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RESUME

Au cours du siécle dernier, le style de vie a considérablement évolué vers une
sédentarité accrue et de mauvaises habitudes alimentaires, favorisant I'apparition de
troubles métaboliques chroniques tels que le diabete ou I'obésité. Le foie exercant de tres
nombreuses fonctions métaboliques, il est particulierement touché par ces changements
liés aux mauvaises habitudes de vie, entrainant une accumulation de lipides hépatiques et
le développement de la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) et de la stéatohépatite
non alcooliqgue (NASH). Parmi les mécanismes mis en jeu, le stress du réticulum
endoplasmique a été proposé comme facteur impliqué dans le développement de ces
pathologies hépatiques. Face a ce stress, le réticulum endoplasmique déclenche un
processus physiologique d’adaptation appelé Unfolded Protein Response (UPR), permettant
un retour a I'homéostasie. Dans le but d’identifier des cibles pharmacologiques modulant
I'UPR du foie, nous avons étudié la protéine Insulin-Degrading Enzyme (IDE), une
métalloprotéase « multifonctionnelle » initialement découverte pour son role dans la
dégradation de I'insuline mais également décrite comme protéine chaperonne. Dans cette
these, nous avons testé I'implication d’IDE dans I’'UPR du foie ainsi que dans le métabolisme
hépatique des lipides principalement, mais aussi dans l'inflammation et ['atteinte
hépatique. Pour cela, nous avons modulé IDE par des approches pharmacologiques et
génétiques dans différents modeles : in vitro dans une lignée d’hépatocytes humains
HepG2, et in vivo chez des souris C57BL/6J sauvages ou invalidées pour IDE (IDE KO). En
multipliant ces approches, nous avons montré qu’IDE joue effectivement un réle dans I'UPR
du foie, puisque son inhibition génétique et pharmacologique induit principalement la voie
IRE1, et que cela accroit I'accumulation de lipides hépatiques, notamment au niveau de
I'import des lipides dans le foie par CD36. De plus, nous avons constaté que l'inhibition
d’IDE pouvait également augmenter l'inflammation et la souffrance hépatique. Ces
nouvelles données completent celles des multiples roles identifiés pour IDE et ouvrent de
nouvelles perspectives dans la compréhension et la recherche de potentielles cibles
pharmacologiques de ces pathologies hépatiques.

Mots clés : IDE — Foie — UPR — Stress réticulaire — Lipides — NAFLD
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ABSTRACT

In the last century, the occurrence of lifestyle-related diseases like diabetes and
obesity have considerably increased as a result of poor physical activity and dietary habits.
These metabolically stressing conditions may especially affect the liver, leading to hepatic
lipid accumulation, and the development of pathologies such as non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) and non-alcoholic steatohepatitis (NASH). Endoplasmic reticulum stress
(ER stress), and the related Unfolded Protein Response (UPR), have been proposed as part
of the key driving factors of these diseases. The UPR is a physiologically and evolutionarily
conserved adaptive pathway triggered by the endoplasmic reticulum (ER) to restore
homeostasis after the accumulation of unfolded proteins. In order to identify druggable
pharmacological targets impacting the UPR to control or prevent the ER stress, we studied
the Insulin-Degrading Enzyme (IDE), a highly conserved “multifunctional” metalloprotease
originally discovered for its role in insulin decay, which has also been described as a
chaperone protein. In this thesis, we have investigated whether IDE modulates hepatic UPR
and lipid accumulation as well as its involvement in liver inflammation and injury. To this
end, we have targeted IDE by pharmacological and genetic approaches in different in vitro
and in vivo models, consisting of the HepG2 human hepatoma cell line and wild-type or IDE-
invalidated C57BL/6J mice. Through multiparametric approaches, we demonstrated that
IDE indeed plays a role in the liver UPR, since genetic or pharmacological inhibition of IDE
induces the UPR mainly through the IRE1 pathway. This inactivation consequently increases
hepatic lipid accumulation, notably via increased lipid uptake by CD36 transporter. We also
observed that IDE inhibition may enhance liver inflammation and injury. These new data
add to the multiple functions identified for IDE, and open up new prospects in the
understanding and the search for pharmacological targets in the field of NAFLD.

Keywords: IDE — Liver — UPR — ER stress — Lipids — NAFLD
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. Lefoie: un organe multifonctionnel et indispensable

L’objectif de cette these étant d’étudier le role d’IDE sur la voie UPR dans le foie, il
convient de décrire dans un premier temps les aspects anatomiques et fonctionnels du foie.

l.1. Aspects anatomiques et structurels

I.1.A. Anatomie générale

Le foie est un organe majeur et essentiel au bon fonctionnement de I'organisme, ce
qui se traduit dans ses caractéristiques anatomiques. C'est I'organe interne le plus
volumineux du corps humain, avec une masse moyenne de 1,5 kg chez 'adulte, soit 2 a 3%
du poids corporel?. Il est situé¢ dans la région hypochondriaque droite de I'abdomen, et il
s’étale également dans la région épigastrique et I’'hypochondre gauche. De couleur rouge
brun et de consistance ferme, il est entouré d’une mince capsule fibreuse, la capsule de
Glisson, recouvrant un parenchyme friable. Il est composé de 2 lobes principaux séparés
sur la face diaphragmatique par le ligament falciforme, également appelé ligament
suspenseur. Le lobe droit, représentant environ 75% du foie, est le plus volumineux ; alors
que le lobe gauche est plus petit et se termine en pointe, appelée apex. Outre ces deux
lobes principaux, on distingue sur la face viscérale du foie le lobe caudé et le lobe carré.

Le foie étant un organe exocrine responsable de la synthése de la bile, il est en
contact avec plusieurs organes de I'abdomen tels que la vésicule biliaire grace au canal
cystique, ainsi que le duodénum par le canal cholédoque formé de la jonction du canal
hépatique commun et du canal cystique (Figure 1)°. C’est la glande la plus volumineuse de
I'organisme, traduisant son implication dans plus de 300 fonctions vitales®. Le foie est un
organe doté d’une grande plasticité, puisqu’il est capable de se régénérer intégralement 7
a 10 jours apres une hépatectomie partielle de 70% de sa masse, et de s’adapter a la taille
de son hoéte aprés transplantation®®.

Foie
Vésicule
biliaire
Canal

cholédoque Estomac

Canal
cystique

Pancréas

Sphincter du
canal
cholédoque

Sphincter d’0ddi Canal

pancréatique

Duodénum Sphincter du canal

pancréatique

Figure 1 : Anatomie du foie et des voies biliaires
Adapté de https://irishdysautonomia.files.wordpress.com/2015/04/liverpancreas_text.jpg
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1.1.B. Vascularisation

Le foie est I'un des organes les plus richement vascularisés, avec plus de 10% du
volume sanguin total qui le traverse et un débit de 1,5L de sang par minute en moyenne
chez I'adulte. C’est le seul organe qui recoit le sang de deux sources : de la circulation
générale et du tractus digestif. Le sang provenant de la circulation générale afflue via
I'artere hépatique et constitue 20 a 25% de I'apport sanguin. Il provient du tronc cceliaque
qui est une branche de I'aorte abdominale et apporte le sang riche en oxygene nécessaire
au fonctionnement des cellules du foie. La veine porte améne le sang issu du tractus digestif
et constitue 75 a 80% de I'apport sanguin. Elle améne le sang riche en nutriments et autres
substances absorbés notamment par I'intestin gréle ou le gros intestin lors de la digestion
et destinés au métabolisme. Cette double irrigation sanguine se divise ensuite en une
multitude de capillaires a lI'intérieur du foie et se mélange dans chaque lobule sous forme
de sinusoides, pour ensuite rejoindre la circulation générale via la veine sus-hépatique et la

veine cave inférieure (Figure 2)**.

Veine cave inférieure

Veine sus-hépatique

Veine
centrale

Branche de I'artére hépatique
Branche du canal biliaire
Branche de la
veine porte
Canaux biliaires
droite et gauche

Artéres hépatiques
droite et gauche

Triade porte

Figure 2 : Circulations biliaires et sanguines du foie
Adapté de http://www.radioanatomie.com/images/caroussel/presentation/vascularisation_hepatique.jpg

1.1.C.Structure histologique

Le foie est constitué de nombreux types cellulaires, dont les hépatocytes
représentent la majeure partie avec environ 80% de la masse hépatique, formant le
parenchyme hépatique. Les lobes hépatiques sont constitués d’un grand nombre de
structures hautement organisées, appelées lobules, ou les hépatocytes sont arrangés en
unités fonctionnelles hexagonales. Dans les lobules, les hépatocytes sont organisés en
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travées unicellulaires d’hépatocytes séparées par des capillaires sinusoides et rayonnant
autour de la veine centrolobulaire. Le sang provenant ainsi de la veine porte arrive au
niveau du poéle basolatéral des hépatocytes, séparé de I'endothélium fenestré par I'espace
de Disse, pour étre traité puis renvoyé vers la circulation systémique par I'intermédiaire des
veines sus-hépatiques. De plus, au niveau de leur pole apical, les hépatocytes sécrétent la
bile dans les canalicules biliaires qui convergent dans les canaux de Hering et se déversent
dans les canaux biliaires. La circulation sanguine se fait alors de maniere centripéete alors
que la circulation biliaire est centrifuge (Figure 3).

D’autres types cellulaires sont également présents dans le foie, pour assurer des
fonctions diverses. lls sont principalement représentés par les cellules sinusoidales, qui sont
les cellules endothéliales formant les capillaires au contact des hépatocytes, a l'intérieur
desquels se trouvent les cellules de Kupffer, qui sont les macrophages résidents du foie. De
plus, les cellules de Ito ou cellules stellaires, localisées dans I'espace de Disse, stockent la
vitamine A et synthétisent et sécretent les molécules de la matrice extracellulaire. Enfin, les
cholangiocytes sont localisés dans les canaux biliaires, dont la jonction avec le canal biliaire
entre les travées d’hépatocytes forme le canal de Hering, ou se trouvent les cellules souches
hépatiques appelées cellules ovales, pouvant générer les hépatocytes et les

cholangiocytes®*.

Canal biliaire
Branche de la veine porte
Branche de I’artére hépatique
Travées d’hépatocytes
Sinusoides

«l Veine centrolobulaire

Canalicule
biliaire

Sinusoides
hépatiques
Canalicule biliaire
Canal biliaire
Canal de Hering

Branche de
la veine porte

Branche de
I'artére
hépatique

Sinusoides

Veine .
centrolobulaire

Jonction serrée

Hépatocyte
. . Noyau
3o LG & — v

Jo | 7% i f/\o/ Espace de Disse
].:_, - Sinusoides
oLl Circulat
' - irculation
J:.i > sanguine
,}.0 | S 5 . @ 4 Endothélium
: — ——— fenestré

 Canalicule biliaire

Figure 3 : Anatomie d’un lobule hépatique
Adapté de https://img.17qq.com/images/phhhkkfnswy.jpeg
Coupe histologique de foie de porc, utilisée pour illustrer les lobules hépatiques délimités par des bandes fibreuses chez le porc

Page 25 sur 176



|.2. Fonctions hépatiques

Le foie est un organe indispensable a I'organisme, réalisant de nombreuses fonctions
vitales et complexes, regroupées en fonctions de synthese, de stockage et d’épuration. Ces
différentes fonctions ont été plus amplement décrites dans une autre thése!, et résumées
dans un schéma a la fin de cette partie (Figure 6).

D’une part, les hépatocytes sont capables de détoxifier I'organisme des toxines et des
xénobiotiques présents dans la circulation sanguine, c’est ce qu’on appelle la clairance
hépatique. Pour cela, le foie possede des enzymes spécifiques pour convertir ces
substances toxiques afin de les éliminer sous une autre forme. Par exemple, le foie convertit
I'ammoniac en urée ou la bilirubine libre en bilirubine conjuguée et métabolise les
meédicaments afin de faciliter leur excrétion dans les urines ou les feces.

D’autre part, le foie étant le premier organe que vont rencontrer les nutriments
absorbés au niveau de l'intestin lors de la digestion et amenés par la veine porte, il est
capable de stocker et transformer ces nutriments en molécules plus complexes. Ainsi, ces
nutriments sont stockés sous différentes formes afin d’étre mis a disposition en fonction
des besoins de I'organisme. Le foie stocke les glucides sous forme de glycogene et les lipides
sous forme de triglycérides, ainsi que d’autres éléments indispensables tels que certains
sels minéraux, oligo-éléments (fer, cuivre) et vitamines. Grace aux sels biliaires facilitant la
solubilisation des nutriments lipophiles dans l'intestin, le foie est capable de capter les
vitamines liposolubles (A, D, E, K). Le foie est également responsable du stockage de la
vitamine B, indispensable au systéme nerveux ainsi qu’a la synthése des hématies dans la
moelle osseuse.

Enfin, le foie exerce de nombreuses fonctions métaboliques en régulant la synthese
et la dégradation des glucides, lipides, acides biliaires et protéines, dans le but de maintenir
I"noméostasie de l'organisme. Ces fonctions métaboliques seront plus amplement
développées ci-dessous puisqu’elles sont impliquées dans le contexte pathologique de
cette these.

1.2.A. Régulation du métabolisme glucidique

Organe clé du métabolisme, le foie est sensible a l'insuline et au glucagon,
synthétisés respectivement par les cellules béta- et alpha-pancréatiques.

En réponse a la sécrétion d’insuline aprés la prise d’un repas, les hépatocytes sont
capables de capter les sucres simples pour les transformer en pyruvate puis en énergie via
la glycolyse, ou pour les stocker sous forme de glycogéne, permettant ainsi de constituer
une réserve d’'énergie considérable pour protéger I'organisme : c’est la glycogénogenése
(Figure 4, fleches rouges).

Au contraire, sous I'effet du glucagon lors d’un je(ine, les hépatocytes sont capables
de mettre a disposition cette réserve par la dépolymérisation du glycogéne en glucose
(glycogénolyse) afin de le libérer dans la circulation sanguine. Si les réserves en glycogene
sont épuisées, en cas de jeline prolongé par exemple, le foie posséde une voie métabolique
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particuliere, la néoglucogenése (ou gluconéogenese), lui permettant de néo-synthétiser du
glucose afin de subvenir aux besoins des cellules glucodépendantes (Figure 4, fleches
vertes). La néoglucogenese est réalisée principalement dans le foie (90%), et
minoritairement dans les reins (10%), notamment grace a la présence des enzymes
Phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK), Fructose-1,6-bisphosphatase et Glucose-6-
phosphatase (G6Pase). Plusieurs précurseurs peuvent étre utilisés dans cette voie de
biosynthese : le pyruvate issu de la glycolyse ; le lactate formé par le muscle lors de la
glycolyse anaérobie et pouvant étre converti a nouveau en pyruvate par le cycle de Cori ; le
glycérol issu de I'hydrolyse des triglycérides dans le tissu adipeux ; et enfin certains acides
aminés qualifiés de « glucoformateurs » (notamment I'alanine pour le foie) lorsque toutes
les autres ressources d’énergie ont été consommées’.

Glucagon Insuline

Stimule

lycogénolyse Glycogénogenése

Néoglucogenése Glycolyse

Figure 4 : Régulation du métabolisme du glucose dans le foie par Finsuline et le glucagon
G6P : Glucose-6-phosphatase, PEPCK : Phosphoénolpyruvate carboxykinase

1.2.B. Régulation du métabolisme lipidique

En tant gu’organe clé du métabolisme, particulierement sensible a la consommation
de gras, le foie participe au métabolisme des lipides sous divers aspects®. Le foie est le
principal lieu de synthése et de stockage des lipides sous forme de cholestérol estérifié ou
de triglycérides, et ceci est gouverné par un équilibre entre I'acquisition de lipides par
captation ou biosynthese ainsi que leur consommation par dégradation ou sécrétion (Figure
5). Ainsi, si 'un de ces phénomenes est perturbé, cela peut engendrer de nombreuses
pathologies hépatiques liées a une surcharge en lipides telles que la NAFLD (Non-alcoholic
fatty liver disease).
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Figure 5 : Métabolisme des lipides hépatiques
AG : Acides gras, FATP : Fatty acid transport protein, CD36 : Cluster of differentiation 36, CoA : Coenzyme A, ATP : Adénosine
triphosphate, TG : Triglycérides, ChREBP : Carbohydrate-responsive element-binding protein, SREBP1c : Sterol regulatory
element-binding protein 1c, ATGL : Adipose triglyceride lipase, HSL : Hormone-sensitive lipase, FSP27 : Fat specific protein
27, Atg : Autophagy-related protein, SRB-1 : Scavenger receptor class B type 1, LDL : Low-density lipoprotein, LDLR : LDL
receptor, LPL : Lipoprotéine lipase, HL : Lipase hépatique, HDL : High-density lipoprotein, VLDL : Very-low-density lipoprotein

1.2.B.1) Meétabolisme du cholestérol

D’une part, le foie récupére le cholestérol des tissus périphériques par la voie de
transport inverse du cholestérol via les HDL (High-density lipoprotein), grace a la
reconnaissance des apolipoprotéines (Apo) A-l par les récepteurs SRB-1 (Scavenger
receptor class B type 1). De plus, le foie capte le cholestérol contenu dans les résidus de
chylomicrons, libérés par les intestins lors de la digestion, ainsi que le cholestérol contenu
dans les IDL (Intermediate-density lipoprotein) et les LDL (Low-density lipoprotein), issus du
remodelage et de la transformation des VLDL suite aux actions successives de Ia
lipoprotéine lipase (LPL) et de la lipase hépatique (LH) dans la circulation. Ces LDL sont
captés par les tissus périphériques et par le foie grace au LDLR (LDL receptor) reconnaissant
I’ApoB-100, I‘apolipoprotéine majoritairement située sur les lipoprotéines de basse densité
(VLDL, IDL et LDL), permettant la libération de leur cholestérol estérifié (Figure 5-1).

Le foie est également capable de synthétiser le cholestérol, notamment grace a la
présence d’'une enzyme située sur la membrane du réticulum endoplasmique (RE),
I"hydroxy-méthyl-glutaryl (HMG) - Coenzyme A (CoA) réductase, dont |'expression est
dépendante du facteur de transcription SREBP2 (Sterol regulatory element binding protein
2) et dont I'activité est régulée par les niveaux de cholestérol (Figure 5-2).

Le cholestérol est ensuite majoritairement dégradé par le foie pour étre sécrété
dans la bile aprés conversion en acide biliaire par I'enzyme cholestérol 7a-hydroxylase
(aussi appelée cholestérol 7a-monooxygénase ou cytochrome P450 7A1)°.
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1.2.B.2) Meétabolisme des triglycérides

D’autre part, le foie capte les acides gras libres non estérifiés présents dans la
circulation et provenant de I'alimentation ou libérés par le tissu adipeux notamment grace
a des protéines situées a la surface des hépatocytes, telles que les transporteurs FATP (Fatty
acid transport protein) ou le récepteur FAT (Fatty acid translocase) / CD36 (Cluster of
differentiation 36) (Figure 5-3).

Les acides gras libres peuvent ensuite étre couplés avec un coenzyme A pour subir
une succession de réactions enzymatiques aboutissant a la formation d’acyl-CoA, puis de
triglycérides : c’est la lipogenese. Ceci est réalisé notamment par des enzymes situées a la
surface du RE, dont la principale, DGAT (Diacylglycerol O-Acyltransférase), permet
d’achever le couplage des trois acides gras a une molécule de glycérol pour former une
molécule de triacylglycérol (ou triglycéride). Ces réactions de lipogenése sont sous le
controle des facteurs de transcription SREBP-1c (Sterol regulatory element-binding protein
1c) et ChREBP (Carbohydrate-responsive element-binding protein) stimulés par l'insuline et
le glucose, respectivement (Figure 5-4). Les triglycérides ainsi formés sont stockés dans les
hépatocytes sous forme de gouttelettes lipidiques produites a partir d’'un bourgeonnement
de la membrane du réticulum endoplasmique. La formation de ces gouttelettes lipidiques
est tres dynamique, puisque celles-ci peuvent étre hydrolysées via I’action de lipases telles
que HSL (Hormone-sensitive lipase) et ATGL (Adipose triglyceride lipase) ; ou fusionnées,
notamment grace a la présence de la protéine FSP27 (Fat-specific protein 27) ; ou encore
subir une forme d’autophagie appelée lipophagie, notamment grace aux protéines Atg5
(Autophagy-related protein 5) et Atg7 a la surface des gouttelettes lipidiques (Figure 5-5).

Sous linfluence du glucagon en cas de jelne, cette réserve d’énergie peut
également étre consommeée via I'hydrolyse des triglycérides par les lipases afin de libérer
les acides gras libres et le glycérol : c’est la lipolyse. La mitochondrie joue un réle majeur
dans ce processus en réalisant ensuite la béta-oxydation des acides gras, notamment grace
aux enzymes VLCAD (Very-long-chain acyl-CoA dehydrogenase) et MTP (Mitochondrial
trifunctional protein), suite a I'import des Acyl-CoA dans la mitochondrie par la navette
d’import mitochondrial constituée notamment de CPT1 (Carnitine palmitoyl transferase 1).
La B-oxydation permet alors de former de I'acétyl-CoA et ainsi de I'énergie sous forme
d’ATP (Adénosine triphosphate) par les clivages successifs des longues chaines carbonées
en acétate (Figure 5-6). La 3-oxydation des acides gras peut également étre réalisée par les
peroxysomes, dont ACO (Acyl-CoA oxidase) est une enzyme limitante. En cas de surcharge,
le RE est également capable de réaliser une voie alternative de w-oxydation des acides gras.

Enfin, en cas de besoin, le foie peut également sécréter les triglycérides dans la
circulation grace a laformation de VLDL (Very-low-density lipoprotein), afin de faire parvenir
des acides gras aux tissus périphériques, qui seront ensuite transformés en IDL, puis en LDL.
La production des VLDL par le foie est ainsi contrélée par la synthése par le RE de I'’ApoB-
100 (Figure 5-7)%°.

Page 29 sur 176



1.2.C. Synthése de protéines

Le foie est un organe qui peut étre particulierement sollicité pour la synthése de
diverses protéines. En effet, il synthétise la majorité des protéines plasmatiques dont
I'aloumine, qui représente plus de 40% de la synthése protéique hépatique. D’autres
protéines de transport sont issues d'une synthese hépatique : la transferrine, la
céruloplasmine et la transcobalamine, qui transportent respectivement le fer, le cuivre et
la vitamine B12 dans le sang. Le foie synthétise également la totalité des globines,
impliquées dans I'oxygénation des organes et les réactions inflammatoires : hémoglobine,
globulines, haptoglobine... Le foie est par ailleurs le seul lieu de production des facteurs de
la coagulation (excepté pour le facteur VIII), indispensables aux cascades enzymatiques lors
du phénomene d’hémostase. D’autres protéines circulantes ou anti-coagulantes sont
synthétisées par le foie : la prothrombine, le fibrinogene, I'antithrombine ou I'a2-
macroglobuline. Le foie est également responsable de la synthese de nombreuses
protéines nécessaires aux réactions immunitaires : la protéine C réactive (CRP),
I’'orosomucoide, I'opsonine, ainsi que les protéines du complément. Certaines hormones et
facteurs de croissance tels que I'lGF1 (/nsulin Growth Factor 1), la thrombopoiétine ou
I'angiotensine sont majoritairement produites par le foiel®. Enfin, le foie sécréte des
hépatokines, dont la plus connue est le FGF21 (Fibroblast growth factor 21), ayant des
actions locales ou a distance multiples sur le métabolisme énergétique et I'noméostasie du
glucose et des lipides'*2,

La synthese de toutes ces protéines par le foie est dépendante de son RE, ce qui
peut engendrer une surcharge de ce dernier en cas de demande accrue en synthese de

protéines, et étre a I'origine d’un stress réticulaire®.
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- Absorption vitamines A, D, E, K et
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-Ammoniac = urée -Glycolyse / Néoglucogeneése
-Toxines - Stockage sous forme de glycogéne :
-Alcool Glycogénogenése / Glycogénolyse

-Médicaments Sous l'action de l'insuline / glucagon

Synthese de
protéines

Métabolisme
des lipides

Albumine, globines, facteurs de

. .. -Syntheése des lipides : cholestérol,
coagulation, protéines de

€ triglycérides, phospholipid
I'inflammation, lipoprotéines, Synthese k”g yeer! fes P ZSP .Ollpl .e.z
, . de la bile -Stockage sous forme de triglycérides et
hormones, hépatokines (FGF21)... - .
sécrétion via les VLDL
A partir du cholestérol -B-oxydation des acides gras

Figure 6 : Résumé des multiples fonctions hépatiques
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[I. La « maladie du foie gras », une épidémie silencieuse

En cas de perturbations métaboliques chroniques d’origine génétique ou
environnementale, et notamment dans le contexte de mauvaises habitudes de vie
(alimentation trop riche en graisses et en sucres, sédentarité...), le foie peut étre
particuliérement touché par une exposition prolongée a ces stimuli toxiques. A terme, cela
peut aboutir a la « maladie du foie gras » ou NAFLD, dont la stéatohépatite non alcoolique
(Non-alcoholic steatohepatitis, NASH), également appelée « maladie du soda », représente
la forme avancée et plus grave de la maladie. Malheureusement, ces pathologies génerent
peu de symptomes cliniques, ce qui rend difficile leur diagnostic. De plus, en I'absence de
traitements médicamenteux, ces maladies prennent de l'ampleur et représentent
actuellement un enjeu de santé public majeur.

[l.L1. Définitions et épidémiologie

II.1.A. Définitions de la NAFLD et de la NASH

L"appellation NAFLD regroupe un éventail de désordres hépatiques, ou la présence
d’une accumulation anormale de lipides dans le foie (au moins 5% du poids du foie ou
d’hépatocytes touchés) n’est pas liée aux autres causes connues de foie gras telles que la
consommation excessive d’alcool, une hépatite virale ou auto-immune, ou encore un
traitement médicamenteux ; mais liée au mode de vie. Les troubles hépatiques concernés
sont divers, ils sont caractérisés dans le cas de la NAFLD par une accumulation de lipides
(principalement triglycérides) dans les hépatocytes sous forme de gouttelettes (stéatose).
A ceci peut s’ajouter une inflammation éventuellement accompagnée d’une fibrose, avec
I'observation d’une ballonisation des hépatocytes et la formation de corps de Mallory-
Denk, traduisant la présence d’une stéatohépatite métabolique (NASH). Ces altérations
peuvent progressivement entrainer une cirrhose hépatique qui est malheureusement
irréversible, et peut potentiellement aboutir a un carcinome hépatocellulaire (Figure 7).

Ainsi, la NASH est actuellement la seconde cause d’indication (28% des patients)
pour une transplantation hépatique aux Etats-Unis, apres la cause alcoolique (38% des
patients). De plus, elle représente la cause de transplantation qui connait un essor le plus
rapide aux Etats-Unis, au Royaume-Uni, ainsi que dans les pays en voie de
développement!®é,
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Figure 7 : Différentes hépatopathies rencontrées dans la NAFLD et leurs illustrations histologiques
Les fleches représentent leur évolution, avec des doubles fleches pour les évolutions réversibles et des simples fleches pour
les évolutions irréversibles.
Coupes histologiques représentatives colorées par H&E (pour les 3 premiéres) et sirius red (pour la fibrose, les 3 derniéres)
D’apres Asgharpour et al. Journal of Hepatology, 2016 ;. 65:579-588

11.1.B. Epidémiologie de la NAFLD et de la NASH

La NAFLD représente la maladie hépatique la plus courante dans le monde. Les pays
occidentaux et industrialisés sont les plus concernés, mais elle touche aussi de plus en plus
les pays en voie de développement, et notamment les enfants souffrant de malnutrition.
Une méta-analyse de 2016 réalisée par Younossi et al.*® sur différentes études
épidémiologiques concernant la NAFLD depuis 1989 et regroupant plus de 8,5 millions
d’individus a montré que la maladie du foie gras touche environ 25% de la population adulte
mondiale, et que sa prévalence augmente avec I'age. lls ont également observé une plus
forte proportion de personnes atteintes au Moyen-Orient (32%) et en Amérique du Sud
(31%) alors qu’une plus faible proportion a été mesurée en Afrique (14%) en comparaison
a celle de I'Europe (24%) et de I'’Amérique du Nord (24%)%° (Figure 8).

En outre, la prévalence de la NASH dans la population générale est toujours
débattue, et a été estimée entre 1,5 et 6,45% selon la méta-analyse de Younossi et al.!® et
entre 12 et 17% selon la Food and Drug Administration (FDA). Il est difficile d’avoir une
estimation réelle de cette prévalence compte tenu de la difficulté du diagnostic de la
pathologie, qui ne se confirme que par une étude histologique a partir d’'une biopsie du
foie. De plus, il a été estimé que la NASH touche environ 60% des patients atteints de NAFLD
ayant eu une indication clinique pour une biopsie hépatique®.

La NAFLD touche principalement les adultes entre 40 et 60 ans, avec un risque deux
fois supérieur pour les hommes par rapport aux femmes?!. Cependant, apres la ménopause,
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cette tendance s’inverse et les femmes semblent davantage touchées que les hommes??.
La NAFLD touche également les enfants et les adolescents, avec une prévalence de 7,6%
dans la population pédiatrique, faisant de la NAFLD la maladie hépatique la plus fréquente
dans cette population. Les enfants atteints d’obésité sont particulierement sensibles au
développement de la NAFLD, avec une prévalence atteignant 34,2% chez les enfants
obeses?3,

La forte augmentation de la prévalence de la NAFLD et de la NASH dans presque
toutes les régions du monde suit celle de I'épidémie de diabéte et d’obésité, et une récente
étude considére que cette prévalence va considérablement progresser ces prochaines
années, avec une prédiction de I'augmentation respective de 21% et de 63% de la
prévalence de la NAFLD et de la NASH aux Etats-Unis d’ici 2030%4.

. Prévalence globale NAFLD : 25,24%

Figure 8 : Prévalence de la NAFLD et apports caloriques journaliers dans le monde
D’aprés Rinella & Charlton. Hepatology. 2016 ; 64:19-22

I.2. Etiologies et facteurs de risques

1.2.A. Les maladies métaboliques : obésité, diabéte de type 2, syndrome
métabolique

La NAFLD et la NASH sont souvent liées a une alimentation hypercalorique, riche en
sucres simples (en particulier le fructose) et en acides gras saturés a longue chaine, en
association avec un mode de vie sédentaire et une faible activité physique®. L’exposition
prolongée a ces déreglements métaboliques fait que la NAFLD et la NASH sont étroitement
associées aux maladies métaboliques telles que I'obésité, I'hyperlipidémie, le diabete de
type 2, I'insulinorésistance, ou encore le syndrome métabolique. La NASH est d’ailleurs
souvent considérée comme la manifestation hépatique du syndrome métabolique. Ce
syndrome correspond a un ensemble d’anomalies métaboliques prédisposant au
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développement du diabéte de type 2 et aux maladies cardiovasculaires. Selon un consensus
émis par la Fédération Internationale du Diabéte (FID), le syndrome métabolique est défini
par une obésité centrale associée a au moins deux facteurs parmi : un taux de triglycérides
élevé (ou le traitement de ce trouble), un faible taux de cholestérol HDL, une hypertension
artérielle (ou le traitement de ce trouble), ou encore une hyperglycémie a jeun (ou un
diabete de type 2 diagnostiqué)?®, avec des valeurs seuils variables en fonction du sexe et
de I'origine ethnique (Figure 9). Il a été établi que I'incidence de la NAFLD augmente avec
le nombre de conditions du syndrome métabolique remplies.

La corrélation entre 'obésité, touchant 13% de la population adulte mondiale?’, et
I’'augmentation concomitante de la prévalence et de la sévérité de la NAFLD est bien décrite
dans la littérature scientifique. On estime que dans la population obese, caractérisée par
un indice de masse corporelle (IMC) supérieur ou égal a 30, environ 80% des patients sont
atteints de NAFLD et 25% de NASH. Cette proportion est encore plus importante chez
patients atteints d’obésité morbide (IMC > 35), puisque 90% d’entre eux sont touchés par
la NAFLD?8. En effet, I'adiposité viscérale est considérablement associée au développement
de la NASH?,

De plus, le diabete de type 2 est reconnu comme facteur de risque de NAFLD,
puisqu’il a été montré que les patients atteints de diabéte de type 2 ont un contenu en
lipides hépatiques 80% plus élevé que des patients non diabétiques du méme age, sexe et
poids. Ainsi, il a été estimé que jusqu’a 70% des diabétiques de type 2 peuvent étre touchés
par la NAFLD?, et que ces patients ont 20% de risque de développer une NASH.
'association entre la NAFLD et le diabete de type 2 est bidirectionnelle, et ces deux
pathologies peuvent se développer presque simultanément chez un patient, ce qui peut
confondre la prévalence de la NAFLD dans la population de diabétiques et celle du diabete
de type 2 dans les populations atteintes de NAFLD. Egalement, le diabéte semble jouer un
role prépondérant dans la progression de la NAFLD et augmenter le risque de
développement de formes plus sévéeres, incluant la fibrose, la cirrhose et le carcinome
hépatocellulaire®.

11.2.B. Les autres pathologies ou traitements médicamenteux

D’autres pathologies ont été proposées comme facteur de risque de développement
de la NAFLD, tels que le syndrome des ovaires polykystiques, I'apnée du sommeil,
I"hypothyroidisme, I'hypopituitarisme ou encore I'hypogonadisme, mais ces données
restent a étre confirmées®!. Le syndrome des ovaires polykystiques entraine une
hyperandrogénie qui favorise une insulinorésistance, ce qui pourrait augmenter le risque
de NAFLD. De plus, I'apnée du sommeil entraine une hypoxie intermittente chronique qui
peut augmenter les taux de cytokines pro-inflammatoires, induire une dysfonction
endothéliale, un stress oxydatif, une dérégulation métabolique, et enfin une
insulinorésistance. L'apnée du sommeil entrainerait également des Iésions au niveau du
foie, avec de l'inflammation et de la fibrose. Il semblerait ainsi que I'apnée du sommeil
favorise I’évolution de la NAFLD en NASH?2,
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Aussi, la prise de certains traitements pharmacologiques peut également favoriser
le développement d’une stéatohépatite. Par exemple, 'amiodarone, prescrit contre les
troubles du rythme, et le tamoxifene, contre le cancer du sein, ont été identifiés comme
traitements causaux d’une stéatohépatite. De plus, les corticostéroides et les cestrogénes
peuvent accélérer la NASH chez des personnes prédisposées en exacerbant
I'insulinorésistance, I'obésité abdominale, le diabete ou I"hypertriglycéridémie. Aussi, le
méthotrexate, prescrit pour le traitement de cancers et de maladies auto-immunes,
pourrait étre responsable d’une aggravation de la fibrose hépatique dans la NASH. Ces
stéatohépatites sont liées a une exposition prolongée (supérieure a 6 mois) et a une
possible accumulation du médicament induisant notamment une atteinte mitochondriale
et la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS)33.

11.2.C. L’age, le sexe et l'origine ethnique

L'age et le sexe masculin sont également des facteurs de risque dans le
développement de la NAFLD. La prévalence de la NAFLD, de la NASH et de la cirrhose
augmente avec I'age. Avant 50 ans, la prévalence de la NAFLD est plus élevée chez les
hommes que chez les femmes mais cette tendance s’inverse aprés I'age de 50 ans ou les
femmes sont plus touchées, avec un pic entre 60 et 69 ans3?.

L’origine ethnique peut également étre un facteur de risque, puisqu’il a été montré
que la NAFLD se développe davantage chez les patients d’origine hispanique. En effet, dans
une étude observationnelle sur 400 patients (NCT01100398), une prévalence de 58,3% de
NAFLD a été observée dans la population hispanique, contre 44,4% pour la population
caucasienne et 35,1% pour la population afro-américaine3*. Egalement, les personnes
d’origine asiatique sont de plus en plus touchées par la NAFLD, méme celles avec un IMC
normal. Une étude américaine a montré que les afro-américains présentaient un degré de
stéatose plus faible que les blancs alors qu’un degré plus élevé de stéatose était constaté
chez les personnes d’origine asiatique et hispanique. Ces derniers ont également un risque
plus élevé de NASH et de cirrhose. Par une étude de leur génome, la population hispanique
avait un contenu en lipides hépatiques deux fois plus élevé ainsi que des parametres
histologiques plus séveres s’ils étaient porteurs d’'une mutation homozygote dans le gene
PNPLA3 (Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3), codant pour la protéine
adiponutrine, impliquée dans le métabolisme des lipides??.

11.2.D. Les facteurs génétiques

Ainsi, de nombreuses études ont montré que la génétique peut également jouer un
role dans le risque de développement de la NAFLD. Le facteur génétique le plus connu est
la présence d’une mutation faux-sens au niveau du gene PNPLA3 (rs738409), ou une
isoleucine a été remplacée par une méthionine au niveau du codon 148 du gene (1148M).
Cette protéine est exprimée dans le foie et le tissu adipeux et est localisée a la membrane
du réticulum endoplasmique et a la surface des gouttelettes lipidiques. Son rdle dans la
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physiopathologie de la NAFLD reste méconnu puisque les souris déficientes ne développent
ni stéatose ni dommages hépatiques. Cependant, des études in vitro ont suggéré que
PNPLA3 serait un gene cible de SREBP-1c, et jouerait un role dans I'accumulation des lipides.
La mutation 1148M de PNPLA3 résulte en une perte de ses activités de phospholipase,
triglycérides lipase et acylglycérol transacylase, impliquées dans le remodelage des
gouttelettes lipidiques et la sécrétion de VLDL. De plus, la mutation E167K dans le gene
TM6SF2 (Transmembrane 6 superfamily member 2), induisant également une réduction de
la sécrétion de VLDL, a été identifié comme facteur de risque dans le développement de la
NAFLD.

En outre, d’autres genes ont également été identifiés comme favorisant le risque de
NAFLD et de NASH en cas de mutation. Certains de ces genes codent, au méme titre que
les précédents, pour des protéines impliquées dans I'export des lipides ou leur oxydation
tels que MTTP (Microsomal triglyceride transfer protein), APOE ou PPARa (Peroxisome
proliferator-activated receptor a) ; ou dans le métabolisme du glucose et
I'insulinorésistance tels que IRS1 (/nsulin receptor substrate 1) ou PPARy (Peroxisome
proliferator-activated receptor y) ; dans I'import ou la synthese de lipides tels que FADS1
(Fatty acid desaturase 1) ou LPIN1 (Lipine 1) ; dans le stress oxydatif tel que HFE
(Homeostatic iron regulator), SOD2 (Superoxide dismutase 2) ; dans la réponse aux
endotoxines et I'inflammation tels que TLR4 (Toll like receptor 4) et les cytokines TNF
(Tumor necrosis factor) et IL6 (Interleukine 6) ; ou encore dans la fibrose tels que AGTR1
(Angiotensin Il receptor type 1) et KLF6 (Kruppel-like factor 6)*?. La progression de la NAFLD
a également été corrélée a FDFT1 (Farnesyl transferase 1), une protéine impliquée dans la
biosynthese du cholestérol. Enfin, le gene EFCAB4B (EF-hand calcium binding domain 4B),
codant une protéine impliquée dans le transport du calcium et I'immunité adaptative, a été
associé a I'inflammation lobulaire dans la NASH3>. Cette liste n’est pas exhaustive et de
nombreux autres génes ont été associés a la NAFLD (Figure 9).
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asiatique [ =1 LE]T

Tour de taille > 102 cm (homme),
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Figure 9 : Facteurs de risque associés au développement de la NAFLD et de la NASH
DT2 : Diabéte de type 2, IMC : Indice de masse corporelle, HDL : High-density lipoprotein, HTA : Hypertension artérielle,
PNPLA3 : Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3, TG : Triglycérides

Page 36 sur 176



I.3. Physiopathologie

Comme son nom l'indique, la NAFLD est induite par un dépo6t anormal de graisse au
niveau du foie, notamment de triglycérides, sans lien avec la consommation d’alcool mais
d’origine métabolique. Bien que de grands progrés aient été accomplis ces 40 dernieres
années depuis la description de la NAFLD et de la NASH, leur pathogenese n’a pas encore
été clairement élucidée, car elle est complexe et multifactorielle. Ainsi, différentes théories
sont exposées dans la littérature pour expliquer les phénomenes aboutissant au
développement de la NAFLD, et son évolution en NASH.

Initialement, la théorie « two-hit hypothesis » de Day et James suggérée il y a plus
de 20 ans, propose qu’une double cause est a I'origine du développement de la NASH?3®.
Selon ce modele, la stéatose hépatique, résultant d’un régime riche en graisse, d'une
sédentarité, d’'une obésité ou d’une insulinorésistance, représente le premier « hit ». Celle-
ci sensibilise le foie a des évenements postérieurs représentant le deuxieme « hit » et
aboutissant a une inflammation, une lésion hépatique et éventuellement a une fibrose, a
I'origine de la NASH. Ce deuxieme choc favorise donc la progression de la NAFLD vers la
NASH et se compose d’un stress oxydatif, une dysfonction mitochondriale, un déreglement
cytokinique ou adipokinique, une perturbation du microbiote intestinal favorisant I'entrée
d’endotoxines ou encore un stress du réticulum endoplasmique (Figure 10).

NASH

N
)

- Stress oxydatif

- Insulinorésistance - Dysfonction mitochondriale
- Accumulationd’acides gras - Cytokines ou adipokines pro-
- Sédentarité inflammatoires

- Régimeriche en graisse - Perturbation du microbiote

- Obésité intestinal et endotoxines

- Stress réticulaire...

Figure 10 : Théorie « Two hit hypothesis » pour le développement de la NASH
D’apres Day & James. Gastroenterology. 1998;114(4):842-5
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Cette hypothése « two-hit » signifie donc que I'accumulation de lipides hépatiques
est antérieure et nécessaire au développement de la NASH. Or, il est considéré
actuellement que cette accumulation n’est pas pathologique en soi. L’accumulation de
triglycérides sous forme de gouttelettes lipidiques semble méme jouer un rdle protecteur
dans les tissus non adipeux tels que le foie contre la lipotoxicité induite par les acides gras
saturés comme le palmitate et la production de meétabolites toxiques tels que les
céramides®’.

Ainsi, sachant le caractere multifactoriel de ces pathologies, cette hypothese a été
abandonnée a la faveur d’une autre théorie de causes paralleles multiples, ou « multiple
parallel hits hypothesis »*. Dans ce modele, la NASH est clairement identifiée comme
maladie multifactorielle, ou I'accumulation de lipides hépatiques n’est pas forcément la
cause initiale de la pathologie, mais elle fait partie de I'ensemble des hits causaux énoncés
ci-dessus agissant de concert les uns avec les autres chez un individu génétiquement
prédisposé®. De plus, ce modeéle prend en compte |'existence d’altérations touchant
d’autres organes que le foie, tels que le tissu adipeux, les intestins et le muscle, participant
de maniére synergique au développement de la NASH'. Les mécanismes
physiopathologiques du développement de la NAFLD et de la NASH seront plus amplement
détaillés et illustrés ci-dessous par un schéma (Figure 11), issu d’une autre thése sur le
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Figure 11 : Pathogenése de la NASH
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11.3.A. Hépatocytes et stéatose hépatique

Evidemment, la stéatose hépatique, caractérisée par I'accumulation d’acides gras
sous forme de gouttelettes de triglycérides dans le cytoplasme des hépatocytes, représente
un événement fondamental dans le développement de la NASH. Initialement, cette
accumulation de triglycérides est un phénomene physiologique de stockage d’énergie et
n’est pas pathologique en soi si elle est bien régulée et transitoire. Les triglycérides sont
une source efficace d’énergie car ils apportent davantage d’énergie (9 kcal/g) qu’une masse
équivalente de glucides (4,5 kcal/g) ou de protéines (4 kcal/g) ; c’est pourquoi le foie assiste
le tissu adipeux dans le stockage de cette énergie pour I'organisme.

Cependant, lors d’une consommation excessive d’aliments riches en sucres et en
graisse, sans dépense énergétique pour compenser ces apports, le métabolisme des lipides
est perturbé, ce qui peut entrainer une accumulation ectopique de lipides dans le foie.
Cette accumulation anormale peut étre attribuable a une captation accrue de lipides
circulants, une lipogenese de novo accrue, une mauvaise excrétion des lipides via les VLDL,
ou encore une diminution de la B-oxydation des acides gras libres dans les hépatocytes. Il
est estimé que chez les patients atteints de NAFLD, 15% du contenu en triglycérides
hépatiques provient de I'alimentation, 60% de la libération d’acides gras libres par le tissu
adipeux et 25% (au lieu de 10% chez les patients sains) résultent des hépatocytes eux-
mémes via la lipogenése de novo®>°. La lipogenése de novo est activée par |'expression de
nombreuses enzymes lipogéniques telles que I'acétyl-CoA carboxylase (ACC), la fatty acid
synthase (FAS), la fatty acid elongase 6 (ELOVL6) et la stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1),
sous le contréle des facteurs de transcription ChREBP, LXR (Liver X receptor) et SREBP-1c,
stimulés respectivement par le glucose et I'insuline. Outre les lipides, la consommation de
sucres tels que le glucose et le fructose, fréquents dans les boissons sucrées, et dont la
consommation est souvent trés importante chez les patients atteints de NAFLD, stimule
également la lipogenese de novo en augmentation |'expression des facteurs de
transcription SREBP-1c et ChREBP.

L'insulinorésistance joue un réle majeur dans le développement de la NAFLD et de
la NASH. Elle favorise la néoglucogenese, mais aussi la lipogenése de novo et affaiblit la B-
oxydation des acides gras, ce qui accroit la quantité d’acides gras dans le foie.
L'insulinorésistance est aggravée par les repas riches qui entrainent un exces de nutriments,
ce qui submerge le réticulum endoplasmigue et provoque un stress réticulaire, qui est lui-
méme capable de favoriser linsulinorésistance en retour, créant un cercle d’auto-
amplification.

En conséquence de I'accumulation chronique de lipides hépatiques, notamment de
triglycérides, et de métabolites toxiques (céramides, DAG), une lipotoxicité s’installe en
parallele d’une glucotoxicité, induisant un stress du réticulum endoplasmique, une
dysfonction mitochondriale et la production d’especes réactives de l'oxygene (RQOS),
favorisant, a terme, I'inflammation et la souffrance hépatique, et ainsi le développement
de la NASH (Figure 11-1)32.
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11.3.B. Cellules de Kupffer et inflammation

La part du systeme immunitaire dans la pathogenése de la NAFLD et de la NASH est
de plus en plus étudiée car celui-ci semble jouer un réle majeur dans le développement de
la NASH. Les macrophages résidents du foie, les cellules de Kupffer, constituent 15% des
cellules hépatiques et représentent la plus grande population de macrophages spécifiques
d’un tissu. Ils ont pour fonction de phagocyter les pathogenes entrant par la veine porte et
la circulation artérielle et de présenter les antigenes, constituant ainsi I'une des premieres
lignes de défense de I'organisme. De nombreux stimuli associés aux maladies métaboliques
pourraient étre responsables d’une activation des cellules de Kupffer, tels que les acides
gras saturés, les lipides peroxydés, le fructose, les substances issues du microbiote, ou
encore les ROS*.

Par exemple, les acides gras provenant de la circulation et libérés par le tissu adipeux
peuvent stimuler les récepteurs de I'immunité innée tels que les TLR (Toll-like receptor) 2
et les TLR4*2. Ces acides gras, et notamment les acides gras saturés tels que le palmitate,
peuvent étre lipotoxiques et aboutir a la production de ROS, induisant un stress oxydatif,
un stress réticulaire et la mort cellulaire. Ce stress oxydatif favorise également la production
de lipides peroxydés cytotoxiques. Ces signaux de stress activent les cellules de Kupffer qui
liberent des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa (Tumor necrosis factor a) et
I'IL-1B (Interleukine-1B), qui vont notamment favoriser [|'activation du facteur de
transcription NFkB (Nuclear factor-kappa B) et amplifier le stress réticulaire et oxydatif, et
participer aux dommages hépatiques via le recrutement d’autres cellules inflammatoires
telles que les lymphocytes T cytotoxiques®3.

De plus, l'insulinorésistance amplifie ce phénomeéne inflammatoire hépatique
puisqu’elle entraine une dysfonction du tissu adipeux, ce qui perturbe la production et la
sécrétion d’adipokines et de cytokines pro-inflammatoires. De plus, il semblerait que le
fructose joue également un réle dans I'inflammation en perturbant le microbiote intestinal
et en augmentant la perméabilité de la muqueuse intestinale a des endotoxines telles que
le lipopolysaccharide (LPS), ce qui active les récepteurs TLR4 des cellules de Kupffer, et
stimule également la production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules
hépatiques (Figure 11-2)3241,

11.3.C. Cellules stellaires et fibrose

La fibrose hépatique résulte d’'un déreglement dans le processus de cicatrisation
initié en cas de dommages hépatiques. Elle est caractérisée par un exces de synthese et un
défaut de dégradation de matrice extracellulaire, entrainant une accumulation de
protéoglycanes, de glycoprotéines, et de fibres de collagéne de type | et lll majoritairement.

Le développement de la fibrose hépatique est attribuable a I'activation prolongée
d’une autre population de cellules hépatiques, les cellules stellaires (ou anciennement
cellules de Ito), qui sont des cellules mésenchymateuses représentant 5 a 8% des cellules
hépatiques. Ces dernieres sont activées et sortent de leur état de quiescence en cas de
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dommages hépatiques et de stimuli pro-inflammatoires tels que la sécrétion de TGFf
(Transforming growth factor beta) par les cellules de Kupffer. Ainsi, I'activation des cellules
stellaires entraine leur prolifération et leur différenciation en myofibroblastes capables de
migrer sur le site de la lésion hépatique et de sécréter des constituants de la matrice
extracellulaire. Ceci contribue alors au remplacement du tissu fonctionnel par du tissu
fibreux, réduisant la fonction et [élasticité hépatique. Les cellules stellaires sont
notamment activées par la libération de DAMPs (Damage-associated molecular patterns)
lors de I'apoptose des hépatocytes suite a leur exposition a des niveaux élevés de ROS apres
un stress oxydatif et réticulaire lié a la lipotoxicité**. Egalement, elles peuvent étre
directement activées par les stimuli inflammatoires*4>. D’autres signaux pro-fibrotiques
tels que I'lL-1B, la leptine, le cholestérol libre ou le PDGF (Platelet-derived growth factor)
pourraient également contribuer a leur activation. En retour, les cellules stellaires seraient
capables de participer a I'amplification de la réponse inflammatoire initiale ainsi qu’a la
résolution de I'inflammation en sécrétant respectivement de I'lL-6 et de I'lL-10%%47. De plus,
les cellules stellaires peuvent sécréter des facteurs de croissance qui favorisent la
régénération des cellules épithéliales hépatiques, ainsi que des facteurs pro-angiogéniques
qui modulent les cellules endothéliales et la prolifération des hépatocytes. Enfin, la
sécrétion d’'IL-1P et de TNFa par les cellules stellaires elles-mémes favorise leur survie par
une activation de la voie NFkB (Figure 11-3)**.

11.3.D. Acteurs extra-hépatiques

[1.3.D.1) Tissu adipeux

D’une part, il a été observé qu’une balance énergétique élevée de maniére
chronique par la consommation d’aliments hypercaloriques, tel qu’observé chez les
patients atteints de NAFLD, provoque un élargissement et une hypertrophie du tissu
adipeux, associés a un exces de stockage d’acides gras entrainent une insulinorésistance et
une sécrétion altérée d’adipokines (TNF-q, IL-6, adiponectine, leptine)*. Le tissu adipeux
viscéral et les adipokines sécrétées par le tissu adipeux jouent un rdle majeur dans le
développement des maladies métaboliques®. Les patients atteints de NASH ont un défaut
de sécrétion de I'adiponectine, impliquée dans I'activation de I'oxydation des acides gras
dans le foie, ce qui amplifie la surcharge hépatique en acides gras®®. Une perturbation de la
sécrétion et de la signalisation de la leptine, agissant au niveau du systeme nerveux central
pour induire une réduction de I'apport alimentaire et une augmentation de la dépense
énergétique, entraine une dérégulation de la balance énergétique, et contribue au
développement de la NAFLD>.

Les cytokines inflammatoires favorisent I'insulinorésistance en activant JNK (c-Jun N-
terminal kinase) et IKKB (IKappaB kinase), qui phosphorylent IRS1 sur des résidus sérine>?.
L'insulinorésistance augmente la lipolyse des acides gras dans le tissu adipeux, ce qui
résulte en un relargage accru d’acides gras libres dans la circulation qui seront captés par
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le foie, et favorise la stéatose. De plus, il semblerait que la masse du tissu adipeux et
Iinsulinorésistance soient fortement corrélées a la sévérité de la NASH>3.

Enfin, le tissu adipeux est une source importante de signaux inflammatoires en cas
d’obésité puisque les patients obéses ont des taux sériques élevés de TNFa, IL-6 et IL-1
produits par le tissu adipeux, ce qui peut contribuer a I’évolution de la NAFLD en NASH, et
a la fibrose (Figure 11-4)>%.

[1.3.D.2) Microbiote intestinal

De récentes études chez I'homme et la souris ont montré que la NAFLD était
associée a une composition altérée du microbiote intestinal>>. De plus, une augmentation
de la perméabilité intestinale est associée a I'obésité et a la NAFLD, cependant il n’est pas
encore certain que ce soit une cause ou une conséquence de la maladie®®. Les effets du
microbiote sur le métabolisme hépatique sont notamment médiés par une altération de sa
perméabilité permettant I’'entrée de LPS dans la circulation, une altération de sa diversité,
une modulation de la production d’acides gras libres a chaine courte (acétate, propionate
et butyrate), une production d’éthanol, une modification des acides biliaires, ainsi qu’une
réduction de la production de choline, favorisant le développement de la stéatose
hépatique (Figure 11-5)°’.

De plus, les interactions entre le foie et les intestins via la circulation entéro-
hépatique des acides biliaires, régulant I'homéostasie lipidique et la sensibilité a I'insuline,
pourraient également étre impliquées dans la NAFLD. En effet, il semblerait que I'obésité
ou le diabete seraient associés a une diminution de I'activité du récepteur hépatique des
acides biliaires, FXR (Farnesoid X receptor), ainsi qu’a une altération du métabolisme des
acides biliaires, ce qui pourrait interférer avec le métabolisme hépatique des lipides®.

[1.3.D.3) Muscle squelettique

Le muscle squelettique, responsable notamment de la captation de 80% du glucose
post-prandial, joue un réle important dans la balance énergétique, ce qui pourrait avoir des
conséquences dans la NAFLD. Une augmentation de I'afflux d’acides gras libres vers le
muscle favorise le dépot de lipides dans les cellules musculaires et 'installation d’une
insulinorésistance, notamment par la formation de métabolites intermédiaires toxiques tels
que le diacylglycérol (DAG). La résistance a I'insuline du muscle a été proposée comme un
meécanisme majeur de contribution a la pathogenese de la NAFLD, d{ a une diminution de
I'utilisation du glucose plasmatique et de la dépense énergétique’ (Figure 11-6).

De plus, de nombreux sighaux de communication entre le foie et le muscle ont été
identifiés, notamment concernant la production hépatique du facteur hépato-protecteur
FGF21%9, Par ailleurs, des taux supérieurs de FGF21 ont été observés chez des patients
atteints de NAFLD et de NASH par rapport aux patients sains, suggérant que la NASH
pourrait étre la conséquence d’une résistance au FGF21°%,
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Il.4. Conséquences physiopathologiques

La NAFLD et la NASH sont des maladies silencieuses, avec des symptdmes cliniques
rares voire absents dans la plupart des cas. Le détail des présentations cliniques,
biologiques et du diagnostic de ces maladies a été amplement développé et est consultable
dans une autre thése sur le sujet!. Parmiles symptémes décrits, on retrouve le plus souvent
une asthénie et une sensation de malaise ou d’inconfort au niveau de I’hypochondre droit.
Apres examen meédical, on peut trouver une hépatomégalie, des signes d’hypertension
portale (splénomégalie, cytopénie) ou de cirrhose (jaunisse, troubles digestifs, urines
foncées). A I'examen biologique, il est fréquent de constater une augmentation modérée
des transaminases ALAT (alanine aminotransférase) et ASAT (aspartate aminotransférase).
Ces transaminases, et notamment I’ALAT qui est spécifique du foie, sont des marqueurs de
souffrance hépatique puisqu’ils sont libérés dans la circulation en cas de cytolyse.

Ces symptdmes n’étant pas spécifiques de la NAFLD et de la NASH, mais communs
a beaucoup d’autres maladies, le diagnostic de ces pathologies est tres difficile, d’autant
plus que ces symptdmes apparaissent souvent a un stade avancé de la maladie. En outre,
méme si de nombreuses recherches sont menées afin d’obtenir des biomarqueurs non-
invasifs spécifiqgues de la NASH et de la fibrose, le diagnostic de certitude de la NASH ne
peut étre posé qu’apres réalisation d’une étude histologique a partir d’'une biopsie
hépatique, ce qui est trés invasif et a risque de complications donc rarement réalisé.

Ainsi, ces maladies se compliquent silencieusement et évoluent aisément vers des
stades plus avancés tels que la cirrhose ou I’hépatocarcinome, et favorisent le
développement d’autres pathologies telles que les maladies cardiovasculaires. En effet, en
cas de NAFLD, lorsque la stéatose est optiqguement isolée, le pronostic de la maladie est
plutot bon, alors que lorsqu’elle est associée a de I'inflammation accompagnée ou non de
fibrose chez les patients atteints de NASH, le risque de mortalité globale, principalement
de cause hépatique (cancer) et cardiovasculaire, est accru®.

Selon une méta-analyse, le taux de mortalité de cause hépatique et de mortalité
globale par an a été estimé respectivement de 0,77 et 11,77 pour 1000 patients atteints de
NAFLD; et de 15,44 et 25,56 pour 1000 pour ceux atteints de NASH'®. Le taux de survie a 5
et 10 ans des patients atteints de NASH peut atteindre 67% et 59% respectivement, si les
déceés attribuables aux comorbidités du diabéete et de I'obésité sont inclus®.

11.4.A. Complications hépatiques

Alors que la mortalité de cause hépatique est la 12°™ cause de décés dans la
population générale, c’est la 2°™¢ ou 3°™® cause de décés parmi les patients atteints de
NAFLD. Les patients atteints de NASH ont un risque de déces de cause hépatique 10 fois
plus élevé que ceux atteints de NAFLD®*. La présence de fibrose est un indicateur important
de cirrhose et de mortalité liée a la NAFLD. La NASH évolue chez environ 1/3 des patients a
travers différents degrés de fibrose vers une cirrhose et favorise I'apparition d’un
hépatocarcinome. Cependant, I'apparition du carcinome hépatocellulaire n’est pas
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forcément dépendante de la cirrhose®. Aux Etats-Unis, la NAFLD et la NASH sont la 2"
cause de carcinome hépatocellulaire, et il a été montré que l'incidence du carcinome
hépatocellulaire a augmenté de 9% par an entre 2004 et 2009%. Le taux d’incidence
d’hépatocarcinome actuel parmi les patients atteints de NAFLD est de 0,44 pour 1000
personnes par an. Des études rétrospectives ont montré qu’apres 9 ans, une fibrose se
développait chez 23% des patients et une cirrhose était observée chez 12% d’entre eux
apres 8 ans. Apres 17 ans de suivi, une insuffisance hépatique touchait 3% des patients.

En dernier recours, une transplantation hépatique est nécessaire chez 1 a 2% de
patients atteints de cirrhose ou de carcinome hépatocellulaire. Cependant, méme si elle
apparait comme dernier recours, elle n’est pas toujours pleinement bénéfique puisqu’une
récurrence de la NAFLD apres transplantation est souvent observée. En effet, la
transplantation hépatique peut favoriser la prise de poids, l'insulinorésistance, le diabete
de type 2, I'hyperlipidémie ou encore I'hypertension artérielle, notamment a cause des
traitements immunosuppresseurs. Sachant le lien entre ces déreglements métaboliques et
la NAFLD, il n’est pas surprenant que des patients transplantés développent de nouveau
une NAFLD ou une NASH apres transplantation3%63,

11.4.B. Complications extra-hépatiques

Les causes de mortalité les plus associées aux patients atteints de NAFLD sont les
maladies cardiovasculaires, indépendamment des autres comorbidités métaboliques. Le
risque de déces par maladie coronaire est environ deux fois plus important chez les patients
atteints de NASH en comparaison aux patients atteints de NAFLD.

Aussi, les patients atteints de NAFLD sont deux fois plus a risque de développer une
insuffisance rénale chronique®. L’association de multiples comorbidités n’est pas
surprenante compte tenu du caractere systémique du diabete ou du syndrome
métabolique avec lesquels la NAFLD est étroitement liée®*. Ainsi, les NAFLD, les maladies
cardiovasculaires et I'insuffisance rénale chronique font partie d’un systeme multi-organes
avec des interactions complexes et de multiples relations de cause a effet.

D’autres syndromes moins reconnus semblent également étre associés a la NAFLD :
I'apnée du sommeil, les cancers colorectaux, |'ostéoporose, le psoriasis ou encore des
endocrinopathies telles que le syndrome des ovaires polykystiques®’.

II.5. Traitements et nouvelles approches thérapeutiques

Malheureusement, il n’existe actuellement aucune thérapie médicamenteuse
approuvée dans le traitement de la NASH, alors qu’elle représente la seconde indication de
transplantation hépatique aux Etats-Unis'®. Malgré I'ampleur des recherches effectuées
actuellement pour identifier de nouvelles molécules et de nouvelles cibles thérapeutiques
impliquées dans le développement de ces pathologies, les seules interventions possibles a
ce jour sont la mise en place de mesures hygiéno-diététiques pour freiner leur évolution,
ainsi que (pour certains patients) la chirurgie bariatrique en cas d’échec de ces mesures.
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11.5.A. Modification des habitudes de vie

Les mauvaises habitudes de vie des patients (sédentarité, alimentation riche en
sucre et en graisse) étant généralement a I'origine ou ayant favorisé |'apparition de la
NAFLD, la modification de ces habitudes est une stratégie primordiale et efficace, a
condition gu’elle soit bien respectée. Il est fortement recommandé aux patients atteints de
NASH ou de NAFLD d’avoir une meilleure hygiene de vie afin de perdre du poids, en
adoptant un régime alimentaire adapté et en pratiquant une activité physique réguliere.

En effet, une perte de poids, méme modérée, permet de réduire de nombreux effets
du syndrome métabolique et s"Taccompagne d’une mobilisation des graisses du foie et d'une
amélioration de I'histologie hépatique. Une perte de poids de 5 a 10% est nécessaire pour
réduire la stéatose hépatique, et plus de 10% de perte de poids est nécessaire pour
améliorer les aspects de la NASH. Il est néanmoins conseillé de perdre ce poids de maniere
réguliere sur une période longue de 6 mois, puis d’entrer dans une phase de stabilisation.

Ainsi, il est nécessaire d’adopter un régime alimentaire adapté (hypocalorique) et
personnalisé par rapport a la dépense énergétique. Il est notamment conseillé d’éviter les
apports en sucres (fructose, saccharose) et en graisses saturées présents principalement
dans les sodas, les plats préparés, les fast-foods et les viandes. En contrepartie, il est
conseillé d’augmenter les apports en acides gras polyinsaturés (oméga-3, 6 et 9), contenus
dans les huiles végétales, les oléagineux (amandes, noisettes, noix de cajou) et les poissons
gras (sardines, maquereaux, saumon). Les sucres complexes, surtout sous forme brute et
non raffinée (céréales complétes, [égumineuses) sont a privilégier.

Enfin, il a été démontré que I'activité physique permet d’améliorer la sensibilité a
I'insuline et I'état du foie®. Il est ainsi recommandé de pratiquer une activité physique
réguliere, d’intensité modérée telle que la marche rapide, pendant au moins 30 minutes
plusieurs jours par semaine, ou une activité intense pendant 75 minutes par semaine, ou
une combinaison des deux. Les patients sont ainsi encouragés a augmenter graduellement
leur niveau d’activité physique au cours du temps.

Cependant, ces objectifs sont souvent difficiles a atteindre chez des patients qui sont
obéses et qui peuvent avoir d’autres comorbidités limitant leur activité physique. C'est
pourguoi ces mesures sont souvent insuffisantes pour atteindre I'objectif de perte de poids,
et que le recours a la chirurgie de I'obésité est parfois envisagé.

11.5.B. Chirurgie de I'obésité

Face aux difficultés des patients dans I'application des mesures hygiéno-diététiques,
le recours a la chirurgie bariatrique est devenu trés fréquent pour traiter 'obésité (avec ou
sans comorbidités). Parmi les différents types de chirurgie bariatrique, la plus
communément appliquée et la plus efficace dans la NASH est le bypass gastrique (ou Roux-
en-Y gastric bypass) qui consiste a réduire le volume de I'estomac et a le relier a la partie
moyenne de l'intestin (jéjunum) de maniére a limiter le transit intestinal des aliments (
Figure 12).
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Figure 12 : Bypass gastrique de type "Roux-en-Y" et bénéfices de la chirurgie bariatrique
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Schéma adapté de Laursen et al. World J Hepatol. 2019;11(2):138-149

Cela limite la quantité de nourriture ingérée, accélere la sensation de satiété,
diminue I'absorption des nutriments et permet une perte de poids importante (70 a 80%
du poids excédentaire). La chirurgie bariatrique améliore la sensibilité a I'insuline et le
métabolisme du glucose, notamment par une augmentation de lincrétine GLP-1
(Glucagon-like peptide 1)%°. Son efficacité dans le traitement de la NASH chez les patients
obeses a été prouvée, notamment grace a I'amélioration des paramétres métaboliques et
de I'histologie hépatique. Une régression de la NASH a méme pu étre observée chez 85%
des patients en un an, ainsi qu’une rémission complete du diabete de type 2 chez 77% des
patients®1,

Cependant, la sécurité et les effets a long terme de la chirurgie bariatrique doivent
étre analysés prudemment avant de I'envisager comme principale stratégie thérapeutique
pour la NASH. En effet, outre les complications inhérentes a I'opération chirurgicale (fistule,
infection, ulcére, hémorragie digestive...), elle est associée a un risque de carence en
vitamines et minéraux, notamment en fer, en calcium, et en vitamines B9, B12 et D. Elle est
également associée a des troubles intestinaux (constipation ou diarrhée), en fonction de la
longueur d’intestin court-circuité. Il y a également un risque de « dumping syndrome »,
caractérisé par une sensation de malaise hypoglycémique (palpitations, maux de téte,
nausées, sueurs froides...) se produisant 15 a 30 minutes aprées le repas, lié a I'arrivée
massive d’aliments sucrés et gras dans lintestin. Il est ainsi conseillé de manger trés
lentement et de supprimer les aliments trés sucrés et tres gras. De plus, cette opération
exige la prise d’un traitement en continu pour supprimer 'acidité gastrique (inhibiteurs de
la pompe a protons) ainsi que des compléments alimentaires pour corriger les éventuelles
carences en vitamines et minéraux. Les risques et complications de la chirurgie bariatrique
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doivent ainsi étre mis en balance avec ceux de I'obésité en elle-méme (indépendamment
de son inconfort) et de ses co-morbidités.

Ainsi, bien qu’une amélioration de la NASH est généralement observée avec une
perte de poids apres chirurgie bariatrique, son efficacité et sa place thérapeutique dans le
traitement de la NASH n’est pas encore claire’?.

11.5.C. Nouvelles approches thérapeutiques

Ces derniéres années, des efforts de recherche considérables ont été menés dans le
monde par de nombreux laboratoires afin de trouver non seulement des biomarqueurs non
invasifs pour le diagnostic de la NAFLD, de la NASH et de la fibrose, détaillés dans une
précédente thése! ; mais aussi de développer des traitements médicamenteux grace a
I'ildentification de nouvelles cibles thérapeutiques.

Malheureusement, malgré ces efforts, aucune molécule n’a actuellement été
approuvée par une autorité compétente pour le traitement de la NASH. Ces difficultés
peuvent s’expliquer notamment par le manque de reproductibilité de la physiopathologie
humaine dans les modeles animaux génétiques ou diététiques de la NASH. En effet, aucun
d’eux ne permet de reproduire tous les stades d’évolution de la pathologie, de la NAFLD
vers la NASH et la fibrose, dans un contexte d’insulinorésistance, ce qui explique les échecs
lors de I'entrée de ces molécules en phase clinique.

De plus, la NASH étant liée a une dérégulation de nombreux parametres
métaboliques, la plupart des explorations thérapeutiques se sont focalisées sur
I'amélioration d’un des parameétres associés a la pathologie tels que la glycémie, les
triglycérides, le cholestérol, I'inflammation, ou la fibrose. Or, ces stratégies se sont
montrées inefficaces dans 'amélioration de I'histologie hépatique, en particulier la fibrose.
Sachant que la NASH est multifactorielle, la combinaison de plusieurs molécules
thérapeutiques pourrait permettre d’améliorer plusieurs aspects de la NASH, mais ceci
ameénerait inéluctablement a une multiplication des effets indésirables. Ainsi, une molécule
possédant des effets multiples sur les différentes causes de la NASH pourrait représenter
le candidat médicament idéal.

Dans cette partie, une sélection non-exhaustive des molécules les plus
prometteuses sera proposée, avec certaines étant déja commercialisées et d’autres en
cours de développement. Pour plus de détails, se reporter a une autre thése?, ainsi qu’a
une revue récente sur le sujet®>.

[1.5.C.1) Médicaments déja disponibles sur le marché

11.5.C.1) a) Agents antidiabétiques

D’une part, les antidiabétiques oraux, par leurs effets sur la glycémie et la sensibilité
a l'insuline, ont été proposés comme traitement de la NAFLD et de la NASH.

La metformine permet une perte de poids, diminue la néoglucogenése hépatique,
améliore la captation du glucose par les muscles, et favorise la -oxydation des acides gras
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au détriment de la production de triglycérides. Malgré des résultats prometteurs dans des
essais cliniques a petite échelle’®, une méta-analyse n’a pas permis de mettre en évidence
de bénéfice de la metformine sur les parameétres histologiques dans la NASH”*,

Le traitement avec le liraglutide, un agoniste des récepteurs au GLP-1 indiqué dans
le traitement du diabete de type 2, a montré une résolution de la NASH sans aggravation
de la fibrose dans une étude clinique de phase 2 chez des patients en surpoids ou obeses
(étude LEAN, NCT01237119)".

La dapagliflozine, un inhibiteur de la réabsorption du glucose par le rein permettant
de diminuer la glycémie dans le cadre du diabete de type 2, a montré une amélioration de
la stéatose, sans affecter I'insulinorésistance du foie dans une étude clinique chez des
patients diabétiques (étude DERISC, NCT02426541)7°.

11.5.C.1) b) Agents hypolipémiants

D’autre part, les agents hypolipémiants, par leurs effets inhibiteurs sur la synthese
ou I"absorption des lipides, pourraient étre intéressants dans le traitement de la NAFLD et
de la NASH. Cependant, malgré I'identification des dyslipidémies comme facteurs de risque,
peu d’études ont été réalisées sur 'utilisation de ces molécules dans la NASH.

Les statines, une classe de molécules hypocholestérolémiantes par inhibition
compétitive de I'enzyme clé de la synthese du cholestérol, 'HMG-CoA réductase, ont
montré une diminution significative de la stéatose, de la NASH, et de la fibrose chez des
patients traités par rapport a des patients non traités, dans une cohorte de 1201 patients
suspectés de NASH et sujets a une biopsie hépatique’’. Ces données restent a étre
confirmées dans une étude clinique plus robuste.

Les glitazones (ou thiazolidinediones), agonistes des récepteurs PPARy (Peroxisome
proliferator-activated receptor y), pourraient étre intéressants dans le traitement de la
NAFLD puisqu’ils permettent de redistribuer la graisse hépatique et musculaire vers le tissu
adipeux et d’améliorer linsulinorésistance périphérique. Cependant, dans une étude
clinique de phase 3 de 2 ans chez des patients atteints de NASH (étude PIVENS,
NCT00063622), la pioglitazone n’a pas permis d’améliorer le score histologique de NAFLD
(NAFLD activity score, NAS), en dépit d’'une réduction des transaminases, de la stéatose, de
I'inflammation et de la ballonisation’®. De plus, un risque accru de cancer de la vessie ou
d’infarctus du myocarde avec la rosiglitazone ou la pioglitazone, respectivement, a entrainé
leur retrait du marché.

Les fibrates, une classe de molécules hypotriglycéridémiantes par activation du
récepteur PPARa, auraient pu représenter une option thérapeutique dans la NASH.
Pourtant, ces molécules nont montré aucun effet bénéfique dans la NASH, peut-étre a
cause de I'étendue de 'expression du récepteur nucléaire dans d’autres tissus que le foie”®.

L"ézétimibe, une molécule empéchant I'absorption intestinale du cholestérol et des
phytostérols par inhibition du transporteur Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1) n’a pas non
plus permis d’améliorer les parameétres de la NASH par rapport au placebo dans une étude
clinique de phase 2 sur 50 patients (étude MOZART, NCT01766713)8°.
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11.5.C.2) Molécules en développement

Au vu du besoin médical non satisfait dans la NASH, et de I’étendue actuelle et future
de la population de patients atteints de NASH nécessitant un traitement thérapeutique, de
nombreux laboratoires se sont lancés dans une course a la découverte de nouvelles cibles
et de nouvelles molécules dans le traitement de la NASH. Seules les deux molécules les plus
avancées seront présentées ci-dessous, mais de nombreuses autres molécules en
développement sont répertoriées dans une revue®®.

Par exemple, le laboratoire francais GENFIT a développé une molécule agoniste
mixte PPARa/& nommée elafibranor (GFT-505) qui semblait prometteuse dans le
traitement de la NASH. En effet, dans une étude clinique de phase 2b (étude GOLDEN-505,
NCT01694849), ce composé a permis d’améliorer la sensibilité a I'insuline hépatique et
périphérique chez les individus obéses, de diminuer les taux des transaminases, d’améliorer
le profil lipidique (diminution des triglycérides, du cholestérol total et LDL et augmentation
des HDL), ainsi que de diminuer les marqueurs sériques d’inflammation, de stéatose et de
fibrose, et d’améliorer les aspects histologiques de la NASH par rapport au placebo, tout en
étant bien toléré. Cependant, il a récemment été communiqué que lors de I'étude de
phase 3 (étude RESOLVE-IT, NCT02704403), elafibranor n’a malheureusement pas
démontré d’effet significatif sur la résolution de la NASH ni d’amélioration de la fibrose en
comparaison au groupe placebo, dont le taux de réponse a été plus élevé qu’attendu®?.

Un autre composé, I'acide obéticholique (INT-747), spécialité Ocaliva®, développé
par la firme INTERCEPT et actuellement en étude clinique de phase 3, s’est montré trés
prometteur dans le traitement de la NASH. C'est un dérivé synthétique d’acide biliaire,
agoniste du récepteur nucléaire aux acides biliaires FXR (Farnesoid X Receptor), qui permet
de freiner la synthése des acides biliaires, diminuer la néoglucogenese, la lipogenése et la
stéatose hépatique, ce qui participe a une amélioration de la sensibilité a I'insuline. Lors
d’une étude clinique de phase 2b (étude FLINT, NCT01265498), 'acide obéticholique a
permis d’améliorer I'histologie hépatique des patients atteints de NASH et d’améliorer le
score de fibrose de maniére significative®2. Cependant, ce composé a engendré des effets
indésirables modérés avec un prurit chez 23% des patients, aboutissant a un arrét du
traitement dans certains cas, ainsi qu’une aggravation des paramétres lipidiques, mais
réversible a I'arrét du traitement. Une étude cliniqgue de phase 3 (étude REGENERATE,
NCT02548351) sur pres de 2000 patients est actuellement en cours, avec I'ajout d’'une dose
plus faible afin d’améliorer sa tolérance. Une analyse intermédiaire de cette étude a
confirmé que ce composé permettait une amélioration significative et dose-dépendante de
la fibrose aux deux doses, ainsi que de I'inflammation et du ballooning a la plus forte dose,
avec une bonne tolérance et des effets indésirables moins fréquents a plus faible dose et
similaires a ceux reportés précédemment®.

D’autres molécules en phase 3 d’études cliniques dans le traitement de la NASH sont
prometteuses, telles que le cenicriviroc (TAK-652), un agoniste CCR2/5 développé par
Allergan (étude AURORA, NCT03028740) ; le resmetirom (MGL-3196), un agoniste THR-3
développé par Madrigal (étude MAESTRO-NASH, NCT03900429)%...
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[1l. Le stress du réticulum endoplasmique et la réponse aux protéines mal
conformées

Sachant que le stress du réticulum endoplasmique a été identifié comme
phénomene participant a la pathogenése de la NASH, nous nous sommes intéressés a cette
voie de signalisation et plus particulierement a la réponse aux protéines mal conformées,
également appelée UPR (Unfolded Protein Response).

l1l.1. Anatomie et fonctions du réticulum endoplasmique

llI.1.A. Aspects structurels

Le réticulum endoplasmique (RE) est un systéme endomembranaire propre aux
cellules eucaryotes formé par un ensemble de canalicules membranaires communiquant
entre eux, en continuité avec I'enveloppe nucléaire et s’étendant dans tout le cytoplasme.
Cet organite interagit avec de nombreux constituants de la cellule tels que I'appareil de
Golgi, la membrane plasmigue ainsi que la mitochondrie et les peroxysomes pour exercer
ses fonctions régulatrices majeures au sein de la cellule.

Classiqguement, on distingue deux types de réticulums endoplasmiques : le réticulum
endoplasmique qualifié de rugueux ou granuleux (REG) puisqu’il est constellé de ribosomes,
et le réticulum endoplasmique lisse (REL), dépourvu de ribosomes (Figure 13).

Membrane nucléaire
/

Réticulum
endoplasmique
rugueux

Figure 13 : Schéma du RE lisse et rugueux (en haut) et aspect en microscopie électronique (en bas)
REG : réticulum endoplasmique granuleux, REL : réticulum endoplasmique lisse
illustrations issues de https://slideplayer.fr/slide/3681730/ et https.//slideplayer.fr/slide/14301801/
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Le REG est situé a proximité du noyau et communique avec le REL. Le REG est
constitué d’'un nombre variable de citernes (5 a 10) communiquant entre elles et avec le
REL, alors que le REL a un réseau tubulaire plus complexe, avec des tubules courts et des
vésicules arrondies.

Leur proportion varie en fonction du type cellulaire : les cellules qui sécretent de
grandes quantités de protéines telles que les hépatocytes sont riches en REG, tandis que le
REL est plus abondant dans les cellules musculaires ou les cellules sécrétrices d’hormones.
Néanmoins, le REL est également présent en grande proportion dans les hépatocytes,
puisqu’il est important pour la clairance des toxines et xénobiotiques ainsi que la synthese
de lipides.

La composition de la membrane du RE est particuliere par rapport a d’autres
membranes cellulaires, avec un faible ratio cholestérol/phospholipides et un faible contenu
en acides gras libres saturés, ce qui lui confere une grande finesse et fluidité.

1l1.1.B. Aspects fonctionnels

[11.1.B.1) REL : synthese des lipides, métabolisme des xénobiotiques et
homéostasie calcique

Le réticulum endoplasmique lisse (REL) est impliqué dans la synthese du glycogene,
des lipides, du cholestérol, des phospholipides membranaires et des hormones stéroides.
Le glycogene est un polymere de glucose stocké a proximité du REL, permettant d’avoir une
réserve d’énergie rapidement disponible. Par la voie de la glycogénolyse, du glucose-6-
phosphate peut étre produit a partir du glycogene, dont le groupement phosphate pourra
étre clivé grace a I'action de la glucose-6-phosphatase située sur le REL afin de traverser la
membrane plasmique et d’étre sécrété.

De nombreuses protéines impliquées dans la synthese des lipides, des
phospholipides, des céramides et des stérols sont situées sur la membrane du RE, telles que
DGAT et 'HMG-CoA réductase. Les mécanismes par lesquels les gouttelettes de lipides sont
formées et sécrétées par le RE ne sont pas encore complétement élucidés. Il semblerait
que les lipides neutres accumulés dans la bicouche lipidique du RE sont sécrétés par
bourgeonnement, favorisé par les protéines de la famille des périlipines (PLIN) et les
protéines FIT (Fat storage-inducing transmembrane), emmenant les phospholipides de la
membrane cytosolique du RE.

L’hépatocyte est aussi impliqué dans la détoxification et le métabolisme des
xénobiotiques, c’est pourquoi il posséde de nombreuses enzymes de la famille des
cytochromes P450 (CYP450) situées sur la membrane du REL. Ces enzymes utilisent de
I'oxygéne et du NAPDH (Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) pour oxyder leurs
substrats afin de les rendre plus solubles et faciliter leur clairance.

Enfin, le REL joue également un réle majeur dans la régulation et le stockage du
calcium intracellulaire. Le calcium entre dans le REL par transport actif grace a la pompe
SERCA (Sarco-endoplasmic reticulum calcium ATPase) et est séquestré par de nombreuses
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chaperonnes qui agissent comme des tampons ioniques. Cette réserve calcique peut étre
relarguée dans le cytoplasme par des canaux calciques tels que IP3R (/nositol trisphosphate
receptor) ou RyR (Ryanodine receptor). Des échanges calciques importants sont réalisés
entre le RE et la mitochondrie grace a des contacts étroits entre leurs membranes, formant
des micro-domaines riches en récepteurs et ions calciques appelés MAMs (Membranes
associées aux mitochondries).

[11.1.B.2) REG :synthése et contrdle qualité des protéines

Le réticulum endoplasmique granuleux (REG) joue un role majeur dans la
biosynthese des protéines grace a la présence de nombreux ribosomes a sa surface externe,
lui donnant cet aspect rugueux. Le REG orchestre les fonctions essentielles de synthese,
repliement, assemblage, controle qualité, modification post-traductionnelle des protéines
nouvellement synthétisées. Le REG, responsable du transport d’au moins un tiers des
protéines, régule ainsi ’hnoméostasie des protéines, également appelée protéostasie.

111.1.B.2) a) Translocation co-traductionnelle

La synthése des protéines par le REG est un processus complexe a |'origine de toutes
les fonctions cellulaires. Le cycle de vie d’une protéine démarre dans le ribosome, ou les
polypeptides sont formés a partir de la traduction des ARN messagers (ARNm) matures,
issus de 'activation de la transcription des genes. Le REG prend en charge aussi bien les
protéines résidentes, que celles destinées a d’autres organites, ou encore les protéines
transmembranaires ou excrétées. Ces protéines sont alors adressées au REG pour subir ce
que l'on appelle une translocation ou insertion co-traductionnelle. Grace a la présence
d’une séquence particuliere en position N-terminale (N-ter) riche en acides aminés
hydrophobes appelée peptide signal, elles sont reconnues par le SRP (Signal recognition
particle), qui va faciliter I'entrée des polypeptides dans le REG grace a sa reconnaissance
par le SR (SRP receptor). Cela va permettre I'ancrage du ribosome au complexe translocon,
dont I’élément principal est Sec61, formant un pore a travers la membrane du RE pour
amener le polypeptide dans la lumiere du RE. Le peptide signal est alors clivé par une
protéine signal peptidase et la protéine libérée dans la lumiére du RE peut alors étre
modifiée, assemblée et repliée pour atteindre sa conformation native (Figure 14).
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Figure 14 : Mécanisme de l'insertion co-traductionnelle des protéines dans le RE
SRP : Signal recognition particule, SR : SRP receptor, BiP : Binding-immunoglobulin protein
Adapté de Molecular Biology of the Cell, 6¢me édition, 2015

111.1.B.2) b) Modifications post-traductionnelles et conformation des protéines

Les protéines acquierent leur conformation définitive pour exercer leur fonction grace a
une combinaison de modifications post-traductionnelles, incluant la formation de ponts
disulfures, la glycosylation, ainsi que I'action combinée de nombreuses protéines
chaperonnes résidentes.

La formation des ponts disulfures entre les résidus cystéine des protéines est
réalisée par des thio-oxydoréductases de la famille des protéines disulfure isomérases
(PDI), assistées par des oxydoréductases telles que ERO1 (Endoplasmic reticulum
oxydoreduction 1) ainsi que des lectines telles que la calnexine et la calréticuline.

La N-glycosylation des protéines concerne principalement les protéines sécrétées
ou membranaires, et est initiée dans le REG pour s’achever dans 'appareil de Golgi. Réalisée
par une glycosyltransférase, elle permet la liaison entre un oligoside N-acétylglucosamine
fixé a un lipide membranaire, le dolichol, et une asparagine libre dans une séquence
asparagine-X-serine/thréonine (oU X n’est pas une proline).

L'isomérisation cis-trans, caractérisée par le passage de la forme cis vers la forme
trans de certains liens peptidiques précédant une proline, est catalysée par les protéines
de la famille des peptidyl prolyl isomérases (PPI).

Ces modifications sont complétées par I'action d’autres foldases et de protéines
chaperonnes réticulaires qui reconnaissent les régions mal repliées des protéines exhibant
des résidus hydrophobes. GRP78 (Glucose-regulated protein 78 kDa) alias BiP (Binding-
immunoglobulin protein), une protéine homologue aux chaperonnes cytoplasmiques de
type HSP70 (Heat shock protein 70 kDa), est la plus abondante et I'une des premieres
chaperonnes rencontrées par les protéines natives non glycosylées. BiP exerce son action
de chaperonne grace a la reconnaissance de courtes séquences hydrophobes sur les
peptides, masquant ces domaines pour empécher leur agrégation intra- ou
intermoléculaire et les maintenir dans un état favorable a leur assemblage et
oligomérisation. BiP est assistée par des co-facteurs tels que ERdj4 (Endoplasmic reticulum
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DNA J domain-containing protein 4) permettant I’hydrolyse de I'ATP nécessaire a son
activité ATPase. D’autres chaperonnes homologues aux HSP70 telles que GRP94 (Glucose-
regulated protein 94 kDa) peuvent former des complexes similaires a BiP, mais a des stades
plus avancés du repliement des protéines (Figure 15).

La bonne conformation des protéines est permise grace a un environnement tout
particulier dans le RE, qui differe du cytosol de par son milieu oxydant, favorisant la
formation de ponts disulfures, ainsi qu’une concentration élevée en calcium (de 'ordre du
millimolaire), essentiel pour la fonction d’'une majorité des chaperonnes réticulaires.

Ainsi, les protéines correctement repliées sont exportées vers le Golgi pour étre
ensuite réparties dans les différents organites, secrétées vers I'espace extracellulaire ou
exportées vers le RE pour étre recyclées.

Si malgré la combinaison de tous ces éléments favorables au bon repliement des
protéines, certaines d’entre-elles sont mal conformées ou agrégées, le RE possede un
systéme de contréle qualité appelé ERAD (ER-associated protein degradation), empéchant
I'accumulation de ces protéines anormales. Ces dernieres sont alors reconnues, rétro-
transloquées et poly-ubiquitinylées par des ubiqguitine ligases pour étre dégradées dans le
cytosol par le protéasome 26S.

Ribosome
8
g Endoplasmic reticulum
2 -
£ Glycosyltransferases Peptidy! prolyl
4 Isomerases

- Disulfide |somerases BiP (GRP78)

c ey GRP94

°

S| -~

Calnexin Folded protein

calreticulin
1 A. Misfolded @
Y protein
UGGT
Mannosidases 5 5
>

Export

Quality control

avyd3

Ubiquitin
ligase

Proteasome

Figure 15 : Translocation, modifications post-traductionnelles, repliement et contréle qualité
des protéines dans le RE
Fléches noires : réactions enzymatiques, fléches rouges : interactions, fléches vertes : transports
Adapté de Cybulsky AV., Kidney international, 77(3), 187-193 (2010)
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Les hépatocytes étant des cellules spécialisées dans la production de nombreuses
protéines sécrétées, notamment les protéines plasmatiques (albumine, facteurs de
coagulation, hormones, apolipoprotéines...), et le lieu de détoxification majeur de
I'organisme, ces cellules sont particulierement riches en réticulum endoplasmique lisse et
rugueux, dont les membranes représentent plus de la moitié des bicouches lipidiques de |a
cellule entiere. De plus, le foie étant un organe central de I'organisme de par sa situation
anatomique, son extraordinaire polyvalence métabolique et sa fonction de détoxication, les
cellules hépatiques peuvent alors étre particulierement sensibles aux changements et aux
stimuli de I'environnement extra- ou intracellulaire, pouvant affecter I'efficacité de
repliement des protéines et 'hnoméostasie réticulaire.

l1.2. Le stress du réticulum endoplasmique et la voie de réponse aux protéines
mal conformées

Lorsque survient un déséquilibre de la balance entre la capacité du RE a replier les
protéines et la charge de protéines clientes a replier, des protéines mal repliées
s’accumulent dans la lumiere du RE et induisent une perte de I'homéostasie réticulaire,
responsable d’un stress réticulaire. La transduction de ce signal de stress passe par
I'activation d’une voie de signalisation hautement conservée au sein du RE : la voie Unfolded
Protein Response (UPR), ou voie de réponse aux protéines mal conformées (Figure 16).

ER stress
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Figure 16 : ER stress, signalisation UPR et conséquences
RIDD : regulated-IRE1 dependent decay, S1/2P : site-1/2 protease, ERAD : ER-associated-degradation, AA : acides aminés
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111.2.A. Mécanismes d’activation de la voie UPR

La perturbation de 'lhoméostasie du RE a I'origine du stress réticulaire peut étre
induite a la suite d’un trés grand nombre d’événements intrinseques ou extrinseques. Les
facteurs intrinseques peuvent étre représentés par un accroissement du taux de synthese
protéique lors d’une stimulation par des facteurs de croissance, lors de la prolifération ou
de la différenciation cellulaire ; une mutation génétique entrainant une altération du
repliement de la protéine ou un défaut dans la voie UPR (s’il n’est pas létal) ; une anomalie
de la dégradation des protéines ; un déficit d’autophagie ; une déplétion en phospholipides
de la membrane réticulaire ou encore une accumulation de cholestérol conduisant a une
perte de la flexibilité membranaire... Plus souvent, le mauvais repliement des protéines est
causé par des changements de I'environnement tels qu’une privation d’énergie, un exces
ou une privation en nutriments, une dérégulation des taux calciques ou de ’lhoméostasie
redox, une hypoxie, une infection virale, un phénomeéne inflammatoire, ou encore certains
agents pharmacologiques tels que le Bortezomib, un anticancéreux inhibiteur du
protéasome, utilisé notamment dans le traitement du myélome multiple.

La voie UPR est un mécanisme adaptatif et physiologique déclenché par la cellule
afin de restaurer I'homéostasie réticulaire. Cette réponse adaptative est essentielle,
notamment dans les cellules sécrétrices telles que les hépatocytes, ou le RE est fortement
sollicité pour produire une quantité importante de protéines. La voie UPR a ainsi pour but
primaire de restaurer et de maintenir ’lhoméostasie réticulaire en diminuant la quantité de
protéines mal repliées et en augmentant la taille et la capacité du RE a replier des protéines.
Ainsi, la voie UPR favorise la diminution de la traduction (et donc de I'afflux) de protéines a
replier, et active de nombreux génes impliqués dans la machinerie réticulaire tels que ceux
des protéines chaperonnes pour le repliement des protéines, la N-glycosylation, le contrdle
qualité, ’'homéostasie redox, la dégradation des protéines, ou encore la biosynthése des
lipides.

La détection du signal de stress dans la lumiere du réticulum endoplasmique est
meédiée par trois protéines transmembranaires effectrices de la voie canonique de I'UPR :
IRE1a (/nositol-requiring enzyme 1a), PERK (Protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum
kinase) et ATF6 (Activating transcription factor 6). Suite a une cascade de signalisation, ils
entrainent une réponse adaptative commune, dont la contribution exacte de chaque
effecteur est encore difficile a discerner.

A I'état basal, en absence de stress réticulaire (ou « ER stress »), ces trois protéines-
sondes transmembranaires sont associées au niveau de leur domaine luminal a la
chaperonne réticulaire par excellence : GRP78, communément appelée BiP. Leur
interaction avec cette protéine chaperonne dans la lumiere du RE les stabilise dans une
conformation inactive a la membrane réticulaire afin d’empécher le déclenchement de la
signalisation UPR®.

En effet, lors d’un stress réticulaire, I'accumulation des protéines mal repliées dans
la lumiere du RE entraine une diminution de I'occupation du domaine luminal des trois
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senseurs par BiP, qui posséde une meilleure affinité pour les protéines mal conformées, ce
qui active les trois protéines effectrices et engendre la réponse UPR®8,

De plus, il semblerait que les domaines basiques et hydrophobes des protéines mal
repliées auraient également un réle direct dans 'activation de la voie UPR. En effet, a la
suite d’études chez la levure Saccharomyces cerevisiae, un modele de reconnaissance
directe a été proposé, en particulier pour IRE1 et PERK, ou leur activation et oligomérisation
seraient également régies par la détection des protéines mal repliées par leur domaine
luminal, démasqué suite a la dissociation de BiP®7°°. Néanmoins, il faut noter que ces deux
modeles d’activation directe et indirecte ne sont pas nécessairement exclusifs, et
pourraient plutot étre représentatifs de différents stades d’activation de I"'UPR (Figure 17).
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Figure 17 : Hypothéses d’activation des effecteurs IRE1 et PERK
(a) Modele de reconnaissance directe : les protéines mal conformées (unfolded protein) se lient
directement au domaine luminal de IRE1 et PERK. (b) Modéle d’activation indirecte : BiP maintient IRE1
et PERK dans un état inactif et sa dissociation pour stabiliser les protéines mal conformées induit
I"activation de IRE1 et PERK. (c) Modéle de reconnaissance hybride : les deux mécanismes entrent en jeu
dans l'activation de IRE1 et PERK.
D’apres Ron & Walter, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 8 (7), 519-529 (2007)
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111.2.B. Activation de la voie IRE1

Du point de vue structurel, IRE1 est une protéine transmembranaire de 110 kDa
située sur la membrane du réticulum endoplasmique. Elle se présente sous forme de 2
isomeres : une isoforme IRE1la ubiquitaire et une isoforme IRE1B uniquement située au
niveau de I'épithélium intestinal.

Lors de I'ER stress, la dissociation de BiP entraine la dimérisation et ainsi le
rapprochement des domaines Ser/Thr kinase du récepteur transmembranaire pour trans-
autophosphorylation et activation. L'autophosphorylation du récepteur induit alors un
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changement de conformation permettant 'activation de son activité endoribonucléase
(RNase) au niveau du domaine cytosolique, permettant de cliver de maniere sélective et
non conventionnelle '’ARNm de XBP1 (X-box Binding Protein 1). Ainsi, I'excision d’un intron
de 26 nucléotides de '’ARNm de XBP1u (unspliced) provoque un décalage dans le cadre de
lecture aboutissant a la traduction d’une forme clivée correspondant au facteur de
transcription XBP1s (spliced). Ce facteur de transcription, représentant la forme active de
XBP1, migre ensuite dans le noyau afin d’induire la transcription des genes cibles de I'UPR,
grace a la reconnaissance des domaines UPRE (Unfolded protein response element) ou ERSE
(ER stress response element) par son domaine de liaison a I’ADN bZIP (Figure 16-1).

L'ensemble des genes activés par XBP1 sont partiellement décrits, mais ils
comprennent principalement des chaperonnes réticulaires telles que BiP et ses co-
chaperones (ERdj4, p58'7¢), des isomérases (PDI) permettant d’augmenter la capacité du RE
a replier les protéines ; ainsi que des éléments de la voie ERAD (EDEM) favorisant la
dégradation des protéines irrémédiablement mal conformées®. De plus, via la
reconnaissance spécifigue de domaines UPRE, XBP1 joue un réle dans la biosynthéese des
lipides et des phospholipides tels que la phosphatidylcholine, permettant I'extension de la
membrane réticulaire afin d’accroftre la taille et la capacité de repliement du RE®2.

En outre, IRE1 possede une fonction RNase non spécifique appellée RIDD (Regulated
IRE1-dependent RNA degradation) responsable de la dégradation d’ARNm localisés a la
membrane du RE, permettant la diminution de I'import de protéines « clientes » a replier
dans la lumiére du RE®.

Ainsi, tous ces phénomenes résultant de 'activation de la voie IRE1 permettent de
résoudre le mauvais repliement des protéines, de promouvoir la dégradation des protéines
mal repliées et d’empécher leur production et leur accumulation. C'est pourquoi cette voie
de signalisation est extrémement bien conservée au sein des espéces eucaryotes. Par
ailleurs, la voie IRE1 est absolument nécessaire au cours du développement embryonnaire,
puisque des embryons de souris déficientes en Irela (Irela””) ou en XBP1 (Xbp1”") meurent
apres environ 10 jours de gestation, et présentent notamment une sévere hypoplasie du
foie et une anémie®*°,

En fonction des conditions de stress, I'activation de la voie IRE1 est régulée par des
phénomenes de rétrocontrdle positif ou négatif consécutifs de la voie UPR. Par exemple, |a
voie IRE1 peut étre inhibée par XBP1u, dont I'expression constitutive permettrait d’enrayer
I'induction des genes cibles pour un rétablissement de I"homéostasie réticulaire. Au
contraire, 'activité transcriptionnelle de la voie IRE1 est potentialisée a la suite de
I'induction de la voie ATF6, qui augmente la quantité du précurseur XBP1lu suite a la
reconnaissance du domaine ERSE de son promoteur (Figure 18)%%°’.

En outre, I'activation de la voie IRE1 est également controlée par des interactions
directes avec d’autres protéines au niveau de son domaine cytosolique. Par exemple, la
liaison des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B cell ymphoma-2), BAK et BAX
est nécessaire pour une activation compléte d’IRE1%%. Le recrutement de phosphatases
telles que PTP-1B (Protein-tyrosine phosphatase 1B) ou AIP1 (ASK1-interacting protein 1) et
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de BI-1 (BAX inhibitor-1) limitent 'activité d’IRE1%%, alors que d’autres membres de la famille
Bcl2, BIM et PUMA, sont nécessaires pour prolonger son activité d’épissage .

Ces phénomenes illustrent ainsi I'existence de multiples coopérations entre les
acteurs des différentes voies de 'UPR et d’autres protéines, permettant d’engendrer des
réponses cellulaires adaptées aux différents types de stress réticulaire.
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Figure 18 : Signalisation de la voie IRE1 et interaction avec la voie ATF6
ERSE : ER stress response element, UPRE : UPR response element
Adapté de Yoshida et al. Cell. 107 (7):881-91 (2001)

111.2.C. Activation de la voie PERK

PERK, une protéine de 125 kDa, partage des similarités structurales avec IRE1
puisque c’est également une protéine transmembranaire dotée d’un domaine N-terminal
régulateur conservé situé du c6té luminal et sensible aux protéines mal conformées, ainsi
que d’une partie cytosolique portant une fonction Ser/Thr kinase.

De la méme maniére, lors de la dissociation de BiP, PERK s’active par
homodimérisation puis trans-autophosphorylation de ses domaines Ser/Thr kinase. PERK
phosphoryle la sérine 51 de la sous-unité a de la protéine elF2a (eukaryotic translation
initiation factor 2a), ayant pour conséquence le ralentissement de la formation du
complexe ternaire, composé (chez les eucaryotes) de la sous-unité 40S, I'’ARNm et ’ARN de
transfert (ARNt) de démarrage sur le premier codon. Ainsi, le recrutement de la sous unité
60S permettant I'assemblage du ribosome 80S est inhibé, permettant I'arrét global de la
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traduction des ARNm en protéines. En conséquence, 'inhibition de la traduction permet de
réduire rapidement et transitoirement I'afflux de protéines a prendre en charge par le RE.
Par ailleurs, cet arrét global de la traduction induit une diminution de la production de
cycline D1, aboutissant a un arrét du cycle cellulaire en phase G1.

Paradoxalement, la phosphorylation d’elF2a permet la traduction sélective de
certains ARNm tels que le facteur de transcription ATF4 (Activating transcription factor 4),
en facilitant le contournement d’un cadre de lecture ouvert ou UORF (upstream open
reading frame) situé sur 'extrémité 5’ non traduite de ’ARNm bloquant la traduction. ATF4
permet d’atténuer le stress réticulaire en activant la transcription de chaperonnes afin de
compenser I'accumulation de protéines mal repliées ; ainsi que d’autres facteurs impliqués
dans le transport des protéines dans le RE, la biosynthéese et le transport des acides aminés,
ou encore le phénomene d’autophagie, d’ou I'importance de cette voie dans la réponse au
stress réticulaire.

PERK n’est pas le seul responsable de ce phénomene, il fait partie d’'un ensemble
avec trois autres kinases capables de phosphoryler elF2a en fonction de différentes
conditions de stress (ER stress, déprivation en acides aminés ou en héme, infection virale),
constituant I'Integrated Stress Response (ISR) : GCN2 (General control nonderepressible 2
kinase), HRI (Haem-regulated elF2a kinase) et PKR (dsRNA-activated protein kinase) (Figure
19)101'

INTEGRATED STRESS RESPONSE

| |
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signal deprivation infection deprivation stress
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effector mMRNA
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execution o

I—) Gene expression

Figure 19 : La signalisation de I'Integrated Stress Response (ISR)
D’apres Pakos-Zebrucka et al. EMBO Rep. 17 : 1374-1395 (2016)
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La phosphorylation d’elF2a est transitoire et est régulée par la phosphatase PP1c
(Protein phosphatase 1 catalytic subunit) via ses deux sous-unités régulatrices GADD34
(Growth arrest and DNA-damage-inducible protein 34) et CReP (Constitutive repressor of
elF2a phosphorylation)'®?.

De plus, cette voie permet d’engendrer une réponse adaptative antioxydante et
cytoprotectrice grace a l'activation de Nrf2 (Nuclear factor-erythroid-derived 2-related
factor 2) suite a la phosphorylation de ce dernier par PERK, entrainant la dissociation du
complexe Nrf2/Keap1l (Kelch-like ECH-associated protein 1),

En outre, ATF4 active la transcription de CHOP (CCAAT/enhancer-binding protein
homologous protein), jouant un role crucial dans la réponse apoptotique face au stress
réticulaire. En outre, lors d’un stress chronique, les 3 branches de I"'UPR convergent vers
I'activation de sa transcription, puisque le promoteur de CHOP contient les régions ERSE1
et ERSE2 qui sont reconnues par XBP1s et ATF6a %,

Par ailleurs, CHOP et ATF4 peuvent former un hétérodimere pour se fixer sur les
promoteurs et ainsi augmenter |'expression de nombreux genes impliqués dans le stress
réticulaire tels que ATF3 (Activating transcription factor 3), TRIB3 (Tribbles homolog 3) et
GADD34. Outre CHOP, ATF4 peut étre lui-méme responsable de la mort cellulaire via
I'activation de GADD34 permettant la reprise de la synthése protéique, ce qui peut
engendrer la formation d’especes réactives de I'oxygéne (ROS) dans un contexte de
surcharge protéique (Figure 16-2)1%.

Finalement, I'importance de la voie PERK est mise en évidence chez les patients
atteints du syndrome de Walcott-Rallison, ou des mutations de cette kinase entrainent
notamment un diabete néonatal, une atrophie du pancréas exocrine et des complications
hépatiques aboutissant a un déces précoce souvent attribuable a une défaillance

hépatique'®.

111.2.D. Activation de la voie ATF6

ATF6 existe sous deux isoformes ubiquitaires chez les mammiféres : ATF6a et ATF6p,
oU tous deux sont activés par le stress réticulaire et capables de se lier a 'ADN. Leur rble
est pourtant tres différent : ATF6a est responsable de I'induction des genes de I'UPR alors
que ATF6B semble jouer le role de répresseur transcriptionnel, probablement afin de
réguler I'intensité et la durée de la réponse au stress réticulaire médiée par ATF6a %’

ATF6 est une protéine transmembranaire avec un domaine C-ter luminal capable de
détecter les protéines mal repliées et une extrémité N-ter cytosolique possédant un
domaine de liaison a I’ADN CREB (Cyclic AMP Response Element-Binding protein) — ATF bZIP
(basic leucine zipper). La dissociation de BiP de son domaine luminal entraine I'activation
de la voie ATF6 en permettant de démasquer une séquence de translocation au Golgi, ou
ATF6 est clivé séquentiellement par les protéases S1 et S2 (S1P et S2P) situées sur la

membrane du Golgi.
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Le fragment cytosolique clivé ainsi produit migre dans le noyau ou il se lie, de la
méme maniere que XBP1s, au domaine de réponse au stress réticulaire et active les mémes
genes cibles (Figure 16-3).

De la méme maniere que XBP1s, ce facteur de transcription active I'expression de
nombreux génes codant pour des chaperonnes telles que BiP, GRP94, P58, PDI, ERp72 et

8 ainsi que pour des protéines de la voie ERAD (EDEM), et des

la calréticuline®®
phospholipides (phosphatidylcholine)'®. En outre, ATF6 est également capable d’auto-
amplifier la réponse UPR et notamment la voie IRE1 puisqu’il induit I'expression de XBP1
(Figure 18). Ainsi, ATF6 est essentiel a la cellule pour I'expansion du RE, le repliement
optimal des protéines, leur modification et sécrétion en réponse au stress.

La dissociation de BiP n’est pas suffisante pour I'activation d’ATF6, puisque la
délétion d’une majeure partie de son domaine luminal, empéchant l'interaction avec BiP,
ne conduit pas a une translocation constitutive d’ATF6. L'interaction d’ATF6 avec COPII, un
complexe protéique présent sur I'enveloppe des vésicules de transport de protéines cargo
du RE vers le Golgi, consécutive a la dissociation de BiP, active la voie ATF6,

'activation d’ATF6 en réponse au stress réticulaire par protéolyse intra-

membranaire via S1P et S2P ressemble a celle d’autres facteurs de transcription bZIP avec
diverses fonctions cellulaires tels que CREBH (cAMP-responsive element-binding protein H),
activé également par le stress réticulaire, ou SREBP, activé en réponse a une carence en
stérolst?,
L'activité ATF6 est finement régulée, notamment par la protéine wolframine codée
par le ggene WFS1 (Wolfram syndrome 1), dont la mutation est responsable du syndrome
de Wolfram de type 1, caractérisé par un dysfonctionnement du RE lié a une dérégulation
calcique aboutissant a I'apoptose des cellules béta pancréatiques et a un diabete de type
1. Cette protéine WFS1 stabilise 'ubiquitine ligase E3 HRD1 (HMG-CoA reductase
degradation protein 1) et améne ainsi a la dégradation d’ATF6a par le protéasome!*?,

La voie ATF6 est indispensable a la survie des cellules face au stress réticulaire, que
ce soit in vitro ou in vivo. ATF6 est nécessaire au développement puisqu’un double knock-
out (KO) d’ATF6a et ATF6B entraine une mort au stade embryonnaire. De plus, des souris
déficientes pour ATF6a (ATF6a”) exposées & un stress réticulaire ont une survie diminuée
de 80% par rapport aux souris sauvages (WT) et présentent une dysfonction hépatique ainsi
qu’une stéatose!’®. Ces conséquences semblent étre attribuables & une diminution de la
synthése des enzymes de la B-oxydation ainsi que de la déstabilisation de I’ApoB100

permettant la formation des VLDL**,
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Ill.2.E. Le paradoxe de I'activation de la voie UPR : équilibre entre survie et
mort cellulaire

[11.2.E.1) UPR « adaptatif » et UPR « terminal »

Le paradoxe de la voie UPR est que, telle une balance entre la survie et la mort, elle
peut activer conjointement une réponse adaptative et une réponse pro-apoptotique.

L’action coordonnée des 3 branches de la voie UPR transmet tout d’abord une
réponse adaptative physiologique et bénéfique, ayant pour but de restaurer I'homéostasie
réticulaire par différents mécanismes : augmentation de |a taille du RE et de sa capacité a
replier les protéines, diminution de la synthese et de I'afflux de protéines a replier.
Cependant, lorsque ces tentatives pour restaurer ’lhoméostasie réticulaire échouent car
I'ER stress est trop intense et insurmontable, la signalisation UPR induit une réponse pro-
apoptotique, processus connu sous le nom d’UPR « terminal ».

L’'UPR adaptatif est médié principalement par la voie IRE1. En effet, le facteur de
transcription XBP1s joue un rdle prépondérant car il active I'expression de nombreuses
protéines chaperonnes et de la voie ERAD, et stimule la synthése de lipides pour I'expansion
du RE. De plus, la voie IRE1 favorise I'activation des phénomeénes d’autophagie, notamment
via I'activation de Beclin 1 suite a I'activation de JNK par l'interaction d’IRE1 avec TRAF2
(TNFR-associated factor 2), activant ASK1 (Apoptosis signal-regulating kinase 1)

Au contraire, 'lUPR terminal est principalement médié par CHOP, dont |'expression
est induite par ATF4, mais aussi par XBP1 et ATF6'%. Les mécanismes d’induction de
I"'apoptose par CHOP sont multiples et restent peu élucidés. lls semblent étre activés qu’en
cas de dépassement d’un certain seuil de stress non résolu. L’apoptose induite par le stress
réticulaire est principalement dépendante de la voie apoptotique mitochondriale, qui est
régulée par les protéines de la famille Bcl-2, comprenant des facteurs anti-apoptotiques
(Bcl-2, Bcl-XL...) et pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bim, Bid, Bad, Puma). CHOP exerce son rdle
dans I'apoptose principalement en diminuant I'expression des facteurs anti-apoptotiques
Bcl-2/Bcl-XL tout en induisant la transcription de Bim*6. L’inhibition de I'expression de Bcl-
2 entraine une diminution de la séquestration des protéines BH3-only (Bad, Bim, Noxa et
Puma) nécessaires a la perméabilisation mitochondriale induite par Bax (Bcl-2-associated X
protein) et Bak (Bcl-2 homologous antagonist killer) et a la libération de cytochrome c,
activant les caspases®*!’. De plus, CHOP induit également I'expression d’autres facteurs
pro-apoptotiques tels que le récepteur de mort DR5 (Death receptor 5), TRB3 (Tribbles-
related protein 3), impliqués également dans I'induction de "apoptose®!®. En outre, CHOP
induit un stress oxydatif en activant la transcription d’ERO1, ce qui résulte en une
augmentation du caractere oxydant de la lumiere du RE, une fuite de H,0, dans le
cytoplasme et la formation de ROS°. De plus, ERO1 stimule le canal calcique réticulaire
IP3R1 (/nositol 1,4,5-triphosphate receptor type 1) induisant I'efflux de calcium du RE vers
la mitochondrie, ainsi que I"'accumulation de calcium dans le cytoplasme, activant la kinase
CaMKIl (Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase 1), déclenchant par conséquent la

120,121

signalisation apoptotique mitochondriale . Enfin, CHOP active la transcription de
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GADD34 qui réalise la déphosphorylation d’elF2a, ce qui permet de restaurer la traduction
des protéines mais peut également aboutir a un stress oxydatif et mener a la mort cellulaire
(Figure 20).

Ainsi, une modulation fine et précise de la cinétique et de la durée d’activation des
différentes branches de la voie UPR ainsi que de ses genes cibles permet d’ajuster les effets
de cette signalisation en fonction du contexte de stress, afin d’obtenir la réponse cellulaire
la plus adaptée’??,
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Figure 20 : Résumé des mécanismes d'induction de I'apoptose par CHOP
Pour faciliter la schématisation, CHOP est ici représenté comme induit uniquement par ATF4 de la voie PERK mais il
est a noter que CHOP est également induit par les facteurs de transcription XBP1s de la voie IRE1 et ATF6.
Bcl-2 : B cell lymphoma-2, DR5 : Death receptor 5, ERO1 : Endoplasmic reticulum oxydoreduction 1, IP3R : Inositol
triphosphate receptor, ROS : espéces réactives de I'oxygene, TRB3 : Tribbles-related protein 3

[11.2.E.2) Cinétique du contrdle du destin cellulaire

Actuellement, les mécanismes moléculaires exacts permettant a la cellule d’utiliser

sélectivement les programmes UPR adaptatifs ou terminaux restent peu connus, car ils ont
été étudiés dans différents contextes de stress et dans différents types cellulaires.

En termes de cinétique d’activation, il semblerait que dans un premier temps la
réponse au stress réticulaire est médiée par I'activation immédiate de PERK afin de freiner
la traduction des protéines via la phosphorylation d’elF2a, combinée a la dégradation
sélective d’ARNm codant pour certaines protéines du RE initiée grace a la fonction RIDD de
IRE1. Dans un second temps, une réponse transcriptionnelle est mise en place grace a
I'activation des trois facteurs de transcription XBP1s, ATF4 et ATF6 afin d’activer
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I'expression d’un large panel de genes cibles, parfois communs, permettant ainsi d’activer
la synthése de protéines chaperonnes, la voie ERAD, ainsi que I'extension du RE.

Dans le cadre de I'UPR adaptatif, il semblerait que la voie IRE1 soit
préférentiellement maintenue en dépit de la voie PERK, permettant a XBP1s de produire
une réponse globale bénéfique pour la cellule. Au contraire, lors d’un stress chronique, la
voie IRE1 semble étre rapidement freinée en dépit de la persistance du stress, alors que la
voie PERK est maintenue, permettant I'expression de CHOP.

Récemment, Marton et al. ont proposé un modele ou les mécanismes adaptatifs et
pro-apoptotiques ne pourraient pas étre actifs en méme temps grace un processus de
double rétro-contrbéle négatif entre les inducteurs de l'autophagie et de I'apoptose,
permettant un antagonisme mutuel entre ces deux mécanismes. Egalement, ils ont suggéré
que les protéines sondes IRE1 et PERK exercaient un rétrocontrdle positif mutuel puisque
I'absence de I'une d’entre elles avait un impact sur la signalisation de I'autre (Figure 21).
Cette régulation mutuelle entre ces branches de I'UPR serait cruciale pour établir un point
de non-retour dans le processus de prise de décision de survie ou de mort cellulaire?.
Ainsi, lors d’un stress persistant, le changement de la balance vers une apoptose irréversible
permet de garantir qu’une fois la cellule engagée dans ce processus de mort cellulaire,
celle-ci ne peut plus revenir en arriere. Ce phénomene permettrait ainsi d’éviter la

prolifération de cellules endommagées et de protéger le tissu'?*.

ER stress ER stress
sensor IRE-1 sensor PERK

inducer

Figure 21 : Rétrocontréle positif (positive feedback) et double rétrocontréle négatif (double negative
feedback) entre I’ inducteur de I'autophagie IRE1 et I'inducteur de I’apoptose PERK
D’aprés Madrton et al., Int. J. Mol. Sci. 18(1) :58 (2017)

En revanche, Walter et al. ont évoqué une autre hypothese ou le destin de la cellule
stressée est plutot déterminé par la cinétique d’activation des signalisations IRE1 et PERK
plutot que par le « switch » ou le remplacement de I'activité d’une branche, telle que IRE1,
a la suite d’une autre, telle que PERK!?®. Ils décrivent que dans une cellule résistant a
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I'apoptose, IRE1 est activé précocement et XBP1s (courbe rouge) s’accumule rapidement
alors que la traduction d’ATF4 (courbe bleue) est plus lente et la déphosphorylation d’elF2a
est tardive. Au contraire, dans une cellule en apoptose, I'épissage de XBP1 est tardif et se
produit de facon lente alors qu’ATF4 s’accumule rapidement (Figure 22).
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Figure 22 : Destin cellulaire en fonction de la cinétique d’activation des voies IRE1 et PERK lors de I’ER stress
D’apres Walter et al., Cell Death Differ. 22(9) : 1502-16 (2015) et Lin et al., Science. 9 ;318(5852) : 944-9 (2007)

l11.3. Réle du stress du réticulum endoplasmique dans les maladies métaboliques
et la NAFLD

Le stress du réticulum endoplasmique est une caractéristique prépondérante des
maladies métaboliques, dont la NASH. La voie UPR est initialement déclenchée dans le foie
en réponse a un stress métabolique, afin de limiter les perturbations de ’lhoméostasie des
protéines et des lipides'?*™28, Ainsi, la voie UPR permet de protéger les hépatocytes en
maintenant un réticulum endoplasmique développé et hautement productif pour assurer
la synthese des nombreuses protéines produites par le foie. Cependant, en cas de diabéte
ou d’obésité par exemple, un état de glucotoxicité, de lipotoxicité et d’inflammation
chronique peut s’installer ce qui active la voie UPR de maniere prolongée et inappropriée.
Cette voie initialement protectrice peut alors devenir délétere par divers mécanismes
pouvant initier ou exacerber 'insulinorésistance, I'inflammation, et méme dans certains cas
aboutir a la mort hépatocytaire et a la |ésion tissulaire, qui sont des mécanismes largement
impliqués dans la pathogenése de la NAFLD et I'évolution de la stéatose en stéatohépatite.
Ainsi, il est maintenant reconnu que I'UPR joue un rbéle mécanistique dans le
développement de la NASH.
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1l1.3.A. La voie UPR dans la NAFLD

Initialement, le réle crucial de la voie UPR dans le foie a été découvert il y a vingt ans
dans une étude montrant que XBP1 est essentiel pour le développement du foie puisque
des embryons de souris déficientes en XBP1 présentent une sévére hypoplasie du foie et
une hématopoiése réduite conduisant a leur mort®.

La présence d’un stress réticulaire dans la NASH a été décrite pour la premiere fois
dans des foies de modéles murins génétiques et diététiques de la NASH?°. Ensuite, la
présence d’une activation de I'UPR a été confirmée dans d’autres modeles animaux

130131 ainsi que dans le modéle MCD (régime déficient en

d’obésité induisant une stéatose
méthionine et choline), induisant une stéatose sans obésité2. De plus, une activation du
facteur pro-apoptotique CHOP et du facteur pro-inflammatoire et insulino-désensibilisant
JNK a été remarquée dans des modeéles animaux de stéatohépatite'®?3* Par la suite, une
augmentation des niveaux d’ER stress, avec une perturbation de plusieurs marqueurs de
I"UPR, ont également été chez reportés dans le foie et le tissu adipeux de patients atteints
d’obésité, de NAFLD ou de NASH>7139 En particulier, une augmentation de la forme
phosphorylée de la protéine elF2a sans activation en aval de ATF4, GADD34 ou CHOP a été
observée chez les patients atteints d’obésité, de NAFLD ou de NASH*>3¢ - ginsi qu’une
diminution de XBP1s en corrélation avec une activation accrue de JNK chez les patients
atteints de NASH par rapport aux patients ayant une NAFLD'*. Ainsi, il semblerait que le
développement de la NASH soit associé spécifiquement a I'activation de la voie JNK ainsi
qu’a l'incapacité de produire XBP1s'*. De plus, il a été montré qu’un défaut d’autophagie
chez les personnes obéses était responsable de cette activation de I'UPR et du déréglement

0 alors qu’une perte de poids chez des individus obéses

de la signalisation a l'insuline!
permet au contraire de diminuer I'état de stress réticulaire®®. En outre, une étude a montré
que les taux de BiP étaient diminués graduellement dans le sérum et le foie des patients
atteints de NAFLD et de NASH en comparaison aux patients sains, révélant une perturbation
de I'ER stress'®!,

Cependant, malgré I"'accumulation de données sur I'ER stress dans la NAFLD, les
meécanismes moléculaires de la contribution de I'UPR dans la pathogenése de la NAFLD ne

sont pas encore complétement élucidés.

111.3.B. Stress réticulaire et insulinorésistance

Le stress réticulaire dans les hépatocytes pourrait perturber la signalisation a
I'insuline et ainsi participer au développement de linsulinorésistance. En effet, le
mécanisme majeur de cette régulation est médié par la voie IRE1, ou lors d’un stress
réticulaire, IRE1 est capable de recruter TRAF2, ce qui active la kinase ASK1 pour
phosphoryler et activer JNK. En conséquence, une hyperactivation de la voie JNK est
responsable de la phosphorylation de IRS1 (/nsulin receptor substrate 1) sur des résidus
sérine a la place de résidus tyrosine, ayant pour conséquence l'inhibition de la signalisation
de I'insuline*?. De plus, I'ER stress via la voie PERK induit une augmentation de TRB3, qui
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se lie et inhibe I'activation d’Akt/PKB (Protéine kinase B) par l'insuline dans le foie et
perturbe ainsi la signalisation a I'insuline (Figure 23)*3.

Une étude réalisée sur des biopsies de foie de 37 patients obéses non-diabétiques a
trouvé une corrélation entre certains marqueurs de I'ER stress et le HOMA-IR, une méthode
de quantification de la résistance a l'insuline. En effet, la phosphorylation d’elF2a et
I'expression de la protéine CHOP étaient augmentées avec [|‘aggravation de
I'insulinorésistance et au contraire le clivage d’ATF6 avait tendance a étre diminué en
relation avec 'THOMA-IR#4,
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Figure 23 : Stress du RE et insulinorésistance

111.3.C. Stress réticulaire et stéatose

Une accumulation de données montre que la voie UPR joue un role prépondérant
dans le métabolisme hépatique des lipides. Cependant, le role délétere ou bénéfique de
I'activation de 'UPR dans le contexte de I'accumulation hépatique de lipides est encore
actuellement controversé, et semble dépendre des conditions métaboliques.

D’une part, en corrélation avec sa fonction primaire d’adaptation des cellules au
stress, I'UPR est essentiel pour limiter I'accumulation de lipides hépatiques en réponse a un
stress lipotoxique'#>!®. En particulier, I'activation de la voie IRE1, peut permettre de
protéger le foie contre le développement d’une stéatose hépatique. En effet, il a été
montré qu’IRE1la est nécessaire pour maintenir ’lhoméostasie lipidique du foie, puisqu’une
délétion hépato-spécifique d'IRE1a chez la souris sous régime gras exacerbe la stéatose
hépatique et induit une NASH profonde. Ce mécanisme serait lié a [activité
endoribonucléase (RIDD) d’IRE1a permettant la régulation de I'oxydation des acides gras et
la lipolyse des triglycérides, ainsi qu’au contrdle de la lipogenése par XBP1s!27147,
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D’autre part, il est reconnu que I'accumulation hépatique de lipides, et en particulier
d’acides gras saturés, est une cause d’induction de I'ER stress, notamment vig une
perturbation de la composition lipidique de la membrane du RE*?9130148-150 Et q’en retour,
I'ER stress lui-méme peut perturber le métabolisme hépatique des lipides et favoriser
I'accumulation de lipides hépatiques, notamment par l'activation de la voie IRE1 et
I'expression de XBP 1141451517153 £y offet, une délétion spécifique de XBP1s dans le foie de
souris diminue la lipogenése de novo hépatique, en réduisant la liaison de XBP1s aux
promoteurs des genes de la lipogenese, ce qui réduit le développement de la stéatose en
réponse a un régime lipogénique®?’. Ainsi, 'accumulation hépatique de lipides pouvant
autant étre une cause et une conséquence de I'ER stress, un cercle vicieux d’auto-induction
peut favoriser le développement de la stéatose hépatique.

Alors que I"'UPR est nécessaire pour protéger contre la stéatose en cas de stress
réticulaire sévére induit pharmacologiquement!®, 'UPR peut également contribuer au
développement de la stéatose hépatique en favorisant la lipolyse du tissu adipeux et la
lipogenese de novo, en diminuant la B-oxydation des acides gras et en perturbant la
synthése et la sécrétion de VLDL par le foie. Les mécanismes des perturbations du
métabolisme hépatique des lipides par I'UPR sont développés ci-aprés (Figure 24).

ER stress
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Figure 24 : Principaux mécanismes par lesquels le stress du RE favorise I'accumulation de lipides hépatiques
D’apres Henkel AS, Semin. Liver Dis. 2018 Nov;38(4):320-332
AG : acides gras, CREBH : cAMP-responsive element-binding protein H, DGAT2 : Diacylglycérol O-acyltransférase 2, ER :
réticulum endoplasmique, JNK : c-Jun N-terminal kinase, SREBP1c : Sterol regulatory element-binding protein 1c, MTP :
microsomal triglyceride transfer protein, PDI : Protéine disulfure isomérase, PPARa : Peroxisome proliferator-activated a,
TG : triglycérides, VLDL : very-low-density lipoprotein.
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[11.3.C.1) Stress réticulaire et lipolyse périphérique

Il est maintenant largement reconnu que la majorité des triglycérides hépatiques
chez les patients atteints de NAFLD proviennent principalement des acides gras libres
libérés par le tissu adipeux lors de la lipolyse®°. Cette lipolyse pourrait donc étre une cause
majeure de stéatose hépatique. Chez la souris, il a été montré qu’un stress réticulaire induit
par la tunicamycine provoque une anorexie entrainant une augmentation de la lipolyse du
tissu adipeux*. D’autres études ont montré que CREBH favorise une stéatose hépatique a
la suite d’un stress réticulaire en partie par une modulation de la lipolyse®*® (Figure 24-1).
Des souris déficientes en CREBH ont d’ailleurs une fonction de lipolyse des triglycérides
plasmatiques altérée®®®.

[11.3.C.2) Stress réticulaire et lipogeneése

La plupart des nombreuses études concernant le lien entre ER stress et lipogenese
de novo s’accordent sur le fait qu’un stress réticulaire pharmacologique induit une
augmentation de la lipogenése hépatique, notamment via la voie IRE111%2, | e mécanisme
le plus communément identifié par lequel I'ER stress augmente la lipogenese de novo est
par la régulation de SREBP-1c (Sterol regulatory element binding protein 1c), le médiateur
majeur de la synthése hépatique de lipides. SREBP-1c est activé par sa libération d’un
complexe avec SCAP (SREBP cleavage-activating protein) et INSIG1 (Insulin-induced gene 1)
sous l'action de I'insuline, suivi d’un clivage au niveau du golgi tel ATF6. Il semblerait que le
stress réticulaire régule SREBP-1c au niveau transcriptionnel et post-traductionnel*?”:¥%7 Un
stress réticulaire dans le foie favorise le clivage protéolytique de SREBP-1c, et la
surexpression de BiP dans des souris obéses empéche ce clivage et ainsi supprime la
lipogenése de novo, réduisant la stéatose hépatique®®* '8, Cette augmentation du clivage
de SREBP-1c par le stress du RE pourrait étre expliquée en partie par une augmentation de
la dégradation de INSIG1 via la voie ERAD®®, ainsi que par la diminution de la synthése de
INSIG1 par 'arrét de la traduction dépendante d’elF2a2°. De plus, il a été montré que XBP1s
était capable d’induire directement la transcription de SREBP-1c.

Par ailleurs, XBP1 joue un role majeur dans le métabolisme des lipides puisqu’il est
également capable d’activer d’autres genes de la lipogenése tels que FAS, DGAT2, ACC2 et
SCD1 de maniére indépendante de SREBP-1c'?’. DGAT2 est régulée par I'ER stress de
nombreuses maniéres. DGAT2 est une cible pour la dégradation par la voie ERAD?, sa

127 ot c’est un substrat de la voie RIDD?®

transcription est activée par XBP1s , Ce qui montre
que sa régulation peut également étre indépendante de XBP1. En cas de stress réticulaire,
la suppression de DGAT2 par I'un de ces mécanismes inhibe la production hépatique de
triglycérides. Alors que ceci pourrait sembler bénéfique pour empécher la stéatose, la
suppression de DGAT2 chez la souris obéese atteinte de NASH engendre une accumulation
de précurseurs lipidiques toxiques qui aggravent les lésions hépatiques®?. D’autre part, I'ER
stress active CREBH, qui régule le métabolisme hépatique des lipides. Or une perturbation
de I'activité CREBH aggrave la stéatose hépatique induite par un régime chez la souris en

partie par une augmentation de la lipogenése de novo®> (Figure 24-2 et -2’).
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Cependant, il est a noter que certaines études récentes ont également montré que
I'ER stress, notamment via la voie IRE1, pouvait diminuer la lipogenése hépatiquel®164,
Ainsi, il est important de tenir compte des conditions expérimentales utilisées et que la voie

UPR peut avoir des conséquences variables, voire opposées en fonction du contexte.

[11.3.C.3) Stress réticulaire et B-oxydation

Le RE ayant des interactions importantes avec les mitochondries via les MAM
(Mitochondrial-associated ER membranes), il est évident que I'ER stress puisse étre associé
a une altération de la B-oxydation des acides gras par la mitochondrie. D’ailleurs, I'ER stress
et I'obésité sont tous deux associés a une augmentation du nombre de MAM®®>_ || a été
montré que la perturbation de la B-oxydation mitochondriale des acides gras pourrait étre
principalement médiée par ATF6a. En effet, lors d’un stress réticulaire pharmacologique
induit par la tunicamycine, la transcription du régulateur transcriptionnel majeur de la B-
oxydation PPARa est diminuée, et ceci est amplifié chez des souris déficientes pour
ATF6a'®*. De plus, une interaction physique entre ATF6a et PPARa a été démontrée,
augmentant l'activité transcriptionnelle de ce dernier et favorisant la [B-oxydation
hépatique®®®. En outre, I'activation de CREBH par I'ER stress perturbe également la B-
oxydation. L’aggravation de la stéatose en cas de perturbation de I'activité CREBH serait
non seulement le résultat d’'une augmentation de la lipogenése de novo, mais aussi en
partie d’un défaut de B-oxydation des acides gras'®®. D’autre part, la voie IRE1 participe
également a la B-oxydation, puisqu’il a été montré qu’en cas de jeline, XBP1s favorise
I"utilisation des acides gras comme énergie en stimulant la B-oxydation mitochondriale et
la cétogenése par I'activation de I'expression de PPARa®’ (Figure 24-3).

[11.3.C.4) Stress réticulaire et autophagie

L'autophagie, une dégradation Iysosomale des organites ou protéines
endommagées, permet de générer de I'énergie tout en favorisant la survie cellulaire. Une
altération de la lipophagie, un processus permettant la clairance des lipides hépatiques,
pourrait contribuer au développement de la stéatose hépatique®®. Des biopsies hépatiques
de patients atteints de NASH présentent des niveaux élevés de P62, un récepteur de
I'autophagie qui s’accumule lorsque l'autophagie est inhibée, suggérant un défaut
d’activation de cette voie®. De plus, un ER stress chronique est associé a une induction du
processus d’autophagie et une corrélation entre I'ER stress et |'accumulation
d’autophagosomes a été observée dans un modéle murin de NAFLD>1%° |"autophagie en
lien avec I'ER stress est défectueuse dans des cellules déficientes en IRE1a ou traitées avec
un inhibiteur de JNK, ce qui signifie que I'activation de JNK par IRE1la est nécessaire a
I'induction de I'autophagie en cas d’ER stress'®>. De plus, XBP1s a également été identifié
comme activateur transcriptionnel de Beclin-1, un initiateur du phénomene
d’autophagie!’®. Enfin, ATF4 joue également un réle dans I'autophagie en activant la
transcription de médiateurs clés tels que Atg7, Atgl0 et Atg5'’* (Figure 24-4).
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[11.3.C.5) Stress réticulaire et sécrétion de VLDL

Le RE est le site majeur de I'assemblage des VLDL, c’est pourquoi une perturbation
de I'homéostasie du RE peut conduire a un déréglement de la sécrétion des VLDL.
L’inhibition de la sécrétion des VLDL est considérée comme |'un des mécanismes majeurs
par lequel I'ER stress favorise la stéatose hépatique®’2. En outre, la NASH est associée a une
nette diminution de la synthese hépatique de I’ApoB100, qui représente |'étape limitante
de l'export des lipides hépatiquest’®. Or, il est connu qu’un stress réticulaire
pharmacologique perturbe la production d’ApoB100 et ainsi la sécrétion des VLDL>74,
Toutes les voies de I'UPR semblent impliquées dans ce phénomene. L'arrét de la traduction
induit par I'activation de la voie PERK et la dégradation de ’ApoB100 par la voie ERAD lors
d’un ER stress induit par des acides gras inhibe 'assemblage et la sécrétion des VLDL,
aggravant la stéatose'’?'’>. Des souris ATF6a” soumises a de la tunicamycine ont une
stéatose hépatique augmentée associée a une diminution des niveaux protéiques
d’ApoB100, ainsi qu’une sécrétion des VLDL perturbée!'*145 En outre, des souris portant
une délétion hépato-spécifique pour IRE1a ont une altération de I'assemblage des VLDL
attribuable a une diminution de I'expression de la protéine chaperonne PDI, responsable
d’une diminution de 'activité MTP (Microsomal triglyceride-transfer protein)'?® (Figure 24-
5).

111.3.D. Stress réticulaire et inflammation

Environ 10 a 20% des patients atteints de NAFLD développent a terme une
inflammation et une fibrose. Dans les pathologies associées a la NAFLD telles que I'obésité
et le diabéte, la présence d’une inflammation a bas bruit active les récepteurs TLR (Toll-like
receptors) de I'immunité innée et la production de cytokines pro-inflammatoires. Par
ailleurs, 'UPR pourrait jouer un rdle dans les Iésions lipotoxiques qui différencient la NASH
de la simple stéatose hépatique. Ainsi, I'ER stress et I'inflammation semblent se combiner
pour potentialiser la progression de la stéatose vers la NASH®. De nombreuses voies de
signalisation sont communes entre I'ER stress et I'inflammation, telles que la production de
ROS, I'activation des facteurs de transcription NFkB et JNK, ainsi que la réponse aigué de la
réaction inflammatoire®?’.

Les stimuli pro-inflammatoires tels que les ROS ou les ligands des TLR engendrent
un stress réticulaire et activent la voie UPR. IRE1a pourrait méme étre activé par TLR4 et
TLR2 sans qu’il n’y ait de stress réticulaire détectable!”’. Le stress réticulaire et la voie UPR
sont également liés a la génération de ROS et d’un stress oxydatif, pouvant initier ou
amplifier une réponse inflammatoire!’®. En outre, la voie PERK peut activer une réponse
anti-oxydante pour empécher I'accumulation de ROS en réponse a I'ER stress via la
phosphorylation de Nrf2. D’ailleurs, la délétion de Nrf2 résulte en un développement rapide
de la NASH chez des souris sous un régime MCD ou riche en graisses (high-fat)*’®'8°. De
plus, des activateurs de Nrf2 peuvent atténuer I'atteinte hépatique médiée par le stress

oxydatif dans des modéles animaux de NASH81182,
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L"activation de NFkB et JNK est également impliguée dans I'inflammation induite en
réponse a I'ER stress. L'interaction d’IRE1a avec TRAF2 active JNK, ce qui induit la synthese
de cytokines pro-inflammatoires par une augmentation de lactivité du facteur de
transcription AP-1 (Activator protein 1)'8.

D’autre part, une activation prolongée des 3 branches de I'UPR peut également
activer NFkB, notamment via la régulation de son inhibiteur [kB!*®4728¢ De plus, le facteur
pro-apoptotique CHOP joue un réle important dans la lipotoxicité par I'activation de la voie
NFkB dans les cellules hépatiques®’. CHOP active I'inflammasome NLRP3 (NOD-like
receptor family, pyrin domain containing 3), un complexe multiprotéique responsable de |a
production de cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-1B via I'activation de la caspase 1
(Figure 25). Des biopsies hépatiques de patients NASH ont montré une expression de CHOP
accrue en corrélation avec induction des marqueurs de I'inflammasome (caspase 4, caspase
1 et IL-1 B) en comparaison avec des patients sans NAFLD ou avec une simple stéatose. Ces
marqueurs d’ER stress et d’inflammation étaient également corrélés avec le score de
NAFLD et le niveau de Iésions hépatiques'®. Bien que 'activation de NFkB est liée a la NASH
dans des modéles animaux (régime MCD)*, le lien entre I'activation de NFkB et de JNK
meédiés par I'ER stress et la physiopathologie de la NAFLD reste confus pour l'instant.
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Figure 25 : ER stress et inflammation
TLR : Toll-like receptor, TRAF2 : TNF receptor-associated factor 2, IKK : IkB kinase, NFkB : nuclear factor-kappa B,
ROS : especes réactives de I'oxygéne, ASK1 : Apoptosis signal-regulating kinase 1, INK : c-Jun N-terminal kinase,
AP-1 : Activator protein 1
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IV.L’Insulin-Degrading Enzyme : une cible thérapeutique potentielle dans
les maladies métaboliques ?

L'objectif du laboratoire U1177 étant de découvrir de nouvelles cibles
thérapeutiques dans le but de développer des composés pour le traitement de maladies
infectieuses et métaboliques, ils se sont intéressés a la protéase Insulin-Degrading Enzyme
(IDE). IDE est connue pour son implication dans la maladie d’Alzheimer et le diabéete de type
2, mais il semblerait que cette protéine multifonctionnelle pourrait également jouer un role
dans les pathologies en lien avec le stress du RE grace a de nouvelles fonctions recemment
identifiées.

IV.1. Expression et localisation

L'Insulin-Degrading Enzyme (IDE), également appelée insulinase, ou plus
récemment insulysine (EC 3.4.24.56), est une métalloendopeptidase a zinc ubiquitaire
appartenant a la famille des métalloendopeptidases (identifiée M16.002, selon la
classification MEROPS)'°. Elle a initialement été découverte il y a plus de 70 ans pour sa
capacité a dégrader l'insuline, d’ol son nom!. C’est une protéine qui a été hautement
conservée au cours de I'évolution, et que I'on retrouve chez les mammiferes (homologie de
séqguence de 95% entre la souris et ’hnomme), mais aussi chez les insectes, les plantes et les
champignons®®2. Son expression est ubiquitaire, on la retrouve principalement dans le rein
et le foie chez les rats, ce qui correle avec son réle dans le catabolisme de I'insuline, mais
aussi dans de nombreux autres tissus insensibles a I'insuline, ce qui suggere d’autres réles
pour IDE¥31%% Elle g été décrite comme principalement située dans le cytosol des cellules,
mais elle peut également étre trouvée dans différents compartiments cellulaires tels que
les endosomes'®®, les peroxysomes'®®t’ les mitochondries!®®, le noyau!® ou la membrane
plasmique®®. Il semblerait qu’une faible proportion d’IDE (3 a 10%) soit également sécrétée
dans 'espace extracellulaire, mais cela est controversé a ce jour?°t2%* Dans le foie de rat,
IDE semble étre principalement présente dans les hépatocytes, et plus particulierement a
proximité des espaces porte ainsi que dans I'épithélium des canaux biliaires, et localisée
dans le cytosol a proximité du réticulum endoplasmique rugueux?®.

Ainsi, sa haute conservation au sein des especes, y compris celles ne produisant pas
d’insuline, et son expression ubiquitaire, y compris dans les cellules insensibles a I'insuline,
laissent supposer qu’IDE pourrait jouer des rbéles indépendants du clivage de l'insuline, et
confirment I’hypothése qu’IDE serait une protéine multifonctionnelle.

IV.2. Structure et activité catalytique

Dans sa forme monomérique, IDE est une protéine de 110 kDa composée de 1019
acides aminés et constituée de deux domaines de taille équivalente, appelés IDE-N (partie
N-ter) et IDE-C (partie C-ter), connectés par une charniére de 28 acides aminés. Ces deux
parties sont flexibles et permettent une conformation ouverte et fermée d’IDE. Lorsqu’elles
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sont rassemblées en conformation fermée, elles forment une cavité de 16000 A3, appelée
crypte, d’ou sa qualification de cryptidase, n’acceptant que des substrats de petite taille
(moins de 6 kDa)?°®. L’acceés au site catalytique d’IDE contenu dans cette cavité est donc
contrélé par I'équilibre entre la conformation ouverte, permettant I'entrée des substrats,
ainsi que la conformation fermée, permettant la reconstitution du site catalytique pour
I"hydrolyse des substrats, suivie d’un retour a la conformation ouverte permettant la
libération des produits de dégradation et 'entrée de nouveaux substrats (Figure 26)%’.

Le site catalytique d’IDE est constitué d’acides aminés de la partie C-ter et N-ter,
localisés a I'intérieur de la crypte. Ce site est plutdt hydrophobe, polaire et riche en charges.
Le co-facteur Zn?* essentiel a I'activité catalytique est coordonné par deux histidines
(His108, His112) et un acide glutamique (Glu189) au niveau N-ter!¥?. IDE a la particularité
d’avoir une inversion des acides aminés du domaine de liaison au zinc, avec un motif
« HXXEH », par rapport aux autres membres de la famille des métalloprotéases M16, qui
possedent un motif « HEXXH », c’est pourquoi elle appartient au sous-groupe des
« inverzincines »%%8,

L'enzyme |IDE possede également un exosite sur la partie N-ter situé
approximativement & 30 A du site catalytique. Ce site permet 'ancrage des substrats par
leur extrémité N-ter et ainsi leur positionnement dans la cavité catalytique afin de faciliter
leur hydrolyse par la protéase. Il favorise I'adoption de feuillets B par les substrats afin de
mieux interagir avec les feuillets B situés sur la partie N-ter d’IDE. Cet exosite est hautement
conservé et pourrait jouer un rdle dans la spécificité et I’hydrolyse des substrats!9%20°,

"activité catalytiqgue d’IDE peut étre modulée par son état d’oligomérisation. En
effet, IDE peut étre retrouvée sous forme de monomeres, de dimeres et de tétrameres,
mais la forme dimérique représente la forme la plus active, favorisant une conformation
ouverte d’IDE?°. Enfin, la liaison de I'’ATP & IDE sur un site allostérique peut également
modifier son activité, en favorisant la transition d’IDE vers une forme ouverte, facilitant la
dégradation de petits substrats?%9211,

charniéere

Opened Closed
conformation conformation

Figure 26 : Structure et différentes conformations d'IDE
A gauche : Partie N-terminale (en bleu) et C-terminale (en rouge) d’IDE, formant la cavité catalytique (en vert) appelée
crypte (PDB : 4NXO). A droite : Equilibre entre les conformations fermées et ouvertes d’IDE.
N-ter : N-terminal, C-ter : C-terminal, Zn : zinc
D’apres Deprez-Poulain et al., Nat. Commun. 2015 Sep 23;6:8250 et Gonzdlez-Casimiro et al., Biomedicines. 2021, 9:86
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IV.3. Les multiples fonctions d’IDE

IV.3.A. Dégradation de petits peptides amyloidogénes

L'insuline est le substrat pour lequel IDE posséde la plus forte affinité (K., = 85 nM)?*2.

L'insuline étant une hormone de 5,8 kDa pour un volume d’environ 12000 A3, elle occupe
entierement la cavité catalytique d’IDE, avec sa surface négative qui interagit avec la surface
chargée positivement de la partie IDE-C d’IDE. IDE clive rapidement (K.t = 0,5-2/sec) la
chaine A de l'insuline au niveau de deux sites et la chaine B de I'insuline au niveau de 7 sites,
provoquant son inactivation?®3.

IDE dégrade également de nombreux autres peptides physiologiques, tels que : le

215

peptide B-amyloide (AB)?!*, le glucagon®®®, la somatostatine?®, 'amyline?'’, I'IGF-11218, le

)18, I'ubiquitine?®, le peptide natriurétique atrial

206
,la

TGFa (Transforming growth factor a
(ANP)??° 3 calcitonine???, le CGRP (Calcitonin gene-related peptide)???, la bradykinine
B-endorphine??, ou encore les cytokines CCL (C-C motif ligand) 3 et 4*2* Ainsi, par
I"hydrolyse de ces substrats, IDE est une protéine multifonctionnelle qui semble étre
impliquée dans I’lhoméostasie du glucose, des protéines, dans la vasotonicité, la nociception
et I'inflammation.

Les substrats d’'IDE possedent des points communs puisque ce sont principalement
des hormones, ils sont tous de petite taille (< 6 kDa, < 80 acides aminés (AA)), plutot
basiques et hydrophobes, et ils possedent des propriétés amyloidogenes pour la plupart.
En effet, IDE reconnait des éléments de la structure secondaire ou tertiaire de ses substrats,
et il semblerait qu’elle reconnaisse plus précisément un motif amyloidogene commun
HNHHHPSH, ou H est un AA hydrophobe, N un AA petit et neutre, P un AA polaire, S un AA

polaire et/ou petit (Figure 27)22>%¢,

Insulin FVNQHLCGSHLVEALYLVCGEEG@T?'r

AB DA}:FRHDSGYEVHHQ@E@csu:«;m IGLMVGGVV
Amylin KCNTATCMQRLANPLVHSSNN@s’ﬁwcsnw

Calcitonin CONLSTCHECIEEODENK FHTFPQTAIGVGAP
Glucagon HSQGTFTS DY SEERa0SHRAQDFVQUWLMNT
Consensus hnhhhpsh

Figure 27 : Motifs communs des substrats d’IDE
Séquences en acides aminés des substrats d’IDE d’origine humaine, alignées manuellement grdce a la technique « residue
pattern recognition procedure ». Les régions conservées sont indiquées en rouge pour les AA hydrophobes, en bleu pour les
AA petits et neutres, en jaune pour les AA polaires et en vert pour les AA polaires et/ou petits. Les AA encadrés représentent
les régions importantes et connues pour I'oligomérisation et la formations d’agrégats amyloides. Les AA soulignés sont les
régions impliquées dans la liaison avec IDE.
AB : peptide B-amyloide
D’apres Kurochkin et al., Trends Biochem Sci. 2001 Jul;26(7):421-5
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IV.3.B. Fonctions non catalytiques d’IDE : role de protéine chaperonne ?

IDE porte trés mal son nom de « Insulin-Degrading Enzyme » car c’est une protéine
multifonctionnelle qui n’a pas pour seul role la dégradation de I'insuline. Dans le foie, ou 50
a 80% de l'insuline est dégradée lors de son premier passage suite a sa sécrétion par les
cellules B-pancréatiques, le réle d’IDE dans la clairance hépatique de I'insuline est méme
mineur puisqu’une ablation hépato-spécifique d’IDE n’affecte pas la clairance de l'insuline

212227 De plus, outre son rdle dans la dégradation de petits peptides

chez la souris
amyloidogenes et son expression tres conservée et ubiquitaire, d’autres arguments sont en
faveur d’un role de protéine chaperonne pour IDE (Figure 28).

Au-dela de son activité protéolytique, IDE interagit avec d’autres protéines ou des
complexes protéiques tels que les protéines du cytosquelette nestine et vimentine??®, les

199

récepteurs aux androgenes ou aux glucocorticoides™”, la glycoprotéine E du virus VZV

)229

(Varicella-zoster virus)?*?° ou encore le protéasome?*°. Ce dernier confirme ainsi I’hypothése

qu’IDE est impliquée dans le stress protéotoxique, d’autant plus qu’IDE semble moduler

230,231

I'activité du protéasome et activer l'ubiquitine indépendamment de sa fonction

232 IDE est régulierement qualifiée de « dead-end » chaperonne, ou

protéolytique
chaperonne « terminale », puisqu’en formant des complexes stables avec des substrats
amyloidogenes tels que le monomere d’AB ou les oligomeres d’a-synucléine, elle empéche
la formation d’agrégats toxiques d’'une maniére indépendante de leur clivage?332%.

De plus, telle une chaperonne, IDE est surexprimée dans différentes lignées
cellulaires humaines (normales et malignes) dans plusieurs contextes de stress tels qu’un
choc thermique, un stress oxydatif, ou encore la privation en sérum, de fagon similaire a |a
famille de protéines de choc thermique HSP70%3. En outre, il a également été montré qu’en
réponse a un choc thermique, IDE migre du cytosol vers le réticulum endoplasmique®®.
Egalement, il semblerait que la protéine IDE soit induite par le glucagon et les acides gras
libres?®’.

Enfin, il a été démontré que I"homologue d’IDE chez la levure (Iph1) joue un réle
dans la résistance au stress du réticulum endoplasmique d’'une maniéere indépendante de
son activité protéolytique, mais dépendante de la voie TORC1 (Target of rapamycin complex
1)238,

Ces données suggerent donc que la protéine IDE pourrait jouer un réle dans le stress
réticulaire et la voie UPR en tant que protéine chaperonne.
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Méme dans les tissus
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au RE en cas de stress

De Tullio et al., PloS One, 2013
Tundo et al., J Biol Chem, 2013
Shardella et al., PloS One, 2015

Figure 28 : IDE, une protéine multifonctionnelle

IV.4. Implications d’IDE dans la physiopathologie des maladies métaboliques

Historiquement, IDE a été découverte pour la premiere fois par sa capacité a
dégrader l'insuline, ce qui lui a donné le statut d’enzyme clé dans la régulation de
I'homéostasie du glucose®*.

De plus, des études génétiques ont identifié IDE comme gene de susceptibilité dans
le diabete de type 2. En effet, des polymorphismes d’/IDE ont été associés avec le
développement du diabete de type 2 de maniére indépendante de |'obésité dans un
modeéle animal®® et dans plusieurs cohortes humaines?49-243,

En outre, une perturbation des niveaux d’expression d’IDE a été observée dans
différents contextes pathologiques. Cependant, les études sont controversées puisqu’en
fonction du contexte, I'expression d’IDE est parfois augmentée ou diminuée. Chez des
patients diabétiques, I'expression d’IDE dans le muscle, le foie et les cellules PB-
pancréatiques est réduite significativement par rapport aux patients sains?**2%¢. De plus,
dans plusieurs modeles de souris obéses a la suite d’un régime, I'expression d’IDE s’est
montrée réduite?*’2*®. Au contraire, 'expression d’IDE dans le foie est augmentée dans un

modeéle de souris obéses sous régime gras®®’

ou de rats diabétiques®®. En outre, il a
récemment été montré que les taux sériques d’IDE étaient plus élevés chez des personnes

atteintes de syndrome métabolique®®. De la méme maniére, en termes d’activité
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catalytique, I'état d’activation d’IDE en contexte de diabéte de type 2 ou d’obésité est

controversé?37,247,249

Sachant le rble historique d’IDE dans le catabolisme de I'insuline, plusieurs études
ont évalue I'effet de l'invalidation génique d’IDE sur l'insulinémie, I'intolérance au glucose
et la résistance a l'insuline??,

La plupart des études chez les souris IDE KO vs. WT s’accordent sur 'induction par
la délétion d’'IDE d’une hyperinsulinémie et d’une hyperglycémie a jeun, d’une résistance a
I'insuline, ainsi que d’une intolérance au glucose, prédisposant au développement du
diabéte de type 22972>27%>>_ Plus anciennement chez le rat, il avait également été montré
qgu’une mutation d’IDE dans un modele génétique de rats diabétiques non obeses,
provoquant un défaut de dégradation de l'insuline, induisait une hyperglycémie post-
prandiale associée a une intolérance au glucose?>%%°®.

Il a été proposé que ce phénotype d’insulinorésistance et d’intolérance au glucose,
évoluant avec I'age, serait attribuable a une désensibilisation de la signalisation de I'insuline
avec une réduction de I'expression des récepteurs a l'insuline dans les tissus insulino-
sensibles, en réponse a I'hyperinsulinémie chronique®3. Cependant, une étude menée par
le laboratoire chez des souris C57BL/6J traitées de maniére aigue avec l'inhibiteur puissant
et sélectif d'IDE développé par le laboratoire a également montré l'induction d’une
intolérance au glucose chez les souris traitées, écartant le facteur chronique de
I’hyperinsulinémie dans le développement de cette intolérance au glucose?®’. Il est a noter
que dans une autre étude, un autre inhibiteur d’IDE a eu, au contraire, un effet anti-
diabétique avec une amélioration de la tolérance au glucose®’. Cette différence pourrait
s’expliquer par la liaison de ces composés au niveau de différents sites dans la protéine IDE,
impactant différemment la conformation d’IDE et ainsi de potentielles interactions avec
d’autres protéines, pouvant étre impliquées dans les fonctions non catalytiques d’IDE?Y’.

Le foie étant un lieu majeur de dégradation de l'insuline, puisque 50 a 80% de
I'insuline sécrétée par le pancréas est dégradée par un effet de premier passage hépatique
avant méme d’atteindre la circulation systémique?®?, des études ont exploré les effets d’une
délétion spécifique d’IDE au niveau du foie, en présence ou non d’un contexte d’obésité
induit par un régime high-fat chez la souris. Méme si ces études s’accordent sur I'induction
d’une intolérance au glucose et d’une insulinorésistance du foie par la délétion hépato-
spécifique d’IDE, et de I'aggravation de ce phénotype en cas de régime high-fat, elles ont
obtenu des résultats controversés concernant les raisons de ces observations et les niveaux
d’insulinémie et de clairance hépatique de 'insuline??/:248:251,259,

En effet, 'équipe de Perdomo et al. a montré tout d’abord en I'absence de régime
étion totale d’IDE (IDE KO), une délétion

hépato-spécifique d’IDE (L-IDE-KO) n’induit pas d’hyperinsulinémie a jeun ou post-

que, tout comme chez les souris ayant une dé

prandiale, ni de modification de la clairance d’une insuline exogéne par le foie par rapport
aux souris WT%?’. Ils en ont donc conclu que la délétion hépatique d’IDE induit une
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insulinorésistance indépendamment d’une régulation des taux d’insuline circulante par IDE,
et ont suggéré que I'hyperinsulinémie observée est secondaire a des mécanismes
compensatoires de I'insulinorésistance. Une étude récente d’une autre équipe, a confirmé
que les souris portant une délétion hépato-spécifique d’IDE ne présentent pas
d’hyperinsulinémie a I'état basal, bien qu’une augmentation de l'insulinémie, attribuable a
une diminution de la clairance de I'insuline, ait été observée apres un bolus de glucose chez
les souris L-IDE-KO par rapport aux souris WT?%,

En contexte pathologique d’obésité induite par un régime high-fat, ces deux équipes
de recherche ont obtenu des résultats contradictoires concernant I'effet de la délétion
hépato-spécifique d’IDE sur l'insulinémie, méme s’ils s"accordent sur I'absence d’un réle
d’IDE dans la clairance hépatique de I'insuline?*®>° En effet, Perdomo et al. ont observé
que les souris L-IDE-KO sous régime high-fat (45% gras et 35% sucres) présentaient, de
méme que sans régime, une insulinorésistance et une intolérance au glucose. Cependant,
ils ont observé cette fois une augmentation de I'insulinémie chez ces souris sous régime
high-fat, qu’ils expliguent par une augmentation de la synthese et de la sécrétion d’insuline
par les cellules B-pancréatiques en réponse a lI'insulinorésistance, plutdét qu’une diminution
de la clairance de I'insuline par IDE?*°. Au contraire, I'équipe de Macedo et al. qui a comparé
des souris L-IDE-KO sous régime high-fat (58% gras et 25% sucres) ou sous régime controle
n’a plus constaté d’effet de la délétion hépato-spécifique d’IDE sur les taux plasmatiques
d’insuline en cas de régime high-fat apres un bolus de glucose, alors que cet effet avait été
observé chez les souris sous régime contréle?*®. Cependant, il est difficile de comparer les
résultats entre ces études compte tenu de leurs différences en termes de fonds génétiques
utilisés pour générer les souris L-IDE-KO, de composition de leurs régimes, ainsi qu’au
niveau de leur méthodologie dans I'analyse de la clairance hépatique.

De maniére intéressante, I'équipe de Perdomo et al. a proposé un mécanisme de la
régulation de l'insulinorésistance par IDE via une modulation du trafic intracellulaire du
récepteur a 'insuline et de son recyclage a la membrane plasmique des hépatocytes, par
des fonctions non protéolytiques d’IDE?2%° Néanmoins, ces résultats et leurs mécanismes
restent a étre confirmées.

En outre, il est intéressant de noter que I'équipe de Macedo et al. a également mis
en évidence pour la premiére fois un lien entre IDE et le métabolisme hépatique des lipides.
En effet, ils ont constaté que la délétion hépato-spécifique d’IDE en cas de régime high-fat
sensibilisait les souris L-IDE-KO a la stéatose par rapport aux souris WT, avec la présence
d’une augmentation de I'expression hépatique du transporteur CD36 responsable de

I'import des acides gras libres chez ces souris L-IDE-KO par rapport aux souris WT2*,

De maniere opposée, lI'équipe de Perdomo et al. a également étudié les
conséquences d’un gain de fonction d’IDE chez la souris®>°. Aprés un régime high-fat (45%
gras et 35% sucres), la surexpression hépatique d’IDE a permis de diminuer les taux

plasmatiques d’insuline et d’améliorer la tolérance au glucose et la sensibilité a I'insuline,
sans pour autant impacter la clairance de 'insuline.
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IV.5. Aspects pharmacologiques

Le role d’IDE dans la clairance de I'insuline a motivé le développement d’inhibiteurs
d’IDE dans le but thérapeutique d’augmenter les taux d’insuline chez les patients atteints
de diabete de type 2. Dans ce contexte, I'inhibiteur idéal devrait permettre de réduire la
clairance de l'insuline, sans affecter les autres substrats d’IDE tels que le glucagon?®®.
Néanmoins, compte-tenu des analogies entre les substrats, ceci est un vrai challenge.

Initialement, les effets bénéfiques de I'utilisation d’inhibiteurs d’IDE pour moduler
I'action de l'insuline ont été confirmés par I'observation d’un effet potentialisateur de
I"action hypoglycémique de I'insuline in vivo par un inhibiteur endogene d’IDE isolé a partir
du foie et non caractérisé?®!. Par la suite, des inhibiteurs non sélectifs d’IDE ont été utilisés
in vitro pour appuyer cette hypothese, tels que le nelfinavir, un antirétroviral utilisé dans le
traitement du VIH, la bacitracine, un antibiotique polypeptidique, le N-éthylmaléimide, un
agent alkylant des thiols, ou encore le 1,10-phénanthroline, un agent chélateur de zinc.
Cependant, ces inhibiteurs sont non-spécifiques, parfois toxiques et relativement peu
puissants (ICso= 220 - 400 uM), limitant leur utilisation comme sonde pharmacologique?®?.

C’est pourquoi des efforts ont été réalisés pour développer des inhibiteurs sélectifs
et puissants d’IDE, permis notamment par la publication de la structure cristallographigue
d’IDE'®2. Tout d’abord, Leissring et al. ont publié la molécule 1i1, un inhibiteur peptidique
puissant (Ki = 1,7 nM) portant une fonction hydroxamate qui chélate le zinc au niveau du
site actif et concu de maniére rationnelle 262, Ce composé inhibe efficacement la clairance
de l'insuline sur enzyme isolée (ICsp = 10-100 nM), mais pas dans des tests cellulaires. En
effet, son poids moléculaire élévé, |la présence de fonctions acides et guanidine et sa facilité
a étre inactivé par protéolyse empéchent son utilisation in vitro. Plus récemment, Maianti
et al. ont découvert le peptide macrocyclique 6bK, un inhibiteur allostérique d’IDE avec une
forte sélectivité, qui se lie a une poche a distance de la crypte catalytique et de I'exosite
d’IDE (ICso = 50 nM). Ce composé s’est montré prometteur comme agent antidiabétique
puisqu’il a permis une amélioration de la tolérance au glucose aprés administration orale
dans un modele de souris obeses sous régime gras. Cependant, dans cette méme étude,
I"administration intrapéritonéale de glucose a provoqué une intolérance au glucose®’. En
outre, des études de notre laboratoire ont montré que, au méme titre que le composé lil,
ce composé 6bK ne traversait pas les membranes cellulaires, ce qui limite son intérét car il
ne serait actif que sur la faible fraction d’IDE extracellulaire sécrétée?®®. Le composé 6bK et
le composé lil, ainsi que d’autres composés inhibiteurs de la littérature répertoriés dans
une revue récente?®* bien qu’étant des avancées majeures dans la modulation d’IDE, ne
sont pas des outils pharmacologiques optimaux.

Ainsi, afin de pallier aux difficultés d’utilisation de ces composés issus de la
littérature, le laboratoire U1177 a découvert une série de composés inhibiteurs d’IDE par
une stratégie originale de synthése in situ assistée par la cible (KTGS, Kinetic target-quided
synthesis), dont le chef de file est le composé BDM44768. Ce puissant inhibiteur du site
catalytique d’IDE (ICsp = 60 nM) chélate le zinc sur la partie IDE-N grace a son acide
hydroxamique et interagit également avec la partie IDE-C, ce qui bloque la protéine en
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conformation fermée, empéchant I'entrée des substrats d’IDE. Il possede les avantages
d’une bonne pénétration cellulaire et de propriétés pharmacocinétiques adaptées a une
utilisation in cellulo et in vivo (Figure 29)?°’. Comme attendu, ce composé empéche la
dégradation de l'insuline par IDE in cellulo et in vivo. De plus, il augmente la signalisation a
I'insuline du muscle et du foie. De maniere consistante avec l'intolérance au glucose
observée chez les souris IDE KO, le traitement aigu de deux souches de souris (C57BL/6)
et NOD) avec le composé BDM44768 induit une intolérance au glucose, indépendamment
de la voie d’administration du glucose?®’

E189

Figure 29 : Interactions entre le composé inhibiteur BDMA44768 et le site catalytique d’IDE
D‘aprés Deprez-Poulain et al. Nat. Commun. 2015 Sep 23;6:8250 (PDB : 4XNO)
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OBJECTIFS DE L’ETUDE







Au regard des éléments développés précédemment, nous pouvons émettre
I"hypothése que I'Insulin-Degrading Enzyme (IDE) pourrait, par ses fonctions non-
catalytiques de chaperonne, étre impliquée dans I'ER stress du foie, un organe ayant un
réticulum endoplasmique tres développé pour permettre la synthése de nombreuses
protéines de 'organisme. Sachant que le stress du réticulum endoplasmique a été identifié
comme facteur contributif dans le développement de la stéatohépatite non alcoolique
(NASH), il pourrait étre envisageable qu’IDE, en modulant 'UPR, puisse contribuer au
développement des parameétres caractéristiques de cette pathologie, tels que la stéatose
(NAFLD), I'inflammation et la fibrose.

Ainsi, I'objectif de cette étude est de (1) déterminer si IDE joue un réle dans I'ER
stress et la signalisation UPR du foie et (2) évaluer si cela pourrait avoir des conséquences
sur le développement de la NAFLD et de la NASH, en particulier sur la stéatose hépatique,
mais aussi sur l'inflammation et la |ésion hépatique (Figure 30).

Pour cela, nous avons étudié la signalisation UPR, le métabolisme des lipides,
I'inflammation et la Iésion hépatocellulaire, en combinant des modeles cellulaires (cellules
HepG2) et animaux subissant un stress du réticulum endoplasmique, dans des contextes
d’une modulation génétique ou pharmacologique d’IDE, grace a la mise a disposition de
souris IDE KO et l'utilisation du composé BDM44768 comme outil pharmacologique,
respectivement.

ER STRESS

NAFLD/
NASH

Figure 30 : Objectifs de la these
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1. Composés pharmacologiques et réactifs

Les cellules ou les souris sont traitées avec le composé inhibiteur d’IDE de référence
BDM44768, synthétisé au sein du laboratoire U1177%%, et mis en solution dans du DMSO
(diméthylsulfoxyde).

Le stress du réticulum endoplasmique est induit par de la tunicamycine (#T7765, Sigma
Aldrich), un antibiotique ciblant la N-acétyl-D-glucosamine-1-phosphotransférase (GPT)
inhibant ainsi la N-glycosylation des protéines, et induisant I'accumulation de protéines mal
conformées dans le RE?®>?%®_ |3 tunicamycine est solubilisée dans du DMSO pour les cellules
ou dans une solution saline a une dose de 0,5 mg/ml (NaCl 0,9 %, pH 9,4) pour les souris.
Les cellules sont également stimulées par du palmitate (#P5585, Sigma Aldrich), un acide
gras saturé a longue chaine (C16 : 0) présent naturellement dans I'organisme, utilisé ici pour
induire un stress du RE'®"2%¢ Une solution mére d’acide palmitique est préparée a une
concentration de 0,6 M dans de I'éthanol absolu, pour étre diluée la veille de I'expérience
a une concentration intermédiaire de 2,5 mM dans du milieu de culture contenant 5 % de
BSA (Bovine serum albumin), agitée pendant la nuit a 37 °C afin de favoriser la conjugaison
de I'acide palmitique avec la BSA. Le jour de I'expérience, cette solution au 5X est diluée au
1X dans du milieu de culture pour obtenir une concentration finale de 500 uM de palmitate
et 1 % de BSA sur les cellules.

Dans certaines expériences, le composé 4u8c (#4479/10, Tocris Biosciences), un inhibiteur
de la fonction endoribonucléase d’IRE1 (ICso = 62 NM)?%7 est utilisé comme inhibiteur de la
voie IRE1 de I'UPR. Les cellules HepG2 sont traitées avec 20 uM de composé 4u8c solubilisé
dans du DMSO, de maniere simultanée au traitement avec le palmitate combiné ou non
avec 15 uM de BDM44768.

Tableau 1 : Structure des différents composés et réactifs
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2. Modeéles animaux et traitements

Les souris sont hébergées au sein de I'animalerie de I'Institut Pasteur de Lille ou de I'Institut
Necker Enfants Malades de Paris oU elles suivent un cycle lumiere/obscurité de 12h/12h et
ont un acces libre a la nourriture et a I'eau.

Les souris méales C57BL/6J ont été stimulées par de la tunicamycine injectée en intra-
péritonéal (i.p.) a une dose de 0,5 mg/kg (mpk) pendant 8h (en général, sauf indication
particuliere dans la légende), ou le volume équivalent du véhicule (solution saline NaCl
0,9 % pH 9,4). Ces souris ont été traitées par le composé BDM44768 en i.p. a une dose de
50 mpk ou le volume équivalent de DMSO 15 minutes avant l'injection de tunicamycine et
2h avant sacrifice. Les souris ont été mises a jeun au moins 5h avant sacrifice (Figure 31).

t-15min t=0 t+3h t +6h t+8h

| >
|
Injection Injection TN Mise Injection Sacrifice
BDM44768 (Tunicamycine) ajeun BDM44768
i.p. 50 mpk i.p. 0,5 mpk i.p. 50 mpk
ou DMSO ou solution saline ou DMSO

Figure 31 : Schéma du déroulement des expériences sur les souris C57BL/6] injectées par la tunicamcine et le
BDM44768

Les souris déficientes pour IDE (IDE KO, knock-out) et contrdles (WT, wild-type) de fond
génétique C57BL/6J males (12-15 semaines) et femelles (11-15 semaines) ont été mises a
disposition par notre collaborateur, le Pr. Peter Van Endert a I'Institut Necker Enfants
Malades a Paris. Lors de mesures de la glycémie, de I'insulinémie ou des acides gras libres
circulants, les souris ont été mises a jeun au minimum 5h avant le prélevement de sang.
Parmi les souris WT et IDE KO, des femelles de 11 semaines ont été stimulées par de la
tunicamycine injectée en intra-péritonéal (i.p.) a une dose de 2 mpk pendant 17h.

3. Modeéle cellulaire et traitements

3.A. Lignée cellulaire HepG2

La lignée cellulaire HepG2 (HB-8065, ATCC) est une lignée issue d’hépatocarcinome
humain. Les cellules HepG2 sont cultivées a 37 °C en présence de 5 % de CO, dans du milieu
de prolifération MEM (31095, Gibco) supplémenté par 10 % de SVF (Corning), 0,4 % de
gentamycine (Invitrogen), 1 % de glutamine (Invitrogen), 1 % d’acides aminés non essentiels
(Gibco) et 1 % de pyruvate de sodium (Gibco).

Les cellules HepG2 sont ensemencées dans des plaques 6 puits (pour I'étude des ARN ou
des protéines) ou 96 puits (pour I'imagerie des gouttelettes lipidiques) ou 384 puits (pour
I'imagerie des agrésomes) a une densité de 700 000 cellules/ml dans 2 ml, ou
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35000 cellules/ml dans 100 pul, ou 140 000 cellules/ml dans 50 ul de milieu de prolifération,
respectivement.

Apres 24h, les cellules sont synchronisées dans un milieu de déprivation appauvri en sérum,
ou le milieu de culture est remplacé par un milieu supplémenté par 0,2 % de SVF, 0,4 % de
gentamycine, 1 % de glutamine, 1 % d’acides aminés non essentiels et 1 % de pyruvate de
sodium pendant 24h, afin d’éviter les apports d’acides gras provenant du sérum.

3.B. Inhibition traductionnelle d’IDE par la transfection de siRNA

Dans le cas d’une transfection réalisée avant le traitement, les cellules HepG2 sont
ensemencées a une densité de 550 000 cellules/puits dans 2 ml de milieu de prolifération
dans des plaques 6 puits. Le lendemain, les cellules sont transfectées avec un pool de siRNA
ciblant IDE (#L-005899-00-0005, On-target plus SMARTpool human IDE (3416) siRNA,
Dharmacon™, Horizon Discovery) ou non-ciblant (siCtrl #1027310, Qiagen), a l'aide du
transfectant Dharmafect 1 (#T-2001-03, Horizon Discovery) selon les recommandations du
fabricant. Ces siRNA sont incubés a 25 nM dans 2 ml de milieu de transfection (0 % SVF, 0 %
gentamycine, 1 % glutamine, 1 % acides aminés non essentiels et 1 % pyruvate de sodium)
pendant 24h a 37 °C et 5 % de CO; avant le traitement. 24h apres transfection, le milieu de
transfection est remplacé par du milieu de déprivation.

3.C. Traitement

Le traitement est réalisé en triplicats (3 réplicats techniques, au sein de la méme
expérience) apres 24h de déprivation pour les cellules non transfectées ou 56h apres
transfection pour les cellules transfectées.

Pour les expériences avec une stimulation par de la tunicamycine, les cellules sont co-
traitées pendant une nuit avec le composé BDM44768 a une concentration de 15 uM ou le
DMSO, en combinaison avec de la tunicamycine a une concentration de 0,5 pug/ml, ou le
DMSO, dilués dans le milieu de déprivation. Toutes les conditions de traitement sont
ajustées pour avoir la méme quantité de DMSO (0,1 %), correspondant a la condition des
cellules contrdles.

Pour les expériences avec une stimulation par du palmitate, les cellules sont co-traitées
pendant 16h a 24h avec le composé BDM44768 a une concentration de 15 uM ou le DMSO,
en combinaison avec du palmitate a une concentration de 500 ou 600 uM dans 1 % de BSA,
ou le véhicule contenant 1 % de BSA. Pour les expériences d’imagerie a fluorescence, les
cellules sont traitées avec un composé inhibiteur de la voie IRE1 de I'UPR, le 4u8c (#4479,
Tocris Bioscience), incubé a une concentration de 20 UM en méme temps que le composé
BDM44768 ou le DMSO dans une solution de 500 uM de Palmitate avec 1% de BSA. Toutes
les conditions de traitement sont ajustées pour avoir la méme quantité de BSA (1 %) et de
DMSO (0,1 %), correspondant a la condition des cellules contréles.
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4. Etude de laliaison de ligands a IDE par CETSA

L’expérience de CETSA (Cellular Thermal Shift Assay) est réalisée selon le protocole publié
par le laboratoire?®.

Traitement des cellules

Les cellules sont ensemencées dans des flasques T75 a une densité de 100 000 cellules/ml
dans du milieu de prolifération et laissées a 37 °C et 5 % de CO, pendant environ 3 jours
pour atteindre 80 % de prolifération. Les cellules sont traitées pendant 2h avec 0,5 pg/ml
de tunicamycine en co-traitement ou non avec le composé BDM44768 a 30 uM ou le
véhicule DMSO (0,3 %). Ensuite, les cellules sont récupérées apres les avoir lavées avec du
PBS (Phosphate-buffered saline) et incubées avec de la trypsine. La suspension cellulaire est
centrifugée a 300 g pendant 5 minutes, le milieu est éliminé et les cellules sont lavées dans
du PBS. Les cellules sont comptées, centrifugées a 300 g pendant 5 minutes puis reprises
dans du TBS (Tris-buffered saline) a une concentration de 10 millions de cellules/ml.

Choc thermique

50 ul de cette suspension cellulaire est répartie dans 10 microtubes PCR qui sont ensuite
soumis a 10 températures différentes (40, 42.5, 46.1, 48.9, 51.8, 54.8, 57.3, 60.3, 63.6,
67°C) pendant 3 minutes dans un thermocycleur (SureCycler 8800, Agilent Technologies).

Les tubes sont laissés 3 minutes a température ambiante puis congelés en les plongeant
dans 'azote liquide.

Extraction protéique

Trois cycles de congélation / décongélation / agitation comprenant les actions suivantes
sont réalisés :

- Congélation par immersion des tubes dans le bain d’azote liquide

- Décongélation par incubation des tubes a 25 °C pendant 2 minutes sur le thermocycleur
- Agitation en vortexant les tubes une dizaine de secondes

Les tubes sont centrifugés a 20 000 g pendant 20 minutes a 4 °C afin de précipiter les
protéines dénaturées et agrégées. Les surnageants contenant les protéines non dénaturées
sont récupérés dans de nouveaux tubes.

Transfert acoustique des protéines

Les protéines sont déposées sur une membrane de nitrocellulose a I'aide d’un distributeur
de liquide a énergie acoustique (ECHO liquid Handler 550, Labcyte) pour une quantification
de I'expression de la protéine IDE par la méthode de Dot blot. Pour cela, 13 ul de chaque
surnageant sont disposés dans différents puits d’'une plaque source Echo 384 LDV. La
plaque est centrifugée a 1500 g pendant 2 minutes (décélération 5). L'appareil ECHO est
ensuite utilisé pour transférer 20 nl de chaque échantillon en triplicats sur une membrane
de cellulose fixée sur une lame de verre. La membrane est ensuite incubée pendant 2h a
température ambiante puis conservée a 4 °C jusqu’a utilisation.
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Immunodétection et quantification
La membrane est incubée pendant 1h a température ambiante dans une solution de PBS

contenant 5 % de lait afin de saturer les sites non spécifiques de fixation de I'anticorps
primaire. La membrane est lavée 3 fois pendant 10 minutes dans une solution de PBS -
0,1 % Tween 20 (PBST), puis incubée pendant 30 minutes a température ambiante avec
I’anticorps primaire (anti-IDE F-9, #5C393887, Santa Cruz Biotechnology) dilué au 1/2500
dans du PBST - 2 % BSA. Ensuite, la membrane est lavée 3 fois pendant 10 minutes dans
une solution de PBST, puis incubée pendant 1h30 a température ambiante avec |'anticorps
secondaire (IRDye 800 CW donkey anti-mouse IgG secondary antibody, #926-32212, LI-COR
Biosciences) dilué au 1/20 000 dans du PBST - 2 % BSA.

La fluorescence en infra-rouge des anticorps secondaires, proportionnelle a la quantité de
protéine IDE non dénaturée, est mesurée a I'aide de I'appareil Odyssey ClLx de LI-COR.
L'intensité de fluorescence a 800 nm de chaque spot est quantifiée a I'aide du logiciel
d’analyse Image Studio Lite. L'intensité de chague spot de chaque traitement est convertie
en pourcentage de lintensité mesurée pour le spot du méme traitement a 40 °C,
correspondant a la quantité d’IDE totale n"ayant pas subie de dénaturation a cette faible
température. Les résultats sont le résultat de la moyenne des pourcentages d’intensité des
triplicats.

Une régression non linéaire sigmoidale est réalisée avec Graph Pad Prism sur la base des
points expérimentaux obtenus en utilisant I'équation de la théorie de dénaturation
chimique définie par I'’équation suivante :

f() =

1 — plateau
————— + plateau
1+e TP
T correspond a la température et a, b et plateau sont des constantes. La valeur f(T) a la
température Tmin est fixée a 100. Le point de fusion de la protéine est défini comme la
température TAgg pour laquelle la moitié de la quantité de protéine a été dénaturée.

La différence des TAgg est appelée ATAgg.

5. Etude de I’expression génique par RTqPCR

5.A. Extraction d’ARN

L’extraction d’ARN est réalisée a I'aide du réactif NucleoZOL (#740404, Macherey-Nagel)
selon le protocole développé par Macherey-Nagel.

A partir du foie ou du tissu adipeux

Pour le foie, un morceau du lobe caudal est prélevé et congelé dans I'azote liquide pour
I'extraction d’ARN ultérieure. Pour le tissu adipeu, les tissus adipeux épididymaux chez les
males et péri-ovariens chez les femelles sont prélevés et congelés dans I'azote liquide pour
I'extraction d’ARN ultérieure.
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Les tissus sont broyés dans 1 ml de NucleoZOL a I'aide du Polytron, puis 400 ul d’eau ppi
sont ajoutés. Les tubes sont centrifugés pendant 15 minutes a 12 000 g a 4 °C, 900 pl de
surnageant sont récupérés dans un nouveau tube et incubés avec 900 ul d’isopropanol
pendant minimum 2h a -20 °C.

A partir des cellules HepG2
Les cellules HepG2 sont ensemencées dans des plagues 6 puits a la densité de

700 000 cellules/ml puis stimulées et traitées en triplicats le temps désiré avec les
conditions adéquates d’agent inducteur de stress et de composé. Les cellules de chaque
puits sont lysées avec 500 ul de NucleoZOL et transférées dans des tubes eppendorf. Apres
ajout de 200 ul d’eau ppi, les tubes sont centrifugés pendant 15 minutes a 12 000 g a 4 °C.
Les surnageants sont réecupérés dans un nouveau tube et incubés avec 500 ul d’isopropanol
a-20 °C pendant minimum 2h.

Partie commune

Apres centrifugation, le surnageant est éliminé et I’ARN précipité sous forme de culot est
purifié dans 300 pl d’eau ppi, 750 ul d’éthanol absolu et 30 ul d’acétate de sodium 3 M
pH 5,2. Apres incubation de 2h minimum, le surnageant est éliminé et I’ARN est lavé dans
500 ul d’éthanol 75 %. Apres centrifugation et élimination du surnageant, les culots d’ARN
sont séchés a I'aide du speed-vac pendant 3 minutes. Les culots sont re-suspendus dans
200 pl d’eau ppi pour le foie et 20 ul d’eau ppi pour le tissu adipeux ou les cellules HepG2
puis congelés a -20 °C. Apres décongélation, les tubes sont incubés a 65 °C pendant
10 minutes, puis a 4 °C pour aider a la solubilisation de I’ARN.

5.B. Rétro-transcription (RT)

La concentration en ARN est dosée a I'aide du spectrophotomeétre Xpose (DropSense 16,
Trinean). L’échantillon est dilué puis dosé a nouveau si sa concentration dépasse
1000 ng/ml.

Afin de dégrader ’ADN génomique, I'équivalent de 1 pug d’ARN dans 8 pul est déposé dans
des barrettes et incubé avec 1 pl/puits d’enzyme DNAse | (HEN0521, ThermoFisher
Scientific) et 1 pl/puits de tampon de fonctionnement (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 2,5 mM
MgCl2, 0,1 mM CaCl2) a 37 °C pendant 30 minutes dans un thermocycleur. La réaction est
ensuite arrétée par 'ajout de 1 pl/puits d’EDTA (2,5 mM) et une incubation a 65 °C pendant
10 minutes dans un thermocycleur.

La rétro-transcription (RT) de 'ARNm en ADN complémentaire est réalisée grace au kit «
high-capacity cDNA reverse transcription » (#4368814, Life Technologies) en incubant les
échantillons en suivant le programme thermique suivant dans un thermocycleur :
10 minutes a 25 °C, 2 heures a 37 °C et 5 minutes a 85 °C puis un maintien a 4 °C. Nous
réalisation des contrdles négatifs lors de cette étape en ajoutant une condition n’ayant pas
subi de RT et une condition contenant de I'eau PPl a la place de ’ARN.
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5.C. Réaction de polymérisation en chaine (PCR) et analyse quantitative

La PCR est réalisée a I'aide du kit Takyon™ No ROX SYBR 2X MasterMix blue dTTP (#UF-
LSMT-B0701, Eurogentec) suivant les recommandations du fabricant. Au moyen des
amorces spécifiques (Tableau 2) validées par une étude d’efficacité sur la lignée cellulaire,
le gene d’intérét est amplifié par la Tag polymérase grace au programme thermique suivant
: un cycle de 3 minutes a 95 °C pour activer la polymérase, suivi de 40 cycles alternant
1 minute a 95 °C pour dénaturer I’ADN double-brin puis 30 secondes a 60 °C pour hybrider
les amorces et opérer I"élongation, sur 'appareil Agilent Mx3000P. Nous déterminons le
cycle d’amplification (Ct) pour lequel la fluorescence dépasse le seuil de positivité. Nous
normalisons ensuite I'expression des genes d’intérét par rapport a celle du gene de ménage
cyclophiline A, on parle donc d’expression relative du gene. Nous normalisons tous les
résultats par rapport a la condition témoin correspondant généralement aux cellules ou
souris traitées par le véhicule. Les resultats sont ainsi exprimés en « fold » relatif
d’expression par rapport a cette condition témoin.
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Tableau 2 : Séquences des amorces humaines (h-) et murines (m-) utilisées

Gene étudié

Amorce sens 5> 3’

Amorce anti-sens 3'> 5

h-CYCLOPHILINE A
m-Cyclophiline A

GCATACGGGTCCTGGCATCTTGTCC
GCATACGGGTCCTGGCATCTTGTCC

ATGGTGATCTTCTTGCTGGTCTTGC
ATGGTGATCTTCTTGCTGGTCTTGC

h-IDE TGCCCTAGACAGGTTTGCAC TTCCCTGTAGCTTTTTCCAA
m-Ide GAGACCACGAGGCTATACGTC GCTCTGCTGCATATGCATACTC
h-XBP1s CTGAGTCCGCAGCAGGTG ACTGGGTCCAAGTTGTCCAG
m-Xbp1s GAGTCCGCAGCAGGTG GTGTCAGAGTCCATGGGA
h-XBP1u GGAGTTAAGACAGCGCTTGGGGA TGTTCTGGAGGGGTGACAACTGGG
m-Xbplu GAGCAGCAAGTGGTGGATTT CCGTGAGTTTTCTCCCGTAA
h-ERDJ4 AAAATCGGCATCAGAGCGCC CTGAGAGTGTTTCATATGCTTCTGC
m-Erdj4 TCGGGGCGCACAGGTTATTA GGCAGACTTTGGCACACCTA
h-GADD34 ATGTACCTGGAGAGAAGCCACC AGCGCACCTTTCTGGCCTTT
m-Gadd34 AGAGGCGGCTCAGATTGTTC GAAGTGTACCTTCCGAGCTT
h-ATF6 CAATTGGAAGCAGCAAATGA ACCGAGGAGACGAGACTGAA
m-Atf6 TGGGTTCGGATATCGCTGTG GGTTCTCTGACACCACCTCG
h-GRP94 GGACAAGATTGAAAAGGC TTGCCCGTTTGGTACGCTTG
m-Grp94 GACCTTCGGGTTCGTCAGAG AGCCTTCTCGGCTTTTACCC
h-BIP TAGCGTATGGTGCTGCTGTC TTTGTCAGGGGTCTTTCACC
m-Bip TGCAGCAGGACATCAAGTTC TACGCCTCAGCAGTCTCCTT
m-Atgl ACAGTGTCCCCATTCTCAGG TTGGTTCAGTAGGCCATTCC
m-Hs! ACGCTACACAAAGGCTGCTT TCGTTGCGTTTGTAGTGCTC
m-Fas CAGGCCACTATACTACCCAAGA ACAGGTACACTTTTCCGCTCAC
m-Srebplc GTTACTCGAGCCTGCCTTCAGG CAAGCTTTGGACCTGGGTGTG
m-Aco ACATCTTGGATGGTAGTCCG TAACGCTGGCTTCGAGTGAG
m-Cpt1 CATCATGACTATGCGCTACTC CAGTGCTGTCATGCGTTGG
m-Vicad CTCAGTGAAGAACAGGCACAA CTTGGCAGGGTCATTCACTT
m-Cd36 GCACCACTGTGTACAGACAG GTGCAGCTGCTACAGCCAG
h-ADRP CGTTGCAGTTGATCCACAAC ACTGCAATTTGCGGCTCTAG
m-Adrp CACCAACGTCCGAGATTG GACATCCTTCGCCCCAGT
h-FSP27 GCATGTGTCAGTGCGTACCT CAGGAAGAAGGGCTTGTCTG
m-Fsp27 CTGGAGGAAGATGGCACAAT GGGCCACATCGATCTTCTTA
m-Fitm1 TAGCCACGGCAACTTCTTCAAC TGTAGCCAGGAACACCACCAG
h-TNFa GGAAGACCCCTCCCAGATAG CAGAGGGCCTGTACCTCATC
m-Tnfa AGCACAGAAAGCATGATCCG CCCGAAGTTCAGTAGACAGAAGAG
m-Mcp1 GCC AAC TCT CAC TGA AGC C GCT GGT GAA TGA GTA GCA GC
m-/I-18 GCCACCTTTTGACAGTGATGAG CCTGAAGCTCTTGTTGATGTGC
m-Nirp3 CCACACTCATGATTGACTTC GTACACGTGTCATTCCACTC
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6. Etude de Pexpression protéique par Western-blot

6.A. Extraction et dosage des protéines

Les protéines contenues dans les échantillons sont extraites a I'aide d’un tampon de lyse
composé de 1 mlde Triton X-100 10 % (#X-100, Sigma Aldrich), 0,5 ml de déoxycholate 10 %
(#D-6750, Sigma Aldrich), 1 mL de sodium pyrophosphate 100 mM (#221368, Sigma
Aldrich), 1 ml de sodium vanadate 20 mM (#72060, Sigma Aldrich), 1 ml de sodium fluoride
(#71518, Sigma Aldrich), 0,4 ml d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (#11697498001,
Sigma Aldrich) et du PBS 1X g.s.p. 10 ml.

Un morceau de foie est broyé dans un volume de tampon de lyse correspondant a 1 ml
pour 100 mg de foie.

Les cellules HepG2 ensemencées et traitées dans les conditions désirées sont rincées deux
fois avec du PBS puis lysées avec 100 pl/puits de tampon de lyse. Le lysat est gratté puis
récupéré dans des tubes de 1,5 ml.

Les lysats tissulaires ou cellulaires sont ensuite passés dans une seringue a insuline de 29 G
pour améliorer |'extraction des protéines en dissociant les agrégats, avant d’étre
centrifugés 25 minutes a 12 000 g a 4 °C. Le surnageant contenant les protéines est
transféré dans un nouveau tube et sa concentration est déterminée par méthode BCA a
I'aide d’un kit de dosage protéique (BC Assay Protein Quantitation Kit, #UP40840A,
Interchim Uptima).

6.B. Séparation et transfert des protéines

Les protéines sont diluées dans un volume final de 15 ul de solution dénaturante contenant
du tampon LDS (NuPAGE LDS Sample Buffer 4X, #NPO007, ThermoFisher Scientific) et un
agent réducteur (NUPAGE Sample Reducing Agent 10X, #NPO0O09, ThermoFisher Scientific),
pour avoir la méme quantité de protéines dans chaque condition (20 a 50 ug de
protéines/puits, variable en fonction des expériences). Les protéines sont dénaturées
pendant 10 minutes a 70 °C. Les 15 pl d’échantillons sont déposés dans chaque puits d’un
gel de polyacrylamide de 15 puits, adapté a la taille de la protéine étudiée. Nous utilisons
un gel 3-8% Tris Acétate pour les protéines de taille supérieure a 100 kDa (#EAO3755BOX,
Life Technologies) avec un tampon Tris Acétate (#LA0041, Life Technologies) ou un gel 4-
12% Bis-Tris pour les protéines de taille inférieure a 100 kDa (#NWO04125BOX, Life
Technologies) avec un tampon MOPS (#NP0O0001, Life Technologies) ou MES (#NP00002,
Life Technologies).

Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose grace a I'appareil iBlot2
(ThermoFisher Scientific) avec un programme de 7 minutes a 25 V pour les
protéines > 100 kDa ou un programme de 1 minute a 20V puis 4 minutes a 23V et 2 minutes
a 25 V pour les protéines < 100 kDa. La qualité du transfert des protéines est vérifiée par
une coloration des membranes avec du ronge ponceau.
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6.C. Immunodétection et quantification

Un blocage de la membrane est d’abord réalisé par une incubation pendant 1h dans du
TBS - 0,1 % Tween 20 (TBST) - 5 % lait. La membrane est incubée avec I'anticorps primaire
a la concentration détaillée dans le Tableau 3 sous agitation a 4 °C toute la nuit. Aprés
3 lavages de 10 minutes avec du TBST, la membrane est incubée avec |'anticorps secondaire
dirigé contre I'espece de I'anticorps primaire (Tableau 4) pendant 1h dans du TBST - 5 % lait.
La membrane est de nouveau lavée 3 fois pendant 10 minutes dans du TBST et Ia
fluorescence en infra-rouge (a 680 ou 800 nm) des anticorps secondaires est mesurée a
I'aide de I'imageur Odyssey CLx de LI-COR. L'intensité de chaque bande correspondant a la
quantité de protéine ciblée est mesurée grace au logiciel d’analyse d’images Image Studio
Lite. Cette intensité est normalisée par rapport a celle de la bande d’une protéine contréle
marquée par un anticorps ciblant cette protéine contréle et incubé sur cette méme

membrane.
Tableau 3 : Caractéristiques des anticorps primaires utilisés
Référence Espéce Protéine cible | Dilution Poids moléculaire
#ab32216, Abcam Lapin IDE 1/1000 118 kDa
#NB1002323, Novus Biologicals Lapin p-IRE1 1/500 110 kDa
#3294, Cell Signaling Lapin t-IRE1 1/1000 110 kDa
#ab37152, Abcam Lapin XBP1 1/1000 29 + 40 + 55 kDa

Anticorps ciblant un protéine contréle

#ab130007, Abcam Souris VINCULINE 1/1000 130 kDa
#5174, Cell Signaling Lapin GAPDH 1/1000 37 kDa
#1616, Santa Cruz Biotechnology | Chevre ACTINE 1/1000 45 kDa

Tableau 4 : Caractéristiques des anticorps secondaires utilisés

Référence Longueur d’'onde | Dilution

#926-32210, IRDye® 800CW Goat anti-Mouse IgG, LI-COR 800 nm 1/20 000
#926-68072, IRDye® 680RD Donkey anti-Mouse IgG, LI-COR 680 Nnm 1/20 000
#926-32211, IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit IgG, LI-COR 800 nm 1/20 000
#926-68071, IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit IgG, LI-COR 680 nm 1/20 000
#SA5-10044, Donkey anti-Rabbit IgG DyLight 800, ThermoFisher 800 nm 1/20 000
#SA5-10042, Donkey anti-Rabbit IgG DyLight 680, ThermoFisher 680 nm 1/20 000
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7. Dosages biochimiques

7.A. Dosages plasmatiques

Les dosages plasmatiques sont réalisés aprés un je(ine de minimum 5h chez la souris.

La glycémie est dosée a partir d’'une goutte de sang a la queue a I'aide d’un glucometre
(Accu-chek Performa) et de bandelettes glycémiques (#06454011031, Accu-chek
Performa).

Le sang des souris est prélevé en rétro-orbital et collecté dans des tubes (Microvette
500 K3E, #20.1341, Sarstedt) puis centrifugé a 3000 g pendant 15 minutes a 4 °C afin de
séparer le plasma des hématies. Le plasma des souris est récupéré afin de doser l'insuline,
les cytokines ainsi que les acides gras libres circulants.

L'insuline plasmatique est dosée a I'aide d’un kit (#10-1247-10, Mercodia) par la méthode
ELISA selon les instructions du fabricant.

Les taux plasmatiques des cytokines TNF-a et MCP-1 sont mesurés par ELISA sur 'automate
Luminex Magpix System (EMD Millipore) a I'aide d’un kit (MILLIPLEX MAP Mouse Adipokine
Magnetic Bead Panel kit, EMD Millipore) selon les recommandations du fabricant. Pour les
échantillons qui avaient une valeur inférieure au seuil de détection du kit, la valeur limite
leur a été attribuée.

Les acides gras libres et les enzymes hépatiques (ALAT et ASAT) sont mesurés par
I’automate Konelab 20 (ThermoFisher Scientific) a I'aide de réactifs (Acides gras libres NEFA
FS, #157819910935, Diasys Diagnostic Systems ; ALAT ALT/GPT, #981361 ThermoFisher
Scientific ; ASAT AST/GOT, #981771, ThermoFisher Scientific) selon les instructions du
fabricant.

7.B. Dosage des triglycérides hépatiques

Les foies de souris sont broyés dans un volume de PBS correspondant a 1 ml de PBS pour
100 mg de foie. Un échantillon de 100 pl de broyat est prélevé et dilué au 1/5 en ajoutant
400 pl d’eau. Ensuite 2 ml de chloroforme/méthanol (2/1, v/v) sont ajoutés, les tubes sont
vortexés puis centrifugés a 300 g pendant 5 minutes. 1 ml de la phase organique inférieure
sont prélevés a I'aide d’une seringue en verre (Hamilton™) pour étre séchés sous azote a
37 °C. Les lipides sont repris dans 1 ml de chloroforme - 1 % Triton X-100 et sont séchés a
nouveau sous azote a 37 °C. Enfin, les lipides sont resuspendus dans 100 pl d’eau pour étre
dosés a l‘aide du réactif Triglycerides FS (#157109910026, DiaSys) selon les
recommandations du fabricant. La quantité de lipides hépatiques est calculée a I'aide d’une
gamme avec un étalon CFAS (Calibrator F.A.S., #10759350, Roche), exprimée en mg/g de
foie puis convertie en mg/foie en tenant compte du poids du foie de chaque souris afin
d’avoir une idée de la quantité totale de triglycérides dans le foie entier de chaque souris.
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8. Etude de la charge lipidique par imagerie a fluorescence

Les cellules HepG2 sont ensemencées dans une plague 96 puits a la densité de
35 000 cellules/ml puis stimulées et traitées en triplicats avec 500 uM de palmitate en
combinaison ou non avec 15uM de BDM44768 et/ou 20 uM de 4u8c. Apres 24h de
traitement, les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS, puis fixées a I'aide d’une incubation
pendant 15 minutes avec du paraformaldéhyde (PAF) dilué a 4 % pH 7,4. Les cellules sont
lavées 2 fois avec du PBS, puis marquées apres une incubation de 30 minutes a I'abri de la
lumiéere avec une solution de PBS contenant 1 pug/ml du colorant des noyaux Hoechst 33258
(#H21491, ThermoFisher Scientific) et le colorant de lipides neutres LipidTOX™ (#H34477,
ThermoFisher Scientific) dilué au 1/1500. Enfin, les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS
et les images ainsi que la fluorescence des cellules sont acquises grace au microscope
confocal IN Cell Analyzer 6000 (GE-Healthcare) a I'objectif 60X (10 images/puits), en
utilisant les lasers appropriés (DAPI 405/455nm pour le Hoechst 33258 et Cy5 637/655 pour
le LipidTOX). Les images obtenues sont analysées a I'aide du logiciel Columbus™ (Perkin
Elmer) afin de quantifier le nombre de noyaux marqués par le colorant Hoechst ainsi que le
nombre de gouttelettes lipidiques marquées par le LipidTOX. La charge lipidique est ainsi
quantifiée en divisant le nombre de gouttelettes lipidiques par le nombre de cellules afin
d’obtenir un nombre de gouttelettes lipidiques par cellule, exprimé en quantité relative par
rapport a la condition contrdle (0,1 % DMSO dans 1 % de BSA).

9. Etude des agrésomes par imagerie a fluorescence

L"étude des agrésomes est réalisée en suivant un protocole a haut débit optimisé par le
laboratoire?®®. Les cellules HepG2 sont ensemencées dans des plaques 384 puits
(#6007550, Perkin Elmer) a une densité de 140 000 cellules/ml dans 50 pl de milieu de
prolifération. Le lendemain, les cellules sont déprivées en sérum et 48h apreés, les cellules
sont traitées avec 600 uM de palmitate combiné ou non avec 15 uM de BDM44768, ou la
condition contrdle (1 % BSA, 0,1 % DMSO). Pour cela, le BDM44768 ou le DMSO sont ajoutés
directement sur les cellules a I’aide d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO
Liquid Handler 550, Labcyte), puis 40 ul d’'une solution de palmitate concentrée au 2X est
ajoutée sur les cellules pour une concentration finale de 600 uM. Apres une incubation de
24h, les cellules sont fixées par I'ajout de 8 ul d’une solution de PAF dilué a 37% pour obtenir
une concentration finale de 3,8%. Aprés une incubation de 15 minutes suivie de deux
lavages avec du PBS a I'aide d’un laveur de plaques (Hydrospeed, Tecan), les cellules sont
incubées pendant 30 minutes sur de la glace avec une solution de perméabilisation (0.5%
Triton X-100, 3mM EDTA, pH 8,0). Apres 4 lavages au PBS a l'aide du laveur de plaques, les
cellules sont incubées pendant 30 minutes a I'abri de la lumiére avec 20 ul d’'une solution
de marquage, composée du réactif Protéostat (Proteostat aggresome detection kit, #HENZ-
51035, Enzo Life Sciences) dilué au 1/1000 dans une solution de PBS - BSA 0,5% contenant
du Hoeschst 33342 (#H3570, Life Technologies) a la concentration finale de 500ng/ml.
Enfin, les cellules sont lavées 3 fois avec du PBS a 'aide du laveur de plaques, et les images

ainsi que la fluorescence des cellules sont acquises grace au microscope confocal IN Cell
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Analyzer 6000 (GE-Healthcare) a I'objectif 60X (10 images/puits), en utilisant les lasers
adaptés (DAPI 405/455nm pour le Hoechst 33258 et DsRed 561/605nm pour le Proteostat).
Les images obtenues sont analysées a I'aide du logiciel Columbus™ (Perkin Elmer) afin de
quantifier le nombre de noyaux marqués par le colorant Hoechst ainsi que le nombre
d’agrésomes marqués par le Proteostat.

10. Etude histologique du foie

Le lobe médian des foies des souris est coupé en deux pour étre fixé dans une solution de
PAF 4 % pH 7,4 pendant 48 a 72h a 4 °C en vue d’une coloration hématoxyline et éosine
(H&E) ou Oil Red O.

10.A. Etude de la structure du foie par coloration hématoxyline et éosine

Pour une analyse morphologique par coloration H&E, les échantillons sont déshydratés
dans des bains a degrés croissants en éthanol puis clarifiés dans du xylene. lls sont ensuite
inclus en paraffine puis coupés a une épaisseur de 3 um a l'aide d’'un microtome (Leica
RM2145). Les coupes sont déposées sur des lames préalablement gélatinées. Les lames
sont ensuite colorées avec des solutions d’hématoxyline (#HHS128, Sigma Aldrich) colorant
les noyaux en violet, et d’éosine (#HT110132, Sigma Aldrich) colorant le cytoplasme en rose,
a I'aide d’'un automate (Leica ST5010 Autostainer XL). Les lames sont ensuite conservées a
température ambiante.

Les images sont acquises a I'aide du microscope Nikon Eclipse Ti-U et du logiciel d’imagerie
microscopiqgue NIS Elements (Nikon) au grossissement 20X.

10.B. Etude de la charge lipidique par coloration Oil Red O

Pour une analyse des lipides hépatiques par coloration Qil Red O, les échantillons sont
incubés pendant une nuit a 4 °C sous agitation dans un tampon sucrose 30 % Tris 0,1 M
pH 6,05. Ensuite, les échantillons sont inclus dans un milieu de congélation (Tissue freezing
medium, #14020108926, Leica) et congelés au contact de vapeurs d’azote liquide sur une
couche d’isopentane. Les tissus sont ensuite coupés a 'aide d’un cryostat (Cryostar NX70,
ThermoFisher Scientific) a une épaisseur de 8 um et les coupes sont déposées sur des lames
préalablement gélatinées. Les lames sont conservées a -80 °C puis colorées avec une
solution d’Qil Red O (#00625, Sigma Aldrich) et d’"hématoxyline a I'aide de I'automate Leica
ST5010 Autostainer XL, puis conservées a 4 °C.

Les images sont acquises a I'aide du microscope Nikon Eclipse Ti-U et du logiciel d’imagerie
microscopigue NIS Elements (Nikon) au grossissement 20X.

Page 101 sur 176



10.C. Etude de la structure cellulaire par microscopie électronique

Les expériences de microscopie électronique sont réalisées par Anne Loyens au laboratoire
UMR 1172 suivant un protocole précédemment décrit par le laboratoire?®®. Briévement,
des petits morceaux du lobe médian de 1 mm de largeur sont fixés dans une solution de
PAF 2 %, acide picrique 0,2 % et glutaraldéhyde 1 % dans un tampon phosphate 0,1 M a
4 °C pendant 3 a 7 jours. Les échantillons sont lavés dans du PO4 0,1 M puis incubés dans
un tampon d’acide osmique 1 % PO, 0,1 M pendant 1h a température ambiante. Ensuite,
les échantillons sont déshydratés par des incubations successives dans des bains a degrés
croissants d’éthanol avant une incubation dans de l'oxyde de propylene pendant
30 minutes. Les échantillons sont imprégnés dans des degrés croissants d’araldite dans de
I'oxyde de propylene (oxyde de propyléne/araldite 1/1, v/v pendant 60 a 90 minutes puis
1/2, v/v pendant 1h puis 100% araldite pendant la nuit a 4 °C puis 24h a 56 °C). Des coupes
ultra-fines de 85 nm sont realisées a l'aide de l'ultramicrotome Leica EM UC puis
contrastées avec de |'acétate d’uranyle a 2 % pendant 8 minutes et du citrate de plomb
(Reynolds) pendant 8 minutes. Enfin, les coupes sont rincées, séchées et les photos sont
prises a I'aide du microscope Zeiss EM 900 et d’'une caméra GATAN (Orius SC 1000) au
grossissement 3000X.

11. Analyses statistiqgues et présentation des résultats

Les résultats sont présentés sous la forme de graphiques ou I’histogramme ou la courbe
symbolise la valeur moyenne et la barre d’erreur, 'erreur standard de la moyenne (SEM).
Pour les études in vivo, afin de représenter la variabilité inter-individus, les valeurs obtenues
pour les différentes souris sont représentées par des points sur les histogrammes. En regle
générale, les résultats sont issus de minimum trois expériences indépendantes (indiqué
n=3), ou chaque condition est réalisée en triplicats (3 réplicats techniques au sein de la
méme expérience) pour les études in vitro ou de minimum 3 souris par groupe pour les
études in vivo, et sont normalisés et exprimés en « fold » par rapport a la condition controle.
Pour conclure a I'existence de différences significatives, les tests statistiques adaptés sont
réalisés par le logiciel GraphPad Prism, a condition d’avoir au minimum 3 valeurs
indépendantes (n=3) a comparer dans chaque groupe. Selon le nombre de groupes et de
parameétres a comparer, nous appliquons des analyses paramétriques par le test t de
Student en bilatéral lors d’'une comparaison de deux groupes ou par one-way ANOVA suivi
d’un post-test de Tukey lors de la comparaison de plus de deux groupes. Le testt a mesures
répétées ou I'’ANOVA a mesures répétées sont utilisés lorsque les données des groupes a
comparer ne sont pas indépendantes, par exemple lorsque les données sont issues de
plusieurs expériences in vitro avec de la tunicamycine ou du palmitate, car ces conditions
sont liées par un méme niveau d’induction du stress réticulaire par rapport a la condition
controle au sein de la méme expérience. Sur les graphiques, la significativité des différences
entre les groupes est symbolisée par des étoiles, avec * pour un risque inférieur a 5 %, **
pour un risque inférieur a 1 % et *** pour un risque inférieur a 0,1 %.
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PARTIE 1 : IDE joue un rble dans le stress
réticulaire et la réeponse UPR dans le foie

En premier lieu, afin de valider les hypotheses de la littérature supposant qu’IDE

€, nous avons mené plusieurs expériences in vitro

pourrait jouer un réle de chaperonne®
dans les hépatocytes humains HepG2 et in vivo chez des souris sauvages (WT) ou invalidées
pour IDE (IDE KO) afin de vérifier si IDE joue un réle dans le stress réticulaire et la réponse

UPR dans le foie (Figure 32).

Figure 32 : Objectif de la partie 1

|. IDE est surexprimée en cas de stress réticulaire

Tout d’abord, afin de valider I'hypothese de la littérature montrant qu’IDE est

236 |'expression d’IDE a été

surexprimée en condition de stress telle une chaperonne
évaluée en condition de stress induit par de la tunicamycine (TN), un antibiotique inhibiteur
de la N-glycosylation des protéines, couramment utilisé dans la littérature comme agent
stresseur pharmacologique?®>2%¢. Ces études ont été menées in vitro dans les cellules
d’hépatocarcinome humain HepG?2 ainsi que in vivo chez des souris C57BL/6J méles.

Dans les cellules HepG2, I"augmentation de I'expression d’IDE est transitoire et
atteint un pic aprés 16h de stimulation avec 0,5 pug/ml de tunicamycine (Figure 33A). Apres
16h de traitement avec différentes doses de tunicamycine, I'expression d’IDE est induite de
maniere dose-dépendante in vitro (Figure 33B).

Chez les souris C57BL/6J, aprés une injection de 0,5 mpk (i.p.) de tunicamycine,
I"'expression d’IDE est induite par rapport a la condition contréle et fluctue en fonction du
temps pour atteindre un pic apres 8h de traitement et diminuer ensuite (Figure 33C). De
plus, aprés 8h de stimulation chez ces souris, I'expression d’IDE atteint un plateau

d’induction dés la dose de 0,25 mpk (Figure 33D).
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Figure 33 : L’expression d’IDE est induite par le stress réticulaire in vitro et in vivo
Expression relative du gene codant pour la protéine IDE mesurée par RTqPCR.

(A) Dans les cellules HepG2 aprés 6h, 16h, 24h ou 48h de traitement avec 0,5 ug/ml de tunicamycine (n=1-3 expériences
indépendantes, en triplicats, pas de test statistique possible car n=3 non atteint pour certaines conditions). (B)Dans les
cellules HepG2 stimulées par 0,5 a 10 ug/ml de tunicamycine (TN) pendant un traitement de 16h (n=2-3 expériences
indépendantes, en triplicats, pas de test statistique possible car n=3 non atteint pour certaines conditions).

(C) Chez des souris mdles C57BL/6J (n=3-8 souris/groupe, 4-10 mois) injectées avec 0,5 mpk de tunicamycine en i.p. pendant
2h @& 30h. (D) Chez des souris mdles C57BL/6J (n=4-7 souris/groupe, 4-10 mois) avec 0,25 a 2 mpk de tunicamycine pendant
une stimulation de 8h. One-way ANOVA avec * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001 vs control (solution saline + DMSO)

II. Le composé BDM44768 est un bon ligand d’IDE dans les hépatocytes

Dans le but de pouvoir étudier le réle d’IDE dans le stress réticulaire du foie in cellulo
et in vivo, et face au manque de molécules adaptées a ces deux utilisations dans la
littérature, les chimistes médicinaux du laboratoire U1177 ont développé une série
d’agents modulateurs d’IDE. Leur chef de file, le BDM44768, est un puissant inhibiteur de
I'activité catalytique d’IDE (ICso = 60 nM) découvert par une méthode originale de synthéese
in situ assistée par la cible?®’. Afin de valider que ce composé se lie bien a la protéine IDE
dans le modele cellulaire choisi et les conditions de stress réticulaire sélectionnées, nous
avons évalué sa capacité a stabiliser IDE face a la dénaturation par la chaleur dans les
cellules HepG2 stimulées par 0,5 ug/ml de tunicamycine par la méthode de CETSA (Cellular
Thermal Shift Assay). La technique de CETSA permet ainsi d’apprécier 'engagement a la
cible, c’est-a-dire la liaison d’un ligand a une protéine intracellulaire en se basant sur le
principe physique que la liaison d’un composé provoque une stabilisation de la protéine
cible face a la dénaturation par la chaleur?®.
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Par cette expérience, nous pouvons confirmer que le traitement des cellules HepG2
avec le BDM44768 induit bien une stabilisation d’IDE en condition basale puisque I'on
observe une augmentation de I'intensité des spots et donc de la quantité de protéine IDE
non dénaturée par rapport a la condition contréle a partir des températures supérieures a
50 °C. Cet effet est également observé lorsque les cellules HepG2 subissent un stress
réticulaire induit par de la tunicamycine, ou la quantité de protéine IDE des cellules HepG2
traitées par le BDM44768 est supérieure a celle des cellules traitées par le DMSO lors de
leur exposition a des températures dénaturantes (Figure 34A).

La stabilisation d’IDE contre la dénaturation par la chaleur exercée par le BDM44768
est également constatée par le décalage des courbes de dénaturation et ainsi de la
température d’agrégation (Tagg) d’environ 5 °C entre les cellules traitées par le BDM44768
avec ou sans tunicamycine par rapport aux conditions contréle (DMSO) avec ou sans
tunicamycine (Figure 34B).

Cesrésultats nous permettent donc de valider que le composé BDM44768 se lie bien
a IDE dans notre modele cellulaire, que ce soit en condition basale ou en condition de stress
réticulaire, et qu’il est compatible a une utilisation comme agent modulateur d’IDE dans
nos études ultérieures.

En outre, d’autres composés analogues de la méme série chimigue que le
BDM44768 ont été testé en CETSA dans les cellules HepG2, mais ceux-ci se sont montré
moins intéressants que le BDM44768 a cause d’'une moindre perméabilité membranaire
(données non présentées).

A
Control TN + DMSO BDM44768 TN +BDM44768
T®(°C) 40 42.5 46.1 48.9 51.8
T¢(°C)54.8 57.3 60.3 63.6 67
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Figure 34 : Le composé BDM44768 stabilise IDE dans les cellules HepG2 subissant ou non un stress réticulaire
(A) Dot blots représentant la quantité de protéine IDE non dénaturée par la chaleur en fonction de la température (40 a
67 °C) apres un traitement des cellules HepG2 pendant 2h avec le DMSO (en noir), 0,5 ug/ml de tunicamycine (TN, en rouge),
30 uM de BDM44768 (en jaune) ou la combinaison de 0,5 ug/ml de tunicamycine et 30 uM de BDM44768 (en violet)
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(B) quantification de I'intensité des spots pour chaque condition de traitement en fonction de la température grdce au
logiciel Image Studio (G gauche) et représentation du Tagq correspondant a la température ot 50% des protéines sont
dénaturées pour chaque condition calculé grdce au logiciel GraphPad Prism (a droite). n=3 expériences indépendantes.
One-way ANOVA a mesures répétées avec * : p < 0,05, **: p <0,01, *** : p < 0,001 vs control (DMSO)
etn:p<0,05 11 :p<0,01, aax :p <0,001vs TN

[1l. La modulation pharmacologique d’IDE exacerbe le stress réticulaire
dans les hépatocytes

Sachant qu’IDE est surexprimée lors du stress réticulaire a la maniere d’une
chaperonne, nous pouvons émettre I'hypothese qu’IDE joue un rble dans le stress
réticulaire des hépatocytes. De plus, puisque nous disposons d’'un composé qui se lie a la
protéine IDE dans notre modele cellulaire, nous avons testé tout d’abord in vitro les
conséquences de la modulation pharmacologique d’IDE par le BDM44768 sur la
signalisation UPR dans les cellules HepG?2.

Au préalable, des étapes de mises au point par le biais de doses-réponses et de
cinétiques en agents stresseurs ont été réalisées pour déterminer la concentration
optimale et la durée de stimulation adaptée de ces agents afin d’induire un stress réticulaire
adaptatif et non terminal dans ces cellules.

l1l.1. La modulation d’IDE potentialise la voie IRE1 dans les hépatocytes stimulés
par la tunicamycine

Dans un premier temps, afin de déterminer si IDE pourrait jouer un réle dans le
stress réticulaire et la réponse adaptative des hépatocytes, nous avons traité les cellules
HepG2 stimulées par 0,5 pg/ml de tunicamycine avec le BDM44768 et étudié I'expression
des genes et des protéines de la voie UPR.

En termes d’expression génique, alors que la modulation d’IDE par le composé
BDM44768 en absence de tunicamycine n’induit aucun effet (données non présentées), le
traitement avec le composé BDM44768 des cellules HepG2 subissant un stress réticulaire
induit par la tunicamycine potentialise I'expression des genes de I'UPR. Notamment, la
modulation d’IDE par le BDM44768 semble particulierement agir sur la voie IRE1 car ce sont
les genes codant pour XBP1s et son gene cible ERDJ4 qui sont augmentés de 35% et 32%,
respectivement (Figure 35A).

Afin de confirmer ces observations en termes d’expression protéigue, nous avons
étudié les niveaux d’expression des protéines IRE1a phosphorylées (p-IRE1a), IRE1a totales
(t-IRE1a) et XBP1s qui représentent la voie IRE1, en comparaison avec la protéine BiP. De
la méme maniere, le traitement des cellules HepG2 par le BDM44768 semble accroitre les
taux de protéines IRE1 phosphorylées et totales, ainsi que la protéine XBP1s, alors que la
protéine BIP n’est pas impactée (Figure 35B). Ainsi, nous confirmons que la modulation
d’IDE impacte la voie IRE1 de I'UPR dans les cellules HepG2.
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Figure 35 : La modulation pharmacologique d'IDE potentialise la voie IRE1 de I’'UPR dans les hépatocytes
stimulés par la tunicamycine
(A) Expression relative des genes de I'UPR mesurée par RTqPCR dans les cellules HepG2 stimulées par 0,5 ug/ml de TN avec ou
sans 15 uM de BDM44768 pendant 16h. n=3 expériences indépendantes en triplicats, test t de Student a mesures répétées.
(B) Expression relative des protéines de I'UPR comparée a celle de la VINCULINE mesurées par Western blot et quantifiées par
le logiciel Image Studio dans des cellules HepG2 stimulées par 0,5 ug/ml de tunicamycine avec ou sans 15 uM de BDM44768
pendant 24h. n=1 expérience, en triplicats, pas de test statistique possible car n=3 expériences indépendantes non atteint.
La condition contréle (DMSO) est symbolisée par une barre en pointillés. * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001 vs TN

[11.2. La modulation d’IDE potentialise la voie IRE1 dans les hépatocytes stimulés
par le palmitate

Dans un second temps, nous avons voulu confirmer dans un modele cellulaire de
stress réticulaire plus physiopathologique que celui induit pharmacologiquement par la
tunicamycine, si cette modulation d’IDE pouvait également avoir un impact sur la
signalisation UPR des hépatocytes. Pour cela, nous avons choisi de stimuler les cellules
HepG2 avec 500 puM de palmitate, un acide gras saturé a longue chaine présent
naturellement dans I'organisme, permettant de mimer un apport riche en graisses afin
d’étre dans des conditions plus représentatives des phénomeénes conduisant a la stéatose
et au stress réticulaire des hépatocytes en cas de NAFLD87266,

De la méme maniére que lorsque le stress réticulaire est induit par de la
tunicamycine, le traitement avec le composé modulateur d’IDE BDM44768 potentialise
I'expression des genes de la voie IRE1, XBP1s de 25% et ERDJ4 de 28%, dans les cellules
HepG2 stimulées par le palmitate (Figure 36A).

De plus, au niveau protéique, le traitement des cellules HepG2 avec le composé
BDM44768 semble accroitre le niveau de protéines IREla phosphorylées, sans modifier
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celui des protéines IREla totales, par rapport a la condition palmitate sans BDM44768
(Figure 36B).
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Figure 36 : La modulation pharmacologique d'IDE potentialise la voie IRE1 de I'UPR dans les hépatocytes
stimulés par le palmitate
(A) Expression relative des genes de I'UPR mesurée par RTqPCR dans les cellules HepG2 stimulées par 500 uM de palmitate
avec ou sans 15 uM de BDMA44768 pendant 16h. n=3 expériences indépendantes, en triplicats, test t de Student @ mesures
appariées. (B) Expression des protéines de I'UPR comparée a celle de la VINCULINE mesurées par Western blot et quantifiées
par le logiciel Image Studio dans des cellules HepG2 stimulées par 500 uM de palmitate avec ou sans 15 uM de BDM44768
pendant 24h. n=1 expérience, en triplicats, pas de test statistique possible car n=3 expériences indépendantes non atteint.
La condition contréle (DMSO) est symbolisée par une barre en pointillés. * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001 vs TN

IV.La répression traductionnelle d’IDE module le stress réticulaire dans
les hépatocytes

Afin de confirmer I'implication d’IDE dans la signalisation UPR des hépatocytes, et
plus particulierement de la voie IRE1, nous avons voulu comparer les effets de son inhibition
pharmacologique avec le BDM44768 aux effets d’une inhibition traductionnelle d’IDE,
grace a I'extinction de son expression par la méthode d’ARN interférence.

Pour cela, des expériences préliminaires de mise au point ont été réalisées dans les
cellules HepG?2 afin de déterminer les conditions de densité cellulaire, de concentration et
de durée d’incubation du siARN ciblant IDE (silDE) et non ciblant (siCtrl) permettant d’avoir
la meilleure efficacité d’inhibition de I'expression génique et protéique d’'IDE par rapport
aux cellules contrdle. Ainsi, les cellules HepG2 ont ensuite été transfectées avec les
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conditions optimales de silDE et siCtrl, avant d’étre stimulées par de la tunicamycine ou du
palmitate en combinaison ou non avec le BDM44768.

Tout d’abord, I'incubation des cellules HepG2 avec le siARN ciblant IDE (silDE) a
permis d’éteindre efficacement I'expression protéique d’IDE de 83% (Figure 37A), tout en
diminuant significativement les taux d’ARNm d’IDE de 76% comparativement aux cellules
siCtrl, transfectées avec un ARN non ciblant (Figure 37B). De maniéere intéressante, nous
pouvons remarquer qu’en présence du silDE, le composé modulateur d’IDE BDM44768 ne
semble plus induire d’exacerbation de I'expression de XBP1s en présence de tunicamycine
ou de palmitate (Figure 37C).

Ainsi, ces données suggerent que la potentialisation de I'expression de XBP1s par le
composé BDM44768 est bien dépendante de la présence de la protéine IDE dans les cellules
HepG2.
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Figure 37 : La potentialisation de I’expression de XBP1s par le BDM44768 est liée a IDE
(A) Expression de la protéine IDE comparée a celle de la VINCULINE mesurées par Western blot et quantifiées par le logiciel
Image Studio (n=1, en duplicat) dans des cellules HepG2 incubées pendant 24h avec un siRNA ciblant IDE (silDE) ou non
ciblant (siCtrl)

(B) Expression relative du géne codant pour IDE mesurée par RTqPCR (n=6, en triplicats) dans des cellules HepG2 incubées
pendant 24h avec un siRNA ciblant IDE (silDE) ou non ciblant (siCtrl) puis stimulées pendant la nuit avec 0,1% de DMSO, test
t de Student a mesures répétées.

(C) Expression relative du gene codant pour XBP1s mesurée par RTqPCR dans des cellules HepG2 incubées pendant 24h avec
un siCtrl ou un silDE puis stimulées pendant la nuit avec 0,5 ug/ml de TN (ou le véhicule 0,1% DMSO, a gauche) ou 500 uM
de palmitate (ou le véhicule 0,1% DMSO dans 1% BSA, a droite) en combinaison ou non avec 15 uM de BDM44768 (n=3, en
triplicats). La barre en pointillés représente la valeur des cellules siCtrl traitées avec le véhicule a partir de laquelle les autres
conditions sont exprimées. One-way ANOVA a mesures répétées.

*:p<0,05 **: p<0,01, *** :p <0,001 vs siCtrl.
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V. La délétion d’IDE induit un stress réticulaire chez la souris

Ayant démontré qu’IDE joue bien un rdole dans le stress réticulaire, et plus
particulierement la voie IRE1 de 'UPR dans les hépatocytes in vitro, nous avons voulu
confirmer ces données in vivo. Ainsi, grace a notre collaboration avec le Pr Peter Van Endert
a I'Institut Necker de Paris, nous avons pu obtenir des échantillons de souris IDE KO vs WT
dans un fond C57BL/6J afin d’étudier les effets de la délétion d’IDE.

Dans ce but exploratoire, nous avons analysé dans un premier temps I'état de I'UPR
dans le foie de souris males de 15 semaines et femelles de 11 semaines pour obtenir une
vue d’ensemble du phénotype occasionné par le KO d’IDE sur I'UPR du foie a I'état basal,
sans stress réticulaire.

Nous avons alors pu observer que les souris IDE KO présentaient une induction de
I"UPR en comparaison aux souris WT, avec une augmentation significative de 66% de
I'expression de Xbplu chez les males et 62% de I'expression d’Erdj4 chez les femelles. De
plus, chez les souris IDE KO, une tendance a I'augmentation de Xbpls et Grp94 chez les
males, ainsi que de Gadd34 et Atf6 chez les femelles a pu étre constatée par rapport aux
souris WT du méme sexe (Figure 38A).

Ensuite, pour confirmer I'activation préférentielle de la voie IRE1 chez ces souris,
nous avons analysé I'expression des protéines IRE1a totales et phosphorylées par Western
blot. En validant que les souris IDE KO présentaient bien une extinction de la protéine IDE
dans le foie, nous avons également constaté que ces souris IDE KO tendaient a avoir une
augmentation de la phosphorylation des protéines IRE1a chez les males et les femelles,
associée a une tendance a I'augmentation des protéines IRE1a totales chez les souris males
par rapport aux souris WT. Au contraire, les souris IDE KO femelles présentaient une
diminution des protéines IRE1a totales par rapport aux femelles WT (Figure 38B).

Compte tenu de ces données, nous pouvons valider I'hypothése émise suite aux
résultats obtenus in vitro, et confirmer qu’IDE joue bien un réle dans le stress réticulaire du
foie, et en particulier la voie IRE1.
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Figure 38 : La délétion d'IDE induit une activation de la voie IRE1 a I’état basal dans le foie de souris
(A) Expression relative des génes de I'lUPR mesurée par RTqPCR et (B) Expression des protéines IDE et de la voie IRE1 de 'UPR
comparées a celle de la VINCULINE mesurées par Western blot et quantifiées par le logiciel Image Studio.

Dans le foie de souris WT (blanc) et IDE KO (gris) méles de 15 semaines (point bleu, n=3 souris/groupe) et femelles de 11
semaines (point rose, n=4 souris WT dans les RTqPCR ou n=3 souris WT dans le Western blot, et n=5 souris KO dans les
RTqPCR ou n=4 souris KO dans le Western blot) a I’état basal sans stress.

Test t de Student, avec *: p < 0,05, **: p < 0,01, *** : p < 0,001 vs WT du méme sexe.

VI.La modulation pharmacologique d’IDE potentialise le stress réticulaire
aiqu induit chez la souris

Afin de confirmer I'implication d’IDE dans I'UPR du foie, nous avons étudié les effets
de sa modulation pharmacologique sur les genes du foie dans un contexte de stress
réticulaire aigu induit in vivo. Pour ce faire, un stress réticulaire aigu a été induit pendant
8h chez des souris C57BL/6J males par une injection intrapéritonéale (i.p.) de 0,5 mg/kg
(mpk) de tunicamycine, combiné a une modulation d’IDE réalisée par une injection i.p. de
50 mpk du composé BDM44768.

Dans ce contexte de stress réticulaire, la modulation d’IDE par linjection de
BDM44768 a provoqué une potentialisation de I'expression de nombreux génes de I'UPR
dans le foie de souris, avec une augmentation significative de ’ARNm de Xbpls de 27%,
d’Erdj4 de 34%, ainsi que de Gadd34 de 34% également. De plus, dans le foie de ces souris
traitées par le BDM44768, nous avons pu observer une tendance a l'augmentation de
Xbplu et Grp94 apres la stimulation par la tunicamycine (Figure 39A).
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En termes d’expression protéique, I'activation prépondérante de la voie IRE1 est
confirmée par une augmentation significative des formes IRE1a phosphorylées, ainsi
gu’une tendance a I'augmentation des formes totales d’IRE1a chez les souris ayant subi le
traitement BDM44768 (Figure 39B).

Ainsi, ces derniers résultats confirment qu’IDE est bien impliquée dans I'activation
hépatique de la voie IRE1, mais peut-étre aussi de la voie PERK, en cas de stress réticulaire

aigu in vivo.
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Figure 39 : La modulation pharmacologique d'IDE potentialise le stress réticulaire aigu in vivo
(A) Expression relative des génes de la voie UPR mesurée par RTqPCR apres une incubation de 8h (n=6 souris TN, n=7 souris
TN+BDMA44768) et (B) Expressions des protéines de la voie IRE1 comparées a celle de la VINCULINE mesurées par Western
blot et quantifiées par le logiciel Image Studio apres une incubation de 2h (n=6 souris/groupe).
Dans le foie de souris C57BL/6J mdles de 20 semaines stimulées avec 0,5 mpk de tunicamycine en combinaison ou non avec
50 mpk de BDM44768 injecté 15 minutes avant l'injection de TN puis ré-injecté 2h avant sacrifice.
Test t de Student, avec * : p < 0,05, **: p< 0,01, ***: p < 0,001 vs TN.

VIl. La délétion d’IDE accentue ’'UPR induit par un stress réticulaire aiqu
chez la souris

Afin d’associer de maniere certaine les effets observés avec IDE dans la voie UPR du
foie, nous avons étudié I'expression des genes et des protéines de I'UPR dans un modeéle in
vivo combinant le KO d’IDE et I'induction d’un stress réticulaire aigu par la tunicamycine.
Nous avons cherché a savoir si en condition de stress réticulaire, les souris IDE KO
présentent également une potentialisation de la voie IRE1, comme cela avait été
précédemment constaté a I'état basal chez les souris WT femelles.

Tout d’abord, il est intéressant de noter que dans cette étude, une stimulation de
17h avec une dose de 2 mpk de tunicamycine a été efficace pour induire I'UPR chez les
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souris femelles WT et IDE KO puisque |'expression de tous les génes de I'UPR, excepté
Xbplu, est augmentée chez les souris stimulées par la tunicamycine par rapport aux souris
WT non stimulées. De plus, dans cette expérience nous avons pu remarquer que la
potentialisation de I'expression d’Erdj4 de 62% qui avait été observée précédemment a
| ‘état basal dans le foie des souris femelles IDE KO est également présente en condition de
stress réticulaire, avec une augmentation significative de 33% de 'expression d’Erdj4 chez
les souris IDE KO par rapport aux souris WT, toutes deux stimulées par la tunicamycine. De
méme, la tendance a I'augmentation de I'expression de Gadd34 qui avait été constatée
chez les femelles IDE KO a I'état basal est également présente dans ce contexte ou les souris
sont stimulées par la tunicamycine. Néanmoins, méme si les différences ne sont pas
statistiqguement significatives, nous pouvons également noter que les expressions des
autres genes de I'UPR tels que Xbp1s, Atf6, Grp94 et Bip tendent a étre augmentées dans
le foie de certaines souris IDE KO en comparaison aux souris WT lors d’une stimulation par
la tunicamycine (Figure 40A).

Afin de confirmer cette potentialisation de I'induction de la voie IRE1 par le KO d’IDE,
nous avons étudié les protéines IRE1 phosphorylées et totales par Western blot. De méme
gu’en condition basale, nous avons validé que l'expression protéique d’IDE était
significativement abolie par le KO d’'IDE, et que l'extinction d’IDE en présence de
tunicamycine induit toujours une tendance a I'augmentation de la phosphorylation d’IRE1
dans le foie de souris femelles IDE KO par rapport aux souris WT stimulées par la
tunicamycine (Figure 40B).
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Figure 40 : La délétion d’IDE potentialise la voie IRE1 dans le foie de souris en cas de stress réticulaire aigu
(A) Expression relative des génes de I'UPR mesurée par RTqPCR et (B) Expressions relatives des protéines IDE et de la voie
IRE1 de I'UPR comparées a celle de la VINCULINE mesurées par Western blot et quantifiées par le logiciel Image Studio.
Dans le foie de souris WT (bleu clair) et IDE KO (bleu foncé) femelles de 11 semaines stimulées pendant 17h avec une dose
i.p. de 2 mpk de tunicamycine (n=>5 souris WT + TN, sauf dans le Western blot ol n=4 souris WT + TN, et n=4 souris KO + TN).
La barre en pointillés représente la valeur des souris WT sans stimulation tunicamycine a partir de laquelle les autres
conditions sont exprimées. Test t de Student, avec * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p <0,001 vs WT + TN.
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En conclusion, I'ensemble de ces expériences, alliant des études in vitro et in vivo,
ainsi que des modulations pharmacologiques ou génétiques d’'IDE, permet de confirmer
I"hypothese qu’IDE, notamment via un comportement de chaperonne, joue un réle dans le
stress réticulaire du foie, et plus particulierement la voie IRE1 de I'UPR, en modulant
I'expression de Xbp1s, et par conséquent celle de son gene cible Erdj4 (Figure 41).

Figure 41 : Résumé des résultats de la partie 1

Nous avons mentionné précédemment que la voie IRE1 de I'UPR est impliquée dans
de nombreux processus du métabolisme hépatique des lipides tels que la lipogenése et Ia
synthése des triglycérides?’, ainsi que la B-oxydation des acides gras'®’, ou encore la
distribution des triglycérides aux autres tissus par la sécrétion de VLDL'?® (partie 111.3.C de
I'introduction).

Sachant que nous avons démontré qu’IDE joue un réle dans I'UPR du foie
principalement via la voie IRE1, nous pouvons donc supposer qu’IDE pourrait également
jouer un réle dans le métabolisme hépatique des lipides en modulant cette voie IRE1.
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PARTIE 2 : IDE joue un réle dans I'accumulation
de lipides dans le foie

En second lieu, afin de tester notre hypothése supposant qu’IDE, en modulant la
voie IRE1 de 'UPR dans le foie, pourrait également jouer un role dans le métabolisme
hépatique des lipides, nous avons évalué |'effet de la modulation d’IDE sur I'accumulation
de gouttelettes lipidiques in vitro, et complété ces analyses avec une étude des effets d'IDE
sur le métabolisme et I'accumulation de lipides hépatiques dans différents contextes in vivo
(Figure 42).

Figure 42 : Objectif de la partie 2

. La modulation pharmacologiqgue d’IDE favorise I’accumulation de
gouttelettes lipidigues dans les hépatocytes de maniere IRE1-
dépendante

Dans un premier temps, afin de tester I'hypothése d’un rble d’IDE dans le
métabolisme hépatique des lipides par son implication dans la voie IRE1 de 'UPR, nous
avons exploré les effets de son inhibition dans les hépatocytes en présence ou non de 4u8c,
un inhibiteur covalent mais réversible de la fonction endoribonucléase d’IRE1 (ICso = 62 nM)
découvert par criblage?®”?’°. Le 4pu8c permet d’empécher non seulement I'activation de la
voie RIDD, mais aussi I'épissage de XBP1u et la production du facteur de transcription
XBP1s, et ainsi I'activation de ses genes cibles. Ce composé a ainsi été sélectionné ici
puisque ce sont surtout ces deux voies, plutdét que la fonction kinase d’IRE1, qui sont
impliquées dans la régulation du métabolisme des lipides via la voie IRE1?"2.

Les cellules HepG2 ont donc été traitées par le composé 4u8c a une concentration
de 20 uM, de maniere simultanée avec 15 uM de BDM44768 (ou le véhicule DMSO), en
présence de 500 puM de palmitate pendant 24h, avant d’observer la quantité de
gouttelettes lipidiques par microscopie a fluorescence grace au marquage LipidTOX et au
logiciel de quantification Columbus. Préalablement, le composé 4u8c a la dose de 20 uM a
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été sélectionné parmi plusieurs conditions d’inhibiteurs de la voie IRE1 (4u8c ou
STF083010) testés a plusieurs doses afin de sélectionner la meilleure condition permettant
d’inhiber significativement I'expression de XBP1s en présence de palmitate sans induire de
toxicité dans les cellules HepG2 (données non présentées).

Tout d’abord, il est intéressant de noter que comme attendu, l'inhibition de la
fonction endoribonucléase d’IRE1 par le composé 4u8c a permis de diminuer le nombre de
gouttelettes lipidiques par cellule induit par le palmitate, ce qui confirme que la fonction
endoribonucléase d’IRE1 est bien impliquée dans I'accumulation de lipides dans les
hépatocytes, et valide nos choix des conditions de traitement avec le 4u8c dans les cellules
HepG?2.

Nous avons ensuite constaté que la modulation pharmacologique d’IDE favorise
I'accumulation de lipides dans les hépatocytes. En effet, nous avons observé que le
traitement des cellules HepG2 avec le composé BDM44768 en présence de palmitate
accroit significativement le nombre de gouttelettes lipidiques par cellule par rapport aux
cellules stimulées par la tunicamycine mais non traitées par le BDM44768. Cette
augmentation semble étre dépendante de la modulation de la voie IRE1l. En effet, en
présence du composé 4u8c, le BDM44768 n’exerce plus d’effet significatif sur
I'augmentation du nombre de gouttelettes par cellule dans les cellules HepG2 stimulées
par le palmitate (Figure 43A).

Cette accumulation de gouttelettes lipidiques par le BDM44768 est cohérente avec
la modulation des genes impliqués dans la structure des gouttelettes lipidiques. En effet, le
BDM44768 en présence de palmitate induit dans les cellules HepG2 une tendance a
I'augmentation de I'expression d’ADRP (Adipose differentiation-related protein, également
connu sous le nom périlipine 2), un gene codant pour une protéine a la surface des
gouttelettes lipidiques, ainsi que FSP27 (Fat-specific protein 27), codant pour une protéine
permettant le transport de lipides entre les gouttelettes lipidiques et ainsi leur fusion.
Conformément aux résultats d’imagerie, le traitement inhibiteur de la voie IRE1 4u8c
semble empécher 'augmentation de I'expression de ces genes de gouttelettes induite par
le BDM44768. En outre, il est intéressant de noter que le traitement 4u8c seul en présence
de 4u8c semble bien diminuer I'expression du géne responsable de la structure des
gouttelettes lipidiques ADRP, mais ne semble pas moduler FSP27 codant pour la fusion des
gouttelettes lipidiques (Figure 43B). Ainsi, méme si ces derniers résultats ne sont que des
tendances compte-tenu du faible nombre de reproduction de ces analyses de RTqPCR avec
le 4u8c, ils nous permettent cependant de confirmer les résultats observés en imagerie.

En conclusion, au travers de ces expériences in vitro, nous pouvons confirmer que la
modulation de la voie IRE1 de 'UPR par IDE impacte le métabolisme des lipides dans les
hépatocytes et que cet effet est bien dépendant de la voie IRE1, et plus particulierement
de sa fonction endoribonucléase, donc liée a XBP1s ou la voie RIDD.
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Figure 43 : La modulation pharmacologique d’IDE accroit I'accumulation de gouttelettes lipidiques dans les
hépatocytes stimulés par le palmitate
(A) Images de microscopie d fluorescence (a gauche) ol les gouttelettes lipidiques sont marquées par le LipidTOX en rouge et
quantification du nombre de gouttelettes lipidiques par cellule grdce au logiciel Columbus (a droite) dans les cellules HepG2
stimulées pendant 24h avec 500 uM de palmitate combiné ou non avec 15 uM de BDM44768 et/ou 20 uM de 4u8c.
n=5 expériences indépendantes en triplicats pour les conditions sans 4u8c et n=4 expériences indépendantes en triplicats
pour les conditions avec 4u8c. ANOVA a mesures répétées avec * : p < 0,05, **: p < 0,01, *** : p < 0,001 vs Palm.
(B) Expression relative des génes des gouttelettes lipidiques ADRP et FSP27 mesurée par RTqPCR dans les cellules HepG2
stimulées pendant une nuit avec 500 uM de palmitate combiné ou non avec 15 uM de BDM44768 et/ou 20 uM de 4u8c.
n=4 expériences indépendantes en triplicats pour les conditions sans 4u8c et n=2 expériences indépendantes en triplicats
pour les conditions avec 4u8c. Pas de test statistique possible car n=2 expériences indépendantes au lieu de n=3 dans les
conditions avec le traitement 4u8c. Les résultats sont exprimés en fold de la condition contréle (véhicule BSA 1 % et DMSO
0,1 %), représentée par la barre en pointillés.
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[I. La délétion d’IDE induit un dysmétabolisme et une accumulation de
lipides hépatiques

Nous avons ensuite évalué I'impact de la délétion d’'IDE en condition basale sans
stress sur la perturbation du métabolisme et I'accumulation de lipides hépatiques chez des
souris IDE KO vs WT méles et femelles de fond C57BL/6J.

Nous avons tout d’abord constaté une perturbation du métabolisme a I'état basal
chez les souris portant une délétion d'IDE. En effet, le KO d’IDE entraine une augmentation
significative de la glycémie a jeun chez les males et les femelles IDE KO, ainsi qu’une
augmentation significative des acides gras libres circulants chez les males, que I'on retrouve
sous forme d’une tendance chez les femelles, en comparaison aux souris WT (Figure 44A).

La délétion d’IDE semble également toucher le poids d’organes clés du métabolisme
puisque les souris IDE KO males tendent a avoir un foie de poids supérieur, alors que leur
tissu adipeux viscéral est moins important par rapport a leur poids corporel, en
comparaison aux souris WT. Cependant, il est a noter que les souris femelles ne semblent
pas subir d'impact de la délétion d’IDE sur le poids de leur foie ou de leur tissu adipeux
viscéral (Figure 44B).

Ainsi, afin de vérifier si 'augmentation du taux d’acides gras libres dans le plasma,
corrélé a I'augmentation du poids du foie et a la diminution du poids du tissu adipeux
pourraient étre liés a une lipolyse accrue du tissu adipeux, nous avons étudié I'expression
de genes codant pour deux enzymes clés dans I’hydrolyse des triglycérides dans le tissu
adipeux : la triglycéride lipase (Atgl), ainsi que la lipase hormono-sensible (Hs/). Chez les
souris males IDE KO, nous observons une tendance a I'augmentation de I'expression d’Atg/
alors que chez les souris femelles IDE KO, une augmentation significative de Hs/ dans leur
tissu adipeux viscéral par rapport aux souris WT est observée (Figure 44C). Méme si ces
résultats n‘ont pas été obtenus sur des souris a jeun, ceci peut laisser a penser que la
délétion d’IDE induit une lipolyse accrue du tissu adipeux, augmentant le taux d’acides gras
libres circulants, captés par le foie.

Pour déterminer si cet afflux d’acides gras libres pourrait étre responsable d’une
captation accrue par le foie, de leur stockage sous forme de triglycérides, et expliquer
I'augmentation du poids du foie chez les souris portant une délétion d’IDE, nous avons
étudié la charge en lipides hépatiques par un dosage biochimique du contenu en
triglycérides du foie et par une étude histologique avec un marquage des lipides avec une
coloration Oil Red O. Nous avons constaté que les souris IDE KO males semblaient subir une
augmentation du taux de triglycérides hépatiques, et que cette augmentation était
significative chez les souris IDE KO femelles par rapport aux souris WT (Figure 44D). Par
ailleurs, cette augmentation du contenu en lipides hépatiques se vérifie dans I'histologie
hépatique, puisque I'on peut effectivement observer une coloration Oil Red O rose rouge
des lipides neutres plus intense dans le foie de souris femelle IDE KO par rapport au foie de
souris femelle WT (Figure 44E).

Enfin, nous avons analysé I'expression des genes du métabolisme des lipides dans le
foie des souris afin d’explorer si des modulations de I’expression de certains génes chez les
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souris IDE KO males et femelles pouvait expliqguer I'accumulation de triglycérides
hépatiques. Par ce biais, nous avons pu constater une diminution de I'expression du gene
clé de la lipogenese de novo Fas chez les souris IDE KO femelles, retrouvée également sous
forme d’une tendance chez les males IDE KO, par rapport aux souris WT. Cette diminution
de I'expression de Fas chez les femelles IDE KO pourrait étre le résultat d’'une diminution
de I'expression de Srebplc, le facteur de transcription stimulé par l'insuline pour activer
I'expression des genes de la lipogenese, qui tend également a étre diminué chez les
femelles IDE KO par rapport aux femelles WT. En contrepartie, I'expression des genes de la
B-oxydation peroxysomale (Aco, Acyl-CoA oxidase) et mitochondriale (Cptl, Carnitine
palmitoyl transferase 1, et Vicad, Very-long-chain acyl-CoA dehydrogenase) des acides gras
est augmentée significativement dans les foies de souris IDE KO femelles, mais pas chez les
males, en comparaison aux souris WT. L’expression du transporteur des acides gras a
travers la membrane Cd36 est significativement augmentée chez les souris IDE KO femelles,
sans que ce ne soit le cas chez les males, par rapport aux souris WT. De plus, I'accumulation
de triglycérides hépatiques sous forme de gouttelettes lipidiques peut étre confirmée par
une augmentation de I'expression des genes impliqués dans la structure et la formation par
le RE des gouttelettes lipidiques, Adrp et Fitm1 (Fat storage-inducing transmembrane
protein 1) respectivement, qui est significative par rapport aux souris WT dans le foie des
souris IDE KO femelles, et présent sous forme d’une tendance chez les males. En revanche,
la délétion d’IDE ne semble pas impacter ici la fusion des gouttelettes lipidiques, puisque
I'expression du gene Fsp27 ne semble pas étre modulée chez les souris IDE KO males et
femelles par rapport aux souris WT (Figure 44F).
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Figure 44 : La délétion d’IDE perturbe le métabolisme et induit une accumulation de lipides a I’état basal dans
le foie de souris
(A) Glycémie et taux plasmatiques d’acides gras libres, chez des souris WT (blanc) et IDE KO (gris) méles (point bleu, n=5
souris WT pour la glycémie, n=6 souris WT pour les acides gras libres, et n=4 souris KO pour la glycémie, n=6 souris KO pour
les acides gras libres) et femelles (point rose, n=6 souris WT, et n=7 souris KO) de 12 semaines a I’état basal sans stress apres
un jeine de 6 heures. (B) Poids du foie et du tissu adipeux épididymal (mdles) ou péri-ovarien (femelles) exprimés en
pourcentage du poids total. (C) Expression relative des génes de la lipolyse Atgl et Hsl mesurée par RTqPCR dans le tissu
adipeux épididymal ou péri-ovarien. (D) Taux de triglycérides hépatiques rapportés au poids du foie total.

(E) Coupes histologiques de foies de femelles colorées par Oil Red O et contre-colorées a I’hématoxyline observées au
microscope optique (20X). (F) Expression relative des génes du métabolisme des lipides mesurée par RTqPCR dans le foie.
Chez des souris WT (blanc) et IDE KO (gris) mdles de 15 semaines (point bleu, n=3 souris WT, et n=3 souris KO) ou péri-
ovarien chez les femelles de 11 semaines (point rose, n=4 souris WT, et n=5 souris KO) a I’état basal sans stress.

Test t de Student, avec * : p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001 vs WT du méme sexe.
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I1l. La modulation pharmacologique d’IDE favorise I’accumulation de
lipides hépatiques en cas de stress réticulaire aigu chez la souris

Afin de confirmer le réle d’IDE dans le métabolisme des lipides hépatiques, nous
avons étudié les effets de sa modulation dans un autre contexte plus aigu, associant une
inhibition pharmacologique d’IDE par le BDM44768 avec I'induction d’un stress réticulaire
par la tunicamycine in vivo. Pour cela, des souris C57BL/6J males ont subi un stress
réticulaire pendant 8h avec l'injection i.p. de 0,5 mpk de tunicamycine, concomitante a une
injection i.p. de 50 mpk du composé BDM44768.

Dans ce contexte, la combinaison du stress reticulaire aigu avec l'inhibition
pharmacologique d’'IDE par le BDM44768 induit une augmentation de l'insulinémie, en
parallele d’une augmentation significative de la glycémie chez les souris traitées par le
BDM44768 (Figure 45A), alors que ces effets ne sont pas observés en I'absence de
tunicamycine (données non présentées). En outre, le taux d’acides gras libres circulants ne
semble pas étre impacté par le traitement avec le composé BDM44768 dans ce contexte
de stress réticulaire aigu (Figure 45A).

De méme, avec un temps court d’induction du stress réticulaire pendant 8h, le poids
du foie et du tissu adipeux épididymal ne semble pas étre impacté par la modulation d’IDE
par le BDM44768 (Figure 45B).

D’autre part, bien que ni le poids des organes métaboliques ni les taux d’acides gras
libres circulants ne soient modifiés par le traitement BDM44768, nous avons a nouveau
constaté une accumulation de lipides hépatiques, avec une augmentation significative des
triglycérides hépatiques de 45% dans les foies de souris traitées par le BDM44768 par
rapport aux souris non traitées, en présence d’une stimulation de 8h avec la tunicamycine
(Figure 45C). Il est intéressant de noter que l'induction de I'accumulation de lipides
hépatiques a la suite d’un ER stress aigu induit par une injection i.p. de tunicamycine a pu
étre validé dans ce modele, puisque les souris sous stimulation tunicamycine avaient en
moyenne 7 fois plus de triglycérides hépatiques par rapport aux souris non stimulées
(données non présentées).

Conformément au dosage des triglycérides hépatiques, nous avons pu observer par
marquage des lipides a I'Oil Red O dans des coupes histologiques de foies que les souris
traitées avec le BDM44768 présentaient un marquage rose rouge des lipides neutres a I'Oil
Red O légerement plus intense par rapport aux souris sans BDM44768. De méme, a I'aide
d’une étude par microscopie électronique de la structure intracellulaire des hépatocytes,
nous confirmons une augmentation du nombre des gouttelettes lipidiques chez les souris
sous traitement BDM44768 en présence de tunicamycine, en comparaison aux souris non
traitées (Figure 45D).

Enfin, nous avons complété cette analyse par I'étude de I'expression des génes du
métabolisme des lipides chez ces souris. Nous avons alors constaté que I'expression des
genes impliqués dans la lipogenése de novo Fas et Srebplc n’était pas modulée, et que
seule I'expression de Cptl parmi les genes de la B-oxydation était impactée, avec une
diminution significative de son expression dans le groupe de souris sous traitement
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BDM44768. En outre, il semblerait que I'import des acides gras via le transporteur Cd36
soit impacté par la modulation d’IDE en condition de stress réticulaire aigu, puisque son
expression tend a étre augmentée chez la plupart des souris sous traitement BDM44768
en présence de tunicamycine, par rapport aux souris non traitées. En corrélation avec le
dosage des triglycérides hépatiques ainsi que I’histologie hépatique, I'expression du gene
Adrp, codant pour la protéine de surface des gouttelettes lipidiques, semble étre induit
chez la plupart des souris du groupe BDM44768 et tunicamycine, en comparaison a celles
sans BDM44768, méme si ce résultat n’est pas statistiquement significatif a cause de la
forte hétérogéneéité de réponse des souris. Enfin, apres une stimulation de 8h avec la
tunicamycine, le gene Fsp27 codant pour la fusion des gouttelettes lipidiques est
significativement diminué chez les souris sous BDM44768 par rapport aux souris non
traitées (Figure 45E).
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Figure 45 : La modulation pharmacologique d’IDE favorise I'accumulation de lipides hépatiques induite par
un stress réticulaire aigu in vivo
(A) Taux d’insuline, de glucose et d’acides gras libres plasmatiques. (B) Poids du foie et du tissu adipeux épididymal exprimés
en pourcentage du poids total. (C) Taux de triglycérides hépatiques rapportés au poids du foie total. (D) Coupes
histologiques de foies colorées par Oil Red O et contre-colorées a I’'hématoxyline (a gauche) observées au microscope
optique (20X) ou en microscopie électronique (3000X). (E) Expression relative des génes du métabolisme des lipides mesurée
par RTqPCR dans le foie.

Chez des souris C57BL/6J mdles de 20 semaines stimulées pendant 8h avec 0,5 mpk de tunicamycine injectée en
intrapéritonéal en combinaison ou non avec 50 mpk de BDMA44768 injecté en intrapéritonéal 15 minutes avant l'injection de
TN puis ré-injecté 2h avant sacrifice. Souris mises a jeun 6h avant sacrifice. n=6 souris TN, n=7 souris TN+BDM44768.
Test t de Student, avec * : p < 0,05, **: p< 0,01, ***:p < 0,001 vs TN.
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Ces derniers résultats concernant I'expression des genes des gouttelettes lipidiques
sont surprenants, compte-tenu de 'augmentation simultanée des triglycérides hépatiques.
Sachant que les expressions des génes du métabolisme des lipides peuvent varier en
fonction du temps de traitement et de phénomeénes de rétro-contrdle, nous avons étendu
notre fenétre d’analyse de I'expression de ces genes a des temps de traitement plus
précoces.

Ainsi, a 2h, 4h et 6h en amont de I'accumulation de triglycérides hépatiques, nous
avons pu confirmer que I"accumulation de triglycérides hépatiques induite par I'inhibition
pharmacologique d’IDE était reliée a une augmentation de I'import des acides gras libres
dans le foie via une augmentation significative de I'expression de Cd36 apres 4h de
traitement avec la tunicamycine et le BDM44768. De plus, nous avons pu valider que
I'accumulation de gouttelettes lipidiques par le BDM44768 était accompagnée d’une
augmentation significative de I'expression de Fitm1 et Fsp27 apres 6h de traitement, ainsi
qgu’une tendance a I'laugmentation d’Adrp apres 2h de traitement avec la tunicamycine et
le BDM44768, par rapport aux souris sans BDM44768 (Figure 46).
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Figure 46 : La modulation pharmacologique d’IDE potentialise I'expression des génes impliqués dans
I'accumulation de lipides hépatiques en cas de stress réticulaire aigu in vivo
Expression relative des genes de I'import des acides gras libres et de la formation des gouttelettes lipidiques mesurée par
RTqPCR dans le foie de souris C57BL/6J mdles de 5 & 10 mois stimulées pendant 2h, 4h ou 6h avec 0,5 mpk de tunicamycine
injectée en intrapéritonéal, en combinaison ou non avec 50 mpk de BDMA44768 injecté en intrapéritonéal 15 minutes avant
I'injection de TN puis ré-injecté 2h avant sacrifice (sauf pour le temps 2h). Souris mises a jeun 6h avant sacrifice. n=6
souris/groupe pour le temps 2h, n=6 souris/groupe pour le temps 4h, n=4 souris/groupe pour le temps 6h.
Test t de Student, avec * : p < 0,05, **: p <0,01, *** : p < 0,001 vs TN.
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IV.La délétion d’IDE accentue la perturbation du métabolisme des lipides
hépatiqgues en cas de stress réticulaire aigu chez la souris

Dans une derniéere étude sur le role d’IDE dans ’lhoméostasie des lipides hépatiques,
nous avons exploré les conséquences de 'association d’une délétion d’IDE a I'induction
d’un stress réticulaire aigu par l'injection de tunicamycine. Pour cela, des souris WT et IDE
KO femelles de 11 semaines ont été injectées en i.p. avec 2 mpk de tunicamycine pendant
une stimulation de 17h.

Dans cette expérience, malgré le faible nombre de souris, nous avons pu confirmer
que I'absence d’IDE potentialise 'accumulation de lipides hépatiques en cas de stress
réticulaire aigu.

En effet, nous avons tout d’abord pu retrouver une tendance a I'augmentation du
poids du foie chez les souris IDE KO par rapport aux souris WT en condition de stress
réticulaire induit par la tunicamycine (Figure 47A).

Nous avons ensuite dosé la quantité de triglycérides hépatiques chez ces souris, et
de maniére intéressante, nous avons tout d’abord pu noter que la stimulation avec 2 mpk
de tunicamycine pendant 17h était un bon modele aigu d’accumulation de lipides
hépatiques, puisque les souris WT stimulées par la tunicamycine présentaient une
augmentation de 33% du taux de triglycérides par rapport aux souris WT non stimulées. En
outre, nous avons pu vérifier que la tendance a I'augmentation du poids du foie chez les
souris IDE KO stimulées par la tunicamycine pouvait provenir du fait de I'augmentation
significative de la quantité de triglycérides hépatiques en comparaison aux souris WT
stimulées par la tunicamycine (Figure 47B).

L'augmentation du contenu en triglycérides hépatiques chez les souris IDE KO
semble se traduire en termes d’histologie hépatique, puisque I'on peut observer une
coloration Oil Red O des lipides neutres légérement plus rouge rosée dans le foie des souris
IDE KO en comparaison au foie des souris WT, aprés une stimulation par la tunicamycine
(Figure 47C).

De méme qu’en absence de stress réticulaire, cette augmentation des lipides
hépatiques chez les souris portant une délétion d’IDE en cas de stress réticulaire aigu
pourrait provenir d’une augmentation de la lipolyse du tissu adipeux. En effet, nous
pouvons observer une tendance a l’'augmentation de I'expression des génes Atgl et Hs/ dans
le tissu adipeux péri-ovarien des souris IDE KO par rapport aux souris WT, sous stimulation
par la tunicamycine (Figure 47D). Malheureusement cette hypothese ne peut étre
confirmée compte tenu du faible nombre de souris et par conséquent d’une faible
puissance statistique, mais aussi parce que la mesure de I'expression des lipases chez ces
souris n’a pas été réalisée en condition de jeline.

Enfin, nous avons complété cette étude par une analyse de I'expression des génes
impliqués dans le métabolisme des lipides dans le foie de ces souris. De maniere
intéressante, nous avons pu constater que la stimulation avec 2 mpk de tunicamycine
pendant 17h entraine une diminution de I'expression de la plupart des genes impliqués
dans le métabolisme des lipides, notamment ceux responsables de la synthése des lipides.

Page 128 sur 176



Seules les expressions d’Aco, Cptl et Adrp ne semblent pas touchées par ce contexte
d’induction du stress réticulaire. De plus, chez les souris portant une délétion d’IDE dans ce
contexte de stress réticulaire, nous pouvons confirmer que I'accumulation de triglycérides
hépatiques ne provient pas d’une augmentation de l'expression des genes de la
biosynthese des lipides. Nous pouvons aussi constater une tendance a I'augmentation de
I'expression d’Aco, impliqué dans la B-oxydation peroxysomale des acides dans le foie.
Cependant cette tendance ne peut pas expliquer I'accumulation de lipides hépatiques chez
les souris IDE KO puisqu’au contraire, elle pourrait compenser ce phénomene. De méme
qu’a I'état basal sans stress, il semblerait que cette accumulation de lipides hépatiques chez
les souris IDE KO soit liée a une augmentation du transporteur Cd36, dont I'expression
hépatique est augmentée significativement par le KO d’IDE en condition de stress aigu, par
rapport aux souris WT. L'accumulation de gouttelettes lipidiques ne se traduit pas par une
augmentation de I'expression d’Adrp chez les souris IDE KO dans ce contexte de stress
réticulaire apres 17h de traitement. En revanche, les souris IDE KO subissant un stress
réticulaire présentent une augmentation significative de I'expression hépatique de Fitm1
et Fsp27, impliqués dans la formation par le RE et la fusion des gouttelettes lipidiques
respectivement, en comparaison aux souris WT (Figure 47E).

Ainsi, ces données confirment qu’IDE est impliquée dans I'accumulation de lipides
hépatiques en cas de stress réticulaire, notamment par une augmentation de I'expression
du transporteur des acides gras libres Cd36, ayant pour conséguence une augmentation de
la formation de gouttelettes lipidiques par le RE via Fitm1, et de leur fusion grace a Fsp27.
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Figure 47 : La délétion d’IDE potentialise 'accumulation de lipides hépatiques en cas de stress réticulaire aigu
in vivo
(A) Poids du foie exprimé en pourcentage du poids total. (B) Taux de triglycérides hépatiques rapportés au poids du foie
total. (C) Coupes histologiques de foies colorées par Oil Red O et contre-colorées a I’'hématoxyline observées au microscope
optique (20X). (D) Expression relative des génes de la lipolyse Atgl et Hsl mesurée par RTqPCR dans le tissu adipeux péri-
ovarien. (E) Expression relative des génes du métabolisme des lipides mesurée par RTqPCR dans le foie.
Chez des souris WT (bleu clair) et IDE KO (bleu foncé) femelles de 11 semaines (n=5 souris WT, et n=4 souris KO) apres 17h
de traitement avec 2 mpk de tunicamycine injectée en intrapéritonéal.
La barre en pointillés représente la valeur des souris WT sans stimulation tunicamycine a partir de laquelle les autres
conditions sont exprimées. Test t de Student, avec * : p < 0,05, **: p < 0,01, *** : p < 0,001 vs WT + TN.
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Les expériences de la Partie 2 révelent qu’IDE régule le métabolisme hépatique des
lipides a I'état basal et en condition de stress réticulaire aigu, vraisemblablement par le
contréle de I'expression du transporteur des acides gras libres circulants Cd36.
'accumulation hépatique des lipides semble étre liée a la modulation de la voie IRE1 de
I"UPR par IDE, et en particulier XBP1s ou la voie RIDD, puisque ces effets sont inhibés in vitro
en présence d’un agent inhibiteur de la fonction endoribonucléase d’'IRE1, le 4u8c.

En conclusion, les résultats de la Partie 1 et de |a Partie 2 suggeérent qu’IDE, en jouant
un role dans I"'UPR et par conséquent dans I'accumulation de lipides hépatiques, pourrait
avoir un impact dans le développement de la stéatose hépatique, qui est le phénomeéne
caractéristique de la NAFLD (Figure 48).

/‘ —
IRE1 e
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- - -----*
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Figure 48 : Résumé des résultats des parties 1 et 2

L'UPR, et en particulier la voie IRE1, est lié a l'induction de phénomenes pro-
inflammatoires, notamment par l'induction des voies JNK et NFkB (partie 11l.3.D de
I'introduction). De plus, I'évolution de la NAFLD vers la NASH dépend notamment d’une
lipotoxicité et de l'instauration de processus inflammatoires, aboutissant a une lésion
hépatocellulaire et une fibrose?’2.

De nouvelles données de Iimplication d'IDE dans le développement de
I'inflammation et la souffrance hépatocellulaire du foie pourraient permettre de mieux
connaitre le r6le d’IDE dans le développement de la NASH.

Page 131 sur 176



PARTIE 3 : IDE module lI'inflammation et la
souffrance cellulaire dans le foie

Nous avons donc cherché a évaluer I'effet de la modulation d’IDE in vitro et in vivo
sur la présence de marqueurs de I'inflammation ou de souffrance hépatocellulaire dans les
cellules HepG2 stimulées par le palmitate et chez la souris stimulée ou non par la
tunicamycine (Figure 49).

Inflammation

Figure 49 : Objectifs de la partie 3

. La modulation pharmacologiqgue d’IDE augmente I'inflammation et la
formation d’agrésomes dans les hépatocytes

Initialement, sachant que I'accumulation de lipides ainsi que le stress réticulaire
peuvent induire une inflammation, et que I'inhibition pharmacologique d’IDE module ces
deux voies, nous avons étudié l'expression du TNFa, une cytokine majeure de
I'inflammation, en condition de stress réticulaire induit par le palmitate dans les cellules
HepG2.

Le composé BDM44768 induit une tendance a la potentialisation de I'expression du
gene TNFa dans les cellules HepG2 apres une stimulation pendant 24h avec du palmitate,
alors que le palmitate lui-méme semble augmenter 'expression de TNFa (Figure 50A).

Le stress réticulaire et I'accumulation de protéines mal conformées peuvent
également conduire a la formation d’agrégats protéiques sous forme de corps d’inclusion,
appelés agrésomes, évoluant vers la dégradation par autophagie lorsque le systeme
ubiquitine-protéasome, stimulé par la voie ERAD, est dépassé. Ces agrésomes, appelés
corps de Mallory-Denk en cas de NASH, sont aussi les marqueurs d’une souffrance
hépatocellulaire et pourraient étre liés a I'inflammation?”3-27¢,

Dans les hépatocytes HepG2, nous avons donc suivi ces marqueurs de souffrance
hépatique par marquage des agrésomes par le Proteostat® dans les conditions de stress
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réticulaire induit par le palmitate et le BDM44768. Aprés 24h de traitement, le palmitate
induit bien la formation d’agrésomes dans les cellules HepG2 par rapport aux cellules non
stimulées. Le BDM44768 semble potentialiser la formation de ces agrésomes induite par
le palmitate (nombre accru d’agrésomes par cellule) par rapport aux cellules traitées
uniguement par le palmitate (Figure 50B).

Méme si ces derniers résultats restent a étre confirmés dans d’autres expériences
indépendantes, ils semblent montrer que la modulation d’IDE in vitro aggrave la lipotoxicité
en augmentant linflammation et en favorisant |'apparition d’agrésomes dans les

hépatocytes.
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Figure 50 : La modulation pharmacologique d'IDE accroit I'inflammation et la formation d’agrésomes dans
les hépatocytes stimulés par le palmitate
(A) Expression relative du géne de I'inflammation TNFa mesurée par RTqPCR et exprimée en fold de la condition contréle
(n=3 expériences indépendantes, en triplicat). Test t de Student a mesures répétées, avec * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
(B) Images de microscopie a fluorescence (a gauche) ot les agrésomes sont marqués par le Proteostat en rouge et
quantification du nombre d’agrésomes par cellule (a droite) grdce au logiciel Columbus (n=1 expérience en triplicat). Pas de
test statistique car n=3 expériences indépendantes non atteint.
Dans des cellules HepG2 stimulées pendant 24h avec 600 uM de palmitate combiné ou non a 15 uM de BDM44768.
La barre en pointillés représente la valeur de la condition contréle (véhicule BSA 1 % et DMSO 0,1 %).
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[I. La délétion d’IDE augmente I'inflammation et I’atteinte hépatique chez
les souris males

Afin de confirmer les précédents résultats in vitro montrant une tendance a
I'augmentation de I'expression de TNFa en cas de modulation pharmacologique d’IDE, nous
avons étudié l'expression hépatique et les taux circulants de plusieurs marqueurs de
I'inflammation chez des souris males et femelles WT et IDE KO de fond C57BL/6J en
condition basale, sans induction de stress réticulaire.

La delétion d’IDE provoque des effets difféerents en fonction du sexe sur
I'inflammation. En effet, chez les males, la délétion d’IDE augmente |'expression des genes
codant pour les cytokines inflammatoires Tnfa, Mcp-1, II-16 et pour Nirp3, impliqué dans
I'inflammasome, en comparaison aux souris WT. Au contraire, chez les femelles, la délétion
d’IDE semble induire une diminution de I'expression d’/l-16 et diminue significativement
I'expression de Nirp3 par rapport aux souris WT (Figure 51A).

Ces résultats, constatés principalement sous forme de tendances en raison du faible
nombre de souris analysées, ont pu étre confirmés par une analyse des taux de cytokines
circulantes. En effet, les souris males IDE KO présentent des taux sériques de cytokines
TNFa et MCP-1 supérieurs par rapport aux souris WT, alors que ces taux sériques ne sont
pas modifiés significativement chez les femelles IDE KO par rapport aux WT (Figure 51B).

Par ailleurs, nous avons pu observer, sans les quantifier, que des foyers
inflammatoires semblaient davantage présents dans les coupes histologiques de foie des
souris males IDE KO par rapport aux males WT (Figure 51C).

L"accumulation de lipides peut engendrer une lipotoxicité pour les hépatocytes. En
dosant des marqueurs de cytolyse hépatique dans le plasma, les transaminases ALAT
(Alanine aminotransférase) et ASAT (Aspartate aminotransférase), nous avons constaté que
les males IDE KO présentent une augmentation significative des ALAT, et une tendance a
I'augmentation des ASAT, en comparaison aux males WT, a I'état basal sans stress. Par
contre, chez les souris femelles, comme dans le cas de I'inflammation, les marqueurs de
cytolyse (taux de transaminases) ne sont pas significativement différents entre les souris
IDE KO et WT (Figure 51D).

Par ces résultats, nous pouvons confirmer que chez les males principalement, IDE
joue un role dans le contrdle de I'inflammation hépatique et systémique ainsi que dans la
protection contre la souffrance hépatique a I'état basal.
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Figure 51 : La délétion d’IDE favorise une inflammation et une souffrance hépatique a I’état basal chez les
souris mdéles
(A) Expression relative des génes de I'inflammation mesurée par RTqPCR dans le foie (n=3 souris méles de 15 semaines/
groupe, n=4 souris WT et n=5 souris KO femelles de 11 semaines). (B) Taux sériques des cytokines TNFa et MCP-1 mesurés
par ELISA (n=5 souris WT et n=3 souris KO mdles de 12 semaines, n=6 souris WT et n=7 souris KO femelles de 12 semaines).
La barre en pointillés représente la limite basse de détection du kit de dosage. (C) Coupes histologiques de foie de souris
mdles de 15 semaines avec une coloration H&E, observées au microscope optique au grossissement 20X. Les fléches
indiquent les foyers inflammatoires. (D) Taux des transaminases ALAT et ASAT mesurées dans le plasma par dosage
biochimique (n=5 souris WT et n=3 souris KO mdles de 12 semaines, n=6 souris WT et n=7 souris KO femelles de 12
semaines).
Chez des souris IDE WT (blanc) et IDE KO (gris) mdles (point bleu) et femelles (point rose) a I’état basal sans stress.
Test t de Student, avec * : p < 0,05, **: p < 0,01, *** : p < 0,001 vs WT du méme sexe.
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I1l. La modulation pharmacologique d’IDE semble augmenter
’inflammation et la souffrance hépatique en cas de stress réticulaire
aiqu chez la souris

Dans le but de vérifier les résultats in vivo obtenus précédemment, nous avons
étudié les effets de la modulation d’IDE chez des souris males dans un contexte de stress
réticulaire aigu induit par la tunicamycine associé a une inhibition pharmacologique d’IDE
par le BDM44768. Pour ce faire, nous avons étudié l'inflammation et les taux de
transaminases chez des souris males de 20 semaines ayant été stimulés par 0,5 mpk de
tunicamycine en présence ou non d’un traitement avec 50 mpk de BDM44768, apres 8h de
stimulation.

Dans ce contexte de stress réticulaire, la combinaison du traitement BDM44768 a |a
tunicamycine chez ces souris males tend a potentialiser I'expression des genes de
I'inflammation Thfa et NiIrp3, mais pas celle des genes Mcp-1 et /I-18, par rapport aux souris
non traitées par le BDM44768 (Figure 52A).

Nous n’avons pas observé de différences concernant la présence de foyers
inflammatoires dans les coupes histologiques de foie colorées par H&E entre les groupes
de souris avec ou sans BDM44768 (Figure 52B).

Néanmoins, il est intéressant de noter que les souris traitées par le BDM44768
combiné a la tunicamycine présentent une augmentation significative des taux
plasmatiques des transaminases ALAT, mais pas ASAT, en comparaison aux souris sans
BDM44768 (Figure 52C).

Les résultats obtenus ne sont que des tendances et n‘ont pu étre confirmés en
histologie. Il est donc difficile de conclure de maniere absolue quant aux effets de la
modulation pharmacologique d’IDE sur I'inflammation. Cependant, la modulation d’IDE en
présence d’un stress réticulaire aigu semble bien induire une souffrance hépatique, mais
dans une moindre mesure et en ne touchant que les ALAT par rapport au KO d’IDE.
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Figure 52 : La modulation pharmacologique d'IDE semble induire une inflammation et augmente les taux de
transaminases ALAT en cas de stress réticulaire aigu in vivo
(A) Expression relative des génes de I'inflammation mesurée par RTqPCR dans le foie. (B) Coupes histologiques de foie avec
une coloration H&E, observées au microscope optique au grossissement 20X. (C) Taux des transaminases ALAT et ASAT
mesurés dans le plasma par dosage biochimique.

Chez des souris C57BL/6J mdles de 20 semaines stimulées pendant 8h avec 0,5 mpk de tunicamycine injectée en
intrapéritonéal en combinaison ou non avec 50 mpk de BDMA44768 injecté en intrapéritonéal 15 minutes avant l'injection de
TN puis ré-injecté 2h avant sacrifice. Souris mises a jeun 6h avant sacrifice. n=6 souris TN, n=7 souris TN+BDM44768.
Test t de Student, avec * : p < 0,05, **: p< 0,01, ***:p < 0,001 vs TN.
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Dans I'ensemble, méme s'ils nécessitent d’étre confirmés avec un plus grand
nombre d’échantillons, les résultats de cette Partie 3 soulignent qu’IDE pourrait en effet
jouer un réle dans lI'inflammation et I'atteinte du foie. En effet, en absence d’IDE a I'état
basal, nous observons une augmentation des marqueurs systémiques et hépatiques de
I'inflammation et de I'atteinte hépatique chez les souris males. De plus, en cas de stress
réticulaire, la modulation d’IDE induit une tendance a I'augmentation de I'inflammation in
vitro et in vivo, ainsi qu’une augmentation significative de I'atteinte hépatique in vivo.

L’'ensemble des études menées dans ces trois parties permettent d’affirmer qu’IDE
joue un réle dans le stress réticulaire et I'accumulation de lipides, principalement via la voie
IRE1, en modulant notamment I'import de lipides dans le foie via CD36. De plus, IDE
pourrait moduler I'inflammation et la souffrance hépatique, mais ces dernieres données
nécessitent d’étre plus amplement explorées.

Ainsi, I'ensemble des phénomenes observés étant liés au développement de la
NASH, caractérisée par la présence d’un stress réticulaire, d’une stéatose, d’'une
inflammation et de lésions hépatocellulaires, nous pouvons émettre une nouvelle
hypothése concernant I'implication d’IDE dans le développement de la NASH (Figure 53).

IDE

CD36?

lipides

Figure 53 : Résumé des résultats des parties 1, 2 et 3
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1. IDE : une protéine chaperonne ?

Comme décrit dans la partie IV.3.B de l'introduction, plusieurs données de la
littérature convergent vers un nouveau rdle de protéine chaperonne pour IDE?”/, ce qui
nous a amené a émettre I"hypothese qu’IDE pourrait jouer un role dans le stress réticulaire
et la voie UPR dans le foie. C'est pourquoi, dans un premier temps, nous avons cherché a
confirmer cette hypothese de protéine chaperonne en étudiant son expression in vitro et
in vivo dans des conditions de stress.

Nous avons alors observé qu’IDE était bien surexprimée au niveau génique de
maniere dose- et temps-dépendante en cas de stress réticulaire induit par la tunicamycine,
in vitro dans les hépatocytes HepG2, et in vivo dans le foie de souris C57BL/6J (Figure 33).
Cette surexpression génique en cas de stress réticulaire n’est pas exclusivement présente
dans le foie puisqu’une surexpression dose- et temps-dépendante d’IDE a également été
observée lors de traitements d'une lignée de myocytes murins (C2C12) avec la
tunicamycine lors d’expériences préliminaires en début de thése ou le muscle était étudié
en paralléle du foie (données non présentées).

Ainsi, la surexpression d’IDE en condition de stress réticulaire pourrait permettre de
rétablir 'hnoméostasie réticulaire par divers mécanismes : en empéchant I'agrégation des
protéines par la reconnaissance de motifs amyloidogénes par IDE??®, en favorisant la
dégradation des protéines mal conformées par l'interaction d’IDE avec le systeme
ubiquitine-protéasome?3°, en améliorant le repliement des protéines par la modification de

leur conformation en se liant a IDE*®?

, Mais aussi par d’autres fonctions d’IDE non décrites
telles qu’une modulation de la voie UPR.

Ces résultats obtenus dans différents modeles in vitro et in vivo permettent de
corroborer les résultats de la littérature montrant une surexpression d’IDE en cas de stress
thermique, oxydatif ou lié a une privation en nutriments, a la maniere d’une protéine de
choc thermique?3®.

Nous avons également étudié I'expression protéique d’IDE en cas de stress
réticulaire, cependant nous n’avons pas constaté de modifications particulieres des niveaux
de protéine IDE en Western blot en cas de stress réticulaire induit dans les hépatocytes ou
chez la souris. Néanmoins, cette absence d’observation d’un effet protéique peut étre liée
a des cinétiques différentes entre I'étude de I’ARN et de la protéine IDE, ou suggérer un
turnover important de la protéine IDE, compensant I'augmentation de son expression
génique.

Il serait intéressant de compléter ces données avec une description des effets
phénotypiques de I'inhibition d’IDE sur I'agrégation des protéines a l'intérieur du RE, par
exemple en montrant une co-localisation entre IDE et les agrégats protéiques dans le RE,
ce qui par la méme occasion permettrait de confirmer une translocation d’IDE dans le RE
en cas de stress réticulaire®°,
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2. Role d’IDE dans ’'UPR du foie

Afin de confirmer I'hypothése d’une modulation de I'UPR par IDE via son rdle de
chaperonne, notre travail a principalement été focalisé sur les effets de la modulation
pharmacologique ou génétique d’IDE sur la voie UPR dans le foie.

Au préalable, nous avons validé que notre composé modulateur d’IDE de référence
au laboratoire se liait bien a IDE en condition de stress dans notre modele cellulaire (Figure
34).

En associant des études in vitro et in vivo, nous montrons qu’IDE est bien impliquée
dans la voie UPR dans le foie. En effet, que ce soit suite a une inhibition pharmacologique
d’IDE par le BDM44768 dans des conditions de stress in vitro et in vivo, ou une invalidation
d’IDE chez la souris a I'état basal ou en présence de stress induit par la tunicamycine, la
modulation d’IDE induit la voie UPR, et potentialise cette voie en cas de stress réticulaire.
Méme si le gene Gadd34 est parfois touché dans les expériences in vivo, la voie IRE1 est |a
plus majoritairement impactée, avec une augmentation de I'expression de Xbplu et/ou
Xbpls et/ou Erdj4, un gene cible de la voie IRE1, dans toutes nos études suite a la
modulation pharmacologique ou génique d’IDE dans le foie ou les hépatocytes HepG?2.

La potentialisation des génes de la voie IRE1 par la modulation d’IDE se traduit au
niveau protéique par une augmentation de la phosphorylation d’IREla, signifiant une
activation plus importante de cette voie, s"accompagnant parfois d’'une augmentation des
formes IRE1a totales. Néanmoins, il est a noter que ces résultats d’expression protéique
nécessiteraient d’étre confirmés dans un plus grand nombre de répétition in vitro, ou de
souris IDE KO vs WT.

Nous pouvons souligner que la modulation d’IDE provoque les mémes effets sur
I"UPR peu importe le type de stress réticulaire, qu’il soit lié a un stress protéotoxique lié a
une accumulation artificielle de protéines non N-glycosylées par la tunicamycine, ou alors
un stress lipidique plus physiopathologique, mimant un apport d’acides gras libres dans les
hépatocytes, par une stimulation avec un acide gras saturé, le palmitate.

De plus, en réalisant une expérience complémentaire de siARN, nous avons observé
que les effets de la modulation pharmacologique d’IDE sur I'augmentation de I'expression
de XBP1s étaient supprimés lorsque les cellules étaient traitées avec un siARN ciblant IDE
par rapport a un siARN non ciblant (Figure 37). Ceci indique que les effets induits par le
BDM44768 sur I'UPR sont bien liés a une modulation d’IDE par le composé puisqu’ils sont
perdus en cas de répression traductionnelle d’IDE.

Egalement, nous avons constaté que le composé BDM44768 en présence de stress
réticulaire et le KO d’IDE induisent sensiblement les mémes effets, ce qui valide d’autant
plus I'efficacité et la sélectivité de ce composé, et indique que le composé BDM44768 suffit
pour inactiver une fonction d’IDE impliquée dans le stress réticulaire, ayant une
conséquence sur la voie IRE1 de "'UPR. Cet effet du composé BDM44768 peut étre lié a
I'inhibition de I"activité catalytique d’IDE mais aussi a un changement de conformation d’IDE
lors de sa liaison, impactant d’autres fonctions.
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Il est intéressant de noter que la modulation d’IDE par le traitement BDM44768 seul
en absence de stress réticulaire n’a aucun effet sur I'UPR (données non présentées), c’est
uniguement l'association de la modulation d’IDE avec un deuxieme « hit » tel que le stress
réticulaire qui permet d’observer une potentialisation de I"'UPR par la modulation d’IDE.
Une exception est constatée chez les souris IDE KO a I'état basal, ou la délétion d’IDE seule
augmente l'expression de Xbplu chez les males ou Erdj4 chez les femelles, et tend a
augmenter les protéines IREla phosphorylées. Ces effets pourraient s’expliquer du fait
d’une inhibition chronique d’IDE qui, sur le long terme, aurait des conséquences sur I'UPR
du foie, mais aussi par I'implication d’autres organes puisque I'organisme entier est touché
par le KO d’'IDE chez la souris. Par ailleurs, une tendance a I'augmentation de certains genes
de I'UPR (Xbplu, Chop, Bip, Grp94) avait conjointement été constatée dans le muscle soleus
des souris males IDE KO vs WT a I'état basal (n=3 souris/groupe).

Ainsi, la potentialisation de 'UPR dans les cellules HepG2 ou dans le foie de souris
en cas d’inhibition pharmacologique ou d’invalidation génique d’IDE en présence d’un ER
stress est en faveur d’un réle de chaperonne pour IDE. Cette inhibition favoriserait ainsi
I’'accumulation de protéines mal conformées et augmenterait 'activation de 'UPR en cas
d’ER stress.

La modulation pharmacologique d’IDE, méme si elle n"'empéche pas I'expression
d’IDE contrairement au KO, peut impacter, en plus des fonctions catalytiques, des fonctions
annexes d’IDE comme par exemple des interactions protéines-protéines dans lesquelles IDE
serait impliquée, ce qui aurait des conséquences sur I"'UPR. Il est possible qu’IDE interagisse
avec une protéine impliquée ou ayant un impact dans la voie IRE1, favorisant son activation
en cas d’absence ou d’inhibition (ou de changement de conformation) d’IDE.

Ces hypotheses restent a étre confirmées car les essais menés au laboratoire avec
la technologie Crispr-Cas9 ne nous ont pas permis d’obtenir des cellules exprimant une IDE
catalytiguement inactive, ce qui nous aurait permis de conclure quant au lien avec l'activité
catalytique d’IDE.

3. Role d’IDE dans la régulation de P'insulinémie

Historiquement, IDE a été découverte pour la premiere fois par sa capacité a
dégrader l'insuline, ce qui lui a donné le statut d’enzyme clé dans la régulation de
I'homéostasie de I'insuline®®. Sachant que le foie est capable de dégrader 50 a 80% de
I'insuline avant méme qu’elle n’atteigne la circulation systémique®®, et que de nombreuses
études ont démontré le role d’IDE dans la protéolyse de l'insuline, il a été largement
proposé que dans le foie, IDE serait majoritairement responsable de la clairance hépatique
de I'insuline®?*. Cependant, comme décrit dans la partie IV.4 de I'introduction, ce réle d’IDE
reste controversé. En effet, alors que la plupart des études chez des souris IDE KO total ont
montré une augmentation des taux plasmatiques d’insuline vs WT?°%2°3 |es études chez des
souris portant une délétion hépato-spécifique d’IDE (L-IDE-KO) n’ont pas montré d’effet de
la délétion hépato-spécifique d’IDE sur I'insulinémie a I'état basal???*®. En cas de régime
high-fat, une étude a montré une augmentation de I'insulinémie chez les souris L-IDE-KO?*°,
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contredite par une autre étude ne constatant aucun effet du L-IDE-KO en cas de régime
high-fat, en comparaison aux souris WT?*®. Ainsi, ces données contradictoires ne
permettent pas de conclure quant au role d’IDE dans la régulation des taux d’insuline au
niveau du foie, d’autant plus que ces études ont été réalisées chez des souris de fond
génétique différent, nourries avec des régimes différents.

D’une part, au cours d’une précédente étude au laboratoire, de maniere cohérente

avec les effets de la délétion hépato-spécifique d’IDE observés dans la littérature??”248

, Nous
n’avons pas observé d’effet de I'invalidation génique d’IDE sur les taux d’insuline a jeun
(jeGine de 5h) chez des souris IDE KO vs WT a I'état basal??’.

D’autre part, nous avons observé une tendance a I'augmentation de l'insulinémie a
jeun par la modulation pharmacologique d’IDE en présence de stress réticulaire aigu, chez
des souris ayant subi 8h de traitement avec la tunicamycine et le BDM44768 (apres un
jeline de 5h), par rapport aux souris sans BDM44768 (Figure 45A). Ces résultats sont en
accord avec des études préliminaires du laboratoire qui avaient déja montré, a I'état basal
en absence de stress, une augmentation de l'insulinémie a jeun par le traitement
BDM44768, accompagnée d’une augmentation de la signalisation a 'insuline dans le foie

et le muscle des souris sous traitement BDM44768%%/

.Ilestintéressant de noter que, méme
si les expériences ont été réalisées séparément sur des souris d’ages différents, les valeurs

d’insulinémie mesurées chez les souris stimulées par la tunicamycine sont supérieures a

celles des souris a I'état basal. Ainsi, il semblerait que I'inhibition pharmacologique d’IDE et
le stress réticulaire aigu aient un effet cumulatif sur 'augmentation des taux d’insuline. En
outre, en cas de stress réticulaire prolongé chez la souris, apres une stimulation de 30h avec
de la tunicamycine, nous n’avons plus observé cette augmentation de I'insulinémie par le
traitement BDM44768 (Données non présentées). Ainsi, cet effet potentialisateur de
I'inhibition d’IDE sur I'insulinémie pourrait étre lié a une potentialisation de la sécrétion
d’insuline par les cellules B-pancréatiques en cas de stress réticulaire aigu, notamment via
la modulation de la voie IRE1 par IDE. En effet, méme s’il est souvent décrit dans le cadre
du diabéte de type 2 qu’a long terme, I'ER stress diminue la sécrétion d’insuline en
favorisant la mort des cellules B-pancréatiques a cause du stress réticulaire chronique?’#2”,
a plus court terme en cas de stress réticulaire aigu, il a été montré que la tunicamycine
favorise la sécrétion d’insuline dans des ilots B-pancréatiques isolés de souris?®, et que la
voie IRE1 de 'UPR régule positivement la biosynthése d’insuline en cas de stress réticulaire

aigu et physiopathologique?®!.

Enfin, il serait intéressant de compléter ces résultats par I'étude des effets de la
dé
tunicamycine. Sachant que la voie IRE1 de I"UPR est particulierement impliquée dans la
142,143

étion d’IDE sur I'insulinémie dans un contexte de stress réticulaire aigu induit par la
réponse a l'insuline et l'insulinorésistance , qu’une augmentation de la signalisation a
I'insuline du foie par le BDM44768 a été observée chez la souris en absence de stress
réticulaire, et ayant démontré qu’IDE module la voie IRE1 de I'UPR dans le foie, il serait
intéressant d’étudier I'effet de la modulation de la voie IRE1 par IDE sur la signalisation a
I'insuline et I'insulinorésistance du foie en cas de stress réticulaire.
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4. Role d’IDE dans le métabolisme hépatique des lipides

Sachant que nos résultats montrent qu’IDE module 'UPR, et principalement la voie
IRE1, nous nous sommes interrogés sur les conséquences physiopathologiques de cette
modulation dans le foie.

Il est connu que I'induction d’un stress réticulaire, notamment par la tunicamycine,
favorise une accumulation de lipides hépatiques in vivo?®?72%4. La voie IRE1 de I'UPR est
particulierement impliquée dans la régulation du métabolisme des lipides hépatiques en
cas de stress réticulaire (cf. parties 111.3.B et 111.3.C de I'introduction)’®. Notamment, la voie
IRE1 régule la lipogenése et la synthése des triglycérides!?’, ainsi que la B-oxydation des
acides gras'®’, ou encore la distribution des triglycérides aux autres tissus par la sécrétion
de VLDL'®. De maniére intéressante, un article publié cette année a montré qu’une
invalidation hépato-spécifique d’IDE (L-IDE-KO) chez des souris sous régime riche en graisse
(high-fat) sensibilisait davantage ces souris a I'accumulation de triglycérides hépatiques et
au développement d’une stéatose hépatique par rapport aux souris WT sous régime. Une
surexpression du transporteur CD36 ayant été observée chez les souris L-IDE-KO sous
régime, ils ont émis I"hypothese que la stéatose hépatique pouvait étre favorisée par une
augmentation de la captation des acides gras libres circulants chez ces souris par rapport
aux souris WT sous régime. Cepandant, il est a noter que ces effets n’ont pas été observés
en I'absence de régime high-fat**®.

C’est pourquoi nous avons évalué les effets de la modulation pharmacologique ou
génigue d’IDE sur le métabolisme des lipides hépatiques, a I'état basal ainsi que dans un
contexte de stress réticulaire aigu.

Nous avons tout d’abord étudié les conséquences de la modulation
pharmacologique d’IDE in vitro sur I'accumulation de lipides dans les hépatocytes, afin de
tester I'hypothése qu’IDE pourrait réguler ’lhoméostasie des lipides hépatiques via la
modulation de la voie IRE1 de 'UPR. Ces expériences in vitro nous ont effectivement permis
de faire un lien entre la modulation de la voie IRE1 par IDE et I'accumulation IRE1-
dépendante de gouttelettes lipidigues dans les hépatocytes HepG2, puisque
I'augmentation significative de la quantité de gouttelettes lipidiques par le traitement
BDM44768 s‘est montrée abrogée en présence d’un inhibiteur de la voie IRE1, le 4u8c. En
outre, nous avons constaté que la modulation de la voie IRE1 par IDE semble plutdt avoir
un impact sur la formation et la structure des gouttelettes lipidiques, mais pas sur leur
fusion, puisque l'expression du géne de surface des gouttelettes lipidiques Adrp est
augmentée en présence du traitement BDM44768 mais ne I'est plus lorsque la voie IRE1
est inhibée, contrairement a celle du gene Fsp27 qui semble rester induit (Figure 43).

Ainsi, ces résultats in vitro nous ont permis de vérifier notre hypothése concernant
un effet d’IDE sur 'homéostasie des lipides hépatiques résultant de la modulation de la voie
IRE1 de I"'UPR, et nous ont donné quelques pistes mécanistiques, afin de poursuivre nos
études in vivo.
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De la méme maniere que pour les effets d’IDE sur I'UPR, nous avons observé une
potentialisation de I'accumulation des lipides hépatiques par la modulation
pharmacologique ou génique d’IDE in vivo.

En effet, au cours des différentes expériences in vivo, nous avons observé que la
quantité de triglycérides hépatiques est significativement augmentée dans les foies de
souris traitées par le composé BDM44768 en présence de tunicamycine, et que cette
augmentation est également présente dans le foie de souris males et femelles IDE KO a
I'état basal, et méme amplifiée lorsque les souris IDE KO femelles sont stimulées par la
tunicamycine. Cette accumulation de lipides hépatiques par la modulation d’IDE a été
mesurée par le dosage des triglycérides hépatiques, mais elle a également pu étre observée
au niveau histologique, ainsi que par une tendance a I'augmentation du poids du foie chez
les souris IDE KO avec ou sans stimulation par la tunicamycine. Cependant, nous n’avons
pas observé de modification du poids du foie chez les souris stimulées pendant 8h avec la
tunicamycine, certainement a cause du caractere aigu de I'expérience, ne permettant pas
d’impacter le poids du foie avec un temps de traitement aussi réduit, en comparaison a
I'effet chronique d’un KO d’IDE.

Ces données prouvent bien qu’IDE joue un réle dans le métabolisme hépatique des
lipides. Cependant, elles ne permettent pas de confirmer in vivo qu’IDE exerce ce role via
la modulation de la voie IRE1 de I"'UPR. Pour cela, il serait intéressant de réaliser une
modulation d’IDE dans le cadre d’une inhibition ou d’une absence de la voie IRE1 afin de
déterminer si la voie IRE1 est nécessaire aux effets d’IDE sur les lipides hépatiques. C'est
pourguoi nous nous employons actuellement a mettre au point en priorité cette
expérience. Malheureusement, dans le cadre de cette thése, nous n"avons pas pu répondre
a cette question pour le moment, car nous sommes présentement en phase d’optimisation
des conditions de traitement avec le composé inhibiteur de la voie IRE1 combiné au
BDM44768 en présence de de tunicamycine. Eventuellement, dans le cas ou le composé
ne permettrait pas d’obtenir une inhibition satisfaisante de la voie IRE1 chez la souris, nous
envisagerons de tester cette hypothése chez des souris portant une délétion
hépatospécifigue d’IRE1 et/ou XBP1 traitées par le BDM44768 et stimulées par la
tunicamycine.

D’autre part, méme si la tunicamycine permet d’induire une micro-stéatose en
provoquant un ER stress aigu dans le foie, il serait intéressant d’étudier 'effet de la
modulation d’IDE sur I'accumulation de lipides hépatiques a plus long terme, en condition
de stress réticulaire chronique, dans le contexte de NAFLD. Ainsi nous aimerions, en
collaboration avec le Pr Van Endert, poursuivre notre étude chez des souris IDE KO vs WT
placées sous un régime « NASHogene », permettant d’induire une NASH, parallelement a
un stress réticulaire chronique. Cependant, peu de données existent concernant la
présence et la contribution du stress réticulaire dans le développement de la NASH en cas
de régime « NASHogéne » chez la souris. Il semblerait qu’un régime riche en en acides gras
saturés, en fructose et en cholestérol pourrait permettre d’induire un stress réticulaire
parallélement au développement de la NASH!?928528¢ Cependant, la durée, la nature et la
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proportion des composants du régime, ainsi que la souche et le sexe de la souris peuvent
fortement impacter la physiopathologie, ce qui demande une mise au point importante afin
de choisir les conditions appropriées. De plus, ce type de régime nécessite de nombreuses
semaines avant d’induire un phénotype de NASH, et une analyse d’échantillons de foie de
souris ayant subi ce type de régime au laboratoire (45% KCal graisse, dont 61% acides gras
saturés et 41% KCal sucres, dont 34% sucrose + 1% cholestérol) n’a pas permis de montrer
une induction de I'expression des genes de I'UPR apres 4, 8 ou 24 semaines de régime chez
des souris C57BL/6J. En outre, nous étudions actuellement d’autres méthodes qui
pourraient permettre d’obtenir un stress réticulaire combiné a un phénotype de NASH, par
exemple en associant a un régime gras du D-galactose, qui permettrait d’induire une
insulino-résistance, un stress oxydatif, une inflammation, et un stress réticulaire dans le foie

aprés 6 a 8 semaines de traitement in vivo*’288,

5. Mécanisme de la réqulation des lipides hépatiques par IDE

Ayant constaté que la modulation d’IDE entraine une accumulation de lipides
hépatiques, nous avons essayé de comprendre les mécanismes impliqués dans ce
phénomene. L'accumulation de lipides dans le foie peut provenir de plusieurs sources : une
augmentation de la synthese, une diminution de la dégradation, une diminution de I'export
ou une augmentation de I'import des lipides dans le foie. C'est pourquoi nous avons étudié
I'expression des genes impliqués dans le métabolisme des lipides dans le foie, chez les
souris traitées avec le BDM44768 ou portant une invalidation d’IDE, en condition basale ou
de stress réticulaire aigu induit par la tunicamycine. Nous n’avons pas observé d’effets
particuliers de la modulation d’IDE sur I’'expression des genes impliqués dans la lipogenése
de novo (Fas, SrebpIc), ni concernant la B-oxydation peroxysomale (Aco) ou mitochondriale
(Cpt1, Vicad), pouvant expliquer les effets d’IDE sur I'accumulation de lipides hépatiques. A
titre exceptionnel, nous avons constaté a I'état basal dans le foie des femelles IDE KO
uniguement, une diminution de I'expression de Fas, accompagnée d’une augmentation de
I'expression d’Aco, Cptl et Vicad. Ceci s'oppose a la mesure d’une quantité de lipides
hépatiques augmentée chez ces souris, et indique que d’autres phénomenes sont impliqués
dans I'accumulation de lipides hépatiques chez les souris IDE KO.

Concernant I'import des acides gras libres dans le foie, nous avons remarqué que la
modulation d’IDE induit une augmentation de I'expression du transporteur Cd36 dans
toutes les expériences in vivo, peu importe les conditions. || semblerait donc qu’IDE joue un
role dans le contrdle de I'expression du géne Cd36, codant pour un transporteur facilitant
I'entrée des acides gras libres a longue chaine et des LDL oxydés?®®, que ce soit a I'état basal
ou en condition de stress. Il serait intéressant d’explorer les mécanismes de la régulation
de CD36 par IDE, et de déterminer s’ils sont dépendants de la modulation de la voie IRE1
par IDE. De plus, il serait possible qu’IDE controle I'expression de CD36 via son réle de
chaperonne, ou son réle de modulateur du protéasome?3?.

La modulation de CD36 par IDE pourrait expliquer les effets d’IDE sur I'accumulation
de lipides hépatiques, sans exclure que d’autres mécanismes peuvent étre impliqués. Aussi,
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méme si ce résultat nous donne une piste mécanistique, il ne faut pas oublier qu’il ne
résulte que d’une expression génique, et qu’il nécessiterait d’étre confirmé au niveau
protéique. De méme, nous ne pouvons pas exclure un role d’IDE dans la synthése ou la
dégradation des lipides hépatiques puisque nous nous sommes intéressés dans un premier
temps qu’a une expression génique, alors que les niveaux et les activités protéiques sont
plus représentatives dans I'étude de ces parametres.

Un lien entre IDE, I'accumulation de lipides hépatiques et CD36 a été montré dans
la littérature ces derniers mois. |l a été observé que des souris portant une délétion hépato-
spécifique d’IDE (L-IDE-KO) sous régime high-fat présentent une augmentation des
triglycérides hépatiques et une tendance a I'augmentation de I'expression de Cd36 dans le
foie, associée a une augmentation significative de la protéine CD36 dans des hépatocytes
primaires isolés, en comparaison aux souris WT2*. Ainsi, méme dans notre cas ou les souris
sont sans régime et ou la modulation pharmacologique ou la délétion d’IDE touche
I'organisme entier, nous confirmons qu’IDE est bien impliquée dans I'accumulation de
lipides hépatiques en impactant I'expression de CD36 dans le foie.

D’autre part, I'accumulation de lipides hépatiques peut également provenir d’un
défaut de sécrétion de VLDL. Il a été montré chez la souris que la voie IRE1 de 'UPR impacte
I'assemblage et la sécrétion de VLDL par le foie en induisant I'expression de la chaperonne
PDI, augmentant I"activité MTP*2°. Or nous avons observé que I'inhibition pharmacologique
ou génique d’IDE induit la voie IRE1 de I"'UPR, ce qui favoriserait la sécrétion de VLDL par le
foie selon la littérature!?®, mais serait en opposition avec nos résultats montrant une
accumulation de lipides hépatiques dépendante de la modulation de la voie IRE1 par IDE.
Ainsi, méme si nos différentes études n’ont montré aucun effet de la modulation d’IDE sur
les quantités de triglycérides plasmatiques (données non présentées), laissant a penser
qu’IDE n’impacte pas la sécrétion de lipides par le foie, il serait tout de méme intéressant
de confirmer nos résultats par une mesure de la sécrétion de VLDL par le foie, ainsi qu’une
mesure de I'expression de PDI et de I'activité de MTP.

6. Role d’IDE dans la lipolyse du tissu adipeux

Suite a I'observation d’'une augmentation des acides gras libres circulants associée a
une accumulation de lipides hépatiques chez les souris portant une délétion d’IDE a I'état
basal (Figure 44), nous avons émis I’hypothese que la modulation d’IDE pourrait favoriser
la lipolyse du tissu adipeux, augmentant le flux d’acides gras libres dans la circulation
systémique, qui seraient captés par le foie et stockés sous formes de gouttelettes de
triglycérides. Ceci pourrait expliquer I'augmentation de I'expression de Cd36 associée, afin
de permettre au foie de capter I'afflux d’acides gras libres a longue chaine, sachant que
I'expression de Cd36 semble étre régulée par les acides gras et I'insuline, et que Cd36 est
surexprimé en cas de diabéte, de régime high-fat, ou de NAFLD?%°-2%2,

Ainsi, nous avons étudié les effets de la délétion d’IDE sur la lipolyse du tissu adipeux
viscéral, jouant un réle prépondérant dans la physiopathologie des maladies métaboliques

telles que la NAFLD**?%3, Nous avons globalement observé une tendance a I'augmentation
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de I'expression des génes de la lipolyse Atgl et Hsl chez les souris IDE KO vs WT, que ce soit
a I'état basal ou en condition de stress réticulaire induit par la tunicamycine, dont une
augmentation significative de Hs/ chez les femelles IDE KO a I'état basal (Figure 44C). Méme
s’il aurait été préférable d’étudier la lipolyse du tissu adipeux chez des souris IDE KO vs WT
a jeun, ce qui n"est pas le cas dans ces expériences et peut expliquer les effets modérés du
KO d’IDE, nous pouvons néanmoins supposer qu’IDE joue un réle dans la lipolyse du tissu
adipeux. Sachant que I'expression des genes de la lipolyse ne traduit pas leur activité, il
serait intéressant de compléter ces données par une étude de l'activité lipase du tissu
adipeux viscéral, par exemple en étudiant la phosphorylation de HSL, chez ces souris IDE
KO et WT a I'état basal et en condition de stress réticulaire, ainsi que chez des souris traitées
par le BDM44768 et la tunicamycine.

Pour expliquer les origines de cette lipolyse du tissu adipeux dans le cas des souris
portant une invalidation d’IDE, cette lipolyse accrue pourrait résulter de I'induction d’une
insulinorésistance par le KO d’'IDE, diminuant les effets anti-lipolytiques de I'insuline sur le
tissu adipeux. En effet, il a été décrit que les souris IDE KO développent une
insulinorésistance avec I'age?3. De plus, dans le cadre de nos expériences, nous avons
également constaté une hyperglycémie a jeun chez les souris IDE KO étudiées (Figure 44A).
Il a été supposé que l'induction de l'insulinorésistance par la délétion d’IDE pourrait
provenir d’'une désensibilisation des tissus cibles suite a une exposition prolongée a des
taux d’insuline élevés par le KO d’'IDE, mais ce mécanisme reste controversé

actuellement?1:2°3,264

Pour autant, cette hypothese ne permet pas d’expliquer
I’'accumulation de lipides hépatiques dans le cadre de la modulation pharmacologique et
non de l'invalidation génique d’IDE, chez les souris stimulées par la tunicamycine.

Pour expliquer les origines de la lipolyse accrue du tissu adipeux en cas de
modulation pharmacologique et non génétique d’IDE en présence de stress réticulaire,

nous savons que le stress réticulaire dans le tissu adipeux favorise sa lipolyse?*42%

129,143

, et qu’il
peut aussi induire une insulinorésistance , augmentant la quantité d’acides gras libres
circulants captés par le foie. Ainsi, dans le cas des souris stimulées par la tunicamycine et
traitées par le composé BDM44768, nous pouvons supposer que la lipolyse du tissu adipeux
résulte des effets cumulés du stress réticulaire et/ou de I'insulinorésistance induit par la
tunicamycine, ainsi que la potentialisation de ce stress réticulaire par le BDM44768,
augmentant I'effet lipolytique de la tunicamycine. Afin de valider cette hypothese, il serait
intéressant d’étudier I'induction de la voie UPR et I'activité des lipases dans le tissu adipeux
viscéral de ces souris sous traitement tunicamycine et BDM44768. Egalement, comme
décrit dans la partie 111.3.B de I'introduction, la voie IRE1 de I"'UPR étant particulierement
impliquée dans l'insulinorésistance via la phosphorylation de IRS1 médiée par I'activation
de JNK'*?, I'ajout d’un traitement inhibiteur de la voie IRE1 dans ce contexte nous
permettrait de déterminer si les effets d’IDE sur la lipolyse du tissu adipeux sont liés plus
particulierement a la modulation de la voie IRE1 par IDE.
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7. Role d’IDE dans I'inflammation et I’atteinte hépatiqgue

Sachant que nous observons un phénotype apparenté a la NAFLD en cas de
modulation d’IDE, induisant une accumulation de lipides hépatiques, et que l'inflammation
chronique et le stress réticulaire jouent un réle important dans I'aggravation de la NAFLD

vers la NASH, et dans I'induction d’une souffrance hépatique?*3130.272.284

, nous avons étendu
notre étude sur l'effet de la modulation pharmacologique ou génique d’IDE sur des
marqueurs d’inflammation et de souffrance hépatique in vivo.

Nous avons alors constaté une induction de l'inflammation chez la souris par la
déletion d’IDE en condition basale, entrainant une tendance a l'augmentation de
I'expresion de Tnfa, Mcp-1, II-18 et Nirp3, ainsi qu’'une augmentation significative des
cytokines circulantes TNFa et MCP-1 chez les souris males IDE KO vs WT (Figure 51). De
plus, le traitement BDM44768 en condition de stress réticulaire semble augmenter
I'expression de Tnfa in vitro et in vivo, et de NIrp3 in vivo.

De plus, IDE semble étre impliquée dans I'atteinte hépatique car une augmentation
significative du marqueur plasmatique de cytolyse hépatique ALAT a été observée dans le
cas de la modulation génétique d’IDE a I'état basal, ainsi que par la modulation
pharmacologique d’'IDE dans un contexte de stress réticulaire, ou le traitement BDM44768
potentialise le taux plasmatique d’ALAT.

De maniére intéressante, ces effets de la délétion d’IDE sur l'inflammation et
I'atteinte hépatigue ne sont présents que chez les souris males. En définitive, ceci n’est pas
surprenant car il a été décrit que les souris males sont plus sensibles que les souris femelles
au développement de la NASH, notamment en termes d’inflammation via I'activation de
I'inflammasome, et de dommages hépatiques via I'agmentation des ALAT, ainsi qu’au
niveau de I'induction de la fibrose?®®. Les souris IDE KO utilisées pour étre stimulées par de
la tunicamycine étant des femelles, nous n’avons pas observé d’effet de la délétion d’IDE
sur l'inflammation et 'atteinte hépatique (données non présentées), c’est pourquoi il
faudrait réitéter cette expérience chez des souris IDE KO vs WT males afin d’étudier si la
délétion d’'IDE aggrave l'inflammation et |'atteinte hépatique en condition de stress
réticulaire.

En outre, afin d’étre au plus proche de la physiopathologie de la NASH, il serait
encore plus informatif d’étudier I'effet de la délétion d’IDE sur I'inflammation et 'atteinte
hépatique chez des souris males placées sous régime « NASHogene ».

Sachant que la voie IRE1 est particulierement impliquée dans l'activation de
processus inflammatoires, notamment par I'activation de JNK et NFxB/718318 | serait
intéressant de déterminer la part de la voie IRE1 dans I'induction de I'inflammation par la
modulation pharmacologique d’IDE en présence de stress réticulaire, en traitant des souris
males avec un composé inhibiteur de la voie IRE1 en présence de BDM44768 et de
tunicamycine.

L’histologie de la NASH est caractérisée par une stéatose, complétée d’une
inflammation, une ballonisation des hépatocytes, accompagnée de corps de Mallory-
Denk!. Ces corps de Mallory-Denk sont des corps d’inclusion formés d’agrégats protéiques
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de cytokératine 8 et 18 dans les hépatocytes. Leur présence serait liée a I'inflammation et
a la souffrance hépatocellulaire?’>?’®. Sachant que la modulation d’IDE potentialise le stress
réticulaire, et donc possiblement la formation d’agrégats protéiques appelés agrésomes

3, nous avons étudié la présence

lorsque le systéme ubiquitine-protéasome est dépassé?’
d’agrésomes dans les hépatocytes stimulés par le palmitate et traités par le BDM44768. Au
cours de cette expérience, nous avons alors observé que la modulation pharmacologique
d’IDE potentialise la formation d’agrésomes dans les cellules HepG2 stimulées par le
palmitate (Figure 50B). Ainsi, méme si ces résultats nécessitent d’étre reproduits car issus
d’une seule expérience, il semblerait qu’IDE joue un réle dans I'atteinte hépatique en cas

de stress réticulaire, notamment en impactant la formation d’agrésomes.

8. IDE comme cible thérapeutique dans la NASH ?

Grace a ces multiples études dans différents modeles in vitro et in vivo, nous
mettons en évidence que la modulation pharmacologique ou génique d’IDE favorise
I"activation du stress réticulaire et 'accumulation de lipides hépatiques via la voie IRE1, mais
il semblerait également qu’elle augmente I'inflammation et la souffrance hépatique. Ceci
ouvre de nouvelles hypotheses sur une éventuelle prédisposition au développement de la
NASH par la modulation d’IDE. Méme si cette hypothése reste a étre testée dans le cadre
d’un régime « NASHogene », et que les mécanismes de ces effets d’'IDE nécessitent d’étre
élucidés, nous pouvons nous poser la question de I'intérét thérapeutique de la modulation
d’IDE.

Historiquement, IDE a été proposée comme cible thérapeutique dans le traitement
du diabete de type 2, avec I'hypothese qu’une augmentation des taux d’insuline
permettrait de diminuer la glycémie et serait bénéfique pour le diabéte de type 2.
Cependant, un traitement inhibiteur d’IDE provoquerait une diminution de la glycémie par
I’'augmentation des taux d’insuline de maniere chronique, peu importe |'état nutritionnel,
ce qui impliquerait de maftriser avec précaution les conditions d’administration afin de ne
pas engendrer d’effets indésirables hypoglycémiques chez les patients. En outre, un
traitement inhibiteur d’IDE aurait probablement d’autres effets indésirables, puisque
I'inhibition d’IDE engendrerait des conséquences par rapport a ses autres substrats
(notamment le peptide B-amyloidogene) et que la délétion d’IDE, méme hépato-spécifique,
favorise une insulinorésistance, voire une intolérance au glucose chez la souris??/:248:253:259,

Dans notre étude, avec nos conditions spécifiques de stress réticulaire aigu,
I'inhibition pharmacologique et génique d’IDE ayant eu systématiquement des effets
déléteres pour le foie, notamment au niveau des lipides, mais aussi de l'inflammation et
I'atteinte hépatique, nous pouvons en déduire que I'utilisation d’un traitement inhibiteur
d’IDE n’apparait pas comme une bonne option thérapeutique dans le traitement de la NASH
car il risquerait d’aggraver les symptomes de la maladie, méme si ces données restent a
étre confirmées dans un contexte chronique de NASH. Ceci ouvre la possibilité de
I"utilisation d’activateurs d’IDE afin d’obtenir des effets contraires a ceux qui ont été
observés, d’autant plus qu’il a été montré qu’une surexpression d’IDE avait des effets
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positifs sur la sensibilité a I'insuline et la tolérance au glucose en cas de régime high-fat*®°.
Ainsi, méme si peu de données sont disponibles dans la littérature concernant les effets
d’activateurs d’IDE, et qu’il semblerait que les effets d'IDE observés sont médiés par des
fonctions non catalytiques d’IDE, il serait tout de méme intéressant d’étudier les effets de
molécules activatrices d’IDE dans ce contexte métabolique.

Néanmoins, comme démontré dans cette these, l'utilisation de ces agents
pharmacologiques inhibiteurs d’IDE en tant qu’outils expérimentaux afin de moduler IDE a
permis, et permettra dans le futur, d’en savoir plus sur les multiples réles d’IDE.
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CONCLUSION
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Pour conclure, par le biais de modulations génétiques et pharmacologiques dans des
modeles cellulaires et animaux, nous avons montré que I'Insulin-Degrading Enzyme (IDE),
possiblement par sa nouvelle fonction de protéine chaperonne, est impliquée dans le stress
réticulaire du foie, principalement via la modulation de la voie IRE1 de I'Unfolded Protein
Response (UPR). Cette modulation de la voie IRE1 entraine des conséquences délétéres sur
le métabolisme hépatique des lipides en favorisant la stéatose hépatique, notamment par
une augmentation de I'import des acides gras libres dans le foie via une surexpression du
transporteur CD36. En outre, nous avons également constaté qu’IDE a un impact sur
I'inflammation et la Iésion hépatique, sans connaitre les mécanismes impliqués et la part
de lavoie IRE1 dans ces phénomeénes. Sachant que la stéatohépatite non alcoolique (NASH)
est caractérisée par une stéatose, associée a une inflammation ainsi qu’une atteinte
hépatique, nous pouvons en déduire qu’IDE pourrait jouer un role dans le développement
de la NASH (Figure 54).

ER STRESS

NAFLD/
NASH

Stéatose via IRE1 (et CD36?)
Inflammation + souffrance hépatique (via IRE1?)

Figure 54 : Conclusion des effets de la modulation d'IDE sur le stress réticulaire dans le foie
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