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Résumé  
Les maladies métaboliques sont en constante augmentation et représentent un problème 

majeur de santé publique. Parmi celles-ci, la stéatose hépatique non-alcoolique (NAFLD) est 

la pathologie hépatique chronique la plus courante, touchant 10% de la population générale 

et 60 à 80% des individus obèses (Farrell et al. 2007). Caractérisée par une accumulation 

réversible de lipides hépatiques, la NAFLD peut progresser vers des stades plus graves tels que 

la stéato-hépatite (NASH), la cirrhose ou l’hépatocarcinome (Cohen 2011). La stéatose 

hépatique est une pathologie complexe et multifactorielle, les facteurs inducteurs étant 

principalement génétiques ou environnementaux (alimentation riche en gras/sucres, 

sédentarité) (Matthew Cave et al. 2007). Or, le concept de TAFLD (Toxic-associated fatty liver 

disease), suggère que des toxiques qualifiés d’obésogènes environnementaux pourraient 

participer au développement de stéatoses hépatiques (Wahlang et al. 2013). La prévalence de 

la NAFLD est sexuellement dimorphique, avec un risque plus important de développer la 

pathologie chez les hommes que chez les femmes pré-ménopausées (Balakrishnan et al. 

2021).  

Le récepteur nucléaire CAR (Constitutive Androstan Receptor) est au carrefour entre 

détoxification et métabolisme énergétique (J. Yan et al. 2015). Il est impliqué dans la 

détoxification de molécules endogènes (bilirubine, acides biliaires) et exogènes 

(xénobiotiques) ainsi que dans des voies clés du métabolisme énergétique hépatique 

(néoglucogenèse, β-oxydation).  

Nos travaux de recherche ont pour but d’évaluer l’implication du récepteur CAR dans la 

pathogénèse dimorphique de la NAFLD qu’elle soit induite par un régime riche en gras (HFD) 

ou par l’exposition à des contaminants alimentaires. A l’aide d’un modèle murin 

génétiquement invalidé pour le récepteur CAR, nous avons démontré un rôle dimorphique de 

ce récepteur dans la pathogénèse de la NAFLD. Dans une situation de stress métabolique, le 

récepteur CAR semble avoir un rôle protecteur envers les désordres métaboliques induits par 

un régime HFD. Chez les femelles, ce rôle est prépondérant dans la protection contre l’obésité, 

le développement de la NAFLD et potentiellement dans la progression vers des stades NASH. 

Nos résultats suggèrent également un cross-talk CAR-ERα dans la protection contre la NAFLD. 

En revanche, en situation de stress xénobiotique induit par l’exposition à l’acide 

perfluorooctanoïque (PFOA), CAR semble plutôt participer à la formation de gouttelettes 

lipidiques caractéristiques d’une TAFLD, dans les deux sexes. Ainsi CAR pourrait être impliqué 

dans un mécanisme de détoxification du foie, pour internaliser et neutraliser le PFOA à 

l’intérieur des gouttelettes lipidiques.   

Globalement, ce travail de thèse a permis de mieux comprendre la pathogénèse de la NAFLD 

et de mettre en évidence un rôle dimorphique important du récepteur nucléaire CAR.  
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Abstract 

 

Metabolic diseases are constantly increasing and represent a major public health concern. 

Notable amongst those is NAFLD (Non-alcoholic fatty liver disease), which has become the 

most common cause of chronic liver disease, affecting 10% of general population and 60-80% 

of obese individuals (Farrell et al. 2007). NAFLD is characterized by a reversible hepatic lipid 

accumulation that can progress to more severe forms such as Steato-hepatitis (NASH), 

Cirrhosis or hepatocarcinoma (Cohen 2011). It is a complex and multifactorial disease, which 

can be induced by genetic or environmental factors such as high fat/carbohydrate diets or lack 

of physical exercise (Matthew Cave et al. 2007). However, several studies have revealed that 

xenobiotics also known as environmental obesogens could be responsible of hepatic lipid 

accumulation or TAFLD (Toxic-associated fatty liver disease) (Wahlang et al. 2013). Moreover, 

NAFLD presents a dimorphic prevalence, with a higher susceptibility in men compared to pre-

menopausal women (Balakrishnan et al. 2021).  

The Constitutive Androstan Receptor (CAR) stands at the cross-roads between detoxification 

and energy metabolism (J. Yan et al. 2015). In fact, CAR plays an essential role in endogenous 

(bilirubin, bile acids…) and exogenous (xenobiotics) detoxification as well as in key hepatic 

metabolic pathways (neoglucogenesis, β-oxidation).  

Our research project aims at understanding the role of CAR in the dimorphic pathogenesis of 

NAFLD, induced by a high fat diet (HFD) or by exposure to xenobiotics.  

Using a genetically CAR-deficient mouse model, we revealed an important dimorphic role of 

CAR in the pathogenesis of NAFLD. In metabolic-stress conditions, CAR seems to protect mice 

from metabolic disorders induced by a HFD. CAR plays a major role in females, with a 

protection from obesity, NAFLD and progression towards more severe states such as NASH. 

Our results also reveal a CAR-ERα cross-talk in the protection from NAFLD. On the other hand, 

in xenobiotic-stress conditions induced by exposure to PFOA (perfluorooctanoic acid), CAR 

seems to participate in the development of hepatic lipid droplets and TAFLD in both sexes. 

Thus, CAR seems to be involved in a hepatic detoxification mechanism via internalization and 

therefore neutralization of PFOA inside the lipid droplets. 

Overall, this thesis research sheds light on the pathogenesis of NAFLD and reveals an 

important dimorphic role of CAR.  
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

Partie I : Physiologie du foie 
 

Le foie est l’organe le plus volumineux du corps humain et par conséquent un des plus 

vascularisés. Il fait partie intégrante de l’appareil digestif et assure de nombreuses fonctions 

indispensables à l’organisme dont la digestion alimentaire, la détoxification exogène et 

endogène ainsi que la régulation de l’homéostasie énergétique.  

 
I.1 Anatomie du foie 
 
 

I.1.1 Dévéloppement embryonnaire  

Chez l’Homme, le développement du foie commence à partir du 18ème jour de grossesse lors 

du bourgeonnement de l’extrémité distale de l’intestin qui donne naissance au premier 

diverticule hépatique. Sous l’action de facteurs de croissance tels que FGF et les BMP, les 

cellules endodermiques ventrales prolifèrent exponentiellement (Zhao and Duncan 2005). Ce 

premier bourgeon hépatique prend rapidement une place importante dans la cavité 

abdominale. Les cellules de la partie distale du diverticule hépatique se différencient ensuite 

en hépatocytes qui vont former le parenchyme hépatique, à l’origine des voies billiaires intra-

hépatiques. L’Oncostastin, les hormones glucocorticoïdes et les facteurs de croissance HGF et 

Wnt sont impliqués dans l’induction de la différentiation hépatocytaire (Kamiya, Kinoshita, 

and Miyajima 2001; Suzuki et al. 2003). En parallèle, le diverticule proximal va donner lieu au 

conduit colédoque et aux voies billiaires extra-hépatiques mettant ainsi en place une 

connexion avec le duodenum. TGFb, Wnt et Notch sont les facteurs de croissance qui 

induisent le développement des cellules epithéliales biliaires (Clotman and Lemaigre 2006; 
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Decaens et al. 2008). En fin de 4ème semaine de gestation, la vésicule billiaire se forme à partir 

d’un bourgeonnement du conduit cholédoque, qui représente la voie principale de sécretion 

billiaire. Ce bourgeonnement est également à l’origine du conduit cystique qui va relier le 

conduit cholédoque à la vésicule biliaire. C’est à partir de la 12ème semaine de gestation que 

commence la synthèse biliaire.  

 

I.I.2 Structure en lobes et lobules hépatiques  

Le foie est situé dans la partie supérieure droite de l’abdomen, séparé du cœur et des 

poumons par le diaphragme et partiellement protégé par la cage thoracique. C’est un organe 

intrapéritonéal ; il est recouvert d’une capsule de péritoine viscéral (la capsule de Läennec) 

qui rattache la face viscérale du foie à la paroi abdominale. La face diaphragmatique, l’aera 

nua, située contre le diaphragme est la seule zone non recouverte de péritoine. Une deuxième 

capsule sous-jacente à la première recouvre le foie : la capsule de Glisson.  

Chez l’Homme, le foie est structuré en deux parties composées chacune de deux lobes : le 

côté gauche qui représente un tiers du foie comprend le lobe sagittal gauche et le lobe 

paramédian gauche. Le côté droit avec les lobes paramédian droit et sagittal, occupe les deux 

tiers restants du foie. Contenant 10% du volume sanguin total, le foie est l’organe le plus 

densément vascularisé. L’artère hépatique représente l’apport principal en oxygène avec 25 

à 30% du flux sanguin hépatique total. La veine porte est responsable de 70 à 75% du flux 

hépatique et assure l’apport de nutriments absorbés au niveau intestinal (Figure 1).  
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Les études de Kiernan, Mall, Rappaport et leurs collaborateurs ont permis de démontrer une 

unité fonctionnelle du foie qui est le lobule hépatique (Figure 2) (Kiernan 1833; Mall 1906; 

Rappaport et al. 1954). Organisé autour de la veine centro-lobulaire, le lobule peut présenter 

jusqu’à six espaces « portes » caractérisés d’une triade portale comprenant la voie biliaire, la 

veine porte et l’artère hépatique. Le lobule présente deux sens circulatoires inverses : le sang 

circule en sens centripète de la veine porte vers la veine centro-lobulaire et la bile circule en 

sens centrifuge, des hépatocytes vers les voies biliaires portales. Les hépatocytes, cellules 

hépatiques majoritaires, sont structurés en monocouche cellulaire formant des sinusoïdes.  
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I.2 Types cellulaires constituant le foie 
 
Le foie est un organe fonctionnellement complexe, qui présente six types cellulaires 

différents : les hépatocytes, les cellules endothéliales ou sinusoïdales, les cholangiocytes, les 

cellules de Kupffer, les cellules stellaires et les cellules lymphocytaires. 

Les hépatocytes sont le groupe cellulaire majoritaire, qui représentent 60 à 65% des cellules 

hépatiques. Ce sont des cellules polaires qui d’un côté sont en contact avec les capillaires 

sinusoïdes (domaine vasculaire) et de l’autre, forment les conduit biliaires (domaine biliaire) 

grâce à des jonctions serrées permettant une étanchéité des conduits. Les hépatocytes sont 

également en contact entre eux par leur pôle latéral. Ces cellules assurent une grande partie 



 18 

des fonctions hépatiques telles que la détoxification, la production de la bile et la régulation 

du métabolisme glucido-lipidique (Macsween et al. 2003). 

Les cellules endothéliales représentent 20% des cellules hépatiques et sont localisées le long 

des capillaires sinusoïdes. Ces cellules fenestrées ne possèdent pas de membrane basale ce 

qui permet des échanges entre les hépatocytes et la circulation sanguine. Elles forment la 

première barrière entre les hépatocytes et le sang et jouent un rôle clé dans l’interaction entre 

les hépatocytes et les cellules immunitaires.  

Les Cholangiocytes sont des cellules biliaires qui forment les canaux biliaires intra-hépatiques. 

Ces cellules assurent le transport de la bile depuis le centre du lobule hépatique vers les 

canaux biliaires de l’espace porte. Une des fonctions importantes de ces cellules est la 

modification des acides biliaires primaires venant des hépatocytes.  

Les macrophages résidents du foie aussi connus sous le nom de cellules de Kupffer, 

représentent 15% des cellules hépatiques et sont localisées dans la lumière sinusoïdale. Ces 

cellules sont en interaction directe avec les cellules endothéliales sinusoïdales mais peuvent 

également interagir avec les hépatocytes grâce à des prolongements cellulaires qui traversent 

la barrière endothéliale. De ce fait, ces cellules immunitaires neutralisent les pathogènes 

provenant de la circulation sanguine en proliférant localement et en secrétant des cytokines. 

Lors d’une infection, ces cellules sont impliquées dans les premières phases de la réponse 

immune par la sécrétion des interleukines IL12 et IL18 qui induisent la prolifération et la 

différentiation des cellules « Natural Killer » (NK).  

Les cellules stellaires ou cellules de Ito représentent 5% des cellules du foie et sont localisées 

dans l’espace de Disse délimité par les hépatocytes et les cellules endothéliales sinusoïdales. 

Elles sont impliquées dans le stockage de la vitamine A et dans la régénération hépatique 

(Puche, Saiman, and Friedman 2013).  
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En situation physiologique, ces cellules sont quiescentes mais peuvent subir des modifications 

en situation pathologique. Les cellules stellaires activées se différencient en myofibroblastes 

contractiles qui produisent du collagène fibrillaire, caractéristique des états de fibrose et de 

cirrhose hépatique.  

Les cellules lymphocytaires ou « pit cells », représentent le reste des cellules hépatiques. Ce 

sont des cellules résidentes de la lumière capillaire dont les prolongements peuvent traverser 

la barrière endothéliale. Elles sont majoritairement composées de cellules NK mais également 

de lymphocytes B et T. 

 

I.3 Fonctions du foie  
 
Le foie joue un rôle essentiel dans de nombreuses fonctions de l’organisme. Seuls les rôles 

dans la détoxification et dans la régulation du métabolisme énergétique seront traités dans 

ce chapitre. Les autres fonctions telles que la digestion alimentaire, le métabolisme du fer et 

la synthèse protéique ne feront pas l’objet de cette étude.  

 

I.3.1 Détoxification endogène et exogène  

 
Le foie, avec les intestins, les reins et les poumons, fait partie des organes présentant des 

fonctions de détoxification. Il est responsable de différentes réactions de détoxification qui 

permettent l’élimination de nombreuses molécules exogènes : xénobiotiques ou 

médicaments ainsi que des molécules endogènes telles que les hormones stéroïdiennes ou 

les acides biliaires. La fonction de détoxification se déroule en plusieurs étapes ; les molécules 

venant de la circulation sanguine sont captées par les hépatocytes via des transporteurs, les 

SLC qui comprennent les OCT, les OAT et les OATP.  
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La phase I de détoxification est majoritairement assurée par les cytochromes P450 des 

hépatocytes, qui catalysent des réactions d’oxydo-réduction ou d’hydroxylation, en ajoutant 

un groupement polaire OH-hydroxyl, NH2-amino ou COOH-carboxyl aux molécules. La 

nomenclature des cytochromes P450 comprend un chiffre, une lettre majuscule et un chiffre 

désignant respectivement la famille, la sous-famille et l’isoforme (Nelson et al. 1996). Les 

cytochromes présentant au moins 40% d’homologie et des substrats spécifiques sont 

regroupés en familles. La famille CYP3A est majoritaire au niveau hépatique et responsable de 

la métabolisation de 50% des médicaments et le catabolisme d’hormones stéroïdiennes 

(testostérone) (Usmani, Rose, and Hodgson 2003). Les xénobiotiques sont principalement 

métabolisés par les cytochromes P450 de famille 1, 2 et 3. Diverses familles de cytochromes 

participent au métabolisme des stérols (1, 7, 8, 11, 17…). Les cytochromes appartenant aux 

familles 2 et 4 sont impliqués dans la métabolisation des acides gras. Enfin, les familles 4, 5 et 

8 sont impliqués dans le catabolisme des eïcosanoïdes et la famille 2 dans le catabolisme des 

vitamines. En plus des cytochromes P450, d’autres enzymes telles que les monooxygénases à 

flavines, les déshydrogénases, les époxydes hydrolases, les réductases, les oxydases et 

carboxylestérases peuvent assurer la première phase de détoxification.  

La phase I de détoxification permet l’obtention d’une molécule plus polaire prise en charge 

par les enzymes de phase II qui par conjugaison d’un groupement sulfate, acide glucuronique, 

ou glutathion, vont donner lieu à une molécule plus hydrophile. La sulfatation est assurée par 

les sulfotransférases, dont deux familles SULT1 et SULT2 sont majoritaires au niveau 

hépatique. Les enzymes SULT1 sont responsables de la métabolisation des hormones 

stéroïdiennes et thyroïdiennes ainsi que des médicaments tels que l’acétaminophène 

(Yamamoto et al. 2015). Les acides biliaires et les stérols sont pris en charge par les 

sulfotransférases SULT2 (Fuda et al. 2002).  
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La glucuronidation implique les uridines diphosphateglucuronosyl transférases (UGT) dont 

deux familles les UGT1 et UGT2 sont majoritaires. Chaque enzyme UGT est exprimée de 

manière tissu-spécifique et présente un substrat spécifique (Tukey and Strassburg 2000). La 

famille UGT1 est responsable de la glucuronidation de 50% des médicaments  (Kutsuno et al. 

2014). Il existe également d’autres types de conjugaisons dont celle avec le glutathion qui est 

catalysée par les glutathione-S-transférases, l’acétylation catalysée par des N-

acétyltransferases et la méthylation catalysée par des méthyltransférases. 

Enfin, au cours de la dernière étape de la détoxification, le transport et l’élimination des 

molécules métabolisées est assuré par des pompes à efflux avec des transporteurs « ATP 

binding cassette » (ABC) telles que MDR, MRP et ABCG2 (Cole 2014). Les molécules 

métabolisées sont éliminées principalement par voies urinaires, biliaires ou fécales.  

 

I.3.2 Homéostasie énergétique  

 

Le foie joue un rôle central dans le maintien de l’homéostasie énergétique. C’est un organe 

caractérisé d’insulino-sensible comme le tissu adipeux et le muscle squelettique. Le foie est 

un organe qui présente une plasticité métabolique importante. Il régule les flux nutritionnels 

et le stockage des nutriments au cours de la période alimentaire ainsi que la gestion des 

nutriments ou réapprovisionnement en situation de jeûne. Ces transitions métaboliques 

complexes sont contrôlées par différents facteurs dont les nutriments, les hormones, le 

système nerveux et l’horloge biologique.   
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I.3.2.1 La période alimentaire  
 
En période alimentaire ou postprandiale, l’organisme constitue les réserves qui seront 

utilisées en période de jeûne ou de restriction calorique. Les réserves énergétiques sont 

principalement composées de glycogène, stocké dans le foie et dans les muscles squelettiques 

et de triglycérides stockés dans le tissu adipeux. Suite à une prise alimentaire, la sécrétion 

d’insuline par les cellules  du pancréas favorise la constitution des réserves énergétiques 

glucidiques ou lipidiques. L’insuline stimule également l’utilisation de glucose pour la 

production d’ATP ainsi que la synthèse protéique. L’implication du foie dans la gestion des 

réserves d’origine glucidique, lipidique ou protéique en période alimentaire sera décrite dans 

ce chapitre (Figure 3).  

Les glucides alimentaires sont absorbés au niveau intestinal puis véhiculés via le sang sous 

forme de glucose. Le glucose est ensuite capté par le foie et utilisé par les cellules de deux 

manières : il est dégradé par la glycolyse, le cycle de Krebs et la chaine respiratoire pour la 

production d’ATP et mis en réserve sous forme de glycogène via la glycogénolyse. Lorsque les 

capacités de stockage en glycogène sont épuisées, le foie met en réserve le glucose sous forme 

de lipides via la lipogenèse de novo.  

Les lipides alimentaires qui sont également absorbés au niveau intestinal circulent sous forme 

de lipoprotéines : les chylomicrons. La première voie de stockage des lipides alimentaires est 

directe ; les acides gras sont estérifiés avec un glycérol-3-phosphate et stockés sous forme de 

triglycérides dans le tissu adipeux. Une deuxième voie hépatique indirecte permet au foie de 

capter les acides gras et de les convertir en triglycérides. Ces triglycérides seront stockés dans 

des gouttelettes lipidiques au niveau du foie ou exportés dans le sang sous forme de 

lipoprotéines endogènes, les VLDL stockés dans le tissu adipeux.  
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Les protéines alimentaires sont absorbées au niveau intestinal et dégradées en acides aminés 

qui sont acheminés par le sang vers différents organes pour permettre assurer le 

renouvellement des protéines. Les muscles concentrent la part la plus importante de 

protéines mais ne constituent pas une véritable « réserve » de protéines. Néanmoins, les 

protéines musculaires peuvent être utilisées en cas de carence protéique. Une synthèse 

protéique a également lieu au niveau du foie, à l’origine de l’albumine, une protéine 

essentielle au transport de nombreuses molécules et médicaments. D’autres protéines sont 

également produites par le foie, pour le transport du fer (transferrine), du cuivre et de 

différentes hormones. Le foie participe au catabolisme des acides aminés au cours duquel les 

fonctions azotées (aminées) sont dégradées via le cycle de l’urée et les squelettes carbonés 

sont convertis en pyruvate et en Acétyl-CoA. Ces produits vont conduire à la formation 

d’acides gras et de triglycérides permettant le stockage d’acides aminées sous forme de lipides 

dans le foie. 



 24 

 

 

I.3.2.2 La période de jeûne  

En période de jeûne, l’organisme utilise les réserves cumulées en période alimentaire pour 

fournir de l’énergie sous forme d’ATP. Il fournit également les molécules indispensables aux 

processus vitaux de l’organisme. Pendant la période de jeûne, la diminution de la synthèse 

d’insuline et l’augmentation de la synthèse du glucagon par les cellules  du pancréas stimule 

la mobilisation des réserves énergétiques.  
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Comme décrit précédemment, les réserves énergétiques principales sont assurées par le 

glycogène hépatique et les triglycérides du tissu adipeux. Lors d’un jeûne prolongé, les 

protéines musculaires peuvent également être utilisées comme substrat énergétique. La 

mobilisation des réserves en glycogène, en triglycérides et en protéines musculaires sera 

traitée dans cette partie (Figure 4).  

La mobilisation des réserves en glycogène hépatique, est assurée par la glycogénolyse qui 

permet la dégradation du glycogène et la libération de glucose dans la circulation sanguine. 

La glycogénolyse musculaire ne peut libérer de glucose dans le sang et les stocks de glycogène 

hépatiques sont limités. La néoglucogenèse est donc activée permettant la synthèse de 

glucose à partir de précurseurs non-glucidiques tels que le pyruvate.  

Les triglycérides du tissu adipeux constituent la réserve énergétique la plus importante de 

l’organisme. Les triglycérides libèrent leurs acides gras dans la circulation, qui sont captés par 

le foie et oxydés en Acétyl-CoA via la -oxydation. L’Acétyl-CoA permet ensuite la synthèse 

des corps cétoniques via la cétogenèse. Ceux-ci sont libérés dans le sang et utilisés par de 

nombreux tissus comme le muscle squelettique et le cerveau.  

Les muscles représentent la « réserve » de protéines la plus importante qui va fournir des 

acides aminés via la protéolyse musculaire. Le foie capte et catabolise ces acides aminés en 

dégradant les fonctions azotées (aminées) via le cycle de l’urée. Les squelettes carbonés des 

acides aminés sont convertis en glucose via le pyruvate ainsi qu’en ATP et en corps cétoniques 

via l’Acétyl-CoA.  
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I.4 Dimorphisme sexuel du foie 
 
La majorité des études précliniques sont effectuées sur des modèles animaux de sexe mâle et 

les études cliniques chez l’Homme n’incluent que très rarement des femmes. Néanmoins, de 

nombreux organes présentent des caractéristiques sexuellement dimorphiques. Une étude 

effectuée chez la souris (Yang et al. 2006) a révélé que le foie est un des organes les plus 

dimorphiques avec 9250 gènes différentiellement exprimés selon le sexe, ce qui représente 

72% des gènes actifs. D’autres organes présentent également une grande proportion de gènes 

différentiellement exprimés en fonction du sexe tels que le tissu adipeux (68%), le muscle 

squelettique (55,4%) et le cerveau (13,6%).   



 27 

Ces résultats soulignent l’importance d’intégrer les femelles dans les études et de comprendre 

les différences liées au sexe dans le métabolisme énergétique.  

 
I.4.1 Dimorphisme dans la fonction de détoxification   

Une étude de la FDA effectuée sur 163 médicaments démontre pour 11 molécules, plus de 

40% de différences dans la pharmacocinétique selon le sexe (Anderson 2005). Le dimorphisme 

pharmacocinétique observé est lié à des différences de métabolisme de Phase I et II (Soldin 

and Mattison 2009). Plusieurs cytochromes P450, enzymes clés de la phase I de 

métabolisation présentent une activité dimorphique (Tableau I).  De nombreuses enzymes de 

phase II présentent une activité plus importante chez les hommes (Tableau I). Chez la femme, 

l’activité de ces enzymes est modifiée au cours de la gestation ou suite à des traitements 

hormonaux (pilule contraceptive) (Soldin and Mattison 2009).  

L’expression dimorphique des gènes hépatiques dépend de plusieurs facteurs dont la 

sécrétion dimorphique du facteur de croissance GH qui induit une expression dimorphique du 

facteur de transcription Stat5, essentiel à la régulation des gènes sexe-spécifiques hépatiques 

(Clodfelter et al. 2006). De plus, l’expression dimorphique de nombreux gènes du 

métabolisme de phase I dépend du récepteur nucléaire HNF-4. Ce récepteur est responsable 

de la régulation positive de cytochromes p450 spécifiques aux mâles (Cyp4a12) et d’autres 

spécifiques aux femelles (Cyp2a4 et Cyp2b9) (Wiwi, Gupte, and Waxman 2004).  

Des différences liées au sexe sont également observées pour d’autres paramètres 

pharmacocinétiques telles que l’absorption, la distribution et l’excrétion (Anderson 2005). 

Malgré ces différences liées au sexe, aucune recommandation de dosage ou de posologie des 

médicaments ne sont prévues en fonction du sexe.  
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Tableau I : Activité dimorphique des enzymes de phase I et II de détoxification (Soldin and 

Mattison 2009).  

 Enzyme Activité de l’enzyme Molécules métabolisées (liste non exhaustive) 

P
h

as
e 

I 

CYP1A ♂ > ♀ Clomipramine, paracétamol 

CYP2A6 ♂ < ♀ Nicotine, coumarin 

CYP2B6 ♂ < ♀ Tamoxifène, brupropion 

CYP2C9 ♂ = ♀ Ibuprofène, tolbutamide 

CYP2C19 ♂ = ♀ Imipramine,piroxicame, 

CYP2D6 ♂ < ♀ Codéine, encainide, testosterone 

CYP3A ♂ = ♀ ; ♂ < ♀ Carbamazépines, estradiol, troglitazone 

P
h

as
e 

II
 

Sulfotransferases ♂ > ♀ Paracétamol, lorcasérine 

UDP- glucuronosyl- 

transferases 
♂ > ♀ Paracétamol, diflusinal, ibuprofène 

N-Acetyl- 

transferases 
♂ = ♀ Dérivés des catécholamines, mercaptopurine 

Methyl- transferases ♂ > ♀ Ercaptopurine, azathioprine, dopamine 

 

I.4.2 Dimorphisme dans la régulation du métabolisme énergétique 

 
Un dimorphisme dans la régulation du métabolisme glucido-lipidique confère une protection 

aux femmes contre la résistance à l’insuline et la lipotoxicité hépatique (González-Granillo et 

al. 2019; Geer and Shen 2009). Cela peut s’expliquer par les hormones sexuelles et par une 

distribution dimorphique des tissus adipeux. Les hommes présentent des quantités plus 

importantes de tissu adipeux viscéral comparé aux femmes pré-ménopausées qui à l’inverse 

accumulent plus au niveau sous-cutané (Lundsgaard and Kiens 2014). Les tissus-adipeux 

viscéraux et sous-cutanés présentent des particularités structurelles et métaboliques 

distinctes. De par la proximité du foie et un taux de lipolyse important, les dépôts viscéraux 

peuvent directement affecter les contenus lipidiques et la sensibilité à l’insuline du foie 

(Montague and O’Rahilly 2000).  
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A l’inverse, chez la femme, les dépôts adipeux majoritairement sous-cutanés ont un rôle 

protecteur envers la lipotoxicité hépatique. En situation d’obésité, les femmes présentent une 

meilleure sensibilité à l’insuline hépatique que les hommes (Ter Horst et al. 2015). En 

revanche, la sensibilité à l’insuline du tissu adipeux et du muscle squelettique est équivalente 

dans les deux sexes. Le métabolisme dimorphique de l’insuline hépatique pourrait donc être 

responsable des différences de prévalence du diabète de type II qui touche majoritairement 

les hommes.  

Le rôle des hormones sexuelles dans la régulation du métabolisme énergétique est complexe. 

Les œstrogènes, ont une action directe sur les organes métaboliques périphériques mais 

agissent également via un effet sur l’hypothalamus, une région métabolique importante du 

système nerveux central. Une régulation fine des niveaux d’œstrogènes et de testostérone 

est requise pour maintenir l’homéostasie énergétique (Varlamov, Bethea, and Roberts 2014). 

Une diminution des niveaux de ces deux hormones induit des perturbations du métabolisme 

énergétique hépatique. A l’inverse, des niveaux trop importants de ces deux hormones, dans 

le cas de prise de pilule contraceptive (excès d’estrogène) ou de syndrome d’ovaire 

polycistique (excès de testostérone) diminuent la sensibilité à l’insuline (Varlamov, Bethea, 

and Roberts 2014).   

Ces données soulignent un dimorphisme important dans la fonction du foie dans la régulation 

du métabolisme énergétique. Il est donc important d’étudier ces différences liées au sexe et 

de ne pas généraliser les conclusions d’études ayant intégré un seul sexe.  
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Partie II : Physio-pathologie du foie, la NAFLD  

Les stéatoses hépatiques non-alcooliques ou NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver 

Disease) touchent un quart de la population adulte et représentent un problème de santé 

publique majeur. Le diagnostic est difficile et il n’existe aucun traitement de référence pour 

les patients atteints de NAFLD. De plus, la pathogénèse de ces pathologies est complexe et 

encore peu connue. L’étude de la pathogénèse et la recherche de cibles thérapeutiques 

potentielles pour la NAFLD représente donc une problématique de recherche importante.  

 

II.1 Définition et prévalence générale 

La NAFLD représente un spectre de pathologies allant par ordre de gravité, de la NAFL (Non-

alcoholic fatty liver) communément définie comme NAFLD, à la NASH (Non-alcoholic steato 

hepatitis), la cirrhose et l’hépatocarcinome (Cohen 2011). La NAFLD ou stéatose simple est 

caractérisée par une accumulation excessive de lipides, qui atteint plus de 5% du parenchyme 

hépatique (Figure 5). La NAFLD peut progresser en NASH, qui en plus de la stéatose simple, 

est caractérisée par une ou plusieurs lésions cellulaires dont l’inflammation lobulaire, la 

fibrose et le « ballooning » des hépatocytes. La stéatose simple ainsi que la NASH sont des 

stades réversibles pouvant régresser vers un foie sain. L’irréversibilité de la pathologie a lieu 

au stade cirrhose lorsque les lésions cellulaires induisent une réorganisation des cellules du 

foie. Une modification de la structure hépatique et la formation de nodules anormaux vont 

affecter les fonctions hépatiques au cours de la cirrhose.  
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Le premier stade de stéatose simple, qui se définit par l’absence de lésions cellulaires, touche 

25% de la population générale. Chez les individus présentant des complications métaboliques, 

les chiffres sont plus inquiétants. Parmi les individus obèses, 75-80% sont atteints de NAFLD 

et 20-35% présentent une NASH (Farrell et al. 2007). 50% des patients atteints de diabète de 

type II présentent également une NAFLD avec des lésions plus graves que celles observées 

chez des patients non diabétiques (Silverman et al. 1990). Dans 7 à 30% des cas, la NAFLD 

progresse vers le stade NASH et dans 20% des cas, les patients atteints de NASH développent 

une cirrhose.  
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La cirrhose entraine le décès du patient dans 10% des cas et est un facteur de risque important 

pour le développement d’un hépatocarcinome (Farrell et al. 2007).  

 

II.2 Causes et facteurs de risque  

Par définition, les pathologies hépatiques non-alcooliques (NAFLD) excluent des causes 

secondaires de stéatoses hépatiques non métaboliques telles que la consommation excessive 

d’alcool ou un traitement stéatogène (corticoïdes, tamoxifène…). 

Il est important souligner que la pathogénèse de la NAFLD est complexe et que dans la 

majorité des cas il est difficile de déceler une seule et unique cause de la maladie. Pour cela, 

la théorie de la pathogénèse multifactorielle est la plus acceptée (Luciano-Mateo et al. 2018). 

Un ou plusieurs facteurs combinés dont une alimentation riche en gras et en sucres, le 

syndrome métabolique (insulino-résistance) et des facteurs génétiques peuvent induire une 

stéatose hépatique (Luciano-Mateo et al. 2018). Plus récemment, l’exposition à des toxiques 

environnementaux est également suggérée comme un facteur de développement d’une 

stéatose hépatique (Al-Eryani et al. 2015). Dans la majorité des cas, au moment du diagnostic 

de la NAFLD, d’autres comorbidités sont installées, ce qui rend difficile la distinction des 

causes et des conséquences de la stéatose hépatique (Glass et al. 2019).  

Une alimentation déséquilibrée et hypercalorique est une des causes principales de 

développement de stéatoses hépatiques. Des régimes trop riches en gras induisent une 

arrivée excessive d’acides gras sous forme de chylomicrons vers le foie et favorisent 

l’accumulation de lipides hépatiques. Les régimes riches en sucres (fructose/glucose) 

induisent la lipogenèse de novo hépatique, un mécanisme clé dans la pathogénèse de la 

NAFLD. Ces mécanismes seront abordés dans le chapitre suivant II.3. Les habitudes 

alimentaires des pays occidentaux combinent un régime riche en gras et riche en sucre.  
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Ce régime qualifié de « Western Diet » est également reproduit en recherche expérimentale 

pour générer des modèles animaux pour l’étude de la NAFLD.  

La NAFLD est considérée comme la manifestation hépatique du syndrome métabolique. Une 

méta-analyse démontre parmi les individus atteints de NAFLD, 69% de dyslipidémies, 51% 

d’obésité, 43% de syndrome métabolique et 39% d’hypertension (Z. M. Younossi et al. 2016). 

L’insulino-résistance des trois tissus insulino-sensibles : le foie, le tissu adipeux et le muscle 

est considérée comme une composante importante de la pathogénèse de la NAFLD. 

L’implication de l’insulino-résistance sera détaillée dans la partie II.3 de cette thèse.  

Des variations génétiques telles que les polymorphismes SNP (Single Nucleotide 

Polymorphism) affectent des mécanismes comme le flux hépatique d’acides gras, le stress 

oxydatif, la production de cytokines et la réponse aux endotoxines. Ces derniers sont des 

mécanismes déterminants dans le développement et la progression de la NAFLD. Il existe 

plusieurs polymorphismes SNP impliqués dans la pathogénèse de la NAFLD dont ceux des 

gènes PNPLA3, TM6SF2, MBOAT7, NCAN, LYPLAL1 et APOC3. Des études GWAS ont démontré 

un lien entre un SNP du gène PNPLA3 (Patatin-like phospholipase 3), le variant I148 M 

(rs738409 C/G), et le développement et la progression de la NAFLD (Namjou et al. 2019). Ce 

polymorphisme est responsable de 5,3% des variations génétiques impliquées dans le 

développement de la NAFLD chez l’Homme (Sookoian and Pirola 2011).  Le gène PNPLA3 code 

pour l’adiponutrine, une enzyme LPAAT impliquée dans la synthèse lipidique hépatique. Un 

gain de fonction du variant I148 M résulte en une activité plus importante de l’adiponutrine, 

associée à une accumulation de lipidiques hépatiques (Kumari et al. 2012). Cette accumulation 

de lipides dans le foie résulte d’une diminution de la sécrétion de VLDL hépatiques (Pirazzi et 

al. 2012). Chez la souris, un knock-in du variant I148M induit une accumulation de gouttelettes 

lipidiques hépatiques caractéristique d’une NAFLD (Smagris et al. 2015).  
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En plus des composantes alimentaires et génétiques, l’exposition à des produits toxiques 

environnementaux pourrait être impliquée dans le développement de stéatoses hépatiques. 

En effet, de nombreux toxiques qualifiés de persistants comme l’acide perfluorooctanoïque 

(PFOA) perturbent le métabolisme lipidique hépatique (Das et al. 2017; Kudo et al. 2011). Le 

terme de TAFLD pour « Toxic-Associated Fatty Liver Disease » suggère un lien entre 

l’exposition aux xénobiotiques et le développement de la stéatose hépatique (Al-Eryani et al. 

2015) qui sera détaillé dans la Partie V de cette thèse.  

 

II.3 Pathogénèse de la NAFLD  

L’accumulation de lipides hépatiques caractéristiques de la NAFLD peut résulter de différents 

mécanismes dont une augmentation de l’import de lipides provenant de l’alimentation ou de 

la lipolyse adipocytaire, une diminution de l’export lipidique, une diminution de la -oxydation 

ou une augmentation de la lipogenèse de novo.  

Comme décrit dans le paragraphe précédent, la résistance à l’insuline est considérée comme 

un des facteurs clés du développement de la NAFLD. Les mécanismes impliqués dans le 

développement de la résistance à l’insuline sont encore inconnus mais l’inflammation du tissu 

adipeux et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-, IL-6) semblent déclencher ces 

dérégulations (Figure 6). La résistance à l’insuline du tissu adipeux active la lipolyse 

adipocytaire qui entraine une augmentation du flux d’acides gras vers le foie (Bugianesi et al. 

2010). Le développement de l’insulino-résistance au niveau du foie active la voie de la  

lipogenèse de novo (DNL) hépatique qui favorise le stockage de lipides hépatiques sous forme 

de gouttelettes lipidiques composées de triglycérides et d’esters de cholestérol.  
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Cette accumulation de lipides est également associée à une lipotoxicité caractéristique d’un 

disfonctionnement mitochondrial, de stress oxydant et de production d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) (Cusi 2009).  

L’accumulation de triglycérides dans le foie n’est pas hépatotoxique et pourrait servir de 

mécanisme tampon pour éviter l’excès d’acides gras libres dans la circulation sanguine 

(Koliwad et al. 2010). Néanmoins, certains lipides peuvent être toxiques pour le foie en 

conditions physiopathologiques. C’est le cas des acides gras saturés à chaine longue (SFA : 

saturated fatty acid). Le palmitate (C16:0) ou le stéarate (C18:0) sont des SFA retrouvés dans 

les produits laitiers et dans les graisses animales et sont également produits dans le foie au 

cours de la lipogenèse de novo, à partir de substrats glucidiques provenant de l’alimentation. 

En conditions physiologiques, les SFA subissent la -oxydation ou l’estérification pour être 

exportés sous forme de VLDL ou stockés sous forme de gouttelettes lipidiques. En situation 

de NASH, l’excès de SFA et de cholestérol libre provenant de la lipogenèse de novo participe 

au développement de lésions hépatiques (Fuchs and Sanyal 2012). L’accumulation de lipides 

entraine l’activation de voies de signalisation des cellules stellaires et des cellules de Kupffer 

qui favorisent l’inflammation et la fibrogenèse hépatique (Arguello et al. 2015). Les lipides SFA 

peuvent activer différentes voies d’apoptose intracellulaires (JNK1) et mitochondriales 

induisant un stress lipotoxique dans le réticulum endoplasmique et la mitochondrie (Malhi et 

al. 2006). De plus, en réponse à l’excès de SFA, le récepteur TLR4 active la voie NFκB pro-

inflammatoire et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α) (Sharifnia et al. 2015).  

Ces différents mécanismes induisent une inflammation et des lésions hépatiques qui peuvent 

évoluer en fibrose caractérisée par une accumulation de matrice-extracellulaire dans le 

parenchyme hépatique.  
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En conditions de fibrose, les cellules stellaires hépatiques prolifèrent et se différencient en 

cellules myofibroblastiques qui sécrètent des composants matriciels à l’origine de la fibrose 

hépatique (collagène, fibronectine) (Mavier 2004).  

L’implication du système digestif et du système nerveux central dans la pathogenèse de la 

NAFLD suscite également un grand intérêt. Une dysbiose intestinale augmente la perméabilité 

et fragilise la barrière intestinale. Cela entraine une absorption intestinale plus importante 

d’acides gras et de lipopolysaccharides bactériens (LPS) qui favorisent un environnement 

inflammatoire en provoquant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL6, TNFα) 

(Kirpich, Marsano, and McClain 2015). Le système nerveux central (SNC) joue un rôle clé dans 

la régulation de l’homéostasie énergétique périphérique via un dialogue avec les tissus 

périphériques tels que le foie. Le dialogue SNC-foie ainsi que l’implication du SNC dans le 

développement de la NAFLD seront détaillés dans la Partie IV de cette thèse.  

L’hypothèse d’une « multiple-hit pathogenesis » suggère donc que la pathogenèse de 

la NAFLD résulte de nombreux facteurs de nature différente. Il a souvent été supposé que 

l’accumulation de lipides caractéristique de la stéatose précède l’inflammation ; néanmoins 

des études ont révélé que dans certains cas l’inflammation peut être la première lésion 

hépatique avant le développement de la NAFLD. La combinaison et le « timing » des facteurs 

génétiques, externes et intracellulaires influencent les différents mécanismes à l’origine de la 

stéatose simple ou de la NASH (Yilmaz 2012). 
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II.4 Dimorphisme sexuel et NAFLD  

II.4.1 Prévalence dimorphique  

Plusieurs études démontrent un dimorphisme sexuel dans le risque de développer des 

pathologies métaboliques telles que l’obésité et le syndrome métabolique. La NAFLD présente 

également une prévalence dimorphique, comme le démontrent de nombreuses études qui 

révèlent une différence de risque de développer une stéatose en fonction du sexe et de l’âge. 

Une méta-analyse récente, regroupant 54 études à démontré que les femmes présentent 19% 

de chances en moins de développer une NAFLD (Balakrishnan et al. 2021).  
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Néanmoins, une fois la NAFLD installée, les femmes présentent un risque égal de progression 

vers la NASH et 39% de chances en plus d’évolution vers la cirrhose. Le facteur « âge » modifie 

les effets du sexe sur la gravité de la NAFLD car les femmes de plus de 50 ans présentent un 

risque plus élevé de progression vers des stades NASH/cirrhose que les femmes plus jeunes. 

Les différences liées au sexe dans le développement et la progression de la maladie sont donc 

atténuées en ne considérant que les femmes de plus de 50 ans.  

 

II.4.2 Rôle des hormones sexuelles  

Comme décrit précédemment, la NAFLD présente une différence de prévalence en fonction 

du sexe mais également en fonction de l’âge. Les femmes pré-ménopausées sont protégées 

du développement de la NAFLD alors que les femmes ménopausées présentent un risque 

aussi important de développer une stéatose hépatique que les hommes (Balakrishnan et al. 

2021). Plusieurs études suggèrent une implication des hormones sexuelles dans les 

différences liées au sexe observés dans le développement de  la NAFLD (Kamada et al. 2011).  

Les œstrogènes et les androgènes sont des hormones stéroïdiennes principalement 

synthétisées respectivement par les ovaires chez la femme et les testicules chez l’homme. De 

par leur rôle dans la régulation du métabolisme glucido-lipidique hépatique, ces hormones 

sont impliquées dans la pathogénèse de la NAFLD.  

Une étude effectuée sur des souris ovariectomisées et nourries avec un régime riche en gras 

et en cholestérol connu pour induire une NASH démontre une protection des œstrogènes du 

développement de la NASH (Kamada et al. 2011). L’ovariectomie induit une déficience en 

œstrogènes qui accélère la progression de la NASH et ce phénotype est reversé suite à une 

administration de 17- estradiol.  
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De plus, dans un modèle murin génétique d’obésité (ob/ob), l’administration chronique de 

17- estradiol entraine une réduction des triglycérides hépatiques et une répression des gènes 

lipogéniques (Bryzgalova et al. 2006). Dans cette étude, l’utilisation de souris génétiquement 

délétées pour les récepteurs ERα ou ERβ démontre que les effets protecteurs du 17- 

estradiol sont médiés par le récepteur ERα (Bryzgalova et al. 2006).  Tous les mécanismes 

impliqués dans l’effet protecteur des œstrogènes ne sont pas encore connus. Néanmoins, 

certaines études suggèrent l’implication d’un axe estradiol, hormone FSH et récepteur aux 

glucocorticoïdes hépatique (GR) (Quinn et al. 2018). Dans cette étude, les auteurs démontrent 

que l’activation du récepteur GR et la production de FSH favorisent la stéatose induite par 

l’ovariectomie dans un modèle murin (Quinn et al. 2018). Cela suggère une implication de la 

voie estradiol/FSH/GR dans le développement de la stéatose hépatique induite par la 

déplétion naturelle d’œstrogènes qui a lieu chez la femme au cours de la ménopause. Les 

œstrogènes sont synthétisées en quantité moins importante chez les mâles mais sont 

également importants dans la régulation du métabolisme lipidique. Des souris mâles 

génétiquement délétées pour le gène de l’aromatase, une enzyme responsable de la synthèse 

d’œstrogènes, développent un phénotype type NAFLD (Jones et al. 2001). Ces études 

suggèrent un effet protecteur des œstrogènes contre le développement de la NAFLD, aussi 

bien chez les femmes que chez les hommes.  

Pour explorer l’implication des androgènes dans le métabolisme énergétique hépatique, 

plusieurs modèles sont utilisés comme l’ablation des androgènes par castration, la 

supplémentation en testostérone ou la délétion/activation du récepteur aux androgènes (AR). 

Une étude effectuée sur un modèle murin démontre des effets dimorphiques du récepteur 

aux androgènes dans le développement de la stéatose hépatique (Lin et al. 2008).  
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Chez les souris mâles, la délétion génétique du récepteur AR favorise le développement de la 

stéatose et de l’insulino-résistance induites par un régime riche en gras (Lin et al. 2008).  

En revanche, les femelles knock-out pour le récepteur AR sont résistantes à la stéatose induite 

par le régime.  Chez les mâles, le phénotype semble résulter d’une augmentation de la 

lipogenèse de novo via le facteur de transcription SREBP-1c ainsi qu’une diminution de la -

oxydation via PPAR (Senmaru et al. 2013). En revanche, les mécanismes impliqués dans la 

protection des femelles knock-out pour le récepteur AR sont moins connus. Les effets du 

récepteur AR dans la pathogenèse de la NAFLD sont médiés par la testostérone, l’hormone 

androgène majoritaire. La castration chez les rats induit une stéatose hépatique et une 

insulino-résistance qui sont reversés par une supplémentation en testostérone (Nikolaenko et 

al. 2014; Xia et al. 2013). En plus de ces effets insulino-sensibilisateurs, anti-lipogéniques et 

pro-−oxydation, la testostérone présente également des effets anti-inflammatoires puisque 

l’administration de testostérone réverse l’inflammation hépatique et le stress du réticulum 

endoplasmique observés en contexte de NASH (Jia et al. 2018).  

L’ensemble de ces données démontrent qu’en plus des facteurs nutritionnels, génétiques et 

environnementaux, la balance des hormones sexuelles joue un rôle fondamental dans la 

pathogénèse de la NAFLD. Les hormones sexuelles peuvent donc expliquer le caractère 

dimorphique de la NAFLD. Les dérégulations hormonales devraient être considérés comme un 

facteur de risque de cette pathologie.  

 

II.5 Difficultés du diagnostic de la NAFLD 

De nombreuses études sont en cours pour améliorer les techniques de diagnostic de la NAFLD 

et trouver des méthodes permettant de déterminer le stade d’évolution de la pathologie.  
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La seule méthode efficace à ce jour pour diagnostiquer le stade NASH est la biopsie hépatique, 

une méthode invasive et coûteuse. La première étape du diagnostic de la NAFLD 

généralement lieu suite à une analyse plasmatique de marqueurs hépatiques (ALT, AST, GGT) 

et au calcul de scores « SteatoTest » et « Fatty Liver Index » (Castera, Friedrich-Rust, and 

Loomba 2019). Ces scores prennent en compte différents paramètres : le score « Fatty Liver 

Index » par exemple, prend en compte l’indice de masse corporelle, le tour de taille, les 

triglycérides plasmatiques et la transaminase GGT. Ces premières analyses orientent ensuite 

vers l’échographie hépatique qui permet de confirmer l’accumulation excessive de lipides 

hépatiques.  

Plus récemment, d’autres techniques ont été testées telles que l’imagerie par résonnance 

magnétique (IRM) pour évaluer la quantité de lipides au niveau hépatique. D’autres 

marqueurs sont également importants tels que la fibrose hépatique qui est un déterminant 

majeur dans la progression de la pathologie (Dulai et al. 2017). La fibrose entraine une rigidité 

du foie qui peut être évaluée par IRM ou par ultrasons (Vilar-Gomez and Chalasani 2018). 

Enfin, comme pour les scores de stéatose, il existe également des marqueurs plasmatiques 

qui peuvent permettre de calculer des scores correspondant à la fibrose : les scores « Fibrosis-

4 » et « NAFLD fibrosis score ».  

Le diagnostic de la NAFLD et surtout de la progression vers des stades plus avancés de la 

maladie est compliqué. L’ensemble de ces techniques complémentaires est donc utilisé dans 

le but d’améliorer la sensibilité et la spécificité du diagnostic. La prise en charge de patients 

atteints de NAFLD ou de stades plus sévères telles que la NASH est difficile car même lorsque 

le diagnostic est effectué, il n’existe aucun traitement de référence pour la NAFLD et la NASH. 

Néanmoins, de nombreuses molécules de nature et fonction différentes sont en cours d’essais 

cliniques.  
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II.6 Options thérapeutiques pour la NAFLD 

Un changement du mode de vie du patient représente le moyen le plus efficace contre la 

NAFLD. Une alimentation équilibrée et de l’exercice physique régulier dans le but d’une perte 

de poids favorise la réversion de la NAFLD (Yoshioka et al. 2020). Néanmoins, ces 

modifications comportementales sont difficiles à mettre en place et à maintenir sur le long 

terme. De plus, comme décrit plus haut, il existe plusieurs facteurs inducteurs de la NAFLD. 

Ces méthodes comportementales pourront donc être efficaces contre une stéatose induite 

par un régime gras mais ne vont peut-être pas reverser une NAFLD d’origine génétique ou 

toxique.  

Il n’existe à ce jour aucun traitement de référence pour la NAFLD, mais de nombreuses 

molécules sont en cours d’essais cliniques de Phase I, II ou III dans le but de trouver un 

traitement efficace. Du fait des nombreux facteurs inducteurs de la NAFLD, ces molécules 

ciblent différents mécanismes impliqués dans la pathogénèse de la NAFLD. Trois types de 

molécules se distinguent : les molécules ciblant le stress métabolique et la lipotoxicité, celles 

qui ciblant l’inflammation, la fibrose et l’apoptose et enfin les molécules agissant sur l’intestin.  

Les molécules qui ciblent le stress métabolique et la lipotoxicité sont principalement des 

molécules modulant l’activité de récepteurs nucléaires (PPAR, PPAR, PPAR et FXR) ou des 

molécules qui régulent la synthèse lipidique hépatique. Le récepteur PPAR joue un rôle clé 

dans le transport et le catabolisme des acides gras via la -oxydation et représente donc une 

cible intéressante pour le stress métabolique et la lipotoxicité en situation de NAFLD (Pawlak, 

Lefebvre, and Staels 2015). Les fibrates, des agonistes pharmacologiques du récepteur PPAR 

ont fait l’objet de nombreuses études mais n’ont pas abouti à des résultats prometteurs 

(Fernández-Miranda et al. 2008; Fabbrini et al. 2010).  
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Des agonistes de PPAR de nouvelle génération tels que le pémafibrate et l’élafibranor sont 

des molécules à potentiel intéressant pour le traitement de la NAFLD (Honda et al. 2017; 

Westerouen Van Meeteren, Drenth, and Tjwa 2020). Les agonistes doubles PPAR/PPAR 

comme l’élafibranor, visent à combiner les effets de PPAR sur la -oxydation et les effets de 

PPAR sur la lipogenèse de novo. L’élafibranor, actuellement en phase III d’essai clinique 

présente un potentiel intéressant pour le traitement de la NASH. Des études précliniques chez 

la souris révèlent une effet protecteur de l’élafibranor sur l’inflammation et la fibrose (Staels 

et al. 2013) ainsi qu’un effet bénéfique sur la résistance à l’insuline hépatique (Cariou et al. 

2013). La Pioglitazone, un agoniste de PPARγ est approuvé pour le traitement du diabète de 

type II pour ses effets insulino-sensibilisateurs (Sharma and Staels 2007). Ce composé est 

actuellement en phase III pour le traitement de la NASH et semble avoir des effets 

prometteurs uniquement chez les patients dont la NASH est associée au diabète de type II 

(Sanyal et al. 2010). Un agoniste double PPARPPAR, le Saroglitazar est approuvé dans 

certains pays pour le traitement des dyslipidémies et du diabète de type II, et actuellement 

en phase III d’essai clinique pour le traitement de NASH associée au diabète de type II.  

Le récepteur FXR est intéressant de par son rôle dans l’homéostasie des acides biliaires dont 

la concentration circulante est augmentée chez les patients atteints de NAFLD (Kliewer and 

Mangelsdorf 2015). FXR est également impliqué dans la régulation de lipogenèse de novo et 

la néoglucogenèse, mécanismes clés dans le développement de la NAFLD. L’agoniste de FXR 

le plus étudié est l’acide obéticholique (OCA), qui est en phase III d’essai clinique avec des 

effets prometteurs sur la stéatose, la NASH et la fibrose. L’OCA possède des effets 

métaboliques telles que la diminution de la production endogène d’acides biliaires et 

l’inhibition de la lipogenèse de novo (Mudaliar et al. 2013) ainsi que des effets anti-

inflammatoires et anti-fibrotiques (Ali, Carey, and Lindor 2015).  
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Parmi les composés ciblant le stress métabolique et la lipotoxicité,  il existe également des 

molécules qui ciblent la synthèse lipidique hépatique, un mécanisme clé dans le 

développement de la NAFLD. Différentes molécules qui ciblent les enzymes limitantes de la 

lipogenèse de novo sont en essai clinique. Trois composés, l’Aramchol, le GS-0976 et le TVB-

2640 sont respectivement des inhibiteurs des enzymes SCD-1, ACC et FAS de la lipogenèse de 

novo. Ces composés sont actuellement en phase II d’essai clinique et semblent présenter des 

effets encourageants sur la stéatose, la NASH et la fibrose (Safadi et al. 2014; Loomba et al. 

2018).  

 

Les molécules qui ciblent l’inflammation, la fibrose et l’apoptose regroupent les molécules 

anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anti-apoptotiques ou anti-fibrotiques. La vitamine E, un 

anti-oxydant est actuellement en phase III d’essai clinique et présente des effets bénéfiques 

sur la NASH, via une diminution de l’inflammation et du « ballooning » des hépatocytes 

(Kowdley et al. 2015). La Cystéamine, un autre anti-oxydant en phase II d’essai clinique est 

intéressant pour son rôle dans le captage des espèces réactives de l’oxygène et dans la 

diminution des niveaux circulants de transaminase ALT (Schwimmer et al. 2016). Des anti-

inflammatoires tels que le Pentoxifylline, un inhibiteur de TNF ou le Cenicrivirox, un 

antagoniste des chimiokines CCR2/CCR5 sont actuellement en phase III d’essai clinique pour 

des effets prometteurs sur la NASH et la fibrose. Enfin, des anti-apoptotiques tels que le 

Selonsertib, un inhibiteur de la kinase ASK1 qui régule l’apoptose et l’Emricasan, un inhibiteur 

des caspases sont respectivement en phase II et III pour le traitement de la NASH et de la 

fibrose.  
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La première intervention intestinale recommandée pour les patients atteints de NAFLD est la 

chirurgie bariatrique, qui consiste à placer un anneau autour de la partie supérieure de 

l’estomac. Cette technique est prometteuse pour la NAFLD et la NASH puisque 94% de 

patients qui présentait une NASH modérée reversent vers un foie sain (Lassailly et al. 2015). 

Dans les cas de NASH plus sévère, la chirurgie améliore le phénotype dans 70% des cas.  

Une des molécules pharmacologiques ciblant l’intestin est l’Orlistat, une molécule inhibitrice 

de la lipase dans l’estomac. Ce composé qui diminue l’absorption des lipides alimentaires, est 

déjà autorisé pour le traitement de l’obésité et est actuellement en phase III pour le 

traitement de la NAFLD. Comme décrit précédemment, la NAFLD peut résulter d’une dysbiose 

intestinale. Un antibiotique agissant sur le microbiote intestinal, la Solithromycine, est en 

phase II d’essai clinique pour des effets bénéfiques sur l’inflammation et le « ballooning » des 

hépatocytes (Fernandes et al. 2014) ainsi que sur les niveaux de transaminases circulants 

(Dobbins et al. n.d.).  

La pathogenèse de la NAFLD et de la NASH est complexe, multifactorielle et implique 

différents organes. Cela complique la recherche de cibles thérapeutiques efficaces et explique 

l’importante diversité des molécules actuellement en études cliniques pour le traitement de 

ces pathologies. La poursuite de l’étude de la pathogénèse de la NAFLD et des facteurs 

impliqués est donc essentielle pour trouver de nouvelles cibles thérapeutiques intéressantes. 

Pour cela, l’utilisation de modèles animaux adaptés pour l’étude de la pathogenèse de la 

NAFLD est essentielle, le choix du modèle se fait en fonction de la question ou de l’hypothèse 

posée.  
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II.7 Modèles d’étude de la NAFLD  

La recherche de modèles animaux présentant des caractéristiques pathologiques similaires à 

l’Homme est essentielle à l’avancée scientifique sur les hépatopathies métaboliques. Un bon 

modèle animal de NAFLD devrait développer une stéatose hépatique accompagnée de lésions 

telles que l’inflammation lobulaire, la fibrose et le « ballooning » des hépatocytes. Pour 

l’étude de stades plus avancés, le modèle animal devrait progresser vers de la fibrose avancée, 

de la cirrhose et enfin le développement de l’hépatocarcinome. Aucun modèle ne regroupe la 

totalité des lésions observés chez l’Homme mais il existe néanmoins un grand nombre de 

modèles animaux qui permettent l’exploration des mécanismes impliqués dans le 

développement de ces pathologies.  

La souris (Mus musculus) est le modèle animal de référence pour l’étude de l’homéostasie 

énergétique et de la NAFLD mais d’autres espèces comme le rat sont également utilisées.  

Trois groupes de modèles animaux se distinguent, les modèles induits par des facteurs 

alimentaires, génétiques ou chimiques. Une combinaison de différents facteurs est souvent 

utilisée comme l’administration d’un régime alimentaire stéatogène à un modèle 

génétiquement modifié.  

Plusieurs régimes obésogènes et/ou stéatogènes sont utilisés pour étudier le développement 

de la NAFLD et sa progression vers la NASH. Parmi ces régimes, les plus utilisés sont le régime 

HFD (High Fat Diet), le régime MCD (Methionine/Choline Deficient Diet) et le régime WD 

(Western Diet). A travers des mécanismes distincts, ces trois régimes perturbent le 

métabolisme énergétique et induisent des caractéristiques pathologiques de la NAFLD.  

Le régime HFD classique est un régime riche en gras, composé de 60% de lipides, 20% de 

protéines et 20% de glucides. C’est un régime caractérisé d’obésogène, puisqu’il induit une 

accumulation de tissu adipeux suite à 10 semaines de régime (Ito et al. 2007).  
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Le régime HFD perturbe également le métabolisme glucido-lipidique en induisant une 

insulino-résistance et une dyslipidémie. Au niveau hépatique, ce régime induit une stéatose 

hépatique accompagnée de lésions inflammatoires mineures qui sont observées au bout de 

19 semaines de régime. Une administration prolongée de ce régime (34 semaines) induit une 

augmentation des niveaux circulant de transaminases hépatiques (ALT, AST) (Ito et al. 2007). 

Suite à 50 semaines de régime HFD, ce modèle ne développe que des lésions mineures 

d’inflammation et de fibrose. Les effets du régime HFD sont différents en fonction du sexe, les 

souris mâles développent des perturbations métaboliques beaucoup plus sévères que les 

femelles (Pettersson et al. 2012). Le régime HFD induit une obésité, une résistance à l’insuline 

et une stéatose hépatique plus sévère chez les mâles que chez les femelles (Pettersson et al. 

2012).  

Le régime MCD (21% lipides, 16% protéines, 63% glucides), est un régime déficient en deux 

acides aminés essentiels : la méthionine et la choline qui sont indispensables dans la voie de 

la -oxydation hépatique et la synthèse de VLDL. Ce régime induit une stéatose hépatique et 

une élévation des niveaux plasmatiques d’ALT et d’AST au bout de 2 semaines (Itagaki et al. 

2013). A 10 semaines de régime, une fibrose irréversible s’installe. En revanche, ce modèle ne 

présente pas d’insulino-résistance.  

Contrairement au régime MCD, le régime WD, est un régime obésogène et stéatogène qui 

induit une accumulation de tissu adipeux et une stéatose hépatique. Le régime WD est 

composé de 42% de lipides, 15% de protéines et 43% de glucides. Cependant, la composition 

du régime WD peut varier en fonction des études dans le but de ressembler le plus possible 

au régime « western » qui est riche en lipides saturés, en cholestérol et en glucides telles que 

le sucrose. Ce régime induit une accumulation de tissu adipeux, une insulino-résistance et une 

stéatose hépatique au bout de trois semaines (Plump et al. 1992).  
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Les régimes stéatogènes sont souvent associés aux modèles génétiques pour obtenir un 

maximum de lésions associées à la NAFLD/NASH humaine.  

Depuis l’utilisation des modèles obésogènes classiques ob/ob, db/db, d’autres modèles 

murins génétiques intéressants ont été générés qui présentent des effets 

physiopathologiques plus proches de la NAFLD humaine. Un modèle murin pour l’étude de la 

NASH présente une délétion du récepteur Ldlr, un gène important dans la régulation de 

l’internalisation du cholestérol dans les hépatocytes et dans les macrophages hépatiques.  

Les souris délétées pour Ldlr et soumises à un régime riche en cholestérol, un régime 

stéatogène, développent une stéatose hépatique accompagnée d’inflammation (Bieghs et al. 

2012). Cette stéatose est également accompagnée d’une augmentation des niveaux circulants 

de LDL et une diminution des HDL, un profil lipidique similaire à la NAFLD humaine. D’autres 

modèles génétiques ont pour cible les polymorphismes associées à la NAFLD chez l’humain. 

Le modèle « knock-in » du polymorphisme 148 du gène Pnpla3 développe une stéatose 

hépatique en conditions alimentaires riches en sucrose (Smagris et al. 2015). Néanmoins, ce 

modèle ne présente pas de lésions hépatocellulaires (inflammation, « ballooning »).  

Enfin, les modèles alimentaires ou génétiques peuvent également être combinés à des 

modèles de NAFLD/NASH induits par des facteurs chimiques. Pour l’étude du développement 

de la fibrose et de la cirrhose, des chimiotoxines telles que CCL4 ou la TAA sont utilisées. 

L’administration de CCL4 deux fois par semaine pendant 6 semaines induit une augmentation 

des niveaux plasmatiques de transaminases hépatiques ainsi qu’une fibrose hépatique 

(Domitrović et al. 2009). Cependant, les mécanismes impliqués dans les effets stéatogènes de 

CCL4 sont peu connus. L’administration de TAA est souvent associée à des régimes 

stéatogènes comme le régime WD. La combinaison du régime WD et de TAA pendant 8 

semaines induit une inflammation lobulaire et une importante fibrose hépatique.  
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En revanche, une perte de poids importante est observée dans ces modèles induits par des 

facteurs chimiques qui ne sont donc pas adaptés à l’étude de la pathogénèse de la NAFLD ou 

NASH humaine.  

 

L’utilisation de modèles animaux précliniques est indispensable pour l’étude de la 

pathogenèse et pour la recherche de cibles thérapeutiques pour la NAFLD. La majorité des 

modèles animaux existants ne présentent pas toutes les étapes et lésions caractéristiques des 

hépatopathies humaines. La NAFLD est une pathologie multifactorielle qui implique plusieurs 

organes dont le foie, le microbiote intestinal et le système nerveux central. Il est donc 

important de générer des modèles animaux prenant en compte la totalité des composantes 

des stéatose hépatiques métaboliques.  

 

Partie III : Système nerveux central et NAFLD 

Le système nerveux central (SNC) joue un rôle important dans la régulation du 

métabolisme énergétique central et périphérique. Il communique avec plusieurs organes tels 

que le foie et l’intestin via des signaux neuronaux, métaboliques ou hormonaux. Le rôle des 

circuits neuronaux dans l’homéostasie énergétique a longtemps été étudié. Néanmoins, des 

études plus récentes suggèrent que d’autres types cellulaires du SNC sont également 

importants dans les régulations métaboliques centrales et périphériques.  

 

III.1 Généralités sur le SNC  

Le système nerveux central comprend deux parties qui présentent des fonctions spécifiques : 

le système nerveux somatique et le système nerveux autonome ou végétatif.  
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Le système nerveux somatique participe aux fonctions de motricité volontaire et de 

perception. Il permet d’acheminer les informations du cerveau vers les muscles squelettiques 

grâce à des nerfs moteurs constitués de fibres efférentes (Akinrodoye and Lui 2020). Il permet 

également de faire remonter les informations provenant des organes sensoriels vers le 

cerveau via les nerfs sensoriels constitués de fibres afférentes. Le système nerveux autonome 

(SNA), comme son nom l’indique, contrôle les fonctions automatiques telles que la motricité 

digestive et la fonction cardiaque. Le SNA comprend le système nerveux sympathique et 

parasympathique qui présentent des fonctions antagonistes. Leurs fibres communiquent avec 

les cellules de différents organes tels que le foie, le muscle cardiaque, les glandes endocrines 

et les cellules du système immunitaire (McCorry 2007).  

 

III.2 Types cellulaires du SNC 

Le SNC est composé d’une multitude de type cellulaires présentant une grande diversité 

moléculaire, morphologique et fonctionnelle. Ces cellules sont interconnectées et forment 

des réseaux complexes et dynamiques. Deux grandes familles de cellules se distinguent au 

sein du tissu cérébral : les neurones et les cellules gliales. Les cellules gliales telles que les 

astrocytes, les oligodendrocytes ou les tanycytes servent de support structurel et nutritionnel 

aux neurones (Jessen 2004).  

Les neurones représentent l’unité fonctionnelle du système nerveux et de par leur capacité 

d’excitabilité, ils permettent la transmission de l’influx nerveux. Ils sont structurés en trois 

parties distinctes : le corps cellulaire, l’axone et les dendrites. Le corps cellulaire est la partie 

centrale du neurone qui contient un cytoplasme, un noyau et une membrane cellulaire. 

L’axone est la partie qui contient les terminaisons nerveuses et qui permet de transmettre 

l’influx nerveux venant du corps cellulaire.  
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Enfin, les neurones présentent des ramifications, appelées dendrites qui sont la structure 

réceptrice de l’influx nerveux et qui vont permettre de conduire l’information nerveuse de 

l’extérieur de la cellule vers le corps cellulaire. Il existe trois types de neurones dont les 

neurones moteurs ou efférents qui transmettent l’influx nerveux du SNC vers les cellules 

effectrices (muscles ou glandes) (Hounsgaard 2017). A l’inverse, les neurones sensitifs ou 

afférents vont véhiculer l’information sensorielle des organes vers le SNC. Enfin, les 

interneurones ou neurones d’association assurent la transmission d’information entre les 

neurones moteurs et sensitifs (McBain and Fisahn 2001).  

Les cellules gliales, sont dix fois plus nombreuses que les neurones et sont essentielles au bon 

fonctionnement et à la survie des neurones. Ces cellules ne présentent pas de dendrites ou 

d’axone et n’émettent pas de signal électrique, en revanche elles participent à la transmission 

de l’influx nerveux des neurones.  

Les oligodendrocytes sont des cellules qui forment la gaine de myéline qui entoure les axones 

des neurones (Bradl and Lassmann 2010). La myéline est une structure lipidique multi-

lamellaire qui joue un rôle clé dans la propagation de l’influx nerveux des neurones. En plus 

du support nerveux, les oligodendrocytes apportent un support métabolique aux neurones. 

Ils transfèrent aux neurones des métabolites énergétiques à travers des canaux 

cytoplasmiques « myéliniques » et des transporteurs mono-carboxylates (Bradl and Lassmann 

2010). Cela permet le transfert rapide de métabolites énergétiques à chaine courte vers les 

neurones telles que le pyruvate et le lactate. Ces substrats sont ensuite métabolisés et 

contribuent à la synthèse d’ATP dans les neurones.  

Les astrocytes, comme leur nom l’indique, présentent une forme étoilée composée d’un corps 

cellulaire et d’un noyau ainsi que de prolongements cytoplasmiques ramifiés.  
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La particularité du cytoplasme astrocytaire est la présence de gliofilaments ou filaments 

intermédiaires riches en protéine glio-fibrillaire acide (GFAP) et de grains de glycogène (Almad 

and Maragakis 2018). Ces grains de glycogène astrocytaires représentent la principale réserve 

énergétique cérébrale. Les astrocytes sont très sensibles à leur environnement, de par la 

présence de nombreux canaux ioniques mécano-sensibles ou voltages dépendants et de 

transporteurs ioniques au niveau de la membrane astrocytaire. De plus, les astrocytes 

présentent des récepteurs membranaires pour différents types de ligands (neuropeptides, 

neurotransmetteurs, cytokines), des récepteurs nucléaires pour différentes hormones 

(thyroïdiennes, stéroïdiennes) ainsi que des jonctions permettant la communication avec les 

neurones. Enfin, ce sont également des cellules endocrines qui synthétisent et sécrètent des 

neurostéroïdes dont la progestérone et la déhydroépiandrostérone (DHEA).  

Les tanycytes sont des cellules gliales dont les corps cellulaires bordent les parois du troisième 

ventricule de l’hypothalamus. Ces cellules partagent de nombreuses spécificités avec les 

astrocytes mais présentent néanmoins une morphologie unique et des fonctions distinctes 

(Akmayev and Popov 1977). Les tanycytes sont des cellules polarisées, non ciliées, qui 

présentent des prolongements qui s’étendent dans le parenchyme cérébral (Rodríguez et al. 

2005). Ces cellules forment une « barrière tanycytaire », de par leur localisation entre le 

ventricule de l’hypothalamus et les vaisseaux sanguins. Elles régulent les échanges sang-

hypothalamus et sont impliquées dans la régulation de fonctions clés du métabolisme 

énergétique via le contrôle du passage de neuropeptides hypothalamiques dans le système 

porte hypothalamo-hypophysaire (Parkash et al. 2015). De plus, les tanycytes sont sensibles 

aux variations de glycémie périphérique (Frayling, Britton, and Dale 2011).  

Les différentes cellules du système nerveux central présentent donc un rôle important dans 

la régulation du métabolisme énergétique.  
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III.3 SNC et métabolisme énergétique  

Différentes structures du système nerveux central sont impliquées dans la régulation 

nerveuse du métabolisme énergétique dont l’hypothalamus et le tronc cérébral qui sont les 

plus étudiées. De nombreuses études ont mis en évidence l’implication de circuit neuronaux 

dans la régulation du métabolisme périphérique. Néanmoins, d’autres types cellulaires non-

neuronaux (astrocytes, tanycytes…) qui étaient uniquement considérées pour leur fonction 

de soutien aux neurones, présentent également un rôle critique dans l’homéostasie 

énergétique.  

Dès les années 1940, l’hypothalamus a été décrit comme le centre régulateur du métabolisme 

grâce à l’observation de comportements hyperphagiques et d’obésité suite à des lésions 

hypothalamiques tumorales de régions spécifiques dont les noyaux ventromédian, 

dorsomédian et paraventriculaire (Hetherington 1944; Brobeck 1946).  Par la suite, d’autres 

études ont démontré que des lésions à la région latérale de l’hypothalamus entrainent à 

l’inverse une hyperphagie (Anand and Brobeck 1951). Cela a permis de comprendre la 

spécificité des différentes régions hypothalamiques dans la régulation de la prise alimentaire 

et de l’homéostasie énergétique. Au cœur du système nerveux central, l’hypothalamus est le 

principal centre d’intégration des signaux hormonaux et des nutriments qui arrivent de la 

périphérie (Cone et al. 2001). Ces signaux métaboliques induisent des modifications 

fonctionnelles et morphologiques de l’hypothalamus pour maintenir l’homéostasie 

énergétique. Ils sont intégrés par des réseaux neuronaux qui vont faire remonter l’influx 

nerveux vers d’autres régions du système nerveux central. Le noyau arqué de l’hypothalamus 

joue un rôle primordial dans la régulation du métabolisme énergétique. Il comprend deux 

populations de neurones qui régulent la prise alimentaire. Les neurones oréxigènes qui 

stimulent la prise alimentaire, co-expriment les neuropeptides NPY, AgRP et GABA.  
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Les neurones anorexigènes qui à l’inverse induisent un effet de satiété, expriment des 

peptides POMC comme la -MSH et CART. Ces circuits neuronaux permettent l’intégration de 

signaux métaboliques et une adaptation rapide de l’appétit et de la dépense énergétique 

(Webber, Bonci, and Krashes 2015). Les neurones intègrent également des signaux 

hormonaux tels que la leptine et la ghréline, des hormones qui régulent la prise alimentaire 

et qui sont respectivement synthétisées par le tissu adipeux et l’intestin. Les signaux 

métaboliques et hormonaux induisent des changement fonctionnels et morphologiques dans 

l’hypothalamus dans le but de maintenir l’homéostasie énergétique.  

 

III.4 Astrocytes et homéostasie énergétique  

Un intérêt grandissant se porte sur les cellules non-neuronales telles que les astrocytes dont 

le rôle dans l’homéostasie énergétique a longtemps été sous-estimé. Ces cellules sont en 

première ligne de la barrière hémato-encéphalique et sont fondamentales dans la 

signalisation et le transport des nutriments. Ce positionnement leur permet de capter les 

informations périphériques. En effet, ces cellules sont sensibles aux taux circulants de glucose 

grâce à l’expression des transporteurs GLUT1/2. Les astrocytes ont un véritable rôle 

métabolique puisque suite à l’entrée de glucose dans les astrocytes via GLUT1/2, il est pris en 

charge par l’héxokinase pour donner du glucose-6-P qui va soit être stocké sous forme de 

glycogène ou entrer dans la voie de la glycolyse. Le pyruvate issu de la glycolyse est internalisé 

dans la mitochondrie des astrocytes pour être métabolisé par le cycle de Krebs et la 

phosphorylation oxydative pour produire de l’ATP. Les astrocytes présentent un métabolisme 

glycolytique, le pyruvate va préférentiellement être réduit en lactate par l’enzyme lactate 

déshydrogénase 5.  
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Cela va permettre la « coopération métabolique » entre les neurones et les astrocytes puisque 

le lactate libéré dans le milieu extracellulaire va pouvoir être utilisé par les neurones qui 

présentent un métabolisme oxydatif.  

Un stress métabolique induit par l’administration d’un régime riche en gras entraine une 

augmentation du nombre d’astrocytes dans des régions telles que l’hypothalamus, un 

phénomène caractérisé d’astrogliose. Ce phénomène est décrit comme une réponse 

adaptatrice protectrice qui va diminuer la prise alimentaire en réponse au régime gras 

(Buckman et al. 2015). Les mécanismes impliqués ne sont pas complètement élucidés. 

Certaines études animales suggèrent une protection des femelles vis à vis des effets délétères 

du régime HFD sur l’homéostasie cérébrale (Morselli et al. 2016). Les auteurs de cette étude 

suggèrent une implication du récepteur ER dans cette protection des femelles. 

Il existe un dimorphisme sexuel dans la morphologie des astrocytes de l’hypothalamus qui 

subissent des changements morphologiques au cours du cycle œstral. Dans des modèles 

murins, il a été démontré que le noyau arqué de l’hypothalamus présente un remodelage du 

nombre de synapses des neurones et de la morphologie des astrocytes qui est lié aux 

variations hormonales du cycle œstral (Arias et al. 2009).  

Les astrocytes, en plus d’avoir un rôle important de soutien à la transmission et la plasticité 

synaptique, présentent un rôle critique dans la réponse hypothalamique à des informations 

métaboliques en participant au « sensing » des nutriments.  
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III.5 SNC et NAFLD 

Il existe un dialogue entre le système nerveux central et les organes périphériques tels que le 

foie, l’intestin et les glandes endocrines. Le foie est sous la régulation du système nerveux 

autonome de manière directe grâce à l’innervation des hépatocytes. Il est également 

indirectement régulé par l’effet d’hormones sécrétées sous l’influence du système nerveux 

parasympathique telles que l’insuline (Nonogaki 2000). Le SNC est également impliqué dans 

la mobilisation des réserves énergétiques en fonction de l’état nutritionnel. En situation de 

jeûne, le système nerveux parasympathique stimule la libération de glucose hépatique dans 

la circulation sanguine mais celui-ci est un mécanisme secondaire en comparaison à l’action 

du glucagon qui stimule la glycogénolyse et la néoglucogenèse hépatique. En parallèle, en 

conditions postprandiales, l’innervation directe des hépatocytes par le système 

parasympathique est essentielle pour l’action hypoglycémiante de l’insuline sur le foie 

(Püschel 2004). La détection de l’arrivée du glucose au niveau intestinal stimule le système 

nerveux parasympathique dont l’innervation des hépatocytes va favoriser l’import du glucose 

au niveau hépatique (Püschel 2004). Cette coopération métabolique entre le SNC et le foie 

participe au maintien de l’homéostasie énergétique.  

Plusieurs études démontrent un lien entre le développement de la NAFLD et des perturbations 

du SNC. Chez l’Homme, la NAFLD est associée à de nombreux troubles cérébraux tels qu’une 

neuro-inflammation, des défauts cognitifs et une athérosclérose cérébrale (Kjærgaard et al. 

2021). D’autres facteurs sont communs au développement de la NAFLD et de troubles 

cérébraux tels qu’une altération du microbiote intestinal, l’inflammation du tissu adipeux et 

l’inflammation systémique. Néanmoins, il est difficile d’établir un lien de causalité et de 

déterminer si ce sont les troubles au niveau hépatique ou au niveau du système nerveux 

central qui apparaissent en premier (Figure 7).  
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Les pathologies hépatiques et cérébrovasculaires partagent de nombreux facteurs de risque 

métaboliques tels que l’insulino-résistance, l’hypertension, l’obésité et la dyslipidémie 

(Fargion, Porzio, and Fracanzani 2014). La NAFLD est caractérisée par différents degrés 

d’inflammation hépatique en fonction du stade et de la sévérité de la pathologie. Comme 

décrit dans le chapitre précédent de cette thèse, en situation de NAFLD, l’inflammation 

hépatique est souvent associée à une inflammation du tissu adipeux à l’origine d’une 

inflammation systémique. L’inflammation périphérique induit une augmentation des 

cytokines pro-inflammatoires circulantes ainsi qu’une induction des facteurs de transcription 

pro-athérogéniques (Hansson 2005).  
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Cela peut favoriser l’apparition de lésions vasculaires athérogéniques (McColl, Allan, and 

Rothwell 2009) ainsi que le développement de pathologies cardio-vasculaires (Mellinger et al. 

2015). De plus, l’état inflammatoire observé au cours de la NAFLD peut perturber 

l’homéostasie des vaisseaux cérébraux et des cellules gliales via une augmentation du nombre 

de cellules gliales activées. De telles altérations peuvent induire des perturbations des 

neurotransmetteurs et favoriser l’apparition de neurodégénération et d’ischémie cérébrale 

(Ghareeb et al. 2011). Des études ont démontré que la lipocaline 2 est un acteur clé de l’axe 

foie-cerveau en condition de NASH (Mondal et al. 2020). La lipocaline 2, qui est une protéine 

exclusivement produite par le foie, est un médiateur important dans la neuro-inflammation 

et la neuro-dégénérescence en conditions de NASH (Mondal et al. 2020). En plus de 

l’inflammation, d’autres facteurs présents au cours de la NAFLD peuvent également avoir des 

effets délétères sur le cerveau tels qu’un état pro-coagulant, un disfonctionnement 

endothélial et une augmentation de l’activité des plaquettes sanguines (Lombardi, Fargion, 

and Fracanzani 2019).  

 

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription impliqués dans le « sensing » des 

changements environnementaux ou des signaux hormonaux. Plusieurs de ces récepteurs 

nucléaires tels que les récepteurs CAR, PPAR, PXR, LXR et FXR sont impliqués dans le dialogue 

entre le système nerveux central et les organes périphériques (Olivares, Moreno-Ramos, and 

Haider 2015). La partie suivante de cette thèse sera consacrée à l’analyse du rôle du récepteur 

nucléaire CAR dans les adaptations neurovasculaires et périphériques en réponse à différents 

stress. L’implication de ce récepteur dans les troubles hépatiques et extra-hépatiques au cours 

de la NAFLD sera également détaillée.  
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Partie IV : Rôle de CAR dans la pathogenèse de la NAFLD 

IV.1 Le récepteur CAR est un senseur de stress périphérique et neurovasculaire 

Le récepteur nucléaire constitutif aux androstanes (CAR), qui fait l’objet de notre étude, est 

principalement exprimé dans le foie mais également dans d’autre organes tels que l’intestin, 

les reins, le cerveau et les poumons. Il a d’abord été étudié pour son rôle dans la détoxification 

de molécules endogènes comme les acides biliaires et la bilirubine et dans la détoxification de 

molécules exogènes (médicaments, xénobiotiques) (Wagner et al. 2005; Wei et al. 2000). Son 

rôle dans le catabolisme hépatique des hormones stéroïdiennes et thyroïdiennes a également 

été largement étudié dans les dernières années (Xie et al. 2003; Qatanani, Zhang, and Moore 

2005). Plus récemment, plusieurs études ont démontré une implication du récepteur CAR 

dans la régulation de deux voies métaboliques hépatiques, la -oxydation et la 

néoglucogenèse (Lynch et al. 2014; J. Yan et al. 2015). Ces études révèlent donc un rôle de 

CAR au carrefour entre détoxification, catabolisme hormonal et métabolisme énergétique. En 

revanche, le rôle extra-hépatique de ce récepteur a très peu été étudié (système nerveux 

central, intestin).  

Dans cette revue publiée dans le journal « Cells », nous avons détaillé les voies d’activation 

directes et indirectes de CAR ainsi que son implication dans la réponse et l’adaptation au stress 

physiologique. Nous avons également abordé son implication dans la régulation du 

métabolisme énergétique via son rôle de senseur lipidique et glucidique. De nombreuses 

études récentes suggèrent l’importance du récepteur CAR au niveau du système nerveux 

central (SNC).  
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Nous rapportons dans cette revue, des études qui démontrent un rôle de CAR dans 

l’homéostasie de la barrière hématoencéphalique, une interface clé dans le dialogue entre le 

SNC et la périphérie. Enfin, nous discutons la régulation de cytochromes P450 dans le SNC par 

le récepteur CAR ainsi que son implication dans des pathologies cérébrales.  
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IV.2 Récepteur CAR et NAFLD  

De nombreuses études ont démontré l’implication de certains récepteurs nucléaires dans le 

développement de la NAFLD et ont permis de générer de nombreuses cibles thérapeutiques 

potentielles pour le traitement de ces pathologies (M. C. Cave et al. 2016). Les récepteurs les 

plus étudiés dans la pathogénèse des hépatopathies métaboliques sont les récepteurs PPAR 

(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor), LXR (Liver-X Receptor), PXR (Pregnane-X 

Receptor) et enfin le récepteur CAR qui fait l’objet de cette étude (M. C. Cave et al. 2016).   

Les études existantes sur le rôle du récepteur nucléaire CAR dans la pathogenèse de la NAFLD 

ne sont pas toujours concordantes. Cela pourrait être expliqué par l’utilisation de modèles 

différents (activation ou délétion de CAR) et de régimes différents (régimes stéatogènes ou 

obésogènes).  

Les premières études sur l’implication de CAR dans le développement de la NAFLD ont été 

effectuées en 2009 par Dong et Gao et leurs collaborateurs (Dong et al. 2009; J. Gao et al. 

2009). Ces études démontrent que l’activation de CAR par son agoniste le TCPOBOP dans un 

modèle de souris obèses (ob/ob) améliore l’insulino-résistance ainsi que la stéatose hépatique 

en induisant une inhibition de la lipogenèse et une activation de la -oxydation au niveau 

hépatique (Dong et al. 2009). Au cours de la même année, la deuxième étude démontrait que 

l’activation de CAR par le TCPOBOP améliore la stéatose hépatique et la sensibilité à l’insuline 

dans modèle murin d’obésité induite par un régime riche en gras (HFD) (J. Gao et al. 2009). 

Dans cette étude, les effets bénéfiques du TCPOBOP résultent d’une inhibition de la 

lipogenèse et de la néoglucogenèse hépatique ainsi que d’une réduction de l’export des 

triglycérides et de la sécrétion des VLDL. Ces deux études furent les premières à mettre en 

évidence le potentiel thérapeutique de ce récepteur nucléaire pour le traitement de la NAFLD.  
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La majorité des études qui ont suivi celles de Gao et Dong sont concordantes et démontrent 

un effet bénéfique de l’activation de CAR dans la stéatose hépatique (Masuyama and 

Hiramatsu 2012; Roth et al. 2008; M. C. Cave et al. 2016). Néanmoins, certaines études 

démontrent une augmentation des lipides plasmatiques ainsi qu’une répression de la -

oxydation hépatique suite à une activation du récepteur CAR dans un modèle murin d’obésité 

induite par un régime gras (Maglich, Lobe, and Moore 2009). 

Des effets anti-inflammatoires et anti-apoptotiques ont été démontrés pour le récepteur CAR, 

qui pourraient être bénéfiques dans un contexte de NAFLD. En revanche, son rôle dans le 

développement de la fibrose et de l’hépato-carcinome reste incertain. Dans un modèle de 

NASH induite par un régime MCD (Methionine/Choline Deficient), l’administration d’un 

agoniste de CAR réduit la stéatose hépatique et l’inflammation lobulaire (Baskin-Bey et al. 

2007). L’activation du récepteur CAR réduit également la fibrose et l’apoptose 

hépatocellulaire en diminuant l’expression des protéines pro-apoptotiques Bak/Bax et en 

augmentant l’expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 (Baskin-Bey et al. 2007). En 

revanche, une autre étude utilisant un modèle de NASH induite par le régime MCD révèle des 

effets délétères de l’activation de CAR dont une augmentation de la peroxydation des lipides 

ainsi qu’une aggravation de la fibrose et de la souffrance hépatique (Yamazaki et al. 2007). De 

plus, l’activation de CAR chez la souris induit la transcription du gène qui code pour la protéine 

PNPLA3, impliquée dans la pathogenèse de la NAFLD et qui représente le polymorphisme le 

plus commun dans la NAFLD humaine (Dongiovanni et al. 2013).  

Le récepteur CAR est également impliqué dans la tumorigenèse médiée par la voie de 

signalisation de la -caténine, une voie dont l’activation aberrante contribue à un tiers des 

hépatocarcinomes chez l’Humain.  
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Dans un modèle murin, l’activation du récepteur CAR favorise la prolifération hépatocellulaire 

et le développement de l’hépatocarcinome (Dong et al. 2015). Une interaction du récepteur 

CAR avec la protéine Gadd45  pourrait expliquer ses effets sur la prolifération 

hépatocellulaire (Hori et al. 2018). En revanche, des études effectuées sur une lignée humaine 

hépatique HepaRG suggèrent que chez l’Homme, CAR aurait un effet anti-prolifératif et donc 

protecteur du développement de l’hépatocarcinome (D. Li et al. 2015; Luisier et al. 2014).  

 

Ces résultats contradictoires démontrent l’importance d’approfondir le rôle de CAR dans la 

pathogenèse de la NAFLD et dans la progression vers des stades plus graves telles que la NASH. 

La différence de résultats obtenus entre les modèles murins et les modèles cellulaires humains 

résultent probablement de différences inter-espèces de fonction et de structure du récepteur 

CAR (Molnár et al. 2013). Cela témoigne de l’importance de vérifier la pertinence clinique des 

études animales en les associant à des études sur des modèles humains (lignées cellulaires 

humaines, organoïdes, souris humanisées). De plus, la majorité des études visant à investiguer 

le rôle de CAR dans la pathogenèse de la NAFLD ont été effectuées sur des modèles animaux 

de sexe mâle. Comme décrit dans la partie II de cette thèse, la NAFLD est une pathologie qui 

présente une prévalence et une pathogenèse sexuellement dimorphique. Il est donc 

important d’inclure les femelles dans les études pour étudier la pathogenèse dimorphique de 

la NAFLD ainsi que pour trouver des cibles thérapeutiques qui soient pertinentes pour les deux 

sexes.  
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Partie V : Physio-pathologie du foie : la TAFLD  

L’hépatotoxicité est la lésion la plus communément induite par l’exposition à des 

toxiques environnementaux. Un large spectre de pathologies hépatiques allant de la 

stéatohépatite à la nécrose puis à l’hépatocarcinome a été observé suite à l’exposition à des 

produits toxiques chez l’Homme et dans des modèles animaux expérimentaux. Le terme 

récent de TAFLD, pour « Toxic-Associated Fatty Liver Disease » décrit une forme de pathologie 

hépatique similaire à la stéatose hépatique ou NAFLD. La TASH pour « Toxic-Associated 

SteatoHepatitis » est une forme plus sévère de la TAFLD caractérisée par de la stéatose 

hépatique, de l’inflammation et dans certains cas de la fibrose. Les individus atteints de TAFLD 

ou de TASH présentent une exposition à des toxiques environnementaux mais ne présentent 

pas les facteurs de risque traditionnels de la stéatose hépatique comme la consommation 

d’alcool ou la présence de maladies métaboliques (obésité, diabète de type II) (Wahlang et al. 

2013). Les niveaux circulants de transaminases (ALT, AST) utilisés comme marqueur de la 

NAFLD sont souvent normaux au cours de la TAFLD et de la TASH, ce qui rend compliqué le 

diagnostic de ces pathologies (Wahlang et al. 2013).  

 

V.1 Pathogenèse de la TAFLD  

Plusieurs familles de molécules sont associées au développement d’une TAFLD. Ces molécules 

incluent des toxiques environnementaux tels que des POP pour polluants organiques 

persistants (pentachlorobenzene, biphenils polychlorinés…), des pesticides (malathion, 

atrazine…), des solvants (2,2-Bis(Bromomethyl)-1,3 propanediol…), des plastifiants (dibutyl 

phthalate) et autres hydrocarbures halogénés et composés organiques volatiles (Al-Eryani et 

al. 2015).  
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Des médicaments tels que les carbamazépines, l’aspirine et l’ibuprofène sont associés avec le 

développement d’une stéatose hépatique simple (Satapathy et al. 2015). D’autres 

médicaments tels que les glucocorticoïdes et le tamoxifène sont associés à un risque de 

développement d’une stéatohépatite.  

Contrairement à la NASH qui est généralement associée à des niveaux élevés de 

transaminases (ALT, AST), la TASH est souvent associée à des niveaux normaux d’enzymes 

hépatiques (Wahlang et al. 2013). La difficulté de diagnostic de la TAFLD/TASH complique 

l'estimation de la prévalence de ces pathologies.  

La TAFLD est un concept récent qui n’a pas fait l’objet d’un grand nombre d’études. 

Néanmoins, différents mécanismes ont été mis en évidence dans la pathogenèse de ces 

pathologies qui peuvent varier en fonction de la nature du toxique ainsi que de la durée et la 

voie d’exposition. Les xénobiotiques peuvent agir à différentes étapes de la pathogenèse de 

la stéatose hépatique. Ces molécules favorisent le développement d’une stéatose simple 

(TAFLD) par différents mécanismes (Figure 8) dont la modulation de l’activité des récepteurs 

aux xénobiotiques CAR et PXR, PPAR et des récepteurs endocriniens (ER, TR) qui sont 

impliqués dans l’homéostasie énergétique hépatique (Klaunig, Li, and Wang 2018). Les 

xénobiotiques perturbent la biosynthèse des acides gras et diminuent l’export des lipides 

favorisant l’accumulation de lipides (Maradonna et al. 2015). De plus, l’exposition à des 

produits toxiques entraine une insulino-résistance et un disfonctionnement mitochondrial qui 

peut participer au développement d’une TAFLD (Joshi-Barve et al. 2015). Les xénobiotiques 

peuvent induire une inflammation, un stress oxydant et un stress du reticulum endoplasmique 

pouvant induire une stéato-hépatite (TAFLD) (Klaunig, Li, and Wang 2018).  
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L’ensemble de ces mécanismes sont communs à la NAFLD, néanmoins un grand nombre de 

xénobiotiques induisent une nécrose, qui est spécifique à la TAFLD/TASH (Takaki, Kawai, and 

Yamamoto 2013). D’autres mécanismes sont également impliqués dans le développement de 

la TAFLD comme l’autophagie, une altération de la barrière intestinale ou encore des 

modifications épigénétiques (Joshi-Barve et al. 2015). Enfin, les xénobiotiques sont impliqués 

dans la prolifération hépatocellulaire dont l’altération peut entrainer le développement d’un 

hépatocarcinome (Shizu et al. 2013). 

Des perturbations métaboliques comme l’obésité modifient la réponse aux xénobiotiques 

(Sadler et al. 2018). De plus, certains toxiques qualifiés « d’obésogènes environnementaux » 

sont impliqués dans le développement d’obésité. Le développement d’une NAFLD et d’une 

TAFLD pourraient donc être concomitants.  
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V.2 Rôle des pesticides dans le développement de la TAFLD  

V.2.1 Généralités sur les pesticides   

Le terme « pesticides » regroupe des substances ou des produits utilisés pour lutter contre 

des organismes considérés comme nuisibles. L'Organisation des Nations Unies pour 

l'alimentation et l'agriculture a établi une définition précise qui décrit les pesticides comme :  

« toute substance ou association de substances, ou micro-organismes y compris les virus, 

destinée à repousser, détruire ou combattre les ravageurs, y compris les vecteurs de maladies 

humaines ou animales, les ravageurs nuisibles, les espèces indésirables de plantes ou 

d'animaux causant des dommages ou se montrant autrement nuisibles durant la production, 

la transformation, le stockage, le transport ou la commercialisation des denrées alimentaires, 

des produits agricoles, du bois et des produits ligneux, ou des aliments pour animaux, ou qui 

peut être administrée aux animaux pour combattre les insectes , les arachnides et les autres 

endo- ou ecto-parasites. Le terme inclut les substances destinées à être utilisées comme 

régulateur de croissance d'insectes ou de plantes, comme défoliant, comme agent de 

dessiccation, comme agent d'éclaircissage des fruits ou pour empêcher la chute prématurée 

de ceux-ci, ainsi que les substances appliquées sur les cultures, avant ou après la récolte, pour 

protéger les produits contre la détérioration durant l'entreposage et le transport. Ce terme 

inclut aussi les produits synergistes et détoxifiants des pesticides quand ils sont essentiels pour 

obtenir une prestation satisfaisante du pesticide » (OMS 2010).  

 

La mise sur le marché et l’utilisation des pesticides sont soumises à des directives et 

règlementations encadrées par l’Union Européenne (UE) qui existent depuis 1993 et sont 

régulièrement mises à jour. Depuis 2005, l’UE surveille également les résidus de pesticides 

dans les denrées alimentaires. La commercialisation des denrées alimentaires est contrôlée 

par des limites maximales de résidus (LMR) fixant un seuil de résidus à ne pas dépasser qui est 

spécifique à chaque produit alimentaire. La détermination de ces seuils est critique pour la 

protection de la santé humaine. En effet, l’utilisation des pesticides est à double tranchant, ils 

sont efficaces pour contrôler les organismes indésirables mais peuvent également avoir des 

effets toxiques sur l’Homme. 
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V.2.2 Classification des pesticides et exposition humaine 

Les pesticides sont regroupés en différentes familles dont les produits phytosanitaires, les 

biocides et les médicaments à usage humain ou vétérinaire. Les produits phytosanitaires sont 

des produits chimiques d’origine naturelle ou synthétique majoritairement représentés par 

les insecticides, les herbicides et les fongicides luttant respectivement contre les insectes 

nuisibles, les plantes adventices et les champignons pathogènes. Ils sont destinés à protéger 

les végétaux et leur produits dérivés des organismes nuisibles. Ces composés permettent 

également de conserver les produits végétaux ou d’agir sur la croissance indésirable des 

végétaux. Les biocides sont des produits caractérisés de « pesticides à usage non agricole » 

tels que les antiparasitaires ou les insecticides ménagers. Par leur action biologique ou 

chimique, les biocides ont pour but de repousser, détruire ou rendre inoffensif des organismes 

nuisibles. Enfin, les médicaments à usage humain ou vétérinaire sont des substances 

présentant des propriétés préventives ou curatives envers des maladies humaines ou 

animales. Les antiparasitaires et les antibiotiques sont des exemples de produits 

fréquemment utilisés chez l’Homme et pour les animaux domestiques ou d’élevage.  

Les pesticides sont utilisés dans le cadre professionnel par de nombreux travailleurs agricoles, 

horticoles, d’entretien des bâtiments et des voiries qui sont y donc exposés (Jakubowski and 

Trzcinka-Ochocka 2005). Le reste de la population est également exposé aux pesticides à 

travers l’alimentation, l’usage domestique et par l’environnement (air, eau, poussière). Dans 

ces différents contextes, l’Homme est exposé aux pesticides par voie cutané, par ingestion et 

par inhalation. La voie d’exposition majoritaire est la voie orale via l’alimentation pour la 

population générale et la voie cutanée pour les professionnels utilisateurs de pesticides 

(Jakubowski and Trzcinka-Ochocka 2005).  
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V.2.3 Effets des pesticides sur l’homéostasie énergétique 

L’exposition aux xénobiotiques est considérée comme un facteur inducteur de perturbations 

du métabolisme énergétique (Grün and Blumberg 2009; Casals-Casas and Desvergne 2011). 

Un lien entre l’exposition aux pesticides et le développement de perturbations métaboliques 

a été suggéré dans plusieurs études épidémiologiques qui se sont principalement focalisées 

sur les organochlorés, des pesticides persistants (Pelletier, Després, and Tremblay 2002; 

Pelletier, Imbeault, and Tremblay 2003).  

Pelletier et ses collaborateurs ont démontré une concentration sanguine plus élevée de 11 

pesticides chez des individus obèses par rapport à des individus non-obèses (Pelletier, 

Després, and Tremblay 2002). Les auteurs suggèrent chez ces individus obèses, un stockage 

des pesticides lipophiles dans le tissu adipeux, qui en cas de perte de poids sont libérés dans 

la circulation (Pelletier, Imbeault, and Tremblay 2003). D’autres études effectuées pendant la 

période prénatale démontrent une augmentation du risque d’obésité infantile suite à 

l’exposition à des organochlorés comme l’hexachlorobenzane ou le 

dichlorodiphenyldichloroethylene (DDE) (Smink et al. 2008; Mendez et al. 2011).  

L’exposition aux organochlorés (aldrin, chlordane, heptachlor) et à d’autres famille de 

pesticides (alachlor, cyanazine, dichlorvos, trichlorfon) est associée au développement du 

diabète de type II (Everett and Matheson 2010; Montgomery et al. 2008; Patel, Bhattacharya, 

and Butte 2010; D.-H. Lee et al. 2010; Ukropec et al. 2010). Les organophosphorés et les 

pyréthrinoïdes ont également été associés à des risques plus importants de perturbations du 

métabolisme glucidique et de diabète de type II (Lasram, Dhouib, Annabi, et al. 2014; J. Wang 

et al. 2011). Ces résultats sont confortés par une méta-analyse de 13 études révélant un lien 

entre l’exposition aux pesticides et un risque plus élevé de développer un diabète de type II 

(Evangelou et al. 2016).  
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Une méta analyse de 371 études effectuées chez la souris a révélé 123 toxiques 

environnementaux associés au développement de la NAFLD dont 44% sont des pesticides 

(insecticides, fongicides, herbicides) (Al-Eryani et al. 2015). Des études épidémiologiques 

démontrent une association entre l’exposition aux organochlorés et une augmentation des 

transaminases circulantes et le développement de TAFLD ou de TASH (Matt Cave, Falkner, and 

McClain 2012; Taylor et al. 1978). L’ensemble des études épidémiologiques suggère un lien 

entre l’exposition aux pesticides et une perturbation du métabolisme énergétique dont la 

stéatose hépatique mais ne permet pas d’établir un lien de causalité.  

Plusieurs études expérimentales confortent ces résultats épidémiologiques. Une étude chez 

le rat démontre que l’administration d’un herbicide organophosphate, le malathion induit une 

insulino-résistance, une hyperglycémie et hyperinsulinémie et une stéatose hépatique 

accompagnée d’inflammation (Lasram, Dhouib, Bouzid, et al. 2014). D’autres familles de 

pesticides tels que l’herbicide atrazine ou l’insecticide cypermethrine induisent chez la souris 

une stéatose hépatique et une dyslipidémie lorsqu’ils sont administrés en association avec un 

régime riche en gras et en sucre (Jin et al. 2014). De nombreuses études portant sur le 

chlorpyrifos, des carbamates, ou des herbicides néonicotinoïdes révèlent un effet de ces 

pesticides sur l’homéostasie énergétique (P. Wang et al. 2014; Peris-Sampedro et al. 2015; 

Bhaskar and Mohanty 2014). 

Il existe un dimorphisme sexuel dans les dérégulations métaboliques induites par l’exposition 

aux pesticides (Lukowicz et al. 2018; Slotkin, Brown, and Seidler 2005; Lassiter et al. 2008). 

Une exposition chronique à un mélange de six pesticides induit une augmentation du poids 

corporel et une stéatose hépatique uniquement chez des souris mâles (Lukowicz et al. 2018). 

Ces travaux suggèrent une implication du récepteur CAR dans la réponse dimorphique à ce 

cocktail de pesticides.  
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D’autres études effectuées chez le rat révèlent également des troubles plus sévères chez des 

animaux mâles suite à l’exposition au chlorpyrifos ou au mancozeb (Slotkin, Brown, and 

Seidler 2005; Lassiter and Brimijoin 2008; Bhaskar and Mohanty 2014). Néanmoins, certaines 

études démontrent des troubles du métabolisme glucidique plus marqués chez les femelles 

suite à l’exposition à un organophosphate, le parathion (Lassiter et al. 2008). Ces différences 

liées au sexe peuvent être expliquées par le dimorphisme sexuel qui existe dans la capacité de 

détoxification, de métabolisation des pesticides et dans l’activation de récepteurs nucléaires 

(Soldin and Mattison 2009). 

 
V.2.4 Mécanismes d’action des pesticides  

Différents mécanismes d’action des pesticides ont été mis en évidence dont une action sur les 

récepteurs nucléaires, sur la voie de signalisation de l’insuline, la sécrétion de l’insuline, la 

différenciation adipocytaire, la fonction thyroïdienne et le microbiote intestinal (Hiroyuki 

Kojima, Takeuchi, and Nagai 2010; J. Kim et al. 2013; Claus, Guillou, and Ellero-Simatos 2016). 

Un grand nombre de pesticides présente des propriétés lipophiles leurs conférant une 

capacité à se lier et moduler l’activité de plusieurs récepteurs nucléaires. Ces derniers sont 

donc suspectés comme médiateurs des effets des pesticides. Plusieurs études in vitro et in 

vivo démontrent une activation de CAR par différents types de pesticides tels que des 

insecticides (organophopharés, pyréthrinoïdes, sulfoxalor, carbamate), des herbicides 

(pronamide) et des fongicides (triazole) (Abass and Pelkonen 2013; LeBaron et al. 2014; Lake, 

Price, and Osimitz 2015). Des études in vitro sur des cellules hépatiques ont révélé une 

centaine de pesticides de nature différente qui activent les formes murines et/ou humaines 

de PXR (Coumoul, Diry, and Barouki 2002; Lemaire et al. 2006; H Kojima et al. 2010).  
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Le récepteur PPAR est également une cible des pesticides, activé par différents types de 

molécules comme l’herbicide pronamide, des carbamates et des organochlorés (LeBaron et 

al. 2014; Takeuchi et al. 2006). Plusieurs études in vivo et in vitro démontrent également une 

activation de récepteurs endocriniens par les pesticides soulignant leur potentiel de 

perturbateurs endocriniens (Medjakovic et al. 2014; H. Sun et al. 2008; Guizhen Du et al. 2010; 

Lu et al. 2015; Zhang et al. 2016). Des fongicides (fluxidioxonil, fenhexamid) activent les 

récepteurs ER et AR et induisent la transcription de leurs gènes cibles (Medjakovic et al. 

2014). Différents pesticides tels que le fludioxonil, le mepanipyrim, le cypronidil, le 

pyremethanil et le chlorpyrifos sont des activateurs du récepteur AhR (Medjakovic et al. 

2014). L’activité d’autres récepteurs comme le récepteur TR et le récepteur GR sont 

également modulés par l’exposition aux pesticides (H. Sun et al. 2008; Guizhen Du et al. 2010; 

Lu et al. 2015; Zhang et al. 2016).  

Des pesticides tels que l’imidacloprid, la permethrine, l’atrazine ou la roténone agissent sur la 

voie de signalisation de l’insuline en perturbant la phosphorylation de protéines kinases clés 

(Akt, IRS) impliqués dans la signalisation de l’insuline (J. Kim et al. 2013; X. Xiao et al. 2017; 

Lim et al. 2009; Al-Lahham, Deford, and Papaconstantinou 2016). Certains pesticides agissent 

directement sur la synthèse de l’insuline par les cellules  du pancréas. C’est le cas du 

malathion et du diazinon qui induisent un stress oxydant au niveau des ilots de Langherans 

qui altère la sécrétion de l’insuline (Panahi et al. 2006; Ghafour-Rashidi et al. 2007). Certains 

pesticides obésogènes comme le triflumizole (fongicide), l’imidaclopride et le fipronil 

(insecticides) activent le récepteur PPAR et induisent une différenciation adipocytaire (X. Li 

et al. 2012; J. Kim et al. 2013; Q. Sun et al. 2016).  
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En revanche, d’autres pesticides tels que le glyphosate (herbicide), l’endrine et la 

deltamethrine (insecticides) inhibent PPAR et la différenciation adipocytaire (Martini et al. 

2016; Moreno-Aliaga and Matsumura 1999; Armstrong et al. 2013). Des études effectuées 

chez le rat démontrent que les effets des pesticides sur la fonction thyroïdienne sont 

également contradictoires et dépendent de la nature du pesticide (Porter et al. 1993; S. Wang 

et al. 2002). Certains pesticides comme les carbamates induisent une augmentation des 

niveaux circulants de l’hormone thyroïdienne T4 (Porter et al. 1993) alors que la permethrine 

diminue les niveaux de cette hormone (S. Wang et al. 2002).  

L’interaction entre les pesticides et le microbiote intestinal est également considéré comme 

un mécanisme médiateur des effets toxiques des pesticides (Claus, Guillou, and Ellero-Simatos 

2016). Le microbiote intestinal joue un rôle essentiel dans la détoxification et la 

métabolisation des xénobiotiques. L’étude de Velmurugan et ses collaborateurs démontre 

que chez la souris, le monocrotophos (insecticide) est dégradé par le microbiote intestinal. Sa 

dégradation produit des acides gras à chaine courte comme l’acétate qui perturbent la 

néoglucogenèse hépatique et peuvent induire une intolérance au glucose (Velmurugan et al. 

2017). De même, les pesticides peuvent perturber la composition et l’activité du microbiote 

intestinal à l’origine d’une dysbiose intestinale pouvant favoriser le développement de 

perturbations métaboliques et d’une stéatose hépatique (Kirpich, Marsano, and McClain 

2015). Des études chez la souris montrent que de nombreux pesticides comme le glyphosate, 

le diazinon et les carbendazimes (fongicides) induisent une dysbiose intestinale qui pourrait 

être un des mécanismes médiateurs de leurs effets toxiques (Shehata et al. 2013; B. Gao et al. 

2017; Velmurugan et al. 2017).  
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V.3 PFOA et développement de la TAFLD  

 
Depuis les années 1950, divers domaines industriels ont eu recours à une utilisation massive 

de composés perfluorés tels que l’acide perfluorooctanoïque (PFOA). Ces composés 

présentent de nombreux atouts dont une importante résistance thermique, chimique, 

mécanique et aux rayons ultra-violets. Ils sont donc utilisés dans la conception de différents 

produits utilisés au quotidien : emballages alimentaires, canettes, revêtements antiadhésifs 

des poêles, imperméabilisants textiles, mousses anti-incendie etc. Ces composés sont 

retrouvés de manière ubiquitaire, sont très persistants dans l’environnement et de 

nombreuses questions se posent quant à leur toxicité. Le PFOA est caractérisé d’obésogène 

environnemental et est inscrit dans la liste de POP décrits par la convention de Stockholm. 

  

V.3.1 Généralités et structure chimique du PFOA 

Les composés perfluorés sont regroupés dans la très complexe famille des alkyls perfluorés, 

dont le trait commun est une chaine carbonée de longueur variable sur laquelle tous ou la 

plupart des atomes d’hydrogène sont remplacés par des atomes de fluor.  

Les alkyls perfluorés sont classés en différents sous-groupes dont les deux principaux sont les 

carboxylates d’alkyls perfluorés et les sulfonates d’alkyls perfluorés  

Les carboxylates d’alkyls perfluorés (PFC) présentent une chaine carbonée avec à l’extrémité 

un groupement carboxyle (-COOH). Comme présenté dans le tableau II, la longueur de la 

chaine carbonée défini le nom et l’abréviation des composés PFC dont les principaux 

représentants sont : l’acide perfluorooctanoïque (PFOA) et l’acide perfluorononanoïque 

(PFNA).  
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Tableau II : Formules chimiques, noms et abréviations des PFC  

Nom Abréviation n Structure chimique 

Acide perfluoropropanoïque PFPrA 1 

 

 

 

Acide perfluorobutanoïque PFBA 2 

Acide perfluoropentanoïque PFPeA 3 

Acide perfluorohexanoïque PFHxA 4 

Acide perfluoroheptanoïque PFHpA 5 

Acide perfluorooctanoïque PFOA 6 

Acide perfluorononanoïque PFNA 7 

Acide perfluorodécanoïque PFDA 8 

Acide perfluoroundécanoïque PFUnA 9 

Acide perfluorododécanoïque PFDoA 10 

Acide perfluorotridécanoïque PFTrA 11 

 

Les sulfonates d’alkyls perfluorés (PFAS) présentent également une chaine carbonée à 

longueur variable mais avec à l’extrémité un groupement sulfonate. Le représentant 

majoritaire de ce sous-groupe est le sulfonate de perfluorooctane (PFOS). Comme pour les 

PFC, la longueur de la chaine carbonée défini le nom et l’abréviations des PFAS (Tableau 2). 

 

Tableau III : Formules chimiques, noms et abréviation des PFAS   

Nom Abréviation n Structure chimique 

Sulfonate de perfluorobutane PFBS 3  

Sulfonate de perfluorohexane PFHxS 5 

Sulfonate de perfluoroheptane PFHpS 6 

Sulfonate de perfluorooctane PFOS 7 

Sulfonate de perfluorodécane PFDS 9 
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V.3.2 Propriétés pharmacocinétiques du PFOA et exposition humaine  
 
Des études pharmacocinétiques menées chez l’Homme et sur des modèles animaux ont 

permis d’établir un profil pharmacocinétique de l’absorption, la distribution, la métabolisation 

et l’excrétion du PFOA. Une étude clinique effectuée par l’IARC en 2016 rapporte que suite à 

une ingestion de PFOA, l’absorption a lieu rapidement au niveau de l’intestin, avec un pic de 

concentration sanguine à 1,5 heures post-ingestion (IARC 2016). Le PFOA est absorbé quasi 

en totalité, 90% de PFOA se retrouve au niveau plasmatique où il est lié à des protéines 

plasmatiques TTR ou L-FABP (Han, Kemper, and Jepson 2005; Dzierlenga et al. 2020). Une 

étude menée sur un modèle murin, démontre un dimorphisme sexuel dans les taux 

d’absorption alimentaire de PFOA avec 80% d’absorption chez les mâles contre 100% chez les 

femelles (Fujii et al. 2015). Suite à l’administration de PFOA radiomarqué chez le rat, ce 

composé est majoritairement retrouvé au niveau plasmatique (22%), hépatique (22%) et rénal 

(2%) (Han, Kemper, and Jepson 2005). En revanche, chez des rates femelles, 7% de PFOA est 

retrouvé au niveau plasmatique, 6% au niveau hépatique et 3% au niveau rénal. Le PFOA est 

également retrouvé dans de plus faibles concentrations dans le cerveau, le cœur et les 

muscles. Contrairement à de nombreux POP, le PFOA n’est qu’en partie lipophile et 

s’accumule très peu dans le tissu adipeux (Han, Kemper, and Jepson 2005). Au niveau 

plasmatique, le PFOA est principalement lié à l’albumine mais peut également se lier à 

d’autres protéines. Les résultats d’études in vitro et in vivo suggèrent que le PFOA n’est pas 

métabolisé et ne subit pas de réactions chimiques de détoxification. Des études 

expérimentales utilisant du PFOA radiomarqué n’ont pas révélé de molécules ou métabolites 

dérivés du PFOA dans l’urine, la bile ou le plasma (Goecke, Jarnot, and Reo 1992; Ylinen and 

Auriola 1990; Cui et al. 2010).  
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In vitro, l’incubation de PFOA avec des fractions microsomales de foie, d’intestin ou de reins 

n’a révélé aucune métabolisation du PFOA qui semble résulter d’une importante stabilité des 

liaisons carbone-ions fluorure (Kemper and Nabb 2005). Le PFOA est principalement éliminé 

au niveau urinaire, fécal, et dans le lait maternel (Wambaugh, Barton, and Setzer 2008). 

Néanmoins, du fait de l’absence de métabolisation du PFOA, les taux d’excrétion sont très 

faibles. Le PFOA est également pris en charge par les voies biliaires mais est réabsorbé en 

quasi-totalité. Un dimorphisme sexuel dans l’excrétion de ce composé a été mis en évidence 

qui peut expliquer les différences liées au sexe observés dans la distribution du PFOA 

(Wambaugh, Barton, and Setzer 2008). Des études effectuées chez le rat démontrent une 

excrétion bi-phasique du PFOA chez les mâles qui est environ 40 fois plus lente que chez les 

femelles qui présentent une excrétion en une seule phase d’élimination (Wambaugh, Barton, 

and Setzer 2008).  

 

Comme pour la majorité des contaminants persistants, l’accumulation de PFOA dans 

l’environnement résulte de l’activité humaine et est donc qualifiée d’anthropique (Anses 

2015). Le PFOA est une molécule amphiphile qui présente des propriétés hydrophobes et 

hydrophiles. Du fait de ses propriétés physico-chimiques, le PFOA se retrouve de manière 

ubiquitaire dans l’environnement, dans l’eau, l’air, le sol et les sédiments. Il est donc 

susceptible de s’intégrer dans la chaine alimentaire. Une contamination de l’alimentation est 

également possible du fait du transfert du PFOA des emballages alimentaires vers les denrées 

alimentaires. Trois voies d’exposition au PFOA sont majoritaires chez l’Homme : la voie orale, 

l’inhalation et la voie dermale. La voie orale est la voie d’exposition principale de la population 

générale et concerne majoritairement l’alimentation et l’eau de boisson. Selon plusieurs 

études, cette voie contribuerait pour 90% de l’exposition totale chez l’Homme (Anses 2015). 
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Une étude d’alimentation totale conduite par l’ANSES (EAT2) a révélé que les aliments dont la 

concentration de PFOA est la plus élevée sont les produits de la mer telles que les poissons ou 

crustacés (Anses 2011). Il est important de souligner que dans 98% des échantillons analysés 

dans le cadre de l’étude EAT2, les concentrations de PFOA reportées sont en dessous des 

limites de détection. L’inhalation représente également une voie importante d’exposition aux 

composés perfluorés du fait de leur présence dans l’air et dans les poussières domestiques 

(Fromme et al. 2009). Enfin, la voie dermale d’exposition au PFOA concerne l’absorption 

cutanée suite au contact de produits contenant du PFOA. C’est majoritairement le contact 

avec des textiles comme les vêtements qui induisent une exposition cutanée au PFOA (Lassen 

et al. 2015). En effet, près de 50% des composés perfluorés sont fabriqués pour la production 

de vêtements (Lassen et al. 2015).  

 

V.3.4 Effets du PFOA sur le métabolisme énergétique  

Plusieurs études ont révélé des effets délétères du PFOA au cours du développement et chez 

l’adulte (Steves et al. 2018). Une hépatotoxicité (Frawley et al. 2018), une immunotoxicité 

(Peden-Adams et al. 2008), une neurotoxicité (Shrestha et al. 2017), ainsi que des effets 

reprotoxiques (Liu et al. 2017) ont été démontrés suite à une exposition au PFOA. Des effets 

sur le métabolisme endocrinien ont également été révélés suggérant un potentiel de 

« perturbateur endocrinien » du PFOA (G Du et al. 2013). Dans ce chapitre, seuls les effets du 

PFOA sur le métabolisme énergétique hépatique ainsi que son implication potentielle dans le 

développement de la TAFLD seront détaillés.  

Le premier effet le plus décrit du PFOA sur le foie est l’hépatomégalie ou l’augmentation du 

poids du foie observée dans les modèles expérimentaux.  
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L’exposition alimentaire au PFOA pendant 10 jours chez la souris à une concentration de 

0,002% induit une hépatomégalie associée à une hypertrophie des hépatocytes 

centrolobulaires (Qazi et al. 2010). D’autres études ont décrit une hépatomégalie dose-

dépendante chez des souris exposées oralement à des concentrations de PFOA allant de 5 à 

50mg/kg/jour pendant 21 jours (Son et al. 2008). Ces données ont été confirmées par d’autres 

études (Filgo et al. 2015; Biegel et al. 2001).  

Quelques études ont révélé que le PFOA peut également induire le développement d’un 

hépatocarcinome. Dans l’étude de Filgo et al., l’utilisation de souris CD-1, un modèle utilisé 

pour les études de carcinogenèse a permis de démontrer un effet du PFOA sur le 

développement d’adénomes hépatocellulaires. Dans cette étude, des souris CD-1 ont été 

exposées à des doses journalières de 0,01 à 5 mg/kg/jours pendant la gestation (Filgo et al. 

2015). Les petits descendants des mères exposées au PFOA développent une hypertrophie 

ainsi que des adénomes hépatocellulaires. L’étude de Biegel et al., démontre également une 

augmentation de l’incidence d’adénomes hépatiques suite à une exposition alimentaire 

chronique de 2 ans chez le rat (50 et 300ppm de PFOA) (Biegel et al. 2001). Malgré le manque 

d’études épidémiologiques soutenant ces résultats, le PFOA a été classé comme molécule 

« susceptible d'être cancérigène pour l’Homme » par l’agence de protection 

environnementale américaine en 2006.  

En plus de l’hypertrophie hépatocytaire, l’hépatomégalie induite par le PFOA peut également 

être expliquée par l’accumulation de gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes. En effet, 

plusieurs études démontrent un effet du PFOA sur le développement d’une stéatose 

hépatique (Das et al. 2017; Kudo et al. 2011). Une étude menée sur des souris exposées à 

10mg/kg/j pendant 7 jours révèle une stéatose hépatique avec une augmentation de 

triglycérides hépatiques (Das et al. 2017).  
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L’exposition au PFOA modifie les profils de lipides hépatiques chez la souris en augmentation 

les proportions d’acide oléique, d’acide palmitoléique et d’acide 8,11,14-eicosatriénoique 

(Kudo et al. 2011). L’exposition au PFOA dérégule également les niveaux d’expression en 

ARNm de gènes clés du métabolisme lipidique hépatique dont Acox1, Fas, Scd1, Elovl5, Fads2 

et Lpcat3 (Kudo et al. 2011). Une analyse histologique et ultra-structurelle de foies de souris 

exposées au PFOA a permis de démontrer pour la première fois une accumulation de 

gouttelettes lipidiques à l’intérieur des noyaux hépatocellulaires (Ling Wang et al. 2013). Les 

auteurs de cette étude suggèrent que le PFOA de par sa structure pourrait interférer avec le 

transport et le métabolisme des acides gras et des gouttelettes lipidiques dans les 

hépatocytes. Cette localisation anormale de gouttelettes lipidiques dans les noyaux des 

hépatocytes pourrait participer à la toxicité du PFOA. Plusieurs études épidémiologiques 

démontrent une corrélation entre l’exposition au PFOA et les niveaux circulants de 

transaminases (ALT) qui est un marqueur important pour le diagnostic de la NAFLD. Une 

augmentation des niveaux d’ALT est également observée dans les études animales 

expérimentales d’exposition au PFOA (Wu et al. 2018; Son et al. 2008).  

Un nombre important d’études démontre des effets délétères du PFOA sur le métabolisme 

lipidique. Néanmoins, les études focalisant sur les effets du PFOA sur le métabolisme 

glucidique et les désordres associées sont moins nombreuses et ne sont pas toujours 

concordantes. Les études épidémiologiques sur l’association entre l’exposition au PFOA et les 

désordres du métabolisme glucidique tel que le diabète de type II sont contradictoires et 

aucune corrélation n’a été établie. En revanche, des études expérimentales sur des modèle 

animaux démontrent un effet du PFOA sur l’homéostasie glucidique (S. Yan et al. 2015; Zheng 

et al. 2017).  
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L’exposition à 5 doses de PFOA chez la souris (0.08, 0.31, 1.25, 5 et 20 mg/kg/day) pendant 28 

jours induit des perturbations du métabolisme glucidique et de la sensibilité à l’insuline (S. 

Yan et al. 2015). La voie de signalisation PI3K-Akt, une voie essentielle dans l’import hépatique 

du glucose médié par l’insuline est réprimée dans les foies de souris exposées à des doses 

égales ou supérieures à 1.25 mg/kg/j. Les souris exposées à 5 mg/kg/j de PFOA présentent 

également une diminution de la synthèse de glycogène hépatique qui selon les auteurs 

pourrait résulter d’une répression de la néoglucogenèse. En accord avec cette étude, d’autres 

études démontrent une altération de la néoglucogenèse et de la glycogénolyse suite à 28 jours 

d’exposition au PFOA (1.25mg/kg/j) (Zheng et al. 2017).  

 

V.3.5 Mécanismes de toxicité du PFOA  

Plusieurs études ont investigué le rôle de différents récepteurs nucléaires dans les effets 

toxiques du PFOA et ont révélé que 85% des gènes altérés par le PFOA dépendent de PPARα 

(Rosen et al. 2008). L’altération de gènes PPARα-indépendants impliqués dans le métabolisme 

lipidique et dans le métabolisme des xénobiotiques suggère l’implication d’autres récepteurs 

nucléaires tels que PPARγ, CAR et Nrf2. Une activation de PPAR a été démontrée suite à 

l’exposition au PFOA sur des modèles cellulaires ou des modèles animaux (James A Bjork and 

Wallace 2009; Fragki et al. 2021). Certains des effets du PFOA sont attribués à l’activation de 

PPARα tels que l’hypertrophie hépatocellulaire induite par une augmentation du nombre et 

de la taille des peroxysomes (Wolf et al. 2008; Pastoor et al. 1987). Néanmoins, certains effets 

du PFOA sont complètement ou partiellement indépendants de l’activation de PPARα tels que 

l’hépatomégalie, la stéatose hépatique et le développement d’adénomes hépatocellulaires 

(Das et al. 2017; Beggs et al. 2016).  
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Une étude suggère l’implication du facteur de transcription HNF-4 qui pourrait représenter 

une cible du PFOA pour induire la stéatose hépatique, le stress oxydant et la tumorigenèse 

(Beggs et al. 2016). Globalement, les mécanismes moléculaires impliqués dans la stéatose 

hépatique induite par le PFOA ont fait l’objet de très peu d’études. Cela souligne l’importance 

de poursuivre les études pour évaluer l’implication d’autres récepteurs nucléaires telles que 

CAR, PXR, Nrf2 et LXRα qui sont activés dans des modèles expérimentaux d’exposition au 

PFOA (J. A. Bjork, Butenhoff, and Wallace 2011).  

L’implication de CAR dans la détoxification des xénobiotiques et dans la pathogenèse de la 

NAFLD fait de ce récepteur une cible intéressante pour étudier les effets du PFOA. Le PFOA 

est également un activateur de CAR comme le démontre l’étude de Abe et ses collaborateurs 

dans laquelle une exposition au PFOA chez la souris induit une transcription de Cyp2b10, un 

gène cible prototypique de CAR (Abe et al. 2017). Dans des cellules humaines HepaRG, le PFOA 

induit la transcription de CYP2B6, équivalent du gène prototypique de CAR chez l’humain (Abe 

et al. 2017). Dans cette étude, les auteurs se sont intéressés au mode d’activation de CAR par 

le PFOA et suggèrent une activation indirecte de ce récepteur. Le récepteur CAR est impliqué 

dans différents mécanismes caractéristiques de l’exposition au PFOA telles que 

l’hépatomégalie et la stéatose hépatique et pourrait donc être une cible importante du PFOA.  
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ETUDES EXPERIMENTALES 

Partie I 

 

Le récepteur nucléaire CAR protège les souris femelles du développement de la NAFLD 

induite par un régime gras.  
 
La première partie de mes travaux de recherche a consisté à étudier le rôle du récepteur CAR 

dans la pathogenèse dimorphique de la stéatose hépatique induite par un régime riche en 

gras. Des souris mâles ou femelles, de génotype Wild Type (WT) ou knock-out pour le 

récepteur CAR (CAR-/-) ont été soumises à un régime riche en gras (HFD) ou à un régime 

contrôle pendant 16 semaines. Dans cette étude, trois facteurs ont été inclus dont le sexe, le 

génotype et le régime. Pour explorer le rôle dimorphique de CAR dans une situation de stress 

métabolique tel que le régime HFD, nous avons fait le choix d’effectuer les analyses en prenant 

en compte uniquement le facteur sexe et le facteur génotype. Tous les groupes représentés 

dans les figures (mâles/femelles, WT/CAR-/-) ont été soumis au régime HFD.  

Cette étude a permis de mettre en évidence un rôle dimorphique du récepteur CAR dans le 

développement de la NAFLD et des troubles métaboliques associés. Chez des souris femelles 

CAR-/- sous régime gras, l’absence du récepteur CAR induit des troubles métaboliques plus 

importants que ceux observés chez les souris Wild-Type (WT). Ces troubles incluent une prise 

de poids corporel, une accumulation de tissu adipeux, une hyperglycémie, une 

hyperinsulinémie, une stéatose et une souffrance hépatique qui sont plus graves que chez les 

femelles WT. Chez les mâles, l’effet de la délétion de CAR est moindre.  Les mâles CAR-/- 

présentent une hyperglycémie, une hyperinsulinémie, une stéatose et une souffrance 

hépatique plus importante que les WT.  
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Pour compléter cette analyse phénotypique, une analyse du transcriptome hépatique par 

microarray a permis de démontrer une induction de gènes impliqués dans le développement 

de la NAFLD et de la NASH uniquement chez les femelles CAR-/-. Cette analyse 

transcriptomique a également permis de mettre en évidence une corrélation positive entre la 

signature transcriptomique des femelles CAR-/- et celle de femelles délétées pour le récepteur 

aux œstrogènes ER. Enfin, la délétion de CAR induit chez les femelles une astrogliose qui est 

une augmentation anormale du nombre d’astrocytes au niveau des noyaux arqué et 

paraventriculaire de l’hypothalamus plus importante que chez les WT. Chez les mâles, la 

délétion de CAR n’affecte pas le nombre d’astrocytes.  

L’ensemble de ces résultats apporte de nouvelles connaissances sur le rôle de CAR dans le 

développement de la NAFLD en suggérant un rôle protecteur de CAR chez les femelles. 

Ces résultats font l’objet d’un article en phase de reviewing dans le journal « Journal of 

Hepatology ».  
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Abstract 

Background & Aims : Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) emerges as the most 

common cause of chronic liver disease worldwide, affecting 70-90% of obese individuals.  In 

humans, lower NAFLD incidence is reported in premenopausal women, although the 

mechanisms affording this protection remain under-investigated. Here, we tested the hypothesis 

that the constitutive androstane nuclear receptor (CAR) plays a role in the dimorphic 

pathogenesis of experimental NAFLD. 

Methods : Male and female, wild-type (WT) and CAR knock-out (CAR-/-) mice were 

subjected to a high-fat diet (HFD) for 16 weeks. We examined the metabolic phenotype of mice 

through body weight follow-up, glucose tolerance tests and analysis of plasmatic metabolic 

markers. We evaluated hepatic lipid accumulation and fibrosis levels through histological 

staining and analysed hepatic transcriptome using microarray. Finally, we examined the 

potential impact of HFD and CAR deletion on specific brain regions, focusing on glial cells.  

Results : HFD-induced metabolic disruptions such as weight gain and hepatic steatosis are 

more important in WT males than in females. However, CAR deletion in HFD-fed mice 

exacerbates weight gain and hepatic steatosis only in females. CAR-/- females present a NASH-

like hepatic transcriptomic signature suggesting a potential NAFLD to NASH transition. A 

transcriptomic correlation analysis highlighted a possible cross-talk between CAR and 

ER receptors which could explain the protective role of CAR. The peripheral effects of CAR 

deletion in female mice were associated with astrogliosis in the hypothalamus.  

Conclusion : Physiological expression of CAR protects female mice from the development of 

HFD-induced NAFLD and from a possible progression to more severe forms such as NASH. 

These findings provide evidence that nuclear receptor CAR may serve as a potential therapeutic 

target in the treatment of NAFLD/NASH. 
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Introduction 

Metabolic diseases include a wide range of disorders affecting energy metabolism such 

as obesity and type II diabetes. The widespread of metabolic diseases represents a global health 

issue that is approaching epidemic proportions. Among these, Non-Alcoholic Fatty Liver 

Disease (NAFLD) emerges as the most common cause of chronic liver disease worldwide, 

affecting 30% of general population and 70 to 90% of obese individuals (D. Kim et al. 2013). 

NAFLD is characterized by a reversible accumulation of lipid droplets in the liver, which in 

some cases can progress to more severe states such as Non-Alcoholic Steato-Hepatitis (NASH), 

Cirrhosis or Hepato-Carcinoma. NAFLD is a multifactorial pathology that can be the result of 

genetic and/or environmental factors such as lack of physical exercise and high fat and 

carbohydrate diets. Moreover, several studies suggest a sexual dimorphism in the prevalence of 

NAFLD with a higher susceptibility in men compared to pre-menopausal women (Ballestri et 

al. 2017).  

Despite the important prevalence of hepatic diseases, there is no approved treatment for 

NAFLD. It is therefore important to elucidate the molecular mechanisms involved in the 

pathogenesis of NAFLD in order to seek new therapeutic targets while considering sexual 

dimorphism of this disease.  

Nuclear receptor CAR (Constitutive Androstan Receptor), mainly expressed in the liver has 

first been described for its role in exogenous detoxification processes and endogenous 

catabolism of steroid and thyroid hormones (Qatanani, Zhang, and Moore 2005; Xie et al. 

2003). However, many studies have highlighted the involvement of CAR in major hepatic 

metabolic pathways such as gluconeogenesis and lipogenesis, thus revealing a role in the 

regulation of energy homeostasis (Lynch et al. 2014). Given its role at the crossroads between 

endocrine regulation and energy metabolism, CAR could be involved in dimorphic metabolic 

disruptions such as NAFLD.   
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In this study, using a CAR knock-out murine model, we demonstrate that CAR protects males 

and females from metabolic disorders induced by a HFD diet. This protection is more prominent 

in females where CAR deletion resulted in more severe weight gain, hepatic steatosis, liver 

injury, hyperglycemia, hyperinsulinemia and hypothalamic astrogliosis compared to WT 

females. Importantly, CAR deletion leads to dimorphic disruptions of hepatic transcriptome, 

with an up-regulation of genes involved in a NAFLD to NASH transition specifically in female 

mice. The transcriptomic analysis also highlighted a possible crosstalk between CAR and ER 

receptors in female mice, potentially explaining the protective role of CAR.  

 

Material and methods 

Animal experiments 

All in vivo experiments were conducted following French national and European laws and 

regulations relating to the housing and use of animals. These experiments have been approved 

by an independent ethics committee (Toxcométhique, INRAE ToxAlim, Toulouse, France).  

CAR knock out mice backcrossed on C57BL/6 J background were provided by Dr. Urs A. 

Meyer (Biocenter, University Basel, Switzerland). 8 weeks old male and female, Wild-Type 

(WT) or CAR knock-out (CAR-/-) mice were fed a High Fat Diet (HFD, 60% fat, D12492, 

Research Diets) during 16 weeks (n=10 mice per group, divided into two cages). Mice had 

access to food and water ad libitum with 12-hour light/dark cycles (23+/-2°C). Body weight, 

food and water intake were measured weekly. Animals were euthanized following 16 weeks of 

HFD by cervical dislocation. Liver, subcutaneous and epidydimal white adipose tissues were 

collected, weighed, snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for further use.  

 

 

 



 107 

Oral glucose tolerance test. 

At 4 and 10 weeks of diet, oral glucose tolerance tests were performed on conscious mice. Mice 

were fasted for 6 hours and fasted glycaemia was assessed with a drop of tail vein blood using 

an AccuCheck Performa glucometer (Roche Diagnostics). Mice then received an oral glucose 

load (2 g/kg body weight) and blood glucose was assessed as described above at -15, 0, 15, 30, 

45, 60, 90 and 120 minutes.   

 

Liver histological sections and scoring 

Paraformaldehyde-fixed, paraffin-embedded liver tissue was sliced into 3-μm sections, 

deparaffinized, rehydrated, and stained with Hematoxylin-Eosin or Sirius Red for 

histopathological analysis. Slides each having two sections of a single hepatic lobe were 

digitized using a Mirax scanner from 3DHistech. Sections were visualized using CaseViewer 

software and each section was individually scored using a NAFLD scoring system (NAS) 

adapted from Kleiner et al. (Kleiner et al. 2005). A total of four variables were qualitatively 

assessed and ranked with a score: hepatocellular steatosis, liver inflammation, lobular fibrosis, 

and hepatocyte ballooning. A detailed summary of criteria for score assignments are presented 

in table 1. 

 
Table 1 : Precise criteria used in the NAS scoring system 
 

Score Steatosis Inflammation Fibrosis Hepatocyte ballooning 

0 <5% of liver parenchyma No foci None None 

1 5-33% of liver 
parenchyma <2 foci at 20x field 

Zone 3 and/or 
perisinusoidal 

fibrosis 

Minimal to mild focal 
involving fewer than 3 

hepatocytes per foci 

2 34-66% of liver 
parenchyma 

2 to 4 foci at 20x 
field 

As grade 1 and portal 
fibrosis 

Moderate multifocal 
involving more than 3 
hepatocytes per foci 

3 >66% of liver 
parenchyma >4 foci at 20x field As grade 2 and 

bridging fibrosis 

Prominent multifocal 
involving large number of 

hepatocytes 
4 Not applicable Not applicable Cirrhosis Not applicable 
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Hepatic neutral lipids analysis 

Hepatic neutral lipid contents were determined at the end of the experiment as described 

previously (Régnier et al. 2018). Liver samples were homogenized in methanol/5 mM EGTA 

(2:1, v/v); lipids were extracted with chloroform/methanol/water (2.5:2.5:2.1, v/ v/v), in the 

presence of glyceryl trinonadecanoate, stigmasterol, and cholesteryl heptadecanoate (Sigma) as 

internal standards. Triglycerides, free cholesterol, and cholesterol esters were analysed by gas-

liquid chromatography on a Focus Thermo Electron system.  

 

Plasma analysis 

Blood samples were collected following a 6 hour fast for insulinemia assays or in fed-state 

before euthanasia for aspartate transaminase (AST) and alanine transaminase (ALT) assays. 

Blood was collected from the sub-mandibular vein using a lancet into lithium-heparin coated 

tubes (BD Microtainer). Plasma was obtained by centrifugation (1500xg, 10min, 4°C) and 

stored at -80°C. Fasted insulinemia was assayed using the ultrasensitive mouse insulin ELISA 

kit (Crystal Chem). AST and ALT plasmatic levels were assayed using a PENTRA 400 

biochemical analyser (Anexplo facility, Toulouse, France). 

 

Microarray and qPCR gene expression studies. 

RNA was extracted from liver samples and qPCR assays were performed as previously 

described (Lukowicz et al. 2019) for gene expression analysis of Tnfα and Pdgfr1β. Primers 

used for qPCR assays are reported in Table 2. A microarray analysis on liver samples (n=6 per 

group) was performed at the GeT‐TRiX facility (G�noToul, G�nopole Toulouse) using Agilent 

Sureprint G3 Mouse GE v2 microarrays (8x60K, design 074809) following the manufacturer's 

instructions. Microarray data and experimental details are available in NCBI's Gene Expression 

Omnibus (Edgar et al., 2002) and are accessible through GEO Series accession number 
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSEXXXXX). Microarray data were 

analyzed using R (R Core Team, 2018) and Bioconductor packages (Huber et al. 2015) as 

described in GEO accession GSEXXXXX. Raw data (median signal intensity) were filtered, 

log2 transformed, corrected for batch effects (microarray washing bath and labeling serials) and 

normalized using quantile method (Bolstad et al. 2003). A model was fitted using the limma 

lmFit function (Ritchie et al. 2015). Pair-wise comparisons between biological conditions were 

applied using specific contrasts. A correction for multiple testing was applied using Benjamini- 

Hochberg procedure (Benjamini 2010) to control the False Discovery Rate (FDR). Probes with 

FDR ≤ 0.05 were considered to be differentially expressed between conditions. Hierarchical 

clustering was applied to the samples and the differentially expressed probes using 1-Pearson 

correlation coefficient as distance and Ward’s criterion for agglomeration. The clustering 

results are illustrated as a heatmap of expression signals. The enrichment of KEGG pathways 

was evaluated using Enrichr (Biotools). The differentially expressed gene list of CAR-/- males 

and females were compared in BaseSpace Correlation Engine (Illumina, NextBio) to compare 

the transcriptomic signature of CAR-/- mice to liver signatures of male mice submitted to a 

Choline/Folic deficient diet (GSE57524), male LXRαβ-/- knockout mice fed a WD (western 

diet) (GSE38083) or female ERα-/- knockout mice fed a HFD (GSE95283). 

Table 2: Oligonucleotide primers used for qPCR assays  

Gene GenBank number Forward 5’-3’ Reverse 3’-5’ 
Tnfα NM_013693 TCCCCAAAGGGATGAGAAGTTC GCGCTGGCTCAGCCACT 

Pdgfr1β NM_008809 TGTGCAGTTGCCTTACGACT CAGGTGGGGTCCAAGATGAC 

 

Brain immunohistochemistry 

Brains were fixed in PFA 4% solution and immerged in sucrose 15% for 24h followed by 

sucrose 30% (n=5 per group). Brains were then snap frozen and stored at -80°C. Slices (20μm) 

were obtained using a cryostat and immunohistochemistry was performed after PBS washes.  
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Slices were added with blocking solution (PBS, triton 0.5%, horse serum 20%) at room 

temperature for 1h. Primary antibodies (Table 3) were diluted in blocking solution and slices 

incubated overnight at 4°C. After PBS washes, secondary antibody was added in PBS for 2h at 

room temperature. After PBS washes, slices were mounted using Vectashield containing DAPI. 

For all quantifications, 20X Z-stack images (Z=12 to 15 planes, each of 1µm) were analysed 

using Fiji. Two slices were examined for each mouse to quantify signals in constant regions of 

interest (ROI), identified by DAPI maps: arcuate (AN) and paraventricular (PVN) nuclei of 

hypothalamus, Cortex (CTX), Dentate Gyrus (DG) and White Matter (WM). Prior to analysis, 

all Z-stacks images were combined (Z-project, sum) using Fiji. For GFAP quantification: 

images were converted to RGB stack format. Signal threshold was adjusted to 200 units for 

each image. Area of GFAP signal was calculated setting threshold sensitivity equal for each 

image. GFAP data are expressed as a percentage of ROI total pixels. For Iba1 quantification, a 

cell counter tool was used to calculate the total number of DAPI cells and the number of Iba1+ 

cells in each ROI. Data are expressed as percentage (Iba1+/tot DAPI+) x 100.  

Table 3 : Primary/secondary antibodies used for immunohistochemistry 

Primary 
antibodies Host Vendor Reference Dilution 

Anti-IBA1 Anti-rabbit Wako Laboratory Chemicals 019-19741 1/1000 
Anti-GFAP Anti-chicken Abcam Ab4674 1/300 

DAPI Vectashield : mountain medium for 
fluorescence with DAPI Vector Laboratories H-1200 [DAPI] = 

1.5μg/ml 
Secondary 
antibodies Host Vendor Reference Dilution 

Anti-IBA1 Donkey anti-rabbit Alexa Fluor 488 Jackson ImmunoResearch 711-545-152 1/500 

Anti-GFAP Donkey anti-chicken Alexa Fluor 
Cy3 Jackson ImmunoResearch 703-165-155 1/500 

 

Data representation and statistical analysis 

All data are presented as mean +/- standard error of mean. Statistical analyses were performed 

using Mann-Whitney statistical test on GraphPad Prism (version 8.00; GraphPad Software). 

Significance threshold was set at p<0,05 (*).  
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Results  

 

CAR deletion exacerbates HFD-induced body weight gain only in female mice 

Male mice present similar patterns of weight gain during the 16 weeks of diet with a total weight 

gain of 25,7±1,1g for WT and 26,2±0,8g for CAR-/- mice (Figure 1A). However, CAR-/- 

female mice gain 30,5±1,1g compared to 14,5±1,5g in WT (Figure 1B). At the last weigh-in 

(16 weeks), mean weight was 47,3±1,9g for WT males and 49,5±0,7g for CAR-/- males. CAR-

/- females reached 49,2±1,2g compared to 33,9±1,4g in WT females. No difference was 

observed in food and water intake of WT and CAR-/- mice (Supplementary figure 1A-D) 

At the end of the 16 weeks of diet, sub-cutaneous and epididymal white adipose tissues (WAT) 

were harvested and weighed. An increase in WAT weight was observed only in CAR-/- females 

(Figure 1D). Subcutaneous WAT was 0,049±0,004g in WT compared to 0,073±0,004g in CAR-

/- females. Epidydimal WAT was also increased from 0,052±0,005g in WT to 0,068±0,002g in 

CAR-/- females.  

 

CAR deletion exacerbates HFD-induced hyperglycemia and hyperinsulinemia  

After 10 weeks of diet, glucose tolerance was assessed using an oral glucose tolerance test 

(OGTT). WT and CAR-/- males present equal glucose tolerance as indicated by an equal OGTT 

area under the curve (AUC) (Figure 2A). Conversely, CAR-/- female mice present decreased 

AUC, revealing better glucose tolerance than WT mice (Figure 2B). Similar results were 

obtained after 4 weeks of diet (data not shown). Fasted glycaemia and insulinemia levels were 

assessed, revealing a more important hyperglycaemia and hyperinsulinemia in CAR-/- mice 

compared to WT, in both male and female mice (Figure 2C, D).  
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CAR deletion exacerbates HFD-induced hepatic steatosis and liver injury  

After 16 weeks of HFD, liver samples were harvested for histological sectioning, haematoxylin-

eosin staining and scoring of hepatocellular steatosis. WT males present mainly microvesicular 

hepatocellular steatosis (Figure 3A), with a mean steatosis score of  2.00 ± 0.21.  CAR-/- males 

present a higher mean steatosis score of 2.67 ± 0.24 with cells presenting mixed 

micro/macrovesicular steatosis or microvesicular steatosis (Figure 3A). In WT females, a score-

1 microvesicular steatosis was observed in all animals, which is considerably lower than WT 

males (Figure 3B).  CAR-/- females present a more severe steatosis, with a mean score of  2.60 

± 0.16, comparable to that described for CAR-/- males (Figure 3B). 

Hepatic neutral lipids were analysed to support the histological observations. CAR-/- males 

present increased levels of cholesterol esters compared to WT mice (Figure 3C). In females, 

both cholesterol esters and triglycerides are increased in CAR-/- mice (Figure 3D).  

To determine whether the observed steatosis presents markers of progression towards a more 

severe form such as NASH, inflammation scores were assessed by the presence of foci of 

mononuclear and polymorphonuclear cells. CAR-/- male mice present a discrete score-1 

inflammation with changes comparable in appearance and distribution to those of WT mice 

(Figure 3E). Score-1 inflammation was also observed in both WT and CAR-/- females (Figure 

3F). Despite no morphological differences, RNA expression of pro-inflammatory cytokine 

Tnfα is increased in both male and female CAR-/- mice (Figure 3E, F).  

To further characterize the hepatic consequences of CAR deletion, plasmatic levels of Alanine 

Aminotransferase (ALT) and Aspartate Aminotransferase (AST) were assessed to evaluate 

liver injury. CAR-/- mice, both males and females, present increased levels of ALT and AST, 

suggesting underlying steatohepatitis (Figure 3G, H).  

The presence of liver fibrosis was determined by analysis of histological slices stained with 

Sirius Red (Figure 4A, B).  
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Fibrosis scoring revealed a comparable score-1 peri-sinusoidal or peri-portal fibrosis in all 

groups and no transcriptional changes in expression of Pdgfr1β, a marker for fibrosis (Figure 

4A, B). Finally, no hepatocyte ballooning was observed in any groups. Overall, CAR-/- mice 

present more important hepatic steatosis and liver injury compared to WT mice. 

 

Dimorphic impact of CAR deletion on hepatic transcriptome 

A microarray analysis was performed to assess the impact of CAR deletion on the hepatic 

transcriptome of HFD-fed mice. A principal component analysis (PCA) revealed an important 

effect of CAR deletion on hepatic transcriptome in males and females (Figure 5A), with a 

significant discrimination of WT and CAR-/- mice on the first principal component, 

representing 28,6% of total variance (Dim1). Clustering of male and female mice is reported 

on the second principal component (Dim2, 22,7% of total variance) with a convergence of 

CAR-/- females towards the male profile.  

A heat map of 3354 probes selected as differentially expressed genes was plotted (Figure 5B). 

Nine clusters are distinguishable; cluster 1 is specifically downregulated in CAR-/- males 

whereas cluster 5 is specifically upregulated in CAR-/- females. Clusters 4 and 6 are impacted 

by sex: male vs female, whereas clusters 2, 8 and 9 by genotype: WT vs CAR-/-. Interestingly, 

the expression profiles of clusters 3 and 7 in CAR-/- female mice are closer to the profiles of 

males than of WT females. Enrichment analysis of Kegg pathways were performed for clusters 

3 and 7. The 7 most significant pathways are presented in supplementary table 1.  

Venn diagrams were plotted to compare variations between WT and CAR-/- in both sexes 

(Figure 5C, D). CAR-/- males and females present respectively 1643 and 1896 upregulated 

genes compared to WT. Only 810 up-regulated genes are common to both CAR-/- males and 

females.  
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Similarly, CAR-/- males and females present respectively 1550 and 1788 down-regulated genes 

compared to WT and only 367 down-regulated genes are common to both sexes.  Thus, the 

majority of up and down-regulated genes in CAR-/- mice are not common to both sexes, 

revealing a dimorphic impact of CAR deletion on hepatic transcriptome. Enrichment analysis 

of upregulated genes in males revealed pathways such as osteoclast differentiation and natural 

killer cytotoxicity (Figure 5C). In females, thermogenesis and NAFLD are represented among 

up-regulated genes (Figure 5C). In males, steroid hormone biosynthesis as well as amino acid 

metabolism are negatively affected (Figure 5D). Protein processing in endoplasmic reticulum 

(ER) and spliceosome are the main pathways represented among down-regulated genes in 

females (Figure 5D). The 36 genes linked to the NAFLD pathway which are represented among 

the specifically up-regulated genes in CAR-/- females (Figure 5C) are presented in figure 5E. 

These genes were traced in the NAFLD Kegg pathway map (hsa04932) representing stage-

dependent progression of NAFLD and are mainly involved in β-oxidation (Ndufa-b-s-c, Sdha-

b, Cyc1, Uqcrq-c-s, Cox1-5-6-7-8) and inflammation (Jun) which are mechanisms disrupted in 

NASH conditions. Genes involved in simple steatosis mechanisms are also represented among 

specifically up-regulated genes in CAR-/- females (Gsk3, Prkab2).  

 

Positive correlation between transcriptomic signatures of CAR-/- and ERα-/- females 

The hepatic transcriptomic signature of CAR-/- males and females was compared to other 

hepatic profiles using Base Space Correlation Engine (Illumina). For both males and females, 

an important positive correlation was revealed with profiles of mice fed a choline/folic deficient 

diet, and LXRαβ knock-out mice fed a western diet (WD), which are both NASH-inducing diets 

(Figure 6A). The transcriptomic signature of CAR-/- females positively correlated with ERα 

knock-out females fed a HFD, whereas a negative correlation was revealed for CAR-/- males 

(Figure 6A).  
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Among up-regulated genes, 373 genes are common to both CAR-/- females and ERα females 

(Figure 6B). Enrichment analysis revealed that these genes are involved in NAFLD and 

oxidative phosphorylation which is disrupted in NASH conditions (Figure 6D). On the other 

hand, 345 down-regulated genes are common to CAR-/- and ERα females (Figure 6C) and are 

mostly involved in the spliceosome pathway and linoleic acid metabolism (Figure 6E).  

 

CAR deletion associates with hypothalamic astrogliosis in HFD-fed females 

To assess the possible impact of CAR deletion and HFD on central nervous system homeostasis, 

specific brain regions were analysed. GFAP reactivity in the arcuate (AN) and paraventricular 

(PVN) nuclei of the hypothalamus was increased in CAR-/- females (Figure 7A, B). This 

astrogliosis is specific to the hypothalamus as it was not observed in other regions such as the 

Cortex (CTX), hippocampus (e.g., dentate gyrus) and White Matter (WM) (Figure 7C). No 

GFAP expression changes were observed in males (Supp. Figure 2 A).  

In addition, IBA1 microglial reactivity was unchanged across experimental conditions with the 

exception of the WM in males (Supp. Figure 2 B) and AN in females (Supp. Figure 2 C). These 

results, exclude the presence of significant, or widespread, pro-inflammatory changes, while 

pointing to a possible, and specific, involvement of hypothalamic astrocytes in female mice.   

 

Discussion 

The results presented in this study advance our understanding of the role of CAR in the 

development of NAFLD. Our results reveal a preponderant role of CAR in females through 

protection from metabolic disorders induced by a HFD such as obesity, hyperglycemia, 

hyperinsulinemia and hypothalamic astrogliosis. Importantly, CAR seems to protect females 

from NAFLD and the progression towards more severe forms such as NASH. In males, CAR 

implications are limited to hyperglycemia, hyperinsulinemia and hepatic injury.  
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Several studies aimed at investigating the role of CAR in the development of NAFLD/NASH, 

yet existing results are contradictory.  CAR activation in HFD-fed mice was reported to improve 

hepatic steatosis by decreasing lipogenesis and inducing β-oxidation (Dong et al. 2009). 

However, CAR activation in MCD diet-fed NASH mice (methionine-choline deficient diet) 

was reported to worsen hepatic fibrosis (Yamazaki et al. 2007) and promote 

hepatocarcinogenesis (Kettner et al. 2016; Takizawa et al. 2011). Most of the studies focused 

on CAR’s role in the pathogenesis of NAFLD were carried-out on males only and therefore 

they did not investigate the dimorphic role of CAR.  

 

Here, we reveal an important role of CAR in the protection of female mice against NAFLD and 

a potential NASH transition. Interestingly, several studies highlighted a protection of pre-

menopausal women, which is lost after menopause. A recent meta-analysis of 54 studies 

revealed that women have a 19% lower risk of NAFLD than men, however, once NAFLD is 

established, women have similar risk of progression to NASH and a 37% higher risk of 

advanced fibrosis (Balakrishnan et al. 2021). The protection of premenopausal women from 

NAFLD involves estrogens which reduce hepatic lipid accumulation and suppress liver 

inflammation and fibrosis (C. Lee, Kim, and Jung 2019). Moreover, silencing ERα expression 

in the liver using an adenoviral short hairpin RNA markedly increases hepatic triglyceride 

accumulation in HFD-fed C57BL/6 female mice (X. Wang et al. 2015). Consistently, deletion 

of ERα in the liver abolishes E2-induced protection against HFD-induced steatosis (Guillaume 

et al. 2019). In our study, selected CAR functions overlap with ERα, as CAR deletion in females 

leads to a greater accumulation of lipids in the liver in response to a HFD-diet (Figure 3B). This 

lipid accumulation is associated with an increase in ALT and AST levels in CAR-/- mice in 

both males and females suggesting a role of this receptor in the progression from NAFLD to 

NASH (Figure 3G and H).  
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However, a Sirius Red staining of liver slices did not reveal changes in fibrosis levels between 

WT and CAR-/- mice. A more extended administration of the HFD would probably have been 

necessary to reveal such markers. In fact, in a recent study, authors revealed that a prolonged 

administration of HFD (80 weeks) in mice, induces NASH-like disruptions such as hepatic 

inflammation and fibrosis  (Velázquez et al. 2019).  

 
The transcriptomes of HFD-fed CAR-/- males and females are closer than those of WT males 

and females as illustrated on the PCA analysis in Figure 5A and the heatmap in Figure 5B. CAR 

deletion in females brings their transcriptomes closer to the male profile. Moreover, the impact 

of CAR deletion appears to be greater in females than in males (Figure 5A) with a more 

important number of up and down-regulated genes (Figure 5C-D), which is consistent with the 

development of more severe metabolic disorders in CAR-/- females (Figures 1B and 2B). 

Clusters 3 and 7 depicted in the heatmap are specifically disrupted in CAR-/- females (Figure 

5B). The profiles of these two clusters also highlights that the loss of CAR brings the female 

transcriptome closer to that of males. Further analysis revealed that the NAFLD pathway is 

significantly enriched among genes up-regulated specifically in CAR-/- females (Figure 5C, 

E). These genes were traced in the NAFLD Kegg pathway map representing stage-dependent 

progression of NAFLD. They are involved in inflammation and oxidative phosphorylation and 

therefore fit into a pattern of a NAFLD to NASH transition. Consistently, the Base Space 

Correlation Engine analysis highlights an important positive correlation of liver transcriptomes 

of HFD-fed CAR-/- males and females and mice fed a choline/folate deficient diet, a NASH-

inducing diet (Stephenson et al. 2017). This analysis also revealed a positive correlation 

between the transcriptomes of HFD-fed CAR-/- mice and western diet-fed LXRαβ-/- mice, 

confirming the previously reported CAR/LXR crosstalk (L. Xiao, Xie, and Zhai 2010). 

Interestingly, a correlation between HFD-Fed-CAR-/- mice and HFD-fed ERα-/- mice was 

observed only in females, revealing an undescribed yet CAR and ERα crosstalk.  



 118 

The cross-talk between CAR and ERα  signaling pathway could lead to estrogen inefficiency 

when CAR is absent as when ERα is absent (Guillaume et al. 2019). 

Another interesting result of our study is the presence of sex and region-specific adaptations of the 

central nervous system of HFD-fed CAR-/- mice compared to WT. We report astrogliosis in 

response to the HFD and CAR deletion, specifically in the hypothalamus and in females. In the 

hypothalamus, astrocytes perform various functions that can directly affect energy homeostasis 

such as nutrient sensing and transport (Bélanger, Allaman, and Magistretti 2011). In addition, 

a HFD-induced metabolic stress is known to induce astrogliosis,  described as a protective 

homeostatic response which restrains food intake in response to the diet (Buckman et al. 2015).  

Some studies have reported that females are protected from the deleterious effects of HFD on 

brain homeostasis and that this protection involves the estrogen receptor ERα (Morselli et al. 

2016). Collectively, evidence suggests that a protective role of CAR in females may extend to 

organs other than the liver.  

Overall, these findings provide further insights in the dimorphic pathogenesis of NAFLD by 

revealing an important role of nuclear receptor CAR in the protection of females from HFD-

induced peripheral and central metabolic disruptions. CAR seems to protect females from 

NAFLD and potential NASH transition and it should therefore be further considered for the 

development of potential therapeutic targets in the treatment of NAFLD/NASH.  
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Figure Legends  

 

Figure 1 : CAR deletion exacerbates HFD-induced body weight gain only in female mice. 

Body weight was monitored during 16 weeks of HFD in WT and CAR-/- male (A) and female 

(B) mice and mean body weight gain was assessed. C, D: Following 16 weeks of diet, 

subcutaneous and epididymal white adipose tissues (WAT) were harvested and weighed (BW: 

averaged by grams of body weight). 

 

Figure 2 : CAR deletion exacerbates HFD-induced hyperglycaemia and 

hyperinsulinemia. At week 10 of HFD, an oral glucose tolerance test was performed (A, B). 

Data are presented as the percentage of initial glycaemia with corresponding area under the 

curve (AUC). Glycaemia and insulinemia levels were assessed in fasted state (C, D).   

 

Figure 3 : CAR deletion exacerbates HFD-induced hepatic steatosis and injury. Following 

16 weeks of HFD, histological sections of liver were stained with hematoxylin-eosin (HE, 

magnification x20) and a score ranging in severity from 1 to 3 was assigned for hepatocellular 

steatosis (A, B). Hepatic cholesterol esters and triglycerides (C, D) were analyzed by gas 

chromatography (GC-FID). Scoring of inflammation was performed on HE slices and gene 

expression of inflammation marker Tnfα was assessed by qPCR (E, F). Plasmatic levels of 

Alanine Aminotransferase (ALT) and Aspartate Aminotransferase (AST) were assayed using a 

biochemical analyser (G, H). 

 

Figure 4 : CAR deletion does not affect liver fibrosis. Histological sections of liver were 

stained with Sirius Red (A, B, magnification x20). Circles indicate peri-sinusoidal fibrosis and 

rectangles indicate peri-portal fibrosis. Scoring of lobular fibrosis was performed on Sirius Red 

slices and gene expression of fibrosis marker Pdgfr1β was assessed by qPCR (C, D). 

 

Figure 5 : Dimorphic impact of CAR deletion on hepatic transcriptome. A microarray 

analysis of hepatic transcriptome was performed. A: Principal component analysis (PCA) with 

separation of data by two dimensions. B: Heat-map representation of gene expression for each 

individual; the hierarchical clustering was obtained using Ward’s criterion and Pearson’s 

correlation coefficient. Red and green respectively indicate values above and below the mean 

averaged, centered and scaled expression values (Z-score). Black indicates values close to the 

mean.  
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Venn diagrams with number of up-regulated (C) or down-regulated (D) genes in CAR−/− mice. 

Sex-specific variations were further analysed and enrichment of Kegg pathways is reported 

with gene number and corresponding p-value. E: The 36 genes of NAFLD pathway which are 

specifically up-regulated in CAR-/- females were represented for both male and females. 

 

Figure 6 : Positive correlation between transcriptomic signatures of CAR-/- and ERα-/- 

females. A: The differentially expressed gene list of CAR-/- male and female mice were 

compared in Base Space Correlation Engine (Illumina) to publicly available datasets. All 

correlations present a significant p-value of overlap (-log(pvalue overlap) > -log(0,05)). Males 

fed a Choline/Folic deficient diet (GSE57524); LXRαβ-/- males fed a western diet WD 

(GSE38083); ERα-/- females fed a HFD (GSE95283). Venn diagrams representing common 

up-regulated (B) and down-regulated genes (C) between CAR-/- and ERα-/- females. Common 

genes were further analysed for enriched Kegg pathways using Enrichr (BioTools) (D, E). 

 

Figure 7 : CAR deletion associates with hypothalamic astrogliosis in HFD-fed females.  

A: Histological slices of brain of WT and CAR-/- females were stained for GFAP expression, 

an astrocyte marker in the arcuate (AN) and paraventricular (PVN) nuclei of hypothalamus (A). 

Quantification of GFAP fluorescence in AN and PVN (B), Cortex (CTX), Dentate Gyrus (DG) 

and White Matter (WM) of females (C).  

 

Supplementary Figure 1 : CAR deletion does not affect food and water intake of mice. 

Food (A, B) and water (C, D) intake of males and females were measured weakly for each cage 

throughout the 16 weeks of HFD and averaged by day and by grams of mean body weight (BW) 

per cage (n=2 cages per group). An overall average of the 16 weeks was calculated. 

 

Supplementary Figure 2 : CAR deletion induces dimorphic central adaptations. A: 

Quantification of GFAP expression in males, in the arcuate (AN) and paraventricular (PVN) 

nuclei of hypothalamus, Cortex (CTX), Dentate Gyrus (DG) and White Matter (WM). 

Histological slices were also stained for IBA1 expression, a microglial marker, in the same 

regions in males (B) and females (C).  

 

Supplementary Table 1 : Kegg pathway enrichment of cluster 3 and 7 of heat map. 

Clusters 3 and 7 of the heat map presented in Figure 5 were analysed using Enrichr, the 7 

most significative Kegg pathways are reported in this table. 
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ETUDES EXPERIMENTALES 
Partie II 

 

Étude du rôle du récepteur CAR dans la pathogenèse de la stéatose hépatique induite 

par l’acide perfluorooctanoïque (PFOA)  

 
L’objectif de la deuxième partie de mes travaux de recherche a été d’étudier le rôle du 

récepteur CAR dans la pathogenèse de la stéatose hépatique induite par l’exposition au PFOA. 

Des souris mâles ou femelles, de génotype WT ou CAR-/- ont été exposées à de fortes doses 

de PFOA en aigüe (3 jours, 100mg/kg/jour). Dans cette étude, comme dans la précédente, 

trois facteurs sont présents dont le facteur sexe, génotype et traitement. Dans cette étude, 

l’objectif était d’étudier le rôle de CAR dans un contexte de stress xénobiotique lié à 

l’exposition au PFOA. Nous avons donc comparé la réponse à une exposition au PFOA de souris 

WT et de souris délétées pour CAR. Une première analyse a permis de générer un « fold 

change » (traité au PFOA vs contrôle) pour chacun des génotypes et des sexes. Les « fold 

change » représentant l’effet du PFOA chez les souris WT ont ensuite été comparés à ceux des 

CAR-/- pour les deux sexes.  

Les résultats de cette étude révèlent une implication dimorphique du récepteur CAR dans les 

effets du PFOA. L’exposition au PFOA induit une activation du récepteur CAR ainsi qu’une 

hépatomégalie partiellement dépendante de CAR, car moins importante chez les souris CAR-

/- que les WT. Ce composé induit également une accumulation de lipides au niveau hépatique 

chez les souris WT et CAR-/-. Chez les mâles, la délétion de CAR n’affecte pas les contenus 

lipidiques hépatiques, alors que les femelles CAR-/- présentent une accumulation moins 

importante de triglycérides en réponse au PFOA que les WT. De plus, les gouttelettes 

lipidiques formées chez les souris CAR-/- sont de plus petite taille que celles formées chez les 
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souris WT, dans les deux sexes. Pour comprendre les mécanismes impliqués dans la stéatose 

induite par l’exposition au PFOA, nous avons analysé le profil lipidique plasmatique ainsi que 

l’expression de gènes impliqués dans l’import et l’export de lipides hépatiques, la lipogenèse 

de novo, la -oxydation et la formation des gouttelettes lipidiques. Une diminution des 

triglycérides (TG) et des acides gras libres (AGL) plasmatiques et une induction de l’expression 

de Cd36, un gène impliqué dans l’import d’AGL suggèrent que l’augmentation de l’import 

lipidique hépatique est un mécanisme clé dans la stéatose induite par le PFOA.  Ces 

mécanismes ne sont pas impactés par la délétion de CAR chez les mâles. En revanche, chez les 

femelles, la diminution de TG et d’AGL en réponse au PFOA est plus importante chez les WT 

que chez les CAR-/-. Nous avons également étudié l’effet du PFOA sur des souris mâles PXR-/. 

Ce récepteur est activé par le PFOA et est en partie impliqué dans l’hépatomégalie induite par 

ce toxique. Comme chez les souris CAR-/-, les gouttelettes lipidiques formées chez les souris 

PXR-/- semblent être de plus petite taille que celles formées chez les souris WT. 

Les résultats obtenus dans cette étude font l’objet d’un article en préparation.  
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Role of nuclear receptor CAR in the development of PFOA-associated fatty 

liver disease 

Oliviero F et al., article in preparation. 

 

Abstract  

Environmental contaminants are suspected to play a role in the pathogenesis of Non-Alcoholic 

Fatty Liver Disease (NAFLD), the incidence of which is increasing in the western countries. 

Perfluorooctanoic acid (PFOA) is a persistent pollutant known to disrupt the hepatic lipid 

metabolism. The aim of this study is to explore the role of nuclear receptors CAR and PXR in 

hepatic steatosis induced by PFOA. For this, an acute exposure to high doses of PFOA 

(100mg/kg/j) was performed on male and female WT, CAR-/- and PXR-/- mice. This study 

reveals a significant accumulation of lipids in the liver of mice exposed to PFOA. A further 

study of the mechanisms involved shows a decrease in plasmatic triglycerides and free fatty 

acids as well as an up-regulation of the Cd36 transporter involved in the import of fatty acids 

to the liver. Histological analysis of the liver allowed the detection of lipid droplets of smaller 

size in CAR-/- and PXR-/- mice exposed to PFOA, suggesting an unknown role of these 

receptors in the formation of lipid droplets. 

 

Introduction  

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) and Non-Alcoholic SteatoHepatitis (NASH) are 

currently the leading causes of liver diseases in western countries. They represent a set of 

hepatic pathologies ranging from a steatosis which is a simple accumulation of hepatic fat, to 

inflammation with or without fibrosis known as NASH, which can progress into cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma (Cohen 2011).  
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The prevalence of NAFLD has doubled over the past 20 years, reaching 30% of total population 

in industrialized countries and 10% in developing countries (Farrell et al. 2007). Environmental 

contaminants have been suspected to play a role in the onset of this pathology and its 

progression to more serious forms. The term TAFLD (Toxic-Associated Fatty Liver Disease) 

recently used in the literature suggests that toxicants considered as environmental obesogens 

could also participate in the development of fatty liver disease (Wahlang et al. 2013). 

Perfluoroalkylated substances are a subset of the large anthropogenic group of perfluorinated 

compounds manufactured for over 60 years. Due to their unique physico-chemical 

characteristics, they have been widely used for several industrial purposes and consumer-

related applications (IARC 2016). Because of their long half-life in human body, health risks 

of perfluorinated compounds are an important concern. PFOA, one of the major representatives 

of perfluoroalkylates carboxylates, displays a large set of adverse effects in humans and animal 

models, especially hepatotoxicity. Studies in rodents have shown that PFOA is a potent 

modifier of lipid metabolism and causes fatty liver disease (Das et al. 2017; Kudo et al. 2011). 

However, the molecular mechanisms involved in the effects of PFOA remain to be elucidated. 

Some studies suggest that PFOA interferes with mitochondrial β-oxidation of fatty acids while 

others suggest an action through activation of the PPARα receptor which plays an important 

role in the regulation of hepatic lipid metabolism (Rosen et al. 2008). However, the use of 

PPARα genetically deficient mice (PPARα -/-) reveals that the steatosis induced by PFOA and 

other perfluorinated compounds is independent of PPARα (Wolf et al. 2008; Pastoor et al. 

1987). This suggests an involvement of other nuclear receptors such as  CAR, PXR and LXR 

which are activated in response to PFOA (Rosen et al. 2008).  
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The aim of this study is to assess the role of CAR and PXR receptors in PFOA-induced steatosis. 

These receptors are mainly expressed in the liver and are particularly interesting because of 

their function at the crossroads between detoxification, endocrinology and energy metabolism 

(di Masi et al. 2009). In fact, CAR and PXR can modulate genes involved in lipid metabolism 

(Lynch et al. 2014; J. Yan et al. 2015; di Masi et al. 2009) and their activation leads to lipid 

accumulation in the liver (Marmugi et al. 2016; Knebel et al. 2019). Therefore, CAR and PXR 

are interesting targets to study the steatosis induced by PFOA. Because NAFLD is a dimorphic 

pathogenesis, both male and female mice were included in this study.  

In this study we demonstrate that PFOA-induced steatosis occurs in both males and females 

and that it involves an import of fatty acids from the circulation to the liver. We also reveal an 

involvement of CAR and PXR in the size of lipid droplets accumulated in the liver in response 

to a PFOA exposure.  

 

Material and methods 

 

Animal experiments 

All in vivo experiments were conducted following French national and European laws and 

regulations relating to the housing and use of animals. These experiments have been approved 

by an independent ethics committee (“Toxcom�thique, INRA ToxAlim, Toulouse, France”).  

CAR knock-out or PXR knock-out mice backcrossed on the C57BL/6J background were 

provided by Dr. Urs A. Meyer  (Biocenter, University Basel, Switzerland). 8 week old male or 

female C57BL6/J, CAR-/- and PXR-/- mice were divided into two groups (Table 1) treated by 

oral gavage with either tap water or PFOA once a day for three days (100 mg/kg/day). Mice 

were euthanised on day 4 of experiment. Mice had access to food and water ad libitum with 12 

hour light/dark cycle (23+/-2°C). 
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Table 1 : Description of experimental groups 

Sex Genotype Treatment n 

♂ 
C57BL6/J Vehicle/Control (C) 12 

C57BL6/J PFOA (P) 12 

♀ 
C57BL6/J C 6 

C57BL6/J P 6 

♂ 
CAR-/- C 12 

CAR-/- P 12 

♀ 
CAR-/- C 6 

CAR-/- P 6 

♂ 
PXR-/- C 6 

PXR-/- P 6 

 

Blood and organ sampling.  

Before euthanasia, blood was collected in fed state from the sub-mandibular vein using a lancet 

into lithium-heparin coated tubes (BD Microtainer). Plasma was obtained by centrifugation 

(1500xg, 10min, 4°C) and stored at -80°C. Plasmatic triglycerides, free fatty acids and total 

cholesterol were assayed using a PENTRA 400 biochemical analyser (Anexplo facility, 

Toulouse, France). Liver tissue was collected, weighed, snap frozen in liquid nitrogen and 

stored at -80°C. Liver samples (50 mg) were kept in tissue TEK. 

   

RT-qPCR analysis.  

Total hepatic RNA was extracted from liver samples with TRIzol® reagent (Sigma-Aldrich). 

For real-time quantitative polymerase chain reaction (qPCR), total RNA samples (2 μg) were 

reverse-transcribed using a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems, Courtaboeuf, France). Primers for SYBR Green assays are presented in 

Supplementary Table 1.  
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Amplifications were performed on an ABI Prism 7300 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems). qPCR data were normalized by TATA-box binding protein mRNA levels and 

analyzed with LinRegPCR (2015.3 version). 

 

Liver and histological sections  

Liver samples were also in tissue TEK (ref), snap frozen in isopentane (ref) and  sliced into xx-

µm sections, and stained with Oil-red-O (ref). Staining was visualized with a Leica microscope 

DM4000 B equipped with a Leica DFC450 C camera (Leica Microsystems). 

 

Hepatic neutral lipid analysis  

Hepatic neutral lipid contents were determined as described previously (Régnier et al. 2018). 

Liver samples were homogenized in methanol/5 mM EGTA (2:1, v/v); lipids were extracted 

with chloroform/methanol/water (2.5:2.5:2.1, v/ v/v), in the presence of glyceryl 

trinonadecanoate, stigmasterol, and cholesteryl heptadecanoate (Sigma) as internal standards. 

Triglycerides, free cholesterol, and cholesterol esters were analysed by gas-liquid 

chromatography on a Focus Thermo Electron system.  

 

Data representation and statistical analysis.  

All data are presented as mean +/- SEM. Statistical analyses were performed using Mann-

Whitney statistical test on GraphPad Prism for Windows (version 8.00; GraphPad Software). 

Significance threshold was set at p<0,05 (*).  
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Results  

 

CAR-dependent PFOA induction of CAR and PPAR target genes 

3 days exposure to PFOA induces transcription of Cyp2b10 and Cyp2c29 in WT males (Figure 

1A) and in WT females (Figure 1B). These are prototypical genes of CAR, thus their increased 

transcription reflects CAR activation. In CAR-/- males and females, PFOA induction of 

Cyp2b10 and Cyp2c29 is lower than in WT, revealing a CAR-dependent induction of these 

genes by PFOA. PFOA exposure also induces transcription of prototypical PPAR genes 

Cyp4a10 and Cyp4a14 in both male and female WT mice (Figure 1C-D). However, CAR 

deletion impacts PFOA up-regulation of PPAR target genes differently in males and females. 

CAR-/- male mice have a minor increase of transcription of Cyp4a10 and Cyp4a14 compared 

to WT revealing a CAR-dependent PPAR activation. CAR-/- females present higher levels of 

transcription of PPAR target genes compared to WT females (Figure 1C-D). 

In addition, PFOA increases mRNA expression of PXR prototypical genes Cyp3a11 and 

Cyp2c55 in WT male mice independently of PXR as PXR deletion does not affect PFOA effect 

on these genes (Supp Figure 1A).  

 

PFOA induces CAR-dependent hepatomegaly and hepatic steatosis 

Acute PFOA exposure increases liver weight of 2 fold in WT males (Figure 2A) and females 

(Figure 2B). In CAR-/- mice liver weight is only increased of 1,5 fold in both sexes (Figure 2A, 

B) revealing a partially CAR-dependent hepatomegaly induced by PFOA. PFOA induces lipid 

droplet accumulation in the liver, as revealed by Oil Red-O staining of histological liver slices 

in both WT males (Figure 2C) and WT females (Figure 2D). In CAR-/- mice, lipid 

accumulation induced by PFOA seems to be less important in quantity and in size of lipid 

droplets (Figure 2C, D).  
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Hepatic neutral lipids were extracted and quantified to support histological observation and 

revealed that PFOA-induced steatosis is mainly comprised of triglycerides, increasing of a 6 

fold in WT males (Figure 2E) and of a 5 fold in WT females (Figure 2F). Cholesterol esters are 

not affected by PFOA exposure in WT mice, with a fold change close to 1 (Figure 2E, F). CAR 

deletion does not affect neutral lipid quantities in males, however, in females, CAR deletion 

reduces PFOA-induced triglyceride accumulation (Figure 2E, F).  

The effect of PFOA on liver weight is slightly more important in WT male mice than in PXR 

male mice, revealing a partially PXR-dependent effect of PFOA on liver weight (Supp Figure 

1B). As for CAR-/- mice, PFOA-induced lipid droplet accumulation in PXR-/- male mice seems 

to be less important in quantity and in size of lipid droplets compared to WT male mice (Supp 

Figure 1C). 

 

PFOA increases lipid uptake in the liver 

PFOA administration decreases plasma levels of triglycerides (TGs) and free fatty acids (FFAs) 

in WT and CAR-/- males (Figure 3A). In WT females, plasma TGs are decreased in PFOA-

treated WT and CAR-/- mice (Figure 3B), however, plasma FFAs are more importantly 

decreased in PFOA-treated WT than in CAR-/- mice.  

PFOA-induced hepatic steatosis can be the result of different mechanisms represented in figure 

4A such as increased lipid uptake, increased de novo lipogenesis, decreased -oxydation or 

decreased lipid export. An analysis of these pathways was assessed by qPCR and revealed that 

PFOA increases mRNA levels of Cd36, a major actor of FFA uptake in the liver in males (15 

fold) and females (13 fold) (Figure 4B, C). The induction of Cd36 is not dependent of CAR 

since its expression is not affected by CAR deletion. 
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De novo lipogenesis limiting enzymes such as Scd1, Acc and Fasn are not impacted in males 

(Figure 4D, E). However, in WT females, PFOA increases de novo lipogenesis in a partially 

CAR-dependent way as this effect is less important in CAR-/- mice (Figure 4D, E).   

-oxydation genes (Acox1, Cpt1a, Eci) are up-regulated in PFOA-treated WT and CAR-/- 

males and females (Figure 4F, G). Finally, perilipin proteins involved in lipid droplet formation 

(Plin2, Plin5) are up-regulated in PFOA-treated WT males and females (Figure 4H, I). CAR 

deletion exacerbates PFOA-induced Plin2 up-regulation in females and Plin5 up-regulation in 

males (Figure 4H, I). 

 

Discussion  

The results presented in this study reveal that an acute exposure to PFOA leads to activation of 

nuclear receptor CAR, hepatomegaly and accumulation of lipids in the liver of male and female 

WT mice. Analysis of PFOA effects on CAR-/- and PXR-/- mice revealed a partial involvement 

of both receptors in hepatomegaly and accumulation of lipids in the liver. 

The PPARα receptor is considered to be the primary target of PFOA. In this study we reveal 

that in addition to activating PPARα, PFOA also activates CAR as demonstrated by other 

studies (Schlezinger et al. 2020). CAR can be activated directly by its pharmacological agonist 

TCPOBOP or indirectly by phenobarbital (Oliviero et al. 2020). A study suggests an indirect 

activation of PFOA by CAR without direct binding (Abe et al. 2017). In this study we reveal 

that the activation of PPARα depends on the receptor CAR in a different way in males compared 

to females. In males, the activation of PPARα is less important in the absence of CAR, whereas 

in females PPAR activation is more important when CAR is absent. 

Studies using PPARα-/- mice revealed that PPARα is not involved in the steatosis induced by 

PFOA (Wolf et al. 2008; Pastoor et al. 1987). In this study, we reveal that PFOA, in the absence 

of CAR induces a steatosis which is not identical to the one induced when CAR is present.  
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The absence of CAR leads to a lower quantity of lipids mainly in females (Figure 2F) and to 

lipid droplets of smaller size, in both males and females (Figure 2C, D). These results suggest 

an undescribed role of CAR in the formation of lipid droplets. An on-going proteomic analysis 

aims at comparing the proteome of lipid droplets from CAR-/- and WT mice exposed to PFOA. 

Interestingly, the lipid droplets formed in the presence of PFOA are composed mainly of 

triglycerides whereas those induced by high fat diets usually contain both triglycerides and 

cholesterol esters (Ito et al. 2007). 

The accumulation of lipids in the liver can be the consequence of different mechanisms such as 

a de novo synthesis through lipogenesis, an inhibition of fatty acid catabolism, an activation of 

fatty acids uptake or an inhibition of lipid export (Figure 4A). The q-PCR analysis of genes 

involved in these metabolic pathways reveals that PFOA leads to an up-regulation of the Cd36 

gene involved in fatty acid uptake. These results are supported by a decrease in plasma fatty 

acids in mice exposed to PFOA. Our results are in accordance with other data demonstrating 

that PFOA affects hepatic lipid metabolism by disrupting fatty acid trafficking (Hui, Li, and 

Chen 2017). The results obtained in this study reveal that lipid import does not depend on CAR 

receptor since the same effects are observed in CAR-/- and WT mice. However, these results 

highlight an involvement of CAR in the formation of lipid droplets in response to PFOA. PXR 

receptor is structurally and functionally similar to CAR and also seems to be involved in the 

formation of lipid droplets even though its activation by PFOA is less important than observed 

for CAR (Supplementary figure 1).  

This study raises several questions regarding the purpose of PFOA-induced lipid accumulation 

in the liver. Why does the liver produce lipids in response to the presence of a toxic compound? 

This lipid production could be part of a detoxification process through which the liver could 

neutralize the toxins by trapping them in lipid droplets while awaiting their elimination.  
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To explore this hypothesis, we set out to locate PFOA in order to determine if this compound 

is internalized inside the lipid droplets. To do so, an on-going TOF-SIMS analysis will allow 

to locate PFOA-specific fluorine ions in the liver.  

Taken together, these results provide new data on the mechanism by which PFOA induces an 

accumulation of lipids in the liver. This study reveals an involvement of the CAR receptor in 

the formation of lipid droplets. 
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Figure Legends  

 

Figure 1 : CAR-dependent PFOA induction of CAR and PPAR target genes 

RT-qPCR of CAR prototypical target genes Cyp2b10 and Cyp2c29 in the liver of WT and CAR-

/- males (A) and females (B), and PPAR prototypical target genes Cyp4a10 and Cyp4a14 in 

WT and CAR-/- males (C) and females (D) following 3 days of PFOA exposure.  

 

Figure 2 : PFOA induces CAR-dependent hepatomegaly and hepatic steatosis 

Livers were harvested after 3 days of PFOA administration, weighed and liver weight was 

normalized by body weight (BW, A, B).  Histological slices of liver were stained with oil red-

O (C, D, magnification x100). Hepatic neutral lipids were extracted and quantified by gaz 

chromatography (GC-FID).  
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Figure 3 : PFOA decreases plasma triglycerides and free fatty acids 

Plasmatic analysis of triglycerides (TGs), free fatty acids (FFAs) and total cholesterol were 

analysed in fed-state using a biochemical analyzer in males (A) and females (B).  

 

Figure 4 : PFOA increases lipid uptake and export and -oxidation 

A : schematic representation of mechanisms that could be involved in PFOA-induced hepatic 

steatosis. qPCR assays were performed on liver samples and genes involved in lipid uptake and 

export (B, C), de novo lipogenesis (D, E), -oxydation (F, G) and LD formation (H, I) were 

analysed.  

 

Supplementary Figure 1 : PFOA-induced hepatomegaly and hepatic steatosis are not 

dependent on PXR activation.  

Livers of WT and PXR-/- male mice were harvested after 3 days of PFOA administration, 

weighed and liver weight was normalized by body weight (BW, A, B).  Histological slices of 

liver were stained with oil red-O (C, D, magnification x100). 
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ETUDES EXPERIMENTALES 
Partie III 

 
Une exposition chronique à un mélange de pesticides induit des adaptations du 

comportement, des altérations neurophysiologiques et une activation des voies de 

détoxification hépatiques.   

 
Le but de la troisième partie de mes travaux de thèse a été d’évaluer l’effet d’une exposition 

chronique à un mélange de pesticides sur l’axe foie-cerveau en utilisant un modèle murin 

(souris C57BL6/J). Le mélange utilisé est un mélange de 6 pesticides fréquemment utilisés 

dans l’agriculture des pommiers dans le sud de la France (ziram, chlorpyrifos, thiachlopride, 

boscalide, thiofanate et captan) (EFSA 2015). D’après le rapport de l’EFSA en 2015, ces 

pesticides sont retrouvés dans les pommes vendues en France ou exportées dans d’autres 

pays de l’Union Européenne. Ce mélange de pesticides a été incorporé dans l’aliment des 

souris à la DJA pour chacun d’entre eux. Des souris mâles et femelles ont été exposées à ce 

mélange à partir du sevrage (3 semaines) pendant 12 mois.  

Dans cette étude, l’exposition aux pesticides n’induit pas de perturbations du métabolisme 

glucidique ni de l’accumulation de lipides hépatiques. Des tests de tolérance au glucose 

effectués à 2, 4, et 11 mois d’exposition n’ont pas mis en évidence d’altération de la tolérance 

au glucose suite à l’exposition aux pesticides (11 mois, Figure 9). Des coupes histologiques de 

foie colorées à l’huile rouge révèlent une légère accumulation de lipides dans les deux sexes 

à 12 mois qui ne semble pas dépendre de l’exposition aux pesticides (Figure 10). Nous 

supposons un changement physiologique lié au vieillissement des souris comme le 

démontrent certaines études qui révèlent que la sénescence hépatocellulaire chez la souris 

favorise l’accumulation lipidique hépatique (Ogrodnik et al. 2017). 
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En revanche, l’exposition aux pesticides induit des troubles du comportement, des 

adaptations morphologiques cérébrales ainsi qu’une activation des voies de détoxification 

hépatiques et rénales et des voies métaboliques hépatiques.  L’exposition chronique à ce 

mélange de pesticides induit des perturbations du comportement qui suggèrent un état 

d’anxiété surtout chez les souris mâles. Des altérations neurophysiologiques dimorphiques 

ont été détectées au niveau de l’hippocampe. Une astrogliose est observée chez les mâles et 

des modifications pro-fibrotiques sont observés dans les deux sexes. Enfin, une analyse de 

l’activation de différents récepteurs nucléaires (CAR, PXR et PPAR) a révélé une activation 

du récepteur PPAR au niveau hépatique et rénal ainsi qu’une induction de l’expression de 

gènes impliqués dans la -oxydation hépatique, une voie métabolique PPAR-dépendante.  

Ces résultats ont fait l’objet d’une publication dans le journal « Neuroscience » dans laquelle 

les données négatives sur le métabolisme énergétique n’ont pas été intégrées. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 

L’objectif de mon projet de recherche doctoral a été d’étudier le rôle du récepteur CAR 

dans la pathogenèse dimorphique de la NAFLD qu’elle soit induite par l’alimentation ou par 

l’exposition à des xénobiotiques. Pour cela, nous avons utilisé un modèle de souris 

génétiquement délétées pour le récepteur CAR (CAR-/-). Nous avons inclus dans nos études 

expérimentales des souris mâles et femelles pour étudier les effets sexe-dépendants. Pour 

étudier la pathogenèse de la NAFLD induite par l’alimentation, nous avons utilisé un régime 

riche en gras (HFD) contenant 60% de lipides qui a été administré à partir du sevrage pendant 

16 semaines. Pour la stéatose induite par des contaminants, nous avons étudié un polluant 

persistant, le PFOA ainsi qu’un mélange de six pesticides (ziram, chlorpyrifos, thiachlopride, 

boscalide, thiofanate et captan). Une exposition aigüe à de fortes doses de PFOA a été 

effectuée pour comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans les effets de ce 

toxique. Le mélange de pesticides a été administré en chronique et à de faibles doses. Les 

pesticides ont été introduits dans l’alimentation à la DJA pour chacun d’entre eux pour se 

rapprocher de l’exposition humaine.  

Les résultats obtenus au cours de ce projet de recherche ont permis de démontrer un rôle 

dimorphique du récepteur CAR dans la pathogénèse de la NAFLD induite par un régime gras 

ou par l’exposition au PFOA. Ces résultats apportent de nouvelles connaissances sur le rôle de 

ce récepteur nucléaire. Une protection de CAR contre la stéatose et les perturbations induites 

par un régime HFD a été mis en évidence chez les femelles. Nous supposons l’implication d’un 

dialogue CAR-ER dans cette protection. Cette étude révèle également un rôle dimorphique 

de CAR dans des adaptations neurologiques en réponse à un régime HFD qui n'a jamais été 

décrit auparavant.  
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Ce récepteur est également impliqué dans la formation de gouttelettes lipidiques hépatiques 

en réponse au PFOA que l’on suppose être un mécanisme protecteur du foie.  L’exposition 

chronique au mélange de pesticides n’a pas induit de stéatose hépatique mais d’autres 

troubles délétères ont été détectés. Ce mélange de pesticides induit des troubles du 

comportement, des adaptations morphologiques cérébrales ainsi qu’une activation des voies 

de détoxification hépatiques et rénales et de voies métaboliques hépatiques.   

 

Implication des récepteurs CAR et ER dans la pathogenèse dimorphique de la NAFLD 

induite par un régime HFD 

Une étude publiée par mon équipe d’accueil au début de ma thèse rapporte un rôle 

dimorphique du récepteur CAR dans la régulation du métabolisme énergétique (Lukowicz et 

al. 2019). Cette étude démontre que les souris mâles invalidés pour CAR développent au cours 

du vieillissement, de nombreuses perturbations métaboliques. Les souris mâles CAR-/- 

développent une obésité, une stéatose hépatique, une intolérance au glucose, une 

insensibilité à l'insuline, une dyslipidémie, et un hypercorticisme (Lukowicz et al. 2019). Ces 

dernières modifications étant absentes, ou mineures, chez les souris femelles CAR-/-.  

L’étude réalisée au cours de ma thèse a eu pour objectif d’étudier la réponse de souris CAR-/- 

jeunes à un régime HFD et a permis de démontrer un effet délétère de l’absence de CAR plus 

important chez les femelles. L’ensemble de ces études démontre que les femelles CAR-/- qui 

toléraient plutôt bien l’absence de CAR dans la première étude le font moins bien face au 

stress métabolique constitué par le régime HFD.  

Ce dernier résultat est intéressant car il peut être mis en lien avec les études cliniques 

démontrant une protection des femmes pré-ménopausées vis-à-vis du développement de la 

NAFLD (Balakrishnan et al. 2021).  
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Les résultats obtenus dans notre étude sont en accord avec ces observations cliniques car sous 

régime HFD, les souris mâles WT présentent une prise de poids et une stéatose hépatique 

beaucoup plus importantes que celles observées chez les souris femelles WT (Figure 3, article 

II). Notre étude démontre un rôle de CAR dans cette protection des femelles contre un stress 

métabolique puisque quand CAR est invalidé, la protection est levée. Ces données sont 

confortées par les analyses transcriptomiques qui révèlent en l’absence de CAR une signature 

transcriptomique caractéristique de stéatohépatite (NASH) qui n’est observée que chez les 

femelles CAR-/-. Ces résultats suggèrent une protection potentielle de ce récepteur contre la 

progression de la NAFLD vers des stades plus graves tels que la NASH. Une administration 

prolongée du régime HFD permettrait d’évaluer l’apparition de marqueurs histologiques 

caractéristiques de NASH tels qu’une inflammation et une fibrose hépatique (Ito et al. 2007) 

qui n’ont pas été détectés dans notre étude. De plus, l’utilisation d’un régime inducteur de 

NASH comme le régime « western diet » ou le régime MCD permettrait également 

d’approfondir le rôle de CAR dans la transition NAFLD-NASH. 

Le dimorphisme sexuel observé sur le métabolisme lipidique n’est pas retrouvé au niveau du 

métabolisme glucidique puisqu’une hyperglycémie et hyperinsulinémie à jeun sont observées 

aussi bien chez les males que chez les femelles CAR-/- sous HFD (Figure 2, article II). 

Plusieurs études ont démontré une implication des œstrogènes et du récepteur ER dans la 

protection des femmes pré-ménopausées du développement de la NAFLD (Kamada et al. 

2011; Bryzgalova et al. 2006). Néanmoins, les mécanismes moléculaires impliqués dans l’effet 

protecteur des œstrogènes ne sont pas entièrement élucidés. Dans cette étude, nous avons 

mis en évidence une corrélation positive entre la signature transcriptomique hépatique des 

femelles CAR-/- et des femelles ER-/-  qui suggère un dialogue CAR-ER dans la protection 

contre la NAFLD.  
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Ces résultats ouvrent de nombreuses pistes pour comprendre les mécanismes impliqués dans 

la protection des femelles contre le développement de la NAFLD. Une étude effectuée sur des 

cellules HepG2 démontre un cross-talk inhibiteur entre CAR et ER (Min et al. 2002). 

L’activation de CAR par son agoniste le TCPOBOP, réprime l’activité transcriptionnelle du 

récepteur ER via une compétition pour un coactivateur commun GRIP1 chez la souris. Un 

agoniste inverse de CAR, l’androsténol diminue la répression de CAR sur ER. Une deuxième 

étude révèle que le récepteur ER induit l’activation de CAR en absence d’oestrogènes et de 

ligands de CAR (Min 2010). En revanche, en présence d’agonistes des deux récepteurs 

(TCPOBOP et Moxestrol), ER réprime la transactivation de CAR. Ces résultats contradictoires 

démontrent que ER peut avoir des effets activateurs ou inhibiteurs sur la transactivation de 

CAR en fonction de la présence de leurs ligands. Le dialogue CAR-ER en conditions de régime 

gras pourrait être évalué sur des modèles cellulaires permettant l’étude de ces mécanismes 

moléculaires. Le régime HFD peut être mimé en culture cellulaire par l’incubation des cellules 

avec des acides gras (Beyaz et al. 2016).  

Le modèle le plus utilisé pour étudier l’implication des œstrogènes est l’ovariectomie qui 

permet de supprimer la voie majeure de production endogène d’œstrogènes. Les souris 

ovariectomisées développent spontanément des troubles métaboliques dont une stéatose 

hépatique (Fu et al. 2016). Il serait intéressant de déterminer si la modulation de l’activité de 

CAR (activation au TCPOBOP ou répression à l’androsténol) chez des souris ovariectomisées 

permet de compenser les effets délétères induits par l’ablation des ovaires.  Cela pourrait 

élucider l’implication de CAR dans l’effet protecteur des œstrogènes.  

De plus, CAR étant impliqué dans le catabolisme des œstrogènes (Sueyoshi et al. 2011), il 

serait intéressant de déterminer les taux d’œstrogènes circulants et le niveau d’activité du 

récepteur ER chez des souris femelles CAR-/- sous régime gras.  
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Si les taux d’œstrogènes sont diminuées, l’administration d’œstrogènes pour tenter de 

reverser le phénotype des femelles CAR-/- permettrait de confirmer l’implication des 

œstrogènes dans les effets délétères de la délétion de CAR.  

 

Pour évaluer la pertinence clinique de notre hypothèse sur l’implication de CAR dans la 

protection contre la NAFLD, il serait intéressant de déterminer si chez l’Homme, il existe des 

polymorphismes de CAR qui pourraient être impliqués dans le développement de la NAFLD. 

On pourrait également se demander si l’activité de CAR est perturbée chez des patients 

atteints de NAFLD ou de NASH. La confirmation du rôle protecteur de CAR chez l’Homme 

permettrait de prendre ce récepteur en compte dans la recherche de cibles thérapeutiques 

pour le traitement de la NAFLD. 

 

Rôle de CAR dans les adaptations neurologiques induites par un régime HFD 

Le régime HFD induit des modifications adaptatives au niveau du système nerveux central qui 

ont pour but de protéger le cerveau des effets délétères d’un régime gras (Buckman et al. 

2015). Au cours de ce projet, nous nous sommes intéressés aux astrocytes, un type cellulaire 

qui n’est que depuis peu considéré pour son rôle métabolique. Dans un contexte de régime 

HFD, l’astrogliose a été décrite comme un mécanisme de protection métabolique qui diminue 

la prise alimentaire en réponse au régime (Buckman et al. 2015). Dans cette étude, nous avons 

mis en évidence la présence d’adaptations du système nerveux central chez les souris CAR-/- 

sous régime HFD qui sont différentes de celles observées chez les souris WT. On observe une 

astrogliose hypothalamique plus sévère chez les souris CAR-/- que chez les WT suggérant un 

rôle de CAR dans cette adaptation cérébrale qui n’est observée que chez les femelles.  
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La première question soulevée par ces résultats est de déterminer si l’effet de CAR sur les 

astrocytes provient de l’activité de ce récepteur au niveau hépatique ou extra-hépatique. En 

effet, CAR est majoritairement exprimé au niveau du foie mais est également exprimé au 

niveau du système nerveux central. En revanche, son expression n’est pas entièrement 

cartographiée au niveau cérébral. Certaines études effectuée chez le rongeur et chez l’humain 

suggèrent l’expression de CAR dans différentes régions telles que le cortex cérébral, 

l’hippocampe, l’hypothalamus et l’amygdale mais les types cellulaires qui expriment CAR ne 

sont pas connus (Lamba et al. 2004). Il serait donc intéressant d’explorer l’expression et 

l’activité de CAR dans les astrocytes pour déterminer si le CAR-astrocytaire est impliqué dans 

les adaptations métaboliques du système nerveux central en réponse à un régime gras.  

Une cartographie complète de l’expression de CAR au niveau central permettrait également 

de cibler certains types cellulaires tels que les astrocytes pour générer des modèles de 

délétion de CAR spécifiquement dans certaines régions et types cellulaires du cerveau. Cela 

permettrait d’étudier le lien entre les perturbations centrales et périphériques induites par un 

régime gras et de déterminer si une délétion astrocyte-spécifique de CAR est suffisante pour 

induire une astrogliose hypothalamique. De plus, cela permettrait d’explorer les 

conséquences au niveau hépatique d’une délétion astrocyte-spécifique de CAR, et de 

comprendre le rôle de CAR dans l’axe cerveau-foie. 

A l’inverse, pour étudier l’implication de CAR-hépatique et son rôle dans l’axe foie-cerveau, 

nous avons généré un modèle de souris délétées pour CAR spécifiquement au niveau 

hépatocytaire. 
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Rôle de CAR hépatique dans les effets délétères du régime HFD 

Dans notre étude, nous avons observé des effets de la délétion de CAR et du régime HFD sur 

de multiples organes comme le foie, le système nerveux central et le tissu adipeux. Les effets 

extra-hépatiques observés soulèvent de nombreux questionnements quant au rôle de CAR.  

Comme décrit dans le paragraphe précédent, les effets observés sur les astrocytes 

hypothalamiques pourraient être attribués à CAR-hépatique ou CAR-cérébral. De la même 

manière, le récepteur CAR n’est pas exprimé au niveau du tissu adipeux (Uhlén et al. 2015), 

ce qui soulève la question de l’effet de CAR-hépatique sur cet organe. En effet, la délétion de 

CAR exacerbe l’effet du régime gras sur l’accumulation du tissu adipeux chez les femelles. Pour 

comprendre quels effets parmi ceux observés dépendent de l’activité de CAR au niveau 

hépatique, nous avons généré une lignée de souris génétiquement délétées pour le récepteur 

CAR spécifiquement au niveau hépatocytaire. Pour cela, nous avons croisé une lignée de 

souris exprimant la CRE recombinase sous le contrôle du promoteur de l’albumine (protéine 

spécifiquement hépatocytaire) et une lignée de souris présentant une construction génétique 

avec des sites LoxP de part et d’autre de l’exon 2 du gène Nr1i3 codant pour CAR (Figure 11). 

L’exon 2 du gène Nr1i3 code pour le domaine de liaison à l’ADN de ce récepteur. Les souris 

knock-out pour CAR spécifiquement au niveau hépatocytaire (CARhep-/-) présentent donc 

une version tronquée du récepteur CAR qui ne pourra se fixer sur ses domaines de liaison à 

l’ADN et ne pourra effectuer son action transcriptionnelle.  

Une expérimentation est prévue au cours de laquelle des souris CARhep-/- mâles et femelles 

seront soumises à un régime gras pendant 16 semaines. La comparaison du profil métabolique 

des souris délétées de manière totale ou hépato-spécifique pour CAR et soumises à un régime 

HFD permettra de comprendre l’implication de CAR-hépatique dans les effets délétères du 

régime.  
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Si l’astrogliose hypothalamique est retrouvée chez les femelles CARhep-/-, cela suggèrerait 

que c’est la délétion de CAR au niveau hépatique qui induit les effets au niveau central.  

Enfin, un autre élément qui permettrait d’étudier l’implication du foie dans les effets observés 

sur le système nerveux central est un dosage de la lipocaline 2 chez les souris CAR-/- et 

CARhep-/-. La lipocaline 2 est une protéine spécifiquement produite par le foie et qui est un 

médiateur important dans la neuro-inflammation observée en conditions de NASH (Mondal 

et al. 2020). Cela confirmerait l’implication du foie dans les effets observés sur le système 

nerveux central.  
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Rôle de CAR dans la formation des gouttelettes lipidiques induite par l’exposition au PFOA  

Les gouttelettes lipidiques ont longtemps été considérées uniquement comme des structures 

de stockage des lipides. Néanmoins, plusieurs études récentes ont décrit les gouttelettes 

lipidiques comme de véritables organelles impliquées dans de nombreux processus 

physiologiques (Fujimoto and Parton 2011). Les gouttelettes lipidiques sont entourées d’une 

monocouche de phospholipides dans laquelle s’encastrent plusieurs types de protéines. Ces 

protéines dont les périlipines, sont impliquées dans la formation, la maturation et la fusion 

des gouttelettes lipidiques (Sztalryd and Brasaemle 2017).  

Quelques études ont exploré le rôle de différents récepteurs nucléaires dans la régulation de 

protéines impliquées dans la formation des gouttelettes lipidiques. Néanmoins, ces études 

ont porté uniquement sur les gouttelettes lipidiques du tissu adipeux. Une implication des 

récepteurs PPAR et ER a été mise en évidence dans la régulation de Plin1, une périlipine 

impliquée dans la régulation de la taille des gouttelettes lipidiques adipocytaires (Christian 

2013). La différence de taille de gouttelettes chez nos animaux WT et CAR-/- suggère une 

implication de CAR dans la formation et la maturation des gouttelettes lipidiques. Nous 

supposons une implication de CAR dans la régulation de l’expression de protéines impliquées 

dans ces processus. Si cette hypothèse est vérifiée, l’altération de la formation des 

gouttelettes lipidiques chez les souris CAR-/- pourrait résulter dans des gouttelettes lipidiques 

de plus petite taille.  Il faudrait dans un premier temps confirmer cette observation visuelle 

par une analyse quantitative de la taille des gouttelettes lipidiques à l’aide d’un logiciel 

d’analyse d’images (Image-J). Ensuite, pour explorer cette hypothèse, une analyse 

protéomique des gouttelettes lipidiques des souris WT et CAR-/- est en cours. Pour cela, 

l’optimisation d’un protocole de purification des gouttelettes lipidiques par 

ultracentrifugation est une étape essentielle.  
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Les gouttelettes lipidiques étant des structures très proches d’autres organelles telles que le 

réticulum endoplasmique, il existe un risque de contamination par des protéines qui ne sont 

pas originaires des gouttelettes lipidiques (Fujimoto and Parton 2011). L’étape de purification 

est donc critique pour n’obtenir que des protéines des gouttelettes lipidiques. Ces analyses 

nous permettrons de déterminer si l’absence de CAR affecte le protéome des gouttelettes 

lipidiques et pourrait donc perturber leur formation et maturation. Cela révèlerait un rôle 

nouveau de CAR dans la formation de gouttelettes lipidiques au niveau hépatique en réponse 

à un toxique environnemental.  

Une autre question soulevée par ce travail est de déterminer pourquoi est-ce que le foie 

répond à la présence de certains contaminants environnementaux en produisant des 

gouttelettes lipidiques.  

 

Pourquoi certains toxiques environnementaux induisent-ils une stéatose hépatique ?  

 Plusieurs études ont décrit une accumulation de toxiques lipophiles dans le tissu adipeux (Lei 

Wang, Asimakopoulos, and Kannan 2015). Cette accumulation est un moyen de neutraliser 

ces toxiques les empêchant d’exercer leur toxicité sur les autres tissus. Ceci nous a conduit à 

nous demander si les gouttelettes lipidiques produites par le foie n’auraient pas comme 

vocation de piéger les composés toxiques dans l’attente de leur élimination. 

Le PFOA est un composé qui s’accumule principalement au niveau hépatique (Han, Kemper, 

and Jepson 2005). De plus, il n’est pas métabolisé par l’organisme et très peu excrété. La 

production de gouttelettes lipidiques par le foie en réponse à l’exposition au PFOA pourrait 

permettre au foie de neutraliser ce toxique dans l’attente de l’éliminer.  
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Pour mieux comprendre le lien entre l’exposition au PFOA et le développement d’une stéatose 

hépatique, il serait intéressant de déterminer si la stéatose induite par le PFOA perdure dans 

le temps ou si elle peut être réversible en cas d’arrêt d’exposition. Une expérimentation 

incluant une période de « wash-out » après l’exposition au PFOA permettrait de répondre à 

cette question. Pour explorer l’hypothèse d’une stéatose induite comme mécanisme de 

détoxification, nous collaborons avec une équipe de ToxAlim (NGN) et une équipe du 

laboratoire LIST du Luxembourg. Dans le cadre de cette collaboration, nous avons demandé à 

l’équipe du Luxembourg de nous aider à déterminer si le PFOA se localise à l’intérieur des 

gouttelettes lipidiques hépatiques. Ils utilisent pour cela des techniques d’imageries TOF-SIMS 

qui permettent de localiser les ions fluorure du PFOA. Des résultats préliminaires ont permis 

de démontrer une colocalisation des ions fluorure du PFOA avec des acides gras (acide 

palmitoléique, acide palmitique, acide linoléique, acide oléique, acide stéarique) (Figure 12). 

Une analyse plus poussée est en cours (TOF-SIMS et HIM-SIMS) qui permettra une localisation 

plus précise des ions fluorures pour déterminer s’ils sont présents à l’intérieur des gouttelettes 

lipidiques.  
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Doses d’exposition humaine et TAFLD induite par le PFOA 

Cette première étude d’exposition aigüe à de fortes doses de PFOA avait pour but d’explorer 

le rôle de CAR dans les mécanismes moléculaires impliqués dans les effets du PFOA. Des 

études sont en cours pour déterminer l’impact du PFOA à des doses et des durées d’exposition 

plus représentatives de l’exposition humaine.  

Des résultats préliminaires ont été obtenus sur une exposition de 90 jours au PFOA à des doses 

proches de la DJA établie pour l’Homme (1,5 ng/kg/jour). Cette exposition chez des souris 

C57BL6/J, induit une accumulation de lipides au niveau hépatique (Figure 12). En revanche, 

une analyse transcriptionnelle n’a pas mis en évidence d’activation de CAR, PXR ou de 

PPAR suite à 90 jours d’exposition. Il serait intéressant de déterminer si ces récepteurs ne 

sont pas activés à ces doses de PFOA ou si une activation a lieu au cours des 90 jours mais qui 

ne perdure pas au cours du temps. 
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Effet d’une exposition chronique à un mélange de pesticides  

L’Homme est exposé de manière chronique à un mélange de toxiques environnementaux 

(Silins and Högberg 2011). Pour nous rapprocher de l’exposition humaine aux xénobiotiques, 

nous avons également étudié l’effet cocktail dans le développement de troubles 

métaboliques. Pour cela, nous avons exposé via l’alimentation, des souris mâles et femelles à 

un mélange de 6 pesticides à la DJA pour chacun d’entre eux. Ces doses sont supposées être 

non-toxiques mais des effets qui pourraient être délétères ont été observés. Dans cette étude, 

l’exposition à ce mélange de pesticides n’induit pas de stéatose hépatique. En revanche, nous 

avons mis en évidence une induction de gènes impliqués dans des voies de détoxification 

(Cyp4a10 et Cyp4a14) qui sont également des gènes cibles prototypique de PPAR et qui 

reflètent donc son activation (Figure 6, 9, article III).  

Des résultats préliminaires obtenus suite à une exposition aigüe pendant 3 jours, à ce même 

mélange de pesticides et aux mêmes doses n’a pas révélé d’activation de PPAR. Ces résultats 

soulèvent plusieurs questions quant à l’activation de PPAR suite à l’exposition chronique aux 

pesticides. Certains pesticides du mélange sont considérés comme polluants organiques 

persistants dans l’environnement et l’organisme tels que le boscalide, le chlorpyrifos, le 

thiaclopride et le captan (Skanes et al. 2020; Giesy et al. 2014; Abdourahime et al. 2019; C. Y. 

Li and Nelson 1985). A l’inverse, les pesticide ziram et thiofanate sont considérés comme 

faiblement persistants (Srivastava, Singh, and Mani 2013; Fleeker et al. 1974). Une des 

hypothèses est que l’accumulation au cours du temps de certains pesticides dans le foie 

induirait l’activation de PPAR  

Une deuxième hypothèse pourrait reposer sur un effet indirect de l’activation de PPAR suite 

à l’exposition aux pesticides. Ce mélange de pesticides pourrait avoir un effet sur le tissu 

adipeux par exemple, qui libèrerait des acides gras ligands de PPAR au niveau hépatique. 
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Une analyse du profil d’acides gras plasmatiques en réponse à l’exposition aux pesticides 

permettrait d’identifier la présence de ligands activateurs de PPAR 

Pour aller plus loin dans l’exploration des effets de ce mélange de pesticides sur l’activation 

de récepteurs nucléaires, des études sont en cours en collaboration avec le Dr. Patrick 

Balaguer (IRCM Montpellier). L’utilisation de lignées cellulaires rapportrices pour plusieurs 

récepteurs nucléaires murins (PPAR, CAR et PXR) permettrons de déterminer si ce mélange 

de pesticides peut activer de manière directe le récepteur PPAR. Ces pesticides seront 

également testés sur des lignées rapportrices exprimant les formes humaines des récepteurs 

nucléaires pour évaluer la pertinence clinique des résultats obtenus.  

 

L’activation de voies de détoxification induite par une exposition chronique à un mélange de 

pesticides est considérée comme un mécanisme permettant la métabolisation et l’élimination 

de composés toxiques. Néanmoins, l’activation chronique de ces voies peut entrainer des 

effets délétères (Pawlak, Lefebvre, and Staels 2015). En effet, l’activation de PPAR permet 

l’induction d’enzymes p450 de détoxification mais également l’induction de gènes impliqués 

dans des voies métaboliques telles que la -oxydation. L’activation chronique de 

PPAR pourrait donc perturber l’homéostasie énergétique hépatique.  

De plus, l’exposition à ce mélange de pesticides induit des troubles du comportement et des 

adaptations neurologiques (astrogliose, adaptations pro-fibrotiques) qui pourraient entrainer 

une susceptibilité plus importante à développer des troubles neurologiques ou métaboliques.  

Il serait intéressant d’associer à cette exposition chronique aux pesticides, un régime riche en 

gras (HFD) pour déterminer si les pesticides exacerbent les effets délétères du régime HFD.  
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Rôle de CAR dans la pathogenèse de la NAFLD et de la TAFLD 

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce projet de recherche démontre un rôle 

controversé du récepteur CAR dans la pathogenèse de la stéatose hépatique. Suite à un stress 

métabolique tel qu’un régime gras, le récepteur CAR semble protéger d’une stéatose 

hépatique et des troubles métaboliques associés. Dans le cas d’un stress xénobiotique induit 

par l’exposition à un toxique tel que le PFOA, CAR semble participer à la formation et au 

développement de gouttelettes lipidiques. Néanmoins, ce mécanisme pourrait être considéré 

comme un mécanisme protecteur pour neutraliser le PFOA à l’intérieur des gouttelettes 

lipidiques. Dans la pathogenèse de la NAFLD, l’accumulation de lipides entraine une 

lipotoxicité qui peut induire une progression de la pathologie vers des stades NASH (Cusi 

2009). De la même manière, l’inclusion de PFOA dans les gouttelettes lipidiques semble être 

un mécanisme protecteur mais qui à long-terme pourrait être toxique et induire une évolution 

d’une TAFLD vers une TASH.  

Chez l’Homme, l’apparition d’une NAFLD et d’une TAFLD sont souvent concomitants. En effet, 

des perturbations métaboliques telles que l’obésité modifient la réponse aux xénobiotiques 

et certains toxiques qualifiés « d’obésogènes environnementaux » sont impliqués dans le 

développement d’obésité, un facteur de risque de la NAFLD (Sadler et al. 2018). Une étude 

démontre que l’administration d’un régime gras potentialise les effets du PFOA sur 

l’accumulation de lipides hépatiques, l’inflammation et la nécrose (Tan et al. 2013). Il serait 

intéressant d’explorer le rôle de CAR en situation de co-administration de HFD et de toxiques 

tels que le PFOA ou les pesticides.  

L’exploration des différences entre une stéatose hépatique induite par l’alimentation ou par 

des toxiques environnementaux suscite également beaucoup d'intérêt. Le transporteur 

CD36 joue un rôle clé dans la pathogenèse de la NAFLD induite par un régime HFD.  
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Des souris présentant une délétion hépatocytaire de Cd36 sont protégées du développement 

de stéatose hépatique induite par un régime HFD (Rada et al. 2020). Dans notre étude 

d’exposition au PFOA, nous avons identifié l’implication de Cd36 dans l’import lipidique 

comme mécanisme du PFOA pour induire une accumulation de lipides hépatiques. Cela 

démontre des mécanismes similaires entre la stéatose induite par le régime HFD et par le 

PFOA. Il serait intéressant de déterminer si les souris présentant une délétion hépatocytaire 

de Cd36 sont également protégées du développement de la stéatose induite par le PFOA et si 

ces souris éliminent moins bien ce composé. L’expression de Cd36 est également induite suite 

à 12 mois d’exposition au mélange de pesticides (Figure 7, article III). 

La nature des lipides accumulés dans le cadre d’une NAFLD et d’une TAFLD serait également 

intéressante à explorer. Notre étude montre que la stéatose induite par le HFD est composée 

de triglycérides et d’esters de cholestérol alors que celle induite par le PFOA est 

principalement composée de triglycérides (Figure 3, article I et Figure 2, article II).  

De la même manière, il serait intéressant de déterminer si ce sont les mêmes adaptations 

neurologiques qui sont mises en place suite à un stress métabolique comme le régime HFD ou 

un stress xénobiotique comme l’exposition à un mélange de pesticides. L’astrogliose en 

réponse au régime HFD est observée au niveau de l’hypothalamus (Figure 1, article III et Figure 

7, article I) alors qu’une astrogliose au niveau de l’hippocampe est observée suite à 

l’exposition au mélange de pesticides. Il serait intéressant de déterminer si l’astrogliose 

induite par un toxique est un mécanisme protecteur comme dans le cas d’un régime HFD.  

Enfin, l’utilisation du modèle de souris invalidées pour CAR spécifiquement au niveau 

hépatocytaire permettra d’étudier le rôle de CAR-hépatique dans la réponse à un stress 

métabolique comme un régime gras ainsi que dans la réponse à un stress xénobiotique 

comme l’exposition à des toxiques environnementaux. 
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De nombreuses études ont porté sur la pathogenèse de la NAFLD et de la TAFLD mais les 

mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas totalement élucidés (Z. Younossi et al. 2020; 

Yu et al. 2016). La littérature existante sur le récepteur CAR suggère son implication dans la 

régulation de l’homéostasie énergétique et dans la pathogenèse de la NAFLD (M. C. Cave et 

al. 2016). Dans notre étude du rôle de CAR dans la pathogenèse de la NAFLD, nous avons choisi 

d’inclure des mâles et des femelles pour toutes nos expérimentations. De plus, nous avons 

cherché à avoir une approche multi-organes et explorer le rôle extra-hépatique de CAR en 

collaborant avec l’équipe du Dr. Nicola Marchi (IGF, Montpellier) avec lequel nous avons 

exploré le rôle de CAR au niveau du système nerveux central.  

Grâce aux résultats obtenus dans le cadre de cette thèse, nous apportons des informations 

nouvelles sur le rôle du récepteur CAR. Nous démontrons un rôle dimorphique de CAR dans 

le développement de la NAFLD et potentiellement d’une transition NAFLD-NASH. De plus, 

nous suggérons un dialogue CAR/ER qui pourrait être impliqué dans la protection des 

femelles du développement de la NAFLD. Concernant la TAFLD, nous suggérons une 

implication de CAR dans la formation de gouttelettes lipidiques induites par l’exposition au 

PFOA et nous proposons que celui-ci pourrait être un mécanisme de détoxification qui 

permettrait de neutraliser les contaminants persistants dans l’attente de leur excrétion.  

Enfin, ces résultats pourraient permettre de considérer ce récepteur dans la recherche de 

cibles thérapeutiques potentielles pour le traitement de la NAFLD et de la TAFLD. De plus, 

l’activation de CAR pourrait être utilisée comme prédicteur pour évaluer le potentiel 

stéatogène de molécules toxiques environnementales.  
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