques et dans la mort hépatocytaire (Dara, 2018). Cette protéine joue un rôle dans 

l’inflammation hépatique dépendante ou indépendante de la mort cellulaire (Luedde et al., 

2014). Dans le cadre du CHC, des études chez des patients atteints par ce cancer ont démontré 

une corrélation entre un faible taux d’expression de la protéine RIPK1 et un pronostic vital 

diminué (Kondylis et al., 2015; Schneider et al., 2017). De plus, dans un modèle murin 

d’induction de CHC par l’injection de DEN, Schneider et al. ont mis en évidence que la protéine 

RIPK1, associée à TRAF2, protégeait le tissu hépatique et limitait l’apparition de tumeurs 

hépatiques induite par le DEN (Schneider et al., 2017). Une autre étude a mis en évidence que 

l’absence de la protéine RIPK1 ou de la protéine RelA (sous-unité du facteur NFκB) dans les 

cellules parenchymateuses hépatiques (LPC) n’induisait pas le développement de pathologies 

hépatiques. Cependant, l’absence de ces deux protéines dans les cellules du parenchyme 

hépatique augmente l’apoptose des hépatocytes et conduit au développement spontané de 

tumeurs hépatiques (Van et al., 2017). Dans un modèle d’induction de CHC par le DEN, 

l’absence de RIPK1 dans les LPC diminue l’apparition de tumeurs hépatiques. L’absence de la 

fonction kinase de RIPK1 (via l’utilisation d’une lignée transgénique de souris dont l’activité 

kinase de RIPK1 est non fonctionnelle, Ripk1fl/D138N) ne permet pas d’inhiber l’apparition de 

tumeurs hépatiques induites par le DEN, démontrant que la fonction kinase de RIPK1 n’est pas 

indispensable au développement du cancer hépatique (Van et al., 2017).  

Les connaissances scientifiques sur le rôle de RIPK1 dans la progression de la NAFLD à la 

NASH au carcinome hépatocellulaire restent limitées. Nos travaux ont mis en évidence que 

l’absence de cette protéine dans les cellules du parenchyme hépatique, dont les hépatocytes, 

n’impactait pas le développement de la stéatose. De plus, l’absence de RIPK1 ne protège pas 

les hépatocytes de la mort cellulaire mais favoriserait la fibrose hépatique.  
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Schéma 21 : Effet du fond génétique sur l’induction du diabète. a) Glycémie des souris C57Bl/6J et souris de la 

lignée RIPK1 (C57Bl/6J-N) ; b) Gel d’agarose après PCR du gène Nicotinamide Nucléotide Transhydrogénase 

sur les souris C57Bl/6J et souris de la lignée RIPK1 (C57Bl/6J-N). #, P<0.05; ##, P<0.01 and ##, P<0.001 

compare les souris diabétiques sous SD aux souris non-diabétiques sous SD; *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, 

P<0.001 compare les souris diabétiques sous HFHCD aux souris diabétiques sous HFHSD. 
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D’autres expérimentations seront nécessaires afin d’expliquer la fonction de la protéine RIPK1 

dans les processus de fibrogenèse.  

Nous avons également souhaité analyser la fonction de la protéine RIPK1 dans le 

développement du carcinome hépatocellulaire à l’aide du modèle murin NASH-HCC. Comme 

décrit précédemment, ce modèle se décompose en deux parties : premièrement, les souriceaux 

mâles reçoivent une injection de 200µg de streptozotocine à 2 jours de vie. Ensuite, après le 

sevrage et la validation du statut diabétique, ces souris sont nourries avec un régime 

hyperlipidique. Afin d’étudier la fonction de RIPK1 dans la progression de la maladie 

hépatique, nous avions à notre disposition une lignée murine transgénique dont l’expression de 

RIPK1 est délétée dans les cellules parenchymateuses hépatiques (RIPK1LPC-KO) ainsi que leurs 

frères de portées dont l’expression de RIPK1 n’est pas modifiée (RIPK1fl/fl). Cependant, lors 

des premières injections de streptozotocine et des premiers sevrages, nous nous sommes 

rapidement rendu compte que l’induction du diabète chez les souris de cette lignée n’était 

efficace que chez 30% des souris, indépendamment de leur génotype (Schéma 21). Après 

quelques recherches, il s’avère que ces souris ne sont pas issues d’une lignée C57Bl/6J 

exclusive mais qu’une erreur de croisement a causé l’introduction d’un fond génétique de lignée 

C57Bl/6N. Cette mixité de souche a été vérifiée par PCR sur gel d’agarose du gène Nnt, un 

gène reconnu pour être muté chez les souris de la souche C57Bl/6J et sauvage chez les souris 

de la souche C57Bl/6N. Cette mutation engendre une altération de la tolérance au glucose chez 

les souris C57Bl/6J, joue un rôle dans la régulation de la réponse à l’insuline dans les cellules 

bêta du pancréas et sensibilise les souris C57Bl/6J à l’induction du diabète via l’injection de 

streptozotocine (Fontaine and Davis, 2016). Chez les souris de la lignée RIPK1LPC-KO, cette 

absence de mutation du gène Nnt diminue la sensibilité des cellules bêta de Langerhans à 

l’action de la streptozotocine rendant ainsi l’induction du diabète peu efficace. 

Ces difficultés d’induction de diabète au sein de la lignée transgénique ont retardé l’étude du 

rôle de RIPK1 dans le développement du carcinome hépatocellulaire. Un rétrocroisement de 

cette lignée est en cours de réalisation afin de faire dériver la lignée transgénique sur un fond 

génétique de lignée C57Bl/6J exclusif. Une fois les rétrocroisements terminés, l’étude sera 

menée au sein du laboratoire.  
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Perspectives d’études du rôle de RIPK1 dans la progression de la maladie hépatique :  

- Des expérimentations complémentaires seront nécessaires afin de définir la fonction de 

la protéine RIPK1 dans la NASH et plus particulièrement son rôle dans la fibrose 

hépatique ; 

- L’étude de la fonction de RIPK1 dans le développement du carcinome hépatocellulaire 

sera également réalisée à l’aide du modèle murin NASH-HCC et de la lignée 

transgénique RIPK1LPC-KO (une fois que la lignée sera dérivée sur un fond C57Bl/6J 

exclusif ; 

- L’impact de la fonction kinase de RIPK1 sur la progression de la maladie hépatique et 

l’apparition du CHC sera également étudié à l’aide du modèle murin NASH-HCC et 

d’une lignée transgénique dont la fonction kinase de RIPK1 (Lignée RIPK1K45AKI) n’est 

pas fonctionnelle. 
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II. Conclusion 

Ces travaux de thèse portaient sur l’étude de la mort cellulaire dans le développement du 

carcinome hépatocellulaire (CHC). La mort des cellules hépatiques est un processus central 

dans la progression de la maladie. Plusieurs types de mort cellulaire peuvent être impliqués 

comme l’apoptose, la nécrose, mais également la nécroptose ou la pyroptose et peuvent être 

induits par l’activation de récepteurs de la superfamille du TNF. Ici, nous nous sommes 

intéressés à la nécroptose induite par l’un des ligands de cette superfamille, le ligand TRAIL. 

Une analyse protéomique par spectrométrie de masse des composants du nécrosome, complexe 

inducteur de la nécroptose, a mis en évidence la présence d’un nouveau partenaire de RIPK1, 

RIPK3 et MLKL au cours de la nécroptose induite par TRAIL : la E3-ubiquitine ligase 

TRIM21. Notre étude a démontré le rôle de modulateur positif de la nécroptose de cette protéine 

à l’aide de modèles cellulaires. Nous avons également découvert que l’absence de cette protéine 

au sein des cellules n’inhibait pas totalement la nécroptose induite par le ligand TRAIL mais 

en ralentissait sa réalisation. Une analyse de la fonction E3-ubiquitine ligase de TRIM21 est en 

cours afin de comprendre son rôle régulateur de la nécroptose.  

En parallèle, nous nous sommes intéressés à la progression de la NAFLD à la NASH jusqu’au 

développement du CHC. Pour cela, nous avons mis au point un modèle murin de NASH-CHC. 

Sur ce modèle, deux régimes hyperlipidiques ont été étudiés : le premier régime (HFHCD) 

induit une NASH sévère associée à une atteinte hépatique, une inflammation du tissu et une 

fibrose sévère. L’environnement pro-inflammatoire induit le recrutement d’un infiltrat 

immunitaire anti-tumoral qui permet de contrôler en partie l’apparition et l’expansion tumorale. 

Le second régime induit une NASH modérée avec une faible inflammation du tissu hépatique 

et peu de fibrose. Ce microenvironnement, en absence d’infiltrat immunitaire, permet le 

développement plus rapide et d’un plus grand nombre de tumeurs hépatique. L’enjeu, 

maintenant, est de comprendre cette absence de réponse immunitaire.  

Nous avons également étudié l’impact de l’absence d’expression de la protéine RIPK1 dans le 

développement et la progression de la NASH chez des souris dont l’expression de cette protéine 

est délétée dans les cellules du parenchyme hépatique. Si l’absence de cette protéine ne limite 

pas le développement d’une NASH sévère, elle favoriserait la progression de la fibrose 

hépatique. D’autres études supplémentaires seront nécessaires afin de définir la fonction de 

RIPK1 dans le développement du carcinome hépatocellulaire dans le modèle murin de NASH-

HCC.   
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III. Résumé 

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) représente plus de 85% des cancers primitifs du foie. Il 

s’agit de la 4ème cause de décès par cancer dans le monde avec plus de 750 000 décès par an. 

Son incidence est en perpétuelle progression et est principalement liée aux modifications des 

modes de vie et à l’augmentation de la population atteinte d’obésité, de diabète ainsi que de  

stéatohépatite non-alcoolique (NASH) qui représentent des facteurs de risques du 

développement du CHC. Il a été démontré que l’excès de mort cellulaire dans les hépatocytes 

pouvait accélérer les processus de carcinogenèse.  

Une première partie de nos travaux portait sur l’étude d’une voie de signalisation liée à la mort 

cellulaire, la nécroptose induite par le ligand TRAIL. Nous avons mis en évidence la présence 

d’une nouvelle protéine impliquée dans la nécroptose, TRIM21, et démontré que cette protéine 

participait à l’induction de la nécroptose induite par le ligand TRAIL et que son absence 

entraînait un ralentissement de la signalisation.  

Afin d’étudier la progression de la maladie hépatique et le développement du CHC, un modèle 

murin de NASH-HCC a été développé. L’influence du régime hyperlipidique sur la progression 

de la maladie hépatique a été étudiée : pour cela des souris diabétiques ont été nourries avec 

deux régimes hyperlipidiques de composition différente en lipides, glucides et protéines. Nos 

résultats ont démontré que la présence d’une NASH sévère associée à la présence d’un infiltrat 

immunitaire limitait l’apparition et l’expansion tumorale. Au contraire, une NASH modérée 

sans infiltrat immunitaire aboutit au développement plus rapide et d’un plus grand nombre de 

tumeurs hépatiques. Enfin, le rôle de la protéine RIPK1, qui possède un double rôle dans la 

survie mais également dans l’induction de la mort cellulaire, a été étudié dans la progression de 

la NASH. A l’aide d’une lignée transgénique de souris dont l’expression de RIPK1 est délétée 

dans les cellules parenchymateuses hépatiques, nous avons mis en évidence que la protéine 

RIPK1 n’impactait pas le développement de la NASH mais limiterait la fibrogenèse.  

Ce modèle murin de NASH-HCC pourrait permettre à l’avenir d’étudier les mécanismes 

physiopathologiques du développement de la NASH  et son évolution vers le CHC afin de 

découvrir et de tester de nouvelles cibles thérapeutiques pour les patients mais également de 

comprendre l’absence de réponse immunitaire lorsque le régime est enrichi en lipides et 

glucides.  
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IV. Abstract 

Representing more than 85% of the cases, hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common 

type of primary liver cancer and, with over 750,000 deaths per year, is the 4th leading cause of 

cancer-related death. In the past few years, an important increase in HCC incidence has been 

observed worldwide. This increase is mainly related to lifestyle changes and the rise of people 

suffering from obesity, diabetes and non-alcoholic steatohepatitis (NASH), which all are risk 

factors for HCC development. Altogether, these disorders induce excess of cell death in 

hepatocytes, promoting carcinogenesis.  

The first part of our work focused on cell death related signalling pathway. Specifically, we 

concentrated on necroptosis induced by the TRAIL ligand. We highlighted the presence of a 

new protein involved in necroptosis, TRIM21 and showed that this protein promoted TRAIL-

induced necroptosis. We also demonstrate that TRIM21 inhibition led to a decrease in 

necroptotic signal.  

In order to study the progression of liver disease and the development of HCC, a murine model 

of NASH-HCC was developed by our team. In the second part of our work, we focused on the 

impact of the High-Fat diet (HFD) on the progression of liver disease. Diabetic mice were fed 

with two HFDs with different composition in lipids, carbohydrates and proteins. Our results 

showed that the presence of a severe form of NASH associated with immune cells infiltrate, 

limited HCC onset and expansion. In contrast, moderate NASH without immune infiltrate, led 

to a faster development and a greater number of liver tumors. Furthermore, we studied the role 

of RIPK1, a protein involved in survival and in cell death induction, during the progression of 

NASH. Using a transgenic mouse model whose RIPK1 expression is deleted in liver 

parenchymal cells (RIPK1LPC-KO), we showed that RIPK1 deletion did not affect NASH 

development, but could take part in fibrogenesis.  

This murine model of NASH-HCC could allow, in the future, to study the pathophylogical 

mechanisms of NASH progression and HCC development, in order to discover and test new 

therapeutic targets for patients with HCC. It could also be used to understand the lack of 

immune response when the High-Fat diet is supplemented with carbohydrates. 
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Titre : Mise en place et étude de modèles de progression de la NASH jusqu’au développement du CHC : effet 
du régime hyperlipidique sur l’environnement hépatique 

Mots clés : NASH, CHC, RIPK1, mort cellulaire 

Résumé : Le carcinome hépatocellulaire (CHC) 
représente plus de 85% des cancers primitifs du foie. Il 
s’agit de la 4ème cause de décès par cancer dans le 
monde avec plus de 750 000 décès par an. Son incidence 
est en perpétuelle progression et est principalement liée 
aux modifications des modes de vie et à l’augmentation de 
la population atteinte d’obésité, de diabète ainsi que de 
stéatohépatite non-alcoolique (NASH) qui représentent 
des facteurs de risques du développement du CHC. Il a 
été démontré que l’excès de mort cellulaire dans les 
hépatocytes pouvait accélérer les processus de 
carcinogenèse. 
Une première partie de nos travaux portait sur l’étude 
d’une voie de signalisation liée à la mort cellulaire, la 
nécroptose induite par le ligand TRAIL. Nous avons mis en 
évidence la présence d’une nouvelle protéine impliquée 
dans la nécroptose, TRIM21, et démontré que cette 
protéine participait à l’induction de la nécroptose induite 
par le ligand TRAIL et que son absence entraînait un 
ralentissement de la signalisation.  
Afin d’étudier la progression de la maladie hépatique et le 
développement du CHC, un modèle murin de NASH-HCC 
a été développé.  L’influence du régime hyperlipidique sur 
la progression de la maladie hépatique a été étudiée : pour 
cela des souris diabétiques ont été nourries avec deux 
régimes hyperlipidiques de composition différente en 
lipides, glucides et protéines. 

Nos résultats ont démontré que la présence d’une NASH 
sévère associée à la présence d’un infiltrat immunitaire 
limitait l’apparition et l’expansion tumorale. Au contraire, 
une NASH modérée sans infiltrat immunitaire aboutit au 
développement plus rapide et d’un plus grand nombre de 
tumeurs hépatiques. Enfin, le rôle de la protéine RIPK1, 
qui possède un double rôle dans la survie mais 
également dans l’induction de la mort cellulaire, a été 
étudié dans la progression de la NASH. A l’aide d’une 
lignée transgénique de souris dont l’expression de RIPK1 
est délétée dans les cellules parenchymateuses 
hépatiques, nous avons mis en évidence que la protéine 
RIPK1 n’impactait pas le développement de la NASH 
mais participerait limiterait la fibrogenèse. 
Ce modèle murin de NASH-HCC pourrait permettre à 
l’avenir d’étudier les mécanismes physiopathologiques du 
développement de la NASH  et son évolution vers le CHC 
afin de découvrir et de tester de nouvelles cibles 
thérapeutiques pour les patients mais également de 
comprendre l’absence de réponse immunitaire lorsque le 
régime est enrichi en lipides et glucides. 

Title : Study of models of progression from NASH to HCC development: effect of HFD on hepatic environment 

Keywords : NASH, CHC, RIPK1, cell death 

Abstract : Representing more than 85% of the 
cases, hepatocellular carcinoma (HCC) is the most 
common type of primary liver cancer and, with over 
750,000 deaths per year, is the 4th leading cause of 
cancer-related death. In the past few years, an 
important increase in HCC incidence has been 
observed worldwide. This increase is mainly related to 
lifestyle changes and the rise of people suffering from 
obesity, diabetes and non-alcoholic steatohepatitis 
(NASH), which all are risk factors for HCC 
development. Altogether, these disorders induce 
excess of cell death in hepatocytes, promoting 
carcinogenesis. 
The first part of our work focused on cell death 
related signalling pathway. Specifically, we 
concentrated on necroptosis induced by the TRAIL 
ligand. We highlighted the presence of a new protein 
involved in necroptosis, TRIM21 and showed that this 
protein promoted TRAIL-induced necroptosis. We 
also demonstrate that TRIM21 inhibition led to a 
decrease in necroptotic signal. 
In order to study the progression of liver disease and 
the development of HCC, a murine model of NASH-
HCC was developed by our team. 

In the second part of our work, we focused on the impact of the 
High-Fat diet (HFD) on the progression of liver disease. 
Diabetic mice were fed with two HFDs with different 
composition in lipids, carbohydrates and proteins. Our results 
showed that the presence of a severe form of NASH 
associated with immune cells infiltrate, limited HCC onset and 
expansion. In contrast, moderate NASH without immune 
infiltrate, led to a faster development and a greater number of 
liver tumors. Furthermore, we studied the role of RIPK1, a 
protein involved in survival and in cell death induction, during 
the progression of NASH. Using a transgenic mouse model 
whose RIPK1 expression is deleted in liver parenchymal cells 
(RIPK1LPC-KO), we showed that RIPK1 deletion did not affect 
NASH development, but could take part in fibrogenesis. 
This murine model of NASH-HCC could allow, in the future, to 
study the pathophylogical mechanisms of NASH progression 
and HCC development, in order to discover and test new 
therapeutic targets for patients with HCC. It could also be used 
to understand the lack of immune response when the High-Fat 
diet is supplemented with carbohydrates. 




