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RÉSUMÉ 

Rôle de l’hépatokine LECT2 dans l’immunométabolisme du foie 

Le foie est un site privilégié de régulation du métabolisme permettant le maintien de 

l’homéostasie énergétique. Des altérations de ses propriétés favorisent la stéatose, une des 

composantes des maladies stéatosiques non-alcooliques du foie (NAFLD), constituant une 

nouvelle épidémie mondiale. Ces travaux de thèse mettent en évidence un rôle nouveau de 

l’hépatokine LECT2 dans la régulation du métabolisme du cholestérol dans un contexte 

physiologique et pathologique. A l’aide de modèles murins génétiquement modifiés, dans 

des conditions de régime standard, ces travaux démontrent que LECT2 exerce ses effets sur 

la lipogenèse hépatique et le catabolisme du cholestérol spécifiquement par le biais d'une 

signalisation dépendant de LXR-SREBP1c. Dans des conditions pathologiques de stéatose, 

nos résultats démontrent que Lect2 est induit dans les foies stéatosiques des patients atteints 

de NAFLD et de modèles murins mimant la NAFLD. De façon intéressante, nos résultats 

démontrent que LECT2 régule l'homéostasie du cholestérol et protège également contre le 

dysfonctionnement mitochondrial. De façon importante, nos résultats révèlent que 

l’expression de Lect2 protège de la sévérité de la NASH en atténuant à la fois la réponse 

inflammatoire et la lipotoxicité dans un régime de surcharge en cholestérol. Enfin, nos 

résultats démontrent que LECT2, grâce à ses propriétés immunitaires et métaboliques, est 

un acteur essentiel de la séquence stéatose-stéatohépatite et qu'il a des fonctions 

suppressives de tumeurs chez la souris, car son absence à long terme entraine le 

développement de tumeurs hépatiques.  

Collectivement, ces travaux de thèse illustrent LECT2 comme un acteur moléculaire 

fondamental exerçant des propriétés duelles, régulant à la fois le métabolisme lipidique et 

l’inflammation du tissu hépatique. LECT2 pourrait constituer une cible innovante pour 

améliorer le traitement des NAFLD. 

Mots-clés : foie, stéatose, métabolisme du cholestérol, hépatokine, LECT2, LXR, NAFLD. 

  



4 

ABSTRACT 

Role of the hepatokine LECT2 in the liver immunometabolism 

The liver is a key site of metabolic regulation, helping to maintain energy homeostasis. 

Alterations in its properties promote steatosis, one of the components of non-alcoholic fatty 

liver diseases (NAFLD), a new global epidemic. This thesis highlights a novel role for the 

hepatokine LECT2 in the regulation of cholesterol metabolism in both physiological and 

pathological contexts. Using genetically modified mouse models, under standard diet 

conditions, this work demonstrates that LECT2 exerts its effects on hepatic lipogenesis and 

cholesterol catabolism specifically through LXR-SREBP1c-dependent signaling. Under 

pathological conditions of steatosis, our results demonstrate that Lect2 is induced in 

steatotic livers of NAFLD patients and mouse models mimicking NAFLD. Interestingly, our 

results demonstrate that LECT2 regulates cholesterol homeostasis and protects against 

mitochondrial dysfunction. Importantly, our results reveal that Lect2 expression protects 

against NASH severity by attenuating both the inflammatory response and lipotoxicity in a 

cholesterol-overload diet. Finally, our results demonstrate that LECT2, due to its immune 

and metabolic properties, is an essential player in the steatosis-steatohepatitis sequence and 

that it retains tumor-suppressive functions in mice, since its long-term absence under 

NAFLD diet leads to the development of liver tumors.  

Collectively, this thesis work illustrates LECT2 as a fundamental molecular player with dual 

properties, regulating both lipid metabolism and inflammation in liver tissue. LECT2 could 

be an innovative target for improving the treatment of non-alcoholic fatty liver diseases. 

Keywords : liver, steatosis, cholesterol metabolism, hepatokine, LECT2, LXR, NAFLD. 
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« Je suis de ceux qui pensent que la Science est d’une grande beauté. Un scientifique dans son 

laboratoire n’est pas seulement un technicien : c’est aussi un enfant placé en face des 

phénomènes naturels qui l’impressionnent comme un conte de fées. Nous ne devons pas laisser 

croire que tout progrès scientifique se réduit à des mécanismes, des machines, des engrenages, 

qui, d’ailleurs, ont aussi leur beauté propre. Je ne crois pas non plus que, dans notre monde, 

l’esprit d’aventure risque de disparaître. Si je vois autour de moi quelque chose de vital, c’est 

précisément cet esprit d’aventure qui paraît indéracinable et s’apparente à la curiosité. Sans la 

curiosité de l’esprit, que serions-nous ? Telle est bien la beauté et la noblesse de la science : désir 

sans fin de repousser les frontières du savoir, de traquer les secrets de la matière et de la vie sans 

idée préconçue des conséquences éventuelles. » 

Marie Curie – 1934 

 

« La vie n’est facile pour aucun de nous. Mais quoi, il faut avoir de la persévérance, et surtout 

de la confiance en soi. Il faut croire que l’on est doué pour quelque chose, et que, cette chose, il 

faut l’atteindre coûte que coûte. » 

Marie Curie – 1894 
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AVANT-PROPOS 

L’émergence des maladies stéatosiques non-alcooliques du foie en tant que nouvelle 

épidémie mondiale suscite un grand intérêt non seulement en matière de recherche 

fondamentale, mais également en recherche thérapeutique. Ces pathologies se développent 

sous la forme d’une séquence, avec tout d’abord une accumulation de lipides au niveau 

hépatique, appelée stéatose, évoluant vers une forme inflammatoire sévère, la 

stéatohépatite, qui peut donner lieu à une dégénérescence du tissu vers une cirrhose, ou 

favoriser les évènements mutationnels conduisant au développement d’un cancer. Le 

carcinome hépatocellulaire étant la troisième cause de mortalité par cancer au niveau 

mondial, avec des solutions thérapeutiques extrêmement limitées et peu efficaces, il est 

nécessaire de comprendre les mécanismes promouvant son développement. Ainsi, il serait 

possible de réduire la probabilité de développer ce type de cancer, mais également 

d’améliorer la qualité de vie des patients dans les étapes précoces de la pathologie. Bien que 

souvent les interventions diététiques et la mise en place d’une hygiène de vie plus saine 

soient suffisantes, certains patients présentant un stade avancé ont besoin d’autres solutions 

thérapeutiques. Toutefois, la complexité inhérente à ces pathologies, qui présentent à la fois 

des dérégulations métaboliques et immunitaires, rend difficile la recherche de thérapies 

médicamenteuses. Plusieurs molécules sont à l'essai, mais aucune mise sur le marché n'a vu 

le jour ces dernières années.  

Ces travaux de thèse s'inscrivent donc dans le cadre de ces pathologies, et visent à 

comprendre le fonctionnement de leucocyte cell-derived chemotaxin 2 (LECT2), une petite 

molécule de 16 kDa sécrétée par les hépatocytes intervenant dans la régulation du 

métabolisme et de l'inflammation. Le laboratoire étudie LECT2 depuis plusieurs années, 

dans le cadre de la tumorigénèse provoquée par des mutations activatrices de la β-caténine. 

Nous avons mis en évidence que LECT2 était essentiel pour la mise en place d'une réponse 

inflammatoire efficace à travers ses effets sur les cellules NKT et les macrophages, 

empêchant la perte de différenciation des hépatocytes et la propagation de métastases 

(Anson et al., 2012; L’Hermitte et al., 2019). Par la suite, Sandrine Pham a démontré au cours 

de son doctorat le rôle de LECT2 dans la régulation de la lipogenèse et son lien avec le 

métabolisme du cholestérol dans des conditions physiologiques. À mon arrivée en tant que 

stagiaire de Master 2 aspirant à poursuivre un doctorat, j'ai pris la suite de ce projet, sous la 

direction du Professeur Jean-Pierre Couty, afin d'explorer le comportement de LECT2 dans 
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les pathologies stéatosiques non-alcooliques du foie. Initialement, les résultats obtenus ont 

donné au projet un aspect plutôt immunitaire, mais très rapidement des pistes métaboliques 

se sont imposées, et constituent la plus grande partie de la publication qui résulte de ces 

travaux. De plus, nous avons jugé pertinent de combiner les résultats de Sandrine et les 

miens dans une seule et même publication afin de faciliter la compréhension de notre 

message scientifique, et nous partageons la place de première auteure sur cette publication.  

Ce manuscrit décrit en trois chapitres le fonctionnement métabolique du foie, les altérations 

immunométaboliques conduisant à la mise en place des maladies stéatosiques non-

alcooliques du foie, et les connaissances bibliographiques quasi-exhaustives à propos de 

LECT2. Cette introduction est suivie des résultats sous forme d’un article scientifique en 

anglais, ainsi que d’une discussion permettant de revenir sur certains points clés de mes 

travaux et d’exposer les perspectives que j’envisage pour la suite de ce projet. 

Malgré le contenu très métabolique de mon travail, ma spécialité initiale est l'immunologie. 

J'ai eu l'occasion de mettre mes connaissances à contribution dans plusieurs autres projets 

du laboratoire qui font l'objet de thèses en cours. J'ai également eu l'honneur de participer à 

la révision des travaux de Mathilde Cadoux publiés en 2021 dans Journal of Hepatology, qui 

seront inclus en annexe de ce manuscrit.  

Expression of NKG2D ligands is downregulated by β-catenin signalling and 

associates with HCC aggressiveness. Mathilde Cadoux, Stefano Caruso, Sandrine Pham, 
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CHAPITRE I : LE FOIE EN TANT QU’ORGANE CENTRAL 

DU MÉTABOLISME 

I. Structure et fonctions du foie 

Le foie est un organe central dans les différents processus métaboliques de l’organisme. Il 

fait partie du système digestif et est localisé dans la partie supérieure de l’abdomen, en-

dessous du diaphragme. C’est un organe présent chez tous les vertébrés et présente une 

structure conservée au cours de l’évolution. Chez l’Homme, le foie présente deux lobes, le 

droit et le gauche, tandis que celui de la souris en compte 4 : le gauche, le droit, le médian et 

le caudé (Kruepunga et al., 2019).  

 
Figure 1. Anatomie du foie humain et murin 

(A) Le foie et la vésicule biliaire chez l’Homme. (B) Le foie et la vésicule biliaire chez la souris. Adapté de Rogers 

and Dintzis, 2018. 

Le parenchyme hépatique est constitué de plusieurs types cellulaires organisés sous forme 

de lobules ou acini, définissant ainsi l’unité fonctionnelle du foie. Schématiquement, les 

lobules ont une forme hexagonale, avec à chaque sommet un espace porte, et au centre de 

l’hexagone une veine centro-lobulaire constituant l’espace périveineux (Abdel-Misih and 

Bloomston, 2010). Les espaces porte comportent un canal biliaire, une veinule porte et une 

artériole hépatique. Les hépatocytes sont organisés en travées irradiant de la veine centro-
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lobulaire vers les espaces porte. Entre deux rangées d’hépatocytes, les cellules endothéliales 

du foie, ou liver sinusoid endothelial cells (LSEC), délimitent les capillaires hépatiques, les 

sinusoïdes. On distingue également les canalicules biliaires qui acheminent les acides 

biliaires sécrétés par les hépatocytes vers les canaux biliaires des espaces porte, dans le sens 

inverse de la circulation sanguine. Ces canalicules sont délimités par les cholangiocytes. Le 

parenchyme hépatique contient également de nombreuses cellules immunitaires, puisque le 

foie est un site immunologique très particulier. Ces propriétés seront développées dans le 

Chapitre II. 

 
Figure 2. Organisation structurelle du lobule hépatique, l’unité fonctionnelle du foie 

(A) Projection des principaux vaisseaux sur l’unité fonctionnelle du foie, à savoir le lobule hépatique. On distingue 

la veine centro-lobulaire (central vein), et les espaces portes constitués d’une artère hépatique (hepatic artery), 
d’une veine porte (portal vein) et d’un canal biliaire (bile duct). (B) Structure des travées d’hépatocytes selon l’axe 
porto-central avec les différents types cellulaires constituant le lobule. Le sang arrive par l’espace porte et irrigue le 

lobule par les sinusoïdes jusqu’à la veine centro-lobulaire. Adapté de Ficht and Iannacone, 2020. 

La circulation hépatique est très particulière, puisque l’irrigation est à double entrée. Le 

sang riche en nutriments et hormones provenant de l’intestin et du pancréas via la veine 

porte constitue 80% de l’afflux pénétrant dans le foie. Les 20% restants, riches en oxygène, 
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proviennent de la circulation artérielle (Vollmar and Menger, 2009). Se met alors en place un 

gradient de nutriments et d’oxygène entre les espaces porte et périveineux qui définit la 

zonation métabolique du foie. En effet, les hépatocytes présentent une spécialisation 

fonctionnelle différente selon leur position sur l’axe porto-veineux. Ceux de la zone péri-

portale sont plus impliqués dans le métabolisme des acides gras via la β-oxydation, la 

néoglucogenèse et la synthèse de cholestérol, tandis que ceux proches de la veine centro-

lobulaire utilisent le glucose via la glycolyse ou le stockent sous forme de glycogène, et 

participent à la lipogenèse et la cétogenèse (Jungermann and Katz, 1989). 

II. Homéostasie énergétique 

A) Métabolisme du glucose 

Le glucose est la source d’énergie principale de la majorité des types cellulaires de 

l’organisme. Sa disponibilité est régulée par l’insuline et le glucagon, responsables 

respectivement du stockage sous forme de glycogène, et de la libération du glucose dans le 

sang. Le foie étant le principal régulateur de l’homéostasie énergétique de l’organisme, il 

possède des mécanismes tels que la glycogénogenèse et la néoglucogenèse pour assurer une 

disponibilité optimale du glucose. 

1. Absorption du glucose 

Arrivé des intestins via la circulation portale, le glucose est absorbé au niveau du foie par les 

hépatocytes via le récepteur GLUT2, dont l’affinité pour le glucose est faible et ne dépend 

pas de l’insuline (Bechmann et al., 2012). Il est ensuite phosphorylé en glucose-6-phosphate 

(G6P) par la glucokinase hépatique (GCK) et peut alors être utilisé directement via la 

glycolyse, ou être mis en réserve sous forme de glycogène. Il est important de noter que la 

GCK est l’enzyme limitante de la conversion du glucose, et son activité est finement régulée 

de manière insulino-dépendante. En effet, le principal inhibiteur de son activité est la 

glucokinase regulatory protein (GKRP), qui permet la séquestration de la GCK dans le noyau 

de l’hépatocyte lorsque la concentration en glucose est faible (Raimondo et al., 2015). 

L’association et la dissociation du complexe GCK-GKRP sont contrôlées par le glucagon et 

l’insuline respectivement (Petersen et al., 2017). De plus, l’expression du gène Gck est 

également sous le contrôle de l’insuline et du glucagon (Agius, 2008). 
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2. Glycolyse 

Lorsque l’hépatocyte a besoin d’utiliser le glucose pour produire de l’énergie, le G6P rejoint 

la voie de la glycolyse.  Il sera alors converti en fructose-6-phosphate (F6P) par la 

phosphohexose isomérase, puis en fructose-1,6-biphosphate (F1,6BP) par la 

phosphofructokinase (PFK). L’aldolase clive le F1,6BP en deux molécules comportant 

chacune 3 carbones, le glyceraldéhyde-3-phosphate (G3P) et le dihydroxyacétone phosphate 

(DHAP). Ce dernier est isomérisé en G3P par la triose phosphate isomérase, conduisant 

après quelques réactions à du phosphoénolpyruvate (PEP) puis à du pyruvate produit par la 

pyruvate kinase (PK).  

La GCK et la PFK consomment chacune une molécule d’ATP, et 4 ATP et 2 nicotinamides 

dinucléotides réduits (NADH, H+) sont générés par la glycolyse, soit un total de 2 ATP et 2 

NADH, H+ produits par molécule de glucose. Enfin, le pyruvate peut être utilisé par la 

mitochondrie pour générer de l’acétyl-CoA pouvant rejoindre le cycle de Krebs, ou initier la 

lipogenèse de novo (Bechmann et al., 2012; Litwack, 2018a). 

3. Synthèse du glycogène 

Dans des conditions post-prandiales, où la concentration en glucose est équivalente entre le 

sang et l’hépatocyte, le G6P est converti en glucose-1-phosphate par la phosphoglucomutase 

(PGM) puis en uridine diphosphate (UDP)-glucose par l’UDP-glucose pyrophosphorylase 

(UGPP). La glycogène synthase (GYS) va alors incorporer l’UDP-glucose dans une chaîne de 

glycogène. Cette enzyme est inactive sous forme phosphorylée, elle est inactivée par la 

glycogène synthase kinase 3 (GSK3) qui est une cible de la signalisation Akt/PI3K 

dépendante de l’insuline. L’AMP-activated protein kinase (AMPK) et la protéine kinase A 

(PKA) sont aussi des inhibiteurs de la GYS. L’insuline stimule la glycogénogenèse en 

réprimant la PKA (Bechmann et al., 2012). 

4. Voie des pentoses phosphate 

Le G6P peut également être utilisé pour la synthèse de ribose-5-phosphate nécessaire pour 

produire des nucléotides dans les cellules en prolifération, et pour générer du nicotinamide 

adénine dinucléotide phosphate réduit (NADPH) afin de maintenir la balance antioxydante. 

Ce processus se fait via la voie des pentoses phosphate, où la G6P déshydrogénase est 

l’enzyme limitante. Parmi les métabolites intermédiaires de cette voie, on retrouve le DHAP, 
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le G3P et le F6P, pouvant rejoindre la glycolyse ou alimenter la voie des pentoses phosphate. 

Le NADPH permet de tamponner des espèces réactives de l’oxygène (reactive oxygen species, 

ROS), et participe à la réduction de deux molécules de glutathion liées par un pont disulfure 

(GSSG) en glutathion (GSH), acteur majeur de la réponse antioxydante (De Santis et al., 2018; 

Litwack, 2018a). 

 
Figure 3. Régulation du métabolisme hépatique du glucose 

(A) Le glucose est absorbé par l’hépatocyte via le récepteur GLUT2. La glucokinase GCK le phosphoryle en G6P, qui 

est dirigé vers la synthèse de glycogène ou la glycolyse, produisant le pyruvate qui alimente le cycle de Krebs. En 

condition de jeûne, lorsque les niveaux d’insuline sont bas, la GKRP change de conformation et se lie à la GCK, ce 
qui la maintient inactive dans le noyau. (B) La dégradation du G6P au cours de la glycolyse fournit de l'énergie 

sous la forme de 2 ATP et de 2 NADH, H+ par molécule de glucose. Le pyruvate ainsi produit est décarboxylé en 

acétyl-CoA, qui rejoint le cycle de Krebs. Le G6P est également dégradé par la voie des pentoses phosphate, qui 

fournit du NADPH. La néoglucogenèse et la glycogénolyse fournissent du G6P comme substrat pour la synthèse du 

glucose à l'état de jeûne. La glycogénolyse est catalysée par la PYGL après son activation par l'AMP, et réprimée 

par l'insuline via la PKA. D’après Bechmann et al., 2012. 

5. Glycogénolyse et néoglucogenèse 

Dans des conditions à jeun, le foie produit de l’énergie en procédant à la glycogénolyse. La 

glycogène phosphorylase (PYGL) clive une molécule de glucose-1-phosphate (G1P) à partir 

du polymère de glycogène, qui sera convertie en G6P par une phosphoglucomutase. Le G6P 

rejoint alors la voie de la glycolyse. Il est intéressant de noter que la PYGL est activée par 

l’abondance d’AMP, et phosphorylée par la PKA lorsque l’insulinémie décroît (Bechmann et 

al., 2012).  
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Cependant, le glycogène s’épuise rapidement et le foie doit mettre en place d’autres 

mécanismes pour pallier ce défaut énergétique. En cas de jeûne prolongé, les hépatocytes 

vont initier le processus de néoglucogenèse, c’est-à-dire la synthèse de glucose à partir de 

substrats non-carbohydrates tels que le glycérol, le pyruvate, le lactate et certains acides 

aminés (Holeček, 2023). 

a. À partir d’acides gras 

La lipolyse du tissu adipeux libère des acides gras non-estérifiés (non-esterified fatty acids, 

NEFA) et du glycérol. Le glycérol va être phosphorylé en glycérol-3-phosphate par la 

glycérol kinase, puis va servir de donneur de protons pour générer du NADH, H+ dans le 

cytoplasme et du flavine adénine dinucléotide réduit (FADH2) dans le complexe Q et le 

complexe III de la mitochondrie. Ces 2 réactions sont catalysées par la glycérol-3-phosphate 

déshydrogénase (GPD) pour produire du DHAP (Bechmann et al., 2012; Johanns et al., 2023). 

Le DHAP rentre alors dans la voie de conversion pour produire du glucose.  

Les NEFA alimentent la β-oxydation, générant ainsi de l’acétyl-CoA dans les mitochondries. 

L’acétyl-CoA va activer la pyruvate carboxylase, qui catalyse la conversion du pyruvate 

arrivant depuis le cytosol en oxaloacétate. L’oxaloacétate mitochondrial est converti en 

aspartate par l’aspartate aminotransférase (ASAT) pour pouvoir être exporté dans le cytosol 

par la navette malate/aspartate (Bechmann et al., 2012; Holeček, 2023). Une fois dans le 

cytoplasme, l’aspartate est de nouveau converti en oxaloacétate par l’ASAT cytosolique puis 

en PEP par la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK). Plusieurs réactions 

enzymatiques conduisent à la synthèse de G6P puis de glucose à partir du PEP, notamment 

par la glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) et la G6P phosphatase 

(G6Pase). Le glucose ainsi produit est libéré dans la circulation pour alimenter les autres 

organes via GLUT2 (Johanns et al., 2023).  

b. À partir de lactate 

Le lactate provenant des muscles est capté par les hépatocytes depuis la circulation via le 

transporteur monocarboxylate transporter 1 (MCT1) et transformé en pyruvate par la lactate 

déshydrogénase (LDH). Cette enzyme est particulièrement sensible à l’équilibre 

d’oxydoréduction de la cellule (Petersen et al., 2017). 
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c. À partir d’acides aminés 

Enfin, plusieurs acides aminés peuvent être transformés pour obtenir du glucose. Le plus 

fréquemment utilisé, car le plus abondant, est l’alanine, ainsi que les autres acides aminés 

pouvant être convertis en alanine, c’est-à-dire la valine, la leucine et l’isoleucine. L’alanine 

aminotransférase (ALAT) fusionne de l’α-cétoglutarate et de l’alanine pour former du 

glutamate et du pyruvate. Ces derniers vont être respectivement décomposé en urée pour 

éliminer le groupement amine, et transformé en glucose (Litwack, 2018a). 

 
Figure 4. Néoglucogenèse à partir de plusieurs substrats 

Les principaux substrats pour la néoglucogenèse hépatique sont les acides gras, le lactate et les acides aminés. Les 

principales enzymes de la néoglucogenèse sont représentées en vert. Celles qui catalysent des réactions 

unidirectionnelles et les enzymes limitantes sont indiquées en rouge. Les voies accessoires pour la production de 

glucose à partir de substrats alternatifs sont indiquées en bleu. D’après Johanns et al., 2023. 

Toutefois, le processus de néoglucogenèse est consommateur d’énergie, il a donc besoin 

d’être soutenu par la β-oxydation pour maintenir des niveaux suffisants d’ATP. 
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B) Métabolisme des acides gras 

Les acides gras sont la deuxième source majeure d’énergie pour le foie. Il existe en 

permanence un flux d’acides gras dans l’organisme, qu’ils soient absorbés de l’alimentation 

et acheminés via les chylomicrons, sécrétés sous forme de very low density lipoproteins 

(VLDLs) ou sous forme de triacylglycérols (TAG) libérés depuis le tissu adipeux par le 

processus de lipolyse. En fonction de l’état énergétique de l’organisme, ils peuvent être 

absorbés, synthétisés à partir de glucose, ou bien stockés (Bechmann et al., 2012; Hodson and 

Gunn, 2019). Une fois absorbés par l’hépatocyte, les acides gras peuvent être estérifiés afin 

de former des TAG ou des phospholipides, ou bien oxydés pour produire de l’énergie. 

1. Structure des acides gras 

Les acides gras sont tous constitués d’une fonction carboxyle et d’une chaîne hydrocarbonée 

plus ou moins longue. On distingue les acides gras à chaîne courte (C<8), moyenne 

(8<C<16) et longue (C>16). La chaîne carbonée peut présenter ou non une ou plusieurs 

doubles liaisons appelées insaturations. On parle alors d’acides gras saturés (saturated fatty 

acids, SFA) lorsque la chaîne ne présente pas de double liaison, et d’acides gras mono- ou 

poly-insaturés (mono-/poly-unsaturated fatty acid, MUFA/PUFA) (Litwack, 2018b). Les 

carbones présentant les doubles liaisons peuvent être positionnés en cis, c’est-à-dire du 

même côté de l’insaturation, ou alors en trans, c’est-à-dire de part et d’autre de 

l’insaturation. La conformation cis ou trans va avoir un impact sur la forme de la chaîne 

carbonée, qui pourra présenter une ou plusieurs courbures en fonction du nombre 

d’insaturations. Enfin, la nomenclature internationale désigne un acide gras par son nombre 

de carbones, suivi par le nombre d’insaturations. On peut également indiquer les positions 

des insaturations en considérant le carbone portant la fonction carboxyle comme étant C1. Il 

existe également une nomenclature utilisant l’alphabet grec, avec C1 désigné par α, C2 par 

β, etc., le dernier carbone étant toujours désigné par ω. Cette nomenclature sert le plus 

souvent à indiquer la position de la dernière insaturation par rapport au carbone ω. Ainsi, 

l’acide arachidonique, par exemple, sera désigné en tant que (20:4Δ5, 8, 9, 14) ou (20:4ω6) 

(Blanco and Blanco, 2017a; Litwack, 2018b). 
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2. Transformation des acides gras 

a. Acides gras provenant de la digestion 

Pour pouvoir être absorbés au niveau intestinal, les lipides subissent une étape 

d’émulsification par les acides biliaires et d’hydrolyse par une lipase. Les entérocytes les 

internalisent et les conditionnent pour l’export dans des chylomicrons. Au cours de leur 

trajet dans le sang, les chylomicrons vont substituer les deux lipoprotéines apoA-I et apoA-

IV par apoE et apoC-II, cette dernière étant essentielle pour l’activation de la lipoprotéine 

lipase (LPL) des adipocytes. Cette enzyme va digérer les TAG en acides gras libres pour 

pouvoir constituer les réserves du tissu adipeux. Les résidus de chylomicrons sont relargués 

dans la circulation et emportent avec eux une infime partie d’acides gras libres et du 

glycérol. Au niveau des hépatocytes, le récepteur low density lipoprotein (LDL) receptor-

related protein (LRP) va reconnaître apoE et permettre l’endocytose des résidus de 

chylomicrons, qui seront hydrolysés par les lysosomes (Bechmann et al., 2012; Hodson and 

Gunn, 2019). 

b. Acides gras issus de la lipolyse du tissu adipeux 

La lipolyse du tissu adipeux fournit des acides gras libres dans des conditions de jeûne. Les 

TAG subissent des hydrolyses successives par l’adipose triglyceride lipase (ATGL), 

l’hormone-sensitive lipase (HSL) puis la MAG lipase pour former respectivement du di-, 

monoacylglycérol (DAG, MAG) et un acide gras libre (Zechner et al., 2012). Du fait de leur 

nature hydrophobe, les acides gras libres doivent être couplés à l’albumine pour pouvoir 

circuler dans le sang. Au niveau des hépatocytes, ils sont captés à l’aide de plusieurs 

transporteurs membranaires : les fatty acid transport proteins (FATPs) et CD36 (Grabner et 

al., 2021). Les fatty acid binding proteins (FABPs) vont prendre en charge les acides gras dans 

le cytoplasme afin de les faire circuler entre les différentes organelles. 

c. Lipogenèse de novo 

L’hépatocyte a la capacité de synthétiser des acides gras à partir de l’acétyl-CoA issu de la 

glycolyse. L’acétyl-CoA peut également provenir de la conversion de citrate en acétyl-CoA 

par l’ATP-citrate lyase (ACLY) (Alves‐Bezerra and Cohen, 2017). 
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L’acétyl-CoA est converti en malonyl-CoA par l’acétyl-CoA carboxylase (ACC). Cette 

enzyme existe sous 2 isoformes, ACC1 et ACC2, qui ont des fonctions distinctes. ACC1 

produit le malonyl-CoA nécessaire à la lipogenèse dans le cytoplasme, tandis qu’ACC2 

produit le malonyl-CoA permettant l’inhibition du transporteur mitochondrial 

carnitine/palmitoyl-transférase 1 (CPT1) régulant l’afflux d’acides gras à longue chaîne 

alimentant la β-oxydation. Ainsi, la lipogenèse et la β-oxydation ne peuvent pas avoir lieu 

simultanément (Wakil and Abu-Elheiga, 2009). Des études de simple ou double knock-down 

de ces deux protéines ont démontré le rôle distinct d’ACC1 et ACC2. Une délétion hépato-

spécifique d’ACC1 conduit à une diminution des taux cytoplasmiques de malonyl-CoA et de 

TAG, sans affecter le métabolisme des carbohydrates ni la β-oxydation (Mao et al., 2006). La 

délétion d’ACC2, quant à elle, active la β-oxydation de façon constitutive et réduit la 

capacité des hépatocytes à stocker des TAG (Abu-Elheiga et al., 2003, 2001). La double 

délétion d’ACC1 et ACC2 améliore l’insulinorésistance hépatique dans un modèle de 

stéatose induite par un régime chez le rat (Kreuz et al., 2009; Savage, 2006). L’état 

d’activation d’ACC est dépendant de l’insuline. En effet, ACC est phosphorylée par l’AMPK 

à l’état à jeun, ce qui inhibe ses fonctions. En présence d’insuline, ACC est déphosphorylée 

par la protéine phosphatase 2 (Litwack, 2018b). 

La deuxième étape de la lipogenèse est la conversion du malonyl-CoA en palmitate (C16:0) 

par des condensations successives de malonyl-CoA sur une molécule d’acétyl-CoA par la 

fatty acid synthase (FAS) (Wallace and Metallo, 2020). A partir du palmitate, il est possible 

d’allonger et de désaturer la chaîne carbonée. Ces réactions ont lieu dans le réticulum 

endoplasmique (RE) sous le contrôle des protéines elongation of very long chain fatty acids 

(ELOVLs) et stéaroyl-CoA décarboxylase (SCD1) respectivement. Chez les mammifères, il 

existe 7 isoformes d’ELOVLs qui ont des affinités différentes de substrats. ELOVL5 et 6 ont 

été particulièrement étudiées dans le foie. ELOVL5 contribue à la synthèse des PUFA, et sa 

délétion dans un modèle murin entraîne une diminution de la quantité de ses produits 

associée à une activation de la lipogenèse dans le foie conduisant à une accumulation de 

TAG (Moon et al., 2009). ELOVL6 est la seule élongase permettant la synthèse du stéarate 

(C18:0) et de l’oléate (C18:1ω9), les souris ELOVL6-/- présentant une accumulation de 

palmitate, le précurseur de ces deux acides gras (Moon et al., 2014). SCD1 permet la synthèse 

d’acide palmitoléique (C16:1) et d’oléate à partir de palmitate et de stéarate. En plus de ses 

propriétés enzymatiques, SCD1 est aussi un régulateur de la lipogenèse. Sa délétion hépato-

spécifique provoque une inhibition de la lipogenèse, tandis qu’un KO total induit une 
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diminution du tissu adipeux et une meilleure sensibilité à l’insuline (ALJohani et al., 2017). Il 

est important de noter que la lipogenèse de novo permet de synthétiser uniquement des 

acides gras ω9, les mammifères ne possédant pas les désaturases nécessaires pour 

synthétiser des ω3 et ω6. Ceux-ci sont donc dits essentiels et doivent êtres supplémentés par 

l’alimentation (Blanco and Blanco, 2017b). 

3. Synthèse des TAG et sécrétion des VLDL 

Les acides gras libres, qu’ils soient néosynthétisés ou absorbés, sont générateurs de ROS, ils 

ne restent donc pas très longtemps sous cette forme dans l’hépatocyte. Ils vont être 

convertis en TAG et stockés transitoirement dans l’hépatocyte sous forme de gouttelettes 

lipidiques, ou exportés dans la circulation vers les muscles et le tissu adipeux sous forme de 

VLDLs. 

Pour être métabolisés, les acides gras libres sont couplés à une molécule de coenzyme A 

(CoA) par une long chain acyl-CoA synthetase (ACSL) pour former un fatty acyl-CoA. Celui-

ci est estérifié à une molécule de G3P par la G3P acyl-transférase mitochondriale (mGPAT) 

pour former l’acide lysophosphatidique. Ce dernier est ensuite acylé par l’acylglycérol-3-

phosphate acyltransférase (AGPAT) dans le RE pour former de l’acide phosphatidique, puis 

la phosphatidate phosphohydrolase le convertit en DAG. La DAG acyltransférase (DGAT) 

estérifie le dernier acide gras pour former le TAG (Alves‐Bezerra and Cohen, 2017). 

Dans le RE, la microsomal triglyceride transfer protein (MTTP) stabilise la lipoprotéine 

ApoB100 qui est traduite localement et y incorpore les TAG. Au cours de la transition 

d’ApoB100 vers l’appareil de Golgi grâce à la VLDL transfer vesicle (VTV), d’autres TAG et 

du cholestérol s’ajoutent à la particule de VLDL naissante qui sera alors sécrétée dans la 

circulation sanguine (Alves‐Bezerra and Cohen, 2017).  
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Figure 5. Flux d'acides gras vers et depuis le foie 

Lorsque le taux d'insuline est faible (flèches noires), l'hydrolyse des TAG du tissu adipeux libère des acides gras 

non-estérifiés qui rejoignent le foie via l'artère hépatique. Ils peuvent alors servir à synthétiser des TAG, qui sont 

incorporés dans des VLDL pour l'export vers les tissus périphériques ou stockés dans des gouttelettes lipidiques. Les 

acides gras peuvent également être oxydés, via la β-oxydation pour produire de l'énergie. Après un repas (flèches 

rouges), les lipides alimentaires sont incorporés dans les chylomicrons sous forme de TAG avant d'entrer dans la 

circulation. Au niveau du tissu adipeux, la lipoprotéine lipase libère les acides gras, et les résidus de chylomicrons 

sont absorbés par le foie. Le glucose absorbé peut être utilisés pour former des acides gras par lipogenèse de novo. 

L'augmentation postprandiale des niveaux d'insuline supprime l'hydrolyse des TAG dans le tissu adipeux, induit la 

voie de la lipogenèse et inhibe des voies d'oxydation des acides gras. D’après Hodson and Gunn, 2019. 

4. Acides gras comme source d’énergie 

Les acides gras de toutes origines peuvent être oxydés. La voie classique est la β-oxydation 

dans la mitochondrie, où sont destinés tous les acides gras à chaine courte, moyenne et 

longue (C<20). Les acides gras à très longue chaîne, ou à chaine branchée sont quant à eux 

oxydés dans les peroxysomes. Il existe également les α- et ω-oxydations qui peuvent avoir 

lieu dans le RE et sont sous la dépendance de protéines de la famille des cytochromes P450 

4A (Alves‐Bezerra and Cohen, 2017). 

a. β-oxydation 

Tout comme pour la synthèse des TAG, les acides gras destinés à la β-oxydation ont besoin 

d’être activés en étant acylés par ACSL. CPT1 convertit les fatty acyl-coA en fatty acyl-

carnitine et les fait entrer dans l’espace intermembranaire de la mitochondrie où la 

carnitine-acyl-carnitine transférase (CACT) les fait traverser la membrane interne. Dans le 
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cytoplasme mitochondrial, CPT2 reconvertit l’acyl-carnitine en acyl-CoA (M. Wang et al., 

2021). Durant chaque cycle de β-oxydation (ou hélice de Lynen), 4 réactions successives 

permettent de générer une molécule d’acétyl-CoA, une molécule de FADH2 et une molécule 

de NADH, H+, avec des variations en fonction du nombre pair ou impair de carbones de 

l’acide gras, et de la présence d’une ou plusieurs insaturations. Les électrons ainsi transférés 

rejoignent la chaîne respiratoire et contribuent à la synthèse d’ATP (Blanco and Blanco, 

2017b). L’acétyl-CoA quant à lui peut intégrer le cycle de Krebs ou être converti en corps 

cétoniques via la cétogenèse. Cependant, tous les acides gras ne peuvent pas être oxydés 

dans la mitochondrie. Par exemple, les acides gras à très longue chaîne ou à chaîne branchée 

subissent un certain nombre de cycles d’oxydation dans les péroxysomes, avant d’être 

transférés vers les mitochondries. Les enzymes procédant à l’oxydation dans les 

peroxysomes sont différentes de celles localisées dans la mitochondrie, et les protons 

générés sont directement transformés en H2O2 puis en H2O + O2 par la catalase 

peroxysomale (Blanco and Blanco, 2017b). 

 
Figure 6. Production d'énergie par l'oxydation des acides gras 

(A) La carnitine/palmitoyl-transférase 1 (CPT1) transfère une molécule de fatty acyl-CoA dans l’espace 
intermembranaire mitochondrial en le convertissant en fatty acyl-carnitine. CPT2 l’importe dans la mitochondrie 

en le convertissant à nouveau en fatty acyl-CoA. (B) Chaque boucle de β-oxydation permet de produire 1 FADH2 et 

1 NADH, H+. Adapté de Blanco and Blanco, 2017b. 

b. Cétogenèse 

En conditions de jeûne prolongé, l’acétyl-CoA issu de la β-oxydation emprunte la voie de la 

cétogenèse. Deux molécules d’acétyl-CoA sont fusionnées par la thiolase acétyl-CoA 
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acétyltransférase (ACAT) pour former de l’acétoacétyl-CoA. Celui-ci est converti en 3-

hydroxy-3-méthylglutaryl (HMG)-CoA par l’HMG-CoA synthase (HMGCS), puis l’HMG-

CoA lyase (HMGCL) le transforme en acétoacétate. Ce dernier peut être utilisé comme tel, 

déshydrogéné en β-hydroxybutyrate par la beta-hydroxybutyrate déshydrogénase (BHBDH) 

ou se décarboxyler de manière non-enzymatique pour donner de l’acétone (Blanco and 

Blanco, 2017b). Ces corps cétoniques hydrosolubles sont relargués dans la circulation pour 

alimenter les autres organes. Les muscles et le cœur par exemple les utilisent 

immédiatement, cependant le cerveau les métabolise seulement en dernier recours après une 

longue période de jeûne (Blanco and Blanco, 2017b). De manière intéressante, le foie lui-

même n’utilise pas les corps cétoniques pour produire son énergie, puisqu’il ne possède pas 

les enzymes nécessaires à leur dégradation. 

Le devenir de l’acétyl-CoA issu de la β-oxydation est conditionné par la concentration en 

oxaloacétate. En effet, en conditions de déficit énergétique, l’oxaloacétate est 

préférentiellement utilisé pour la néoglucogénèse. Il n’est donc plus disponible pour le cycle 

de Krebs, ce qui dirige l’acétyl-CoA vers la cétogenèse (Kolb et al., 2021). 

c. Cycle de Krebs 

Le cycle de l’acide tricarboxylique ou cycle de Krebs est au centre du fonctionnement 

mitochondrial. L’acétyl-CoA provenant de la glycolyse et de la β-oxydation est condensé 

avec l’oxaloacétate pour produire du citrate. Plusieurs réactions permettent de générer à 

nouveau de l’oxaloacétate pour démarrer un nouveau cycle. A chaque boucle, une molécule 

de GTP (pouvant être convertie en ATP), deux NADH, H+ et un FADH2 sont générés. Les 

électrons ainsi donnés rejoignent la chaîne de transport des électrons et alimentent l’ATP 

synthase pour générer de l’ATP (Martínez-Reyes and Chandel, 2020). 



43 

 
Figure 7. Synthèse d’ATP grâce au cycle de Krebs 

L’acétyl-CoA de différentes origines est pris en charge par le cycle de Krebs afin de générer des protons qui, grâce 

aux complexes mitochondriaux, alimentent l’ATP synthase. D’après Martínez-Reyes and Chandel, 2020. 

C) Métabolisme du cholestérol 

Le cholestérol est un composé essentiel des membranes cellulaires. On le retrouve dans les 

radeaux lipidiques de la membrane plasmique, mais également dans les membranes de 

l’appareil de Golgi, des mitochondries ou du RE, dans des proportions différentes (Ouweneel 

et al., 2020). Il contribue à la fluidité des membranes, à la transduction de signaux et au trafic 

intra-cellulaire. C’est également le précurseur des hormones stéroïdiennes, des acides 

biliaires et de la vitamine D (Zhou and Sun, 2021). Le cholestérol libre présent dans les 

hépatocytes provient de l’alimentation à hauteur de 30%, les 70% restants correspondant au 

cholestérol synthétisé de novo (Zhou and Sun, 2021). Malgré la capacité de toutes les cellules 

à synthétiser du cholestérol, le foie est le producteur majoritaire (Luo et al., 2020). 

1. Absorption du cholestérol 

Tout comme les acides gras, le cholestérol est absorbé au niveau des entérocytes au moment 

de la digestion. Le récepteur Niemann–Pick type C1-like 1 (NPC1L1) capte le cholestérol et 

est internalisé dans une vésicule d’endocytose. Le cholestérol est ensuite conditionné dans 

les chylomicrons avec les acides gras. Après relargage de ces derniers dans le tissu adipeux, 

les résidus de chylomicrons enrichis en cholestérol sont captés via le LRP au niveau du foie 

(Luo et al., 2020). NPC1L1 est stocké dans les endocytic recycling compartments (ERC) du 

système d’endocytose des entérocytes lorsque les niveaux de cholestérol sont faibles, et est 
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transloqué à la membrane plasmique lorsque le cholestérol devient abondant (Yu et al., 

2006). L’expression de NPC1L1 est sous le contrôle de SREBP2 (décrit ci-après), son 

expression est donc également dépendante des taux de cholestérol intracellulaire. Il a 

également été montré que l’expression de NPC1L1 pourrait être dépendante du récepteur 

nucléaire liver X receptor (LXR, dont le fonctionnement sera développé au paragraphe III, 

D), cependant les mécanismes directs ou indirects de cette interaction restent encore 

inconnus (Duval et al., 2006). 

2. Synthèse du cholestérol 

La biosynthèse du cholestérol se fait dans le RE à partir d’acétyl-CoA et nécessite une 

vingtaine de réactions. Le cholestérol ainsi produit est métabolisé pour produire des 

oxystérols, exporté vers d’autres organes via les VLDL, ou excrété sous forme d’acides 

biliaires. Le processus de biosynthèse est régulé par le facteur de transcription sterol 

regulatory element-binding protein isoform 2 (SREBP2), dont le fonctionnement sera détaillé 

au paragraphe III, B. Au niveau protéique cependant, les enzymes limitantes sont l’HMG 

CoA réductase (HMGCR) et la squalène époxydase (SQLE). HMGCR initie la synthèse du 

cholestérol en produisant du mévalonate à partir d’HMG-CoA, et SQLE convertit le 

squalène pour former du lanostérol puis du cholestérol (Goldstein et al., 2006; Luo et al., 

2020).  

L’activité de l’HMGCR est régulée de plusieurs manières. Premièrement, elle-même est une 

cible de SREBP2, donc son gène ne sera pas transcrit en abondance de cholestérol (Goldstein 

et al., 2006). Ensuite, au niveau protéique, elle peut être phosphorylée par l’AMPK afin 

d’inhiber la synthèse de cholestérol lorsque les niveaux d’ATP sont bas (Sato et al., 1993). 

Enfin, elle est dégradée via un complexe d’ubiquitinylation lié à une fraction des insulin-

induced genes (INSIGs), protéines de rétention présentes dans la membrane du RE. Ce 

complexe est constitué des ubiquitine-ligases RING finger protein 45 (RNF45), RNF139 et 

RNF145, d’un donneur d’ubiquitine, l’ubiquitin-conjugating protein 7 (UBC7P) et de l’ATPase 

valosin-containing protein (VCP) (Luo et al., 2020). En présence de lanostérol, 25- ou 27-OHC, 

qui ont été démontrés comme de meilleurs régulateurs de la dégradation que le cholestérol 

(Chen et al., 2019; Song et al., 2005), HMGCR se lie à INSIG et est ubiquitinylée puis dégradée 

via la voie de l’ER-associated degradation (ERAD). Sa phosphorylation inhibitrice n’empêche 

pas sa dégradation. 
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SQLE est également une protéine transmembranaire du RE, et son activité est aussi régie par 

des régulations transcriptionnelles et post-traductionnelles. C’est aussi une cible directe de 

SREBP2, cependant sa dégradation ne dépend pas d’INSIG, mais est sous le contrôle des 

ubiquitine ligases ubiquitin-conjugating enzyme 2 J2 (UBE2J2) et membrane-associated ring-

CH-type finger 6 (MARCH6) (Luo et al., 2020). 

3. Oxystérols 

Les oxystérols sont des dérivés mono-oxygénés du cholestérol, répartis en deux classes 

selon la nature de l’oxydation. L’oxydation de la chaîne latérale produit entre autres du 24-, 

25- ou 27-hydroxycholestérol (OHC), et l’oxydation du noyau, notamment sur le carbone 7, 

produit du 7α/7β-OHC ou du 7-kéto-OHC. À l’état physiologique, ils sont présents en 

faibles quantités et participent à de nombreuses fonctions cellulaires, telles que la régulation 

du métabolisme du cholestérol (liaison avec INSIG), la signalisation cellulaire, la fluidité 

membranaire, et surtout l’activation de LXR (Bielska et al., 2012; Kloudova et al., 2017). 

 
Figure 8. Les différents oxystérols synthétisés par le foie 

Les oxystérols peuvent être formés par des réactions enzymatiques et non enzymatiques. L'oxydation enzymatique 

du cholestérol, médiée par des enzymes de la famille du cytochrome P450 (CYP) et la cholestérol-25-hydroxylase 

(CH25H), produit des oxystérols à chaîne latérale (bleu). Les oxystérols cycliques sont générés par une oxydation 

non-enzymatique médiée par des espèces réactives de l'oxygène (ROS) (rouge). Certains oxystérols sont générés à la 

fois par des réactions enzymatiques et non enzymatiques (violet). D’après Kloudova et al., 2017. 
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4. Export et recyclage du cholestérol 

Le cholestérol en excès peut être estérifié (CE) sous la dépendance de l’acyl-CoA cholestérol 

acyltransférase (ACAT) et stocké dans des gouttelettes cytoplasmiques, ou alors exporté 

vers la circulation. Il existe 2 isoformes d’ACAT : ACAT1 est exprimée de manière 

ubiquitaire mais surtout dans les macrophages, les cellules épithéliales et les organes 

stéroïdogènes, tandis qu’ACAT2 est majoritairement exprimée par les entérocytes et les 

hépatocytes (Luo et al., 2020). Pour alimenter l’organisme en cholestérol, le foie l’exporte 

sous forme de CE avec les TAG dans les VLDL. Au fur et à mesure, les TAG vont être 

métabolisés, ce qui va induire la diminution de la densité des VLDL, donnant ainsi des low 

density lipoproteins (LDL) riches en cholestérol. Les LDL sont endocytées grâce au LDLR et 

leur contenu est pris en charge par le système de dégradation endosomal de la cellule. De 

manière intéressante, les deux protéines régulant l’envoi à la dégradation du LDLR, à savoir 

inducible degrader of the LDL receptor (IDOL) et proprotein convertase subtilisin-kexin type 9 

(PCSK9), sont respectivement des cibles de LXR et SREBP2 (Luo et al., 2020) 

Hormis les hépatocytes et les cellules des organes stéroïdogènes, tous les autres types 

cellulaires exportent le cholestérol, n’ayant pas le nécessaire enzymatique pour son 

catabolisme. Certains transporteurs de la superfamille des ATP binding cassette (ABC) 

régulent l’efflux de cholestérol vers la circulation. Ils sont exprimés de manière hétérogène 

dans les différents tissus, avec notamment ABCA1 et ABCG1 exprimés par les macrophages, 

et ABCG5 et ABCG8 exprimés par les hépatocytes. Pour réguler les taux de cholestérol de 

l’organisme, le foie sécrète la lipoprotéine ApoA1 dans la circulation. Celle-ci va interagir 

avec le transporteur ABCA1 de différents types cellulaires afin de capter du CE et des 

phospholipides pour ainsi former des pre-high density lipoproteins (pHDL). Au cours de leur 

parcours, les pHDL vont maturer en HDL et pouvoir interagir avec ABCG1 et récupérer 

davantage de CE. Enfin, les HDL sont endocytées par le foie via le scavenger receptor B1 (SR-

B1) ou le LDLR et le cholestérol ainsi récupéré peut être recyclé (Ben-Aicha et al., 2020). 
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Figure 9. Recyclage du cholestérol depuis les organes vers le foie via les HDL 

L'Apo-I sécrétée par le foie ou l'intestin grêle forme les pré-HDL. Elles absorbent le cholestérol depuis différents 

types de cellules, y compris les macrophages, via le transporteur ABCA1. Parallèlement, d'autres constituants 

moléculaires, notamment des miARN, des protéines, des hormones et des vitamines, sont incorporés dans les HDL. 

Le cholestérol libre dans les HDL est ensuite estérifié (CE) par la lécithine/cholestérol acyltransférase (LCAT). Les 

HDL matures riches en lipides échangent des lipides avec des particules contenant de l'ApoB (chylomicrons, VLDL, 

LDL) par l'intermédiaire de la cholesteryl ester transfer protein (CETP), et avec les macrophages par l'intermédiaire 

d'ABCG1. Enfin, les récepteurs hépatiques scavenger (SR)-B1 et LDLR internalisent les HDL dans les hépatocytes. 

D’après Ben-Aicha et al., 2020. 

5. Synthèse et excrétion des acides biliaires 

Les acides biliaires sont des molécules complexes dont la synthèse peut se faire selon une 

voie classique et une voie alternative. La voie classique est initiée par l’enzyme limitante 

cytochrome P450 7α-hydroxylase (CYP7A1) et comporte environ 15 réactions. Elle permet 

de synthétiser des acides biliaires tels que l’acide cholique, l’acide chénodésoxycholique 

chez l’homme, et les acides α- ou β-muricholiques chez la souris (Chávez-Talavera et al., 

2017). La voie alternative est initiée par CYP24A1 et représente entre 3 et 18% de la 

production totale d’acides biliaires chez l’homme (Chávez-Talavera et al., 2017). De manière 

intéressante, cette synthèse se fait dans les hépatocytes périveineux, les acides biliaires sont 

relargués dans les canalicules biliaires via ABCB11. La circulation des acides biliaires est 

inverse à celle du sang. Ainsi, les canalicules biliaires rejoignent les canaux biliaires des 

espaces porte, puis sont déversés dans la vésicule biliaire (Lefebvre et al., 2009). En plus des 

acides biliaires, les hépatocytes excrètent également du cholestérol libre et d’autres stérols 

via les transporteurs ABCG5 et ABCG8 (Luo et al., 2020). Afin de diminuer la toxicité des 

acides biliaires et de favoriser la formation de micelles, d’autres lipides sont déversés dans la 
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bile, notamment des phospholipides, dont l’excrétion se fait via le transporteur ABCB4 

(Stättermayer et al., 2020). 

La régulation de la synthèse des acides biliaires et de l’excrétion du cholestérol dans la bile 

est dépendante de LXR et de farnesoid X receptor (FXR). En effet, les enzymes de la synthèse 

des acides biliaires sont sous la régulation transcriptionnelle de LXR, et l’inhibition de la 

voie est régulée par FXR (Chiang and Ferrell, 2022). 

6. Autres voies de régulation de l’homéostasie du cholestérol 

Deux études récentes ont mis en évidence un autre système de régulation de l’homéostasie 

du cholestérol via les facteurs de transcription nuclear factor erythroid 2 related factor-1 

(NFE2L1) et -2 (NFE2L2) (Akl et al., 2023; Widenmaier et al., 2017). Ces deux protéines sont 

surtout connues pour réguler l’expression des gènes impliqués dans les réponses au stress, 

notamment le stress oxydant (Northrop et al., 2020; Yamamoto et al., 2018). NFE2L1 est une 

protéine membranaire du RE, tandis que NFE2L2 est séquestrée dans le cytoplasme par 

Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1). Une fois dans le noyau, elles induisent la 

transcription de gènes comportant des antioxydant response elements (ARE). 

Widenmaier et al. démontrent que NFE2L1 est sensible aux niveaux de cholestérol, et que 

celui-ci induit son maintien dans le RE, empêchant ses fonctions de facteur de transcription. 

Les souris Nfe2l1-/- hépatospécifique présentent une accumulation sévère de lipides dans le 

foie associée à des dommages du parenchyme hépatique lorsqu’elles sont nourries avec un 

régime riche en cholestérol. De plus, les foies Nfe2l1-/- présentent une signature 

transcriptionnelle inflammatoire élevée et une signature de synthèse d’acides biliaires 

diminuée. CD36, qui est connu pour participer à l’inflammation lorsque le métabolisme des 

lipides est perturbé, est une cible directe de NFE2L1, et son blocage restaure un phénotype 

normal dans des hépatocytes primaires Nfe2l1-/- stimulées au cholestérol. Enfin, il semblerait 

que NFE2L1 régule l’activité de LXR, puisqu’en condition d’excès de cholestérol, une forme 

tronquée de NFE2L1 insensible au cholestérol provoque une diminution de l’expression de 

cibles connues de LXR. 

NFE2L1 et NFE2L2 semblent cibler des gènes intervenant dans l’export du cholestérol via les 

acides biliaires. En effet, Akl et al. démontrent qu’une double délétion provoque une 

accumulation hépatique de cholestérol et de cristaux de cholestérol, ainsi qu’une stéatose 
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associée à de l’inflammation. Des analyses de RNA sequencing (RNAseq) révèlent une 

diminution de l’expression de gènes impliqués dans les voies d’élimination du cholestérol 

par les acides biliaires et une augmentation de l’expression de gènes liés à l’inflammation 

dans les foies de souris doublement déficientes. Des expériences d’immunoprécipitation de 

la chromatine ont montré que les deux facteurs de transcription interagissent avec les 

promoteurs de gènes intervenant dans le métabolisme des acides biliaires, la détoxification, 

et la régulation du stress oxydant. L’analyse des acides biliaires a révélé augmentation de 

leur quantité, mais une diminution considérable du cholestérol dans les acides biliaires dans 

ces souris. Enfin, NFE2L1 et NFE2L2 semblent être requis tous les deux pour médier les 

effets anti-stéatosiques et anti-inflammatoires de l’activateur synthétique de NFE2L2, la 

bardoxolone, puisque les souris Nfe2l1-/- hépatospécifique ne présentent aucune diminution 

de la stéatose. 

III. Interconnexion des voies de régulation 

Étant donné l’interconnexion des métabolismes du glucose, des acides gras et du cholestérol, 

les voies de régulation qui les régissent sont particulièrement complexes. Le premier niveau 

de régulation est l’état énergétique de l’organisme, traduit par l’abondance d’insuline ou de 

glucagon. En conditions post-prandiales, l’abondance d’insuline favorise le stockage du 

glucose et des acides gras. Au contraire, l’abondance de glucagon, dans des conditions de 

besoin énergétique, inhibe les voies de stockage et favorise la néoglucogenèse, la lipogenèse 

et la β-oxydation. Le deuxième niveau de régulation se fait au niveau protéique, avec 

l’activation ou l’inhibition des différentes enzymes par des phosphorylations ou 

déphosphorylations. Enfin, le dernier niveau de régulation dépend de l’induction ou la 

répression de la transcription des gènes intervenant dans les différentes voies. Ainsi, 

plusieurs facteurs de transcriptions régissent les voies métaboliques, et leur activité est 

également contrôlée. Dans cette partie sera détaillée uniquement la régulation de la 

lipogenèse hépatique et de la synthèse du cholestérol, puisque le métabolisme du glucose, 

malgré son importance au niveau de l’organisme, est au-delà de la portée des travaux 

présentés dans cette thèse. 
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A) Signalisation insulino-dépendante 

L’insuline est produite et sécrétée au niveau du pancréas par les cellules β en réponse à un 

taux sanguin de glucose élevé (Meier, 2016). Son rôle dans le contrôle de la lipogenèse 

hépatique a été mis en évidence grâce à un modèle murin déficient en récepteur à l’insuline 

spécifiquement dans le foie (liver insulin receptor knock-out, LIRKO)  (Michael et al., 2000). 

Lorsque l’insuline se lie à son récepteur, celui-ci s’autophosphoryle, facilitant le recrutement 

de plusieurs protéines adaptatrices qui seront à leur tour phosphorylées par l’IR. L’insulin 

receptor substrate (IRS) phosphorylé permet de recruter la phosphatidylinositol 3 kinase 

(PI3K). Celle-ci phosphoryle le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) présent dans la 

membrane plasmique en phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3). Le PIP3 permet de 

recruter à la membrane et d’activer la pyruvate déshydrogénase kinase 1 (PDK1), qui va 

phosphoryler Akt. Cette dernière va activer le complexe mammalian target of rapamycin 

complex 1 (mTORC1), qui participe à la régulation du facteur de transcription régulant la 

lipogenèse, SREBP1c. (Titchenell et al., 2017).  

 

Figure 10. Voie PI3K induite par l'insuline 

L’autophosphorylation de l’IR recrute IRS puis la PI3K, qui va convertir le PIP2 en PIP3. Ce dernier active PDK1, 

qui phosphoryle Akt sur sa Thr308. AKT inhibe le répresseur de mTORC1 (tuberous sclerosis complex, TSC), 

complexe qui agit positivement sur la régulation de SREBP1c. D’après Titchenell et al., 2017. 

B) Facteurs de transcription SREBP 

Les facteurs de transcription sterol regulatory element-binding protein (SREBP) comportent 3 

membres codés par 2 gènes distincts. Le premier gène code les protéines SREBP1a et 
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SREBP1c, qui diffèrent uniquement par leur premier exon, et le deuxième gène code SREBP2 

(Ferré et al., 2021). Ils ont une structure similaire divisée en trois segments : un domaine N-

terminal de type basic-helix-loop-helix-leucine zipper (bHLHLZ) qui possède l’activité 

transcriptionnelle, un domaine comportant deux segments transmembranaires séparés par 

une boucle, et un domaine C-terminal permettant l’interaction avec SCAP. Ils sont ancrés 

dans la membrane du RE, les domaines N- et C-terminaux orientés vers le cytoplasme (Hua 

et al., 1995). SREBP1a est surtout exprimé par les cellules proliférantes, tandis que SREBP1c 

est exprimé par tous les types cellulaires, mais son expression est particulièrement 

accentuée dans le foie, le tissu adipeux, les glandes surrénaliennes et le cerveau (Shimomura 

et al., 1997). Ils ciblent des gènes comportant un sterol response element (SRE) dans leur 

promoteur et induisent la transcription de nombreux gènes impliqués dans l’homéostasie 

des lipides pour SREBP1c, celle du cholestérol pour SREBP2, et les deux pour SREBP1a. 

1. Clivage protéolytique 

Les SREBP sont systématiquement couplés à SREBP cleavage-activating protein (SCAP), une 

autre protéine transmembranaire possédant un sterol sensing domain (SSD) dans sa région 

transmembranaire (Ferré et al., 2021; Goldstein et al., 2006). 

Pour pouvoir être activés, les SREBP doivent être transloqués du RE vers l’appareil de Golgi. 

Le domaine transmembranaire de SCAP contient un peptide signal MELADL permettant le 

recrutement de la GTPase secretion-associated RAS superfamily 1 (SAR1). Cette dernière, 

après acquisition d’un GTP via SEC12, va s’ancrer dans la membrane du RE et recruter 

séquentiellement l’hétérodimère SEC23/24 et le complexe SEC13 pour former la vésicule de 

transport permettant l’acheminement de SCAP-SREBP vers l’appareil de Golgi (Barlowe et 

al., 1994). Après avoir intégré la membrane du Golgi, le SREBP va subir un premier clivage 

dans son domaine transmembranaire par la site-1 protease (S1P), puis un second au niveau 

de son domaine bHLHLZ par site-2 protease (S2P) (Ferré et al., 2021; Goldstein et al., 2006). 

La rétention des SREBP dans le RE dépend des protéines insulin-induced gene (INSIG), de 

l’insuline et des niveaux intramembranaires de cholestérol et d’oxystérols. INSIG1 et INSIG2 

sont deux isoformes dont l’expression dépend de l’insuline. En effet, INSIG1 est induite par 

celle-ci, tandis qu’INSIG2 est réprimée (Hegarty et al., 2005; Yabe et al., 2002). Il est 

intéressant de noter que l’expression d’INSIG1 est régulée par SREBP1c mais pas INSIG2 

(Yabe et al., 2002). 



52 

 
Figure 11. Complexe de régulation des SREBP dans la membrane du RE 

Lorsque la quantité de cholestérol dans la membrane du RE est faible, le peptide MELADL de SCAP se lie à Sec24, 

un composant du complexe Sar1/Sec23/Sec24 des protéines d'enveloppe des vésicules de transport (complexe COP-

II). Cette liaison permet le chargement des complexes SCAP/SREBP dans ces vésicules qui quittent le RE vers 

l’appareil de Golgi. Le cholestérol et les oxystérols favorisent la liaison de SCAP aux INSIGs. Le cholestérol se lie 

directement à SCAP, qui change de conformation et se lie à INSIG. Les oxystérols se lient directement à INSIG, qui 

n'est plus dégradé et peut se lier à SCAP. Dans les deux cas, le résultat final est un changement de conformation de 

SCAP qui empêche les protéines d'export d'accéder à la séquence MELADL. D’après Brown and Goldstein, 2009. 

2. Régulation de l’activité de SREBP1c par l’insuline 

Contrairement à SREBP2, l’activation de SREBP1c est indépendante des niveaux cellulaires 

de stérols mais régulée par l’insuline. En effet, l’ARN de SREBP1c est induit dans 

l’hépatocyte lorsque les niveaux d’insuline augmentent, et son expression diminue en 

présence de glucagon (Foretz et al., 1999). De plus, l’inhibition de la sécrétion d’insuline par 

la streptozotocine (un agent chimique détruisant les cellules β du pancréas) chez le rat 

conduit à un effondrement de l’expression de SREBP1c. Cependant, l’injection d’insuline 

restaure son expression (Shimomura et al., 1999). En accord avec ces observations, les cibles 

connues de SREBP1c (PK, FAS, ACC) ne sont plus induites lorsqu’une forme dominante 

négative de SREBP1c est exprimée dans des hépatocytes primaires (Foretz et al., 1999). 

L’effet de l’insuline sur l’activation de SREBP1c passe par la PI3K, plusieurs études 

démontrant l’implication d’Akt/mTORC1 dans cette régulation. Une invalidation 

hépatospécifique d’Akt2 dans la lignée de souris ob/ob provoque une diminution de 

l’expression de SREBP1c et de ses cibles (Leavens et al., 2009) tandis que la surexpressions 
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d’Akt conduit à une suractivation de l’activité transcriptionnelle de SREBP1c (Fleischmann 

and Iynedjian, 2000). De plus, Akt phosphoryle SREBP1c et facilite son export vers l’appareil 

de Golgi en augmentant l’interaction avec les protéines formant la vésicule de transport 

(Yellaturu et al., 2009). Akt permet également d’inactiver GSK3, dont les phosphorylations 

peuvent envoyer SREBP1c à la dégradation (Bengoechea-Alonso and Ericsson, 2009; Dong et 

al., 2016). L’induction des gènes de la lipogenèse dépend aussi de mTORC1 (Li et al., 2010) 

via sa cible p70S6 kinase (Owen et al., 2012). En diminuant l’expression d’INSIG2, mTORC1 

facilite la translocation de SCAP-SREBP1c (Yecies et al., 2011). mTORC1 bloque également 

l’action de lipin-1, une phosphatase qui inhibe l’activité transcriptionnelle de SREBP1c 

(Peterson et al., 2011). L’AMPK quant à elle intervient dans la régulation négative de 

SREBP1c, puisqu’elle inhibe son activité par phosphorylation dans des conditions de 

demande énergétique (Li et al., 2011), elle bloque mTORC1 en activant un de ses inhibiteurs 

(Inoki et al., 2003) et en phosphorylant une des sous-unités de mTORC1, la protéine Raptor 

(Gwinn et al., 2008). 

3. Régulation de SREBP2 par le cholestérol 

Lorsque les niveaux de cholestérol sont élevés dans l’hépatocyte, et donc dans la membrane 

du RE (>5% des lipides totaux), SCAP est liés via son SSD à INSIG. Plus précisément, le 

cholestérol va induire le changement de conformation du SSD de SCAP et entraîner un 

changement de conformation permettant la liaison avec INSIG. De la même manière, les 

oxystérols vont induire un changement de conformation d’INSIG, facilitant la liaison avec 

SCAP et sa séquestration dans le RE (Brown and Goldstein, 2009). 

Lorsque la quantité de cholestérol est réduite à moins de 5% des lipides totaux du RE 

l’hexapeptide MELADL est accessible pour initier la formation de la vésicule de transport. 

L’absence d’oxystérols ne stabilisant plus INSIG, celui-ci est ubiquitinylé et envoyé à la 

dégradation (Gong et al., 2006; Lee et al., 2006). Il est intéressant de noter qu’INSIG1 est 

exprimé, puisque c’est une cible de SREBP2, mais continue à être envoyé à la dégradation 

jusqu’à ce qu’un changement dans la concentration en cholestérol et oxystérols le stabilise 

et facilite sa liaison avec SCAP (Gong et al., 2006). 

L’activité transcriptionnelle de SREBP2 peut être régulée également par des modifications 

post-traductionnelles telles que des acétylations par p300, ce qui augmente son activité, ou 

par des phosphorylations activatrices et inhibitrices respectivement par les kinases 
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extracellular signal-regulated kinase (ERK) et AMPK (Luo et al., 2020). Tout comme SREBP1c, 

SREBP2 est également protégé de l’action de lipin-1 par mTORC1 (Peterson et al., 2011). Il 

semblerait également que ChREBP conduit à l’ubiquitinylation et dégradation de la forme 

nucléaire de SREBP2, mais les mécanismes précis n’ont pas encore été élucidés (D. Zhang et 

al., 2017). De la même manière, la phosphorylation par GSK envoie SREBP2 à la dégradation 

(Sundqvist et al., 2005). 

4. Régulation transcriptionnelle de SREBP1c par LXR 

Le promoteur de SREBP1c comporte un SRE (Amemiya-Kudo et al., 2000), mais également 

deux séquences LXR response element (LXRE) (Yoshikawa et al., 2001). D’une part SREBP1c 

régule sa propre expression, comme le démontre la diminution de ses transcrits dans des 

souris Scap-/- (Matsuda et al., 2001), d’autre part son expression est également dépendante de 

LXR. En effet, l’ablation des deux isoformes de LXR, LXRα et LXRβ, provoque une 

diminution de l’expression de SREBP1c ainsi que de ses gènes cibles de façon similaire à une 

souris déficiente en Srebp1 (Liang et al., 2002; Repa et al., 2000). 

C) Facteur de transcription ChREBP 

Le facteur de transcription carbohydrate response element binding protein (ChREBP) a été mis 

en évidence par l’étude du carbohydrate response element (ChoRE) présent dans le promoteur 

de la pyruvate kinase (Yamashita et al., 2001). Tout comme les SREBP, c’est une protéine de 

type bHLHLZ, cependant sa localisation est cytosolique. Son domaine N-terminal comporte 

deux séquences nuclear export signal (NES), et une séquence nuclear localization signal (NLS) 

permettant sa translocation dans le noyau. Son domaine C-terminal contient une région 

riche en proline, une section bHLHLZ et un segment leucine zipper-like, lui permettant 

d’interagir avec des cofacteurs et de se lier à l’ADN (Ortega-Prieto and Postic, 2019). En 

réponse au glucose, ChREBP est transloqué dans le noyau suite à sa dimérisation avec son 

partenaire Max-like protein X (MLX), où ils vont induire la transcription de gènes impliqués 

dans le métabolisme du glucose, mais également celui des acides gras (Ortega-Prieto and 

Postic, 2019; Stoeckman et al., 2004). En effet, les souris déficientes en Chrebp présentent à la 

fois un défaut d’expression des gènes de la lipogenèse mais aussi de ceux impliqués dans le 

catabolisme du glucose (Iizuka et al., 2004). Inversement, les souris surexprimant Chrebp 

voient leurs capacités de lipogenèse augmenter (Benhamed et al., 2012). 
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1. Régulation transcriptionnelle de ChREBP par la glucokinase 

En plus du glucose, l’expression de ChREBP dépend également de l’insuline via l’activité de 

la GK. En effet, une étude révèle qu’en absence de GK hépatique, l’expression de ChREBP 

n’est pas induite suite à l’ingestion de glucose (Dentin et al., 2004). De la même manière, la 

surexpression de la GK permet de restaurer l’expression de ChREBP chez le rat suite à un 

traitement à la streptozotocine (Morral et al., 2007). 

2. Régulation transcriptionnelle de ChREBP par LXR 

Il a été démontré que le promoteur de ChREBP contient un LXRE, en faisant ainsi une cible 

de LXR (Cha and Repa, 2007). L’induction de l’activité LXR à l’aide de l’agoniste synthétique 

T0901317 augmente l’expression de ChREBP, cependant LXR n’est pas l’unique régulateur 

de ChREBP, puisque son expression est maintenue dans des souris déficientes pour LXRα et 

LXRβ nourries avec un régime hyperglucidique (Denechaud et al., 2008). 

3. Régulation de l’activité de ChREBP 

Lorsque les niveaux de glucose sont faibles, la PKA activée par le glucagon va inactiver 

ChREBP par une phosphorylation sur la Ser196 et la Thr666. Ainsi, ChREBP peut de lier à la 

protéine 14.3.3 et rester dans le cytoplasme (Kawaguchi et al., 2002, 2001). L’AMPK 

phosphoryle également ChREBP sur la Ser568 afin de diminuer sa capacité à se lier à l’ADN 

(Kawaguchi et al., 2002). Mais ChREBP est également régulée par les concentrations de 

certains métabolites qui vont activer ou diminuer son activité. Parmi ceux-ci, on retrouve les 

corps cétoniques ou l’AMP produits en conditions de jeûne, qui vont stabiliser l’interaction 

entre ChREBP et 14.3.3 (Nakagawa et al., 2013; Sakiyama et al., 2008; Sato et al., 2016). À 

l’inverse, le G6P facilite la déphosphorylation de ChREBP (Dentin et al., 2012). Enfin, 

ChREPB comporte des domaines qui ont été proposés comme des régions régulatrices de 

son activité : un low-glucose inhibitory domain (LID) et un glucose response activation 

conserved element (GRACE). L’identification d’un motif putatif pour la liaison du G6P sur le 

domaine GRACE a conduit à l’hypothèse que celui-ci pourrait changer de conformation et 

se lier plus facilement à des cofacteurs (McFerrin and Atchley, 2012). Aussi, lorsque la 

concentration en glucose est faible, LID inhiberait l’activité de GRACE, et inversement à des 

niveaux élevés de glucose (Li et al., 2006). 
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Figure 12. Principales voies de régulation de ChREBP 

En réponse à un signal glucagon, la PKA phosphoryle ChREBP sur sa Ser196 et sa Thr666, ce qui lui permet de se 

dimériser avec son partenaire 14.3.3 et rester dans le cytoplasme. L’absence de glucose permet également 
l’inhibition intrinsèque du domaine LID sur le domaine GRACE. En présence de glucose, les métabolites de la voie 
des pentose phosphates, comme le xylulose-5-phosphate, activent la protéine phosphatase 2A (PP2A) qui 

déphosphoryle ChREBP, ce qui lui permet de se transloquer dans le noyau. Avec son partenaire MLX, il se lie à un 

élément ChORE. D’après Poupeau and Postic, 2011. 

D) Récepteur nucléaire LXR 

Le récepteur nucléaire LXR a été identifié pour la première fois au cours d’une étude portant 

sur les récepteurs nucléaires dépendant des hormones (Apfel et al., 1994; Willy et al., 1995). 

L’isoforme LXRα, codée par le gène Nr1h3, est majoritairement exprimée dans le foie, le 

tissu adipeux et les macrophages, tandis que LXRβ (Nr1h2) est exprimé de manière 

ubiquitaire (Repa et al., 2000). Pour assurer sa fonction de facteur de transcription, il se 

dimérise avec un autre récepteur de la même famille, le retinoid X receptor (RXR), et 

ensemble ils se lient aux LXRE de leurs gènes cible. L’activité du dimère LXR/RXR est 

contrôlée par la liaison avec des répresseurs ou activateurs (Wang and Tontonoz, 2018). En 

effet, des corépresseurs de type silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone 

receptor (SMRT) ou nuclear receptor co- repressor (NCoR) maintiennent le dimère inactif, 
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jusqu’à la liaison avec un ligand activateur (Chen and Evans, 1995; Hörlein et al., 1995). Parmi 

les ligands identifiés, on retrouve les oxystérols, mais également certains intermédiaires de 

la synthèse du cholestérol, tels que le desmostérol (Janowski et al., 1996; Yang et al., 2006). Le 

ligand entraîne un changement de conformation qui libère le corépresseur, permettant ainsi 

la liaison avec un coactivateur tel que l’activating signal co-integrator 2 (ASC2) (Glass and 

Rosenfeld, 2000). 

 

Figure 13. Mécanisme d'activation de LXR 

LXR et RXR forment des hétérodimères et se lient aux LXRE dans les régions régulatrices de leurs gènes cibles. En 

l'absence de ligands, le complexe LXR/RXR se lie aux corépresseurs et empêche l'expression des gènes. Lorsque le 

dimère est activé par des oxystérols ou des ligands synthétiques, un changement de conformation libère les 

corépresseurs qui sont remplacés par des coactivateurs, permettant ainsi leur activité transcriptionnelle. ASC2, 

activating signal co-integrator 2 ; EP300, histone acetyltransferase p300 ; NCoR, nuclear receptor co-repressor ; 

SMRT, silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor. D’après Wang and Tontonoz, 2018. 

1. Régulation de LXR 

L’activité de LXR dépend fortement de l’abondance des oxystérols, et plusieurs études ont 

montré le lien étroit entre ces deux acteurs. Dans un modèle murin d’invalidation des 

enzymes majeures de la synthèse du cholestérol, CYP46A1, CYP27A1 et la cholestérol 25-

hydroxylase (Ch25H), l’activité de LXR est effondrée à la suite d’un régime riche en 

cholestérol, et son activité est restaurée grâce à l’agoniste synthétique T0901317 (Chen et al., 

2007). Par ailleurs, l’équilibre entre régulation de la synthèse du cholestérol par LXR et 

régulation de l’activité de LXR par cette voie a été mis en évidence grâce aux souris Srebp2-/-. 

Ainsi, l’absence de ce facteur de transcription provoque une forte diminution de l’activité de 

LXR, avec des conséquences sur l’expression des acteurs de la lipogenèse, dont SREBP1c 

(Rong et al., 2017).  

Mais la modulation de l’activité de LXR peut également se faire via des phosphorylations. 

En effet, la PKA phosphoryle les Ser195, 196, 290 et 291, localisées dans les domaines de 
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liaison au ligand et de dimérisation de LXR. Ainsi, la diminution de la liaison à l’ADN et de 

la dimérisation avec RXR sont associées à une augmentation du recrutement du 

corépresseur NCoR1 conduisant à l’inactivation de LXR lorsque la concentration en 

glucagon est élevée (Yamamoto et al., 2007). Il semblerait également que l’AMPK peut 

phosphoryler LXR afin d’inhiber son activité, tandis que la voie mTORC/p70S6 kinase 

conduirait à une phosphorylation activatrice (Hwahng et al., 2009). 

Enfin, il existerait un mécanisme de répression de LXR par NFE2L1 dans des conditions de 

faible abondance de cholestérol (Widenmaier et al., 2017), cependant les mécanismes 

régissant cette régulation restent à déterminer. 

2. Régulation de la lipogenèse via SREBP1c 

Comme décrit précédemment, SREBP1c est transcriptionnellement dépendant de LXR. Leur 

rôle commun dans la régulation de la lipogenèse a été mis en évidence grâce à des souris 

Nr1h2/3-/- présentant le même phénotype de lipogenèse réduite que des souris Srebp1-/- (Repa 

et al., 2000). En effet, LXR contrôle l’expression de FAS  (Joseph et al., 2002), ACC (Talukdar 

and Hillgartner, 2006) et SCD1 (Chu et al., 2006), et l’induction de LXR à l’aide du T0901317 

provoque une forte synthèse de lipides, de triglycérides et une sécrétion de VLDL élevée 

(Schultz et al., 2000). Mais LXR agirait également sur la transduction du signal insulinique 

qui permet d’induire SREBP1c, puisque la délétion du LXRE présent dans le promoteur de 

SREBP1c annule les effets positifs de l’insuline sur son expression (Chen et al., 2004). De 

plus, en surexprimant la cholestérol sulfotransférase dans des hépatocytes primaires afin 

d’inhiber de la synthèse d’oxystérols, ce défaut d’expression de SREBP1c est reproduit (Chen 

et al., 2007). Il a été suggéré que LXR et CCAAT/enhancer-binding protein β (C/EBPβ) 

formeraient un complexe qui, sous l’effet de l’insuline, induirait l’expression de SREBP1c 

(Tian et al., 2016). Outre son action sur l’expression de SREBP1c, LXR pourrait également 

influencer sa maturation. La lysophosphatidylcholine acyltransférase 3 (LPCAT3) est 

l’enzyme responsable de l’incorporation de PUFA dans les phospholipides membranaires, et 

son expression est modulée par LXR. Ainsi, en altérant la composition membranaire du RE, 

LXR favoriserait la maturation et l’export de SREBP1c (Demeure et al., 2011; Rong et al., 

2013). 
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3. Régulation du métabolisme du cholestérol 

Comme abordé précédemment, l’homéostasie du cholestérol est assurée par l’équilibre entre 

synthèse et catabolisme. SREBP2 est le facteur régulant la synthèse, conduisant ainsi à la 

génération d’oxystérols activateurs de LXR (Rong et al., 2017), qui en retour induit le 

catabolisme et l’export du cholestérol.  

Les transporteurs ABCA1 et ABCG1 permettant le transfert du cholestérol vers les HDL 

sont sous la dépendance de LXR (Costet et al., 2000; Kennedy et al., 2001). ABCA1 est 

essentiel dans les macrophages, puisqu’il évite la conversion de ces derniers en foam cells, 

réduisant ainsi les risques d’athérosclérose (Fitzgerald et al., 2010). Sa régulation par LXR 

pourrait se faire à travers un long ARN non-codant MeXis (macrophage-expressed LXR-

induced sequence) récemment mis en évidence (Sallam et al., 2018). Par ailleurs, l’ubiquitine-

ligase IDOL, responsable de l’envoi à la dégradation du LDL, est également une cible de LXR 

(Zelcer et al., 2009). 

Le rôle de LXR dans la synthèse des acides biliaires a été mis en évidence dans un modèle 

murin Nr1h3-/-, où le cholestérol s’accumule suite à un régime hypercholestérolémiant car 

l’expression de CYP7A1 n’est pas induite (Peet et al., 1998). ABCG5 et ABCG8, les 

transporteurs excrétant le cholestérol dans les acides biliaires dépendent de LXR, puisque la 

stimulation avec du T0901317 ne permet pas l’élimination du cholestérol dans des souris 

doublement délétées pour ces 2 transporteurs (Yu et al., 2003). 

Enfin, une étude récente a identifié un long ARN non-codant dénommé LeXis (liver-

expressed LXR-induced sequence), qui serait capable de se lier au cofacteur RALY impliqué 

dans l’expression des gènes de la biosynthèse du cholestérol, et ainsi bloquer leur 

transcription (Sallam et al., 2016). LXR pourrait également induire l’expression de RNF145 

qui phosphoryle SCAP, empêchant ainsi la formation des vésicules d’export vers l’appareil 

de Golgi (L. Zhang et al., 2017). 
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Figure 14. LXR régule le métabolisme des lipides et du cholestérol 

L'activation de LXR module le métabolisme du cholestérol et des acides gras. Les cibles de LXR sont indiquées en 

rouge. Dans le foie, l'activation de LXR favorise la conversion du cholestérol en acides biliaires via CYP7A1 et son 

excrétion via ABCG5 et ABCG8. LXR inhibe l'absorption du cholestérol dans le foie et les macrophages en induisant 

l'expression d'IDOL et la dégradation du LDLR. L'activation de LXR inhibe la biosynthèse du cholestérol dans le 

foie en induisant la transcription de l'ARN non-codant LeXis et de RNF145. L'activation de LXR favorise la 

lipogenèse de novo en induisant l'expression de SREBP1c, ChREBP et de leurs cibles, FAS et SCD1. Dans les cellules 

périphériques telles que les macrophages, LXR induit l'expression d'ABCA1 et ABCG1, favorisant ainsi l'efflux de 

cholestérol vers ApoA1 dans les pré-HDL. Dans l'intestin, LXR inhibe également l'absorption du cholestérol en 

inhibant indirectement NPC1L1. Les flèches en pointillés indiquent une réduction de l'absorption du cholestérol. 

D’après Wang and Tontonoz, 2018. 
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CHAPITRE II : LES MALADIES STÉATOSIQUES NON-

ALCOOLIQUES DU FOIE 

Avec l’amélioration de la qualité de vie dans les pays industrialisés sont apparues de 

nouvelles affections hépatiques liées à une mauvaise alimentation, regroupées sous 

l’appellation de maladies stéatosiques non-alcooliques du foie, ou non-alcoholic fatty liver 

diseases (NAFLD). Elles ont été décrites pour la première fois aux États-Unis en 1980 suite à 

une étude démontrant que les lésions hépatiques observées n’étaient pas dues à une 

consommation excessive d’alcool, mais bel et bien à une surcharge lipidique (Ludwig et al., 

1980). Depuis, de nombreuses études ont permis de révéler les mécanismes de la mise en 

place de cette pathologie, l’étroite collaboration entre déséquilibre métabolique et 

inflammation, et comment cela peut conduire à l’émergence de cancers. 

I. Les NAFLD : une épidémie moderne 

A) Épidémiologie 

L’étude épidémiologique des NAFLD reste encore difficile, car l’Organisation Mondiale de la 

Santé ne les a pas encore reconnues comme maladies non-transmissibles, et la source de 

statistiques la plus fiable reste encore la méta-analyse (Younossi et al., 2023b). La dernière en 

date a estimé une prévalence mondiale de 30% parmi la population adulte (25% en Europe 

occidentale) en se basant sur les études effectuées entre 1990 et 2019, et jusqu’à 38% en 

considérant seulement les données de 2016 à 2019 (Younossi et al., 2023a). Des études de 

modélisation prévoient une augmentation constante de la prévalence des NAFLD, passant 

de 83,1 millions de cas en 2015 à 100,9 millions en 2030 aux États-Unis (Estes et al., 2018). De 

manière alarmante, la prévalence pédiatrique mondiale des NAFLD est estimée à 5-10% (Yu 

and Schwimmer, 2021). Enfin, aux États-Unis, les NAFLD sont devenues la seconde cause de 

transplantation hépatique (Younossi et al., 2021), ce qui permet de les qualifier de véritable 

épidémie. 
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B) Comorbidités 

Les NAFLD sont un spectre de pathologies avec diverses comorbidités pouvant favoriser 

leur progression. Les facteurs de risques principaux font partie du syndrome métabolique, 

comme l’obésité ou la dyslipidémie, les maladies cardiovasculaires, et le diabète de type 2. Il 

est estimé que 51% des patients NAFLD sont obèses, et 78% développent un diabète de type 2 

(Anstee et al., 2013). De plus, les maladies cardiovasculaires sont la principale cause de décès 

chez les patients NAFLD, alors que les dysfonctionnements hépatiques la troisième 

seulement (Lindenmeyer and McCullough, 2018). D’autres affections telles que certaines 

maladies rénales chroniques (Byrne and Targher, 2020), le syndrome des ovaires 

polykystiques (Kumarendran et al., 2018) ou encore l’hypothyroïdisme (Z. Guo et al., 2018) 

ont été associées aux NAFLD. 

C) Progression pathologique 

Les NAFLD se déclinent en plusieurs stades dont la progression dépend de facteurs patient-

dépendants (génétique, microbiote, présence de comorbidités) et environnementaux. Le 

premier stade est l’accumulation de lipides dans le foie, appelée stéatose. Elle peut être 

transitoire, comme lors d’une période de jeûne prolongé, alimentée par la lipolyse du tissu 

adipeux afin de permettre au foie de produire de l’énergie. Dès que la contrainte 

métabolique est levée, tous les lipides accumulés par le foie sont utilisés ou exportés de 

nouveau vers le tissu adipeux. La stéatose peut également être chronique, notamment du 

fait d’une alimentation chargée en lipides, lorsque le stockage dans le tissu adipeux n’est 

plus suffisant. Lorsque le parenchyme hépatique devient inflammé de manière chronique, 

on parle de stéatohépatite, ou non-alcoholic steatohepatitis (NASH) qui peut à terme évoluer 

en cirrhose, ou être un terrain favorable pour l’émergence d’un carcinome hépatocellulaire 

(CHC) (Friedman et al., 2018). 

Toutefois, la progression vers des stades plus graves reste restreinte. Une étude a effectué 

un suivi de la progression d’une cohorte de patients comprenant divers stades de NAFLD 

sur une durée moyenne de 7 ans, et a montré que seulement 44% des patients stéatosiques 

ont progressé vers la NASH (McPherson et al., 2015). De plus, la progression vers la fibrose 

ne se fait que dans 20% des cas à partir d’un fond NASH, mais également sur un fond 

stéatosique (Singh et al., 2015). Ces études montrent aussi que la régression est possible, mais 
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limitée à des stades de fibrose peu avancée. Quant à l’émergence du CHC, elle a lieu dans 

2,8% des cas sur un fond NASH cirrhotique comparativement à 4% pour une cirrhose due à 

une infection virale d’après une étude ayant suivi des patients (Ascha et al., 2010), et dans 

38% des cas sur fond NASH sans cirrhose d’après une méta-analyse (Stine et al., 2018). 

L’évaluation des CHC dérivés directement à partir d’un foie stéatosique reste difficile, car le 

dépistage de la stéatose n’est pas fréquent, et certaines études incluent dans cette catégorie 

les cirrhoses d’origine inconnue, ce qui introduit un biais (Huang et al., 2021). Toutefois, une 

étude britannique a mis en évidence une augmentation de l’incidence de CHC sous fond 

stéatosique, avec une proportion de patients inférieure à 10% en 2000 passant à 34,8% en 

2010 (Dyson et al., 2014). Il est intéressant de noter que cette cohorte comprenait 20,4% de 

cas de CHC d’origine indéterminée en raison de l’absence de pathologie hépatique 

chronique, parmi lesquels 48,4% présentaient au moins un facteur de risque métabolique. 

 
Figure 15. Les différents stades des NAFLD avec différents facteurs causaux 

La surcharge hépatique en métabolites résultant de l'alimentation associée à un mode de vie sédentaire sont des 

facteurs majeurs du développement des NAFLD. Les acides gras libres peuvent s'accumuler sous forme de stéatose 

et favoriser l'inflammation. Les perturbations métaboliques et les processus inflammatoires facilitant la transition 

de la stéatose à la NASH. En fonction des réponses au traitement et des changements de mode de vie, ces états 

pathologiques sont, dans une certaine mesure, réversibles. Mais si le stress métabolique et inflammatoire persiste, 

la mort cellulaire et les cycles de prolifération compensatoire au cours de la NASH contribuent au risque 

d'émergence du CHC. D’après Anstee et al., 2019. 

Historiquement, les NAFLD ont été décrites comme la résultante d’un premier déséquilibre 

d’ordre métabolique, c’est-à-dire l’accumulation excessive de lipides par les hépatocytes à 

l’origine de la stéatose, puis d’un deuxième évènement inflammatoire favorisant la 

transition vers la NASH (Day and James, 1998). Il est aujourd’hui clair, à la lumière des 

nombreuses études ayant exploré le sujet, que les NAFLD découlent d’un 
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dysfonctionnement à plusieurs niveaux, faisant intervenir le tissu adipeux, les intestins ou 

encore le muscle, ainsi que de nombreuses voies moléculaires telles que l’inflammation, le 

stress mitochondrial ou du RE de manière concomitante (Buzzetti et al., 2016). Malgré 

l’imbrication de tous ces facteurs, ils seront décrits de manière indépendante dans la suite de 

ce chapitre. 

II. Développement de la stéatose hépatique 

On considère qu’un foie est stéatosique si plus de 5% des hépatocytes présentent une 

accumulation cytoplasmique de lipides. La stéatose peut être facilement prise en charge par 

une adaptation du régime alimentaire afin de décroître les apports en lipides. Dans le cas 

contraire, le déséquilibre entre l’absorption excessive d’acides gras et de glucose et les 

capacités du foie à les cataboliser et exporter induit un stockage important de triglycérides 

dans les gouttelettes lipidiques. 

A) Adaptation du foie face à une surcharge d’acides gras 

L’ingestion d’un surplus de lipides va perturber l’homéostasie hépatique, et le foie va mettre 

en place des mécanismes pour pallier ce déséquilibre. De manière intéressante, une étude 

chez des patients obèses a révélé que les TAG hépatiques étaient constitués à seulement 15% 

d’acides gras issus de l’alimentation (Donnelly et al., 2005). 

1. Stockage sous forme de gouttelettes lipidiques 

Il existe plusieurs catégories de gouttelettes en fonction de leur localisation cellulaire : les 

gouttelettes nucléaires, cytoplasmiques et luminales (Zadoorian et al., 2023). Les plus 

courantes et les plus décrites sont les gouttelettes cytoplasmiques, qui bourgeonnent à partir 

du RE, le site de synthèse des TAG, et peuvent être entourées de plusieurs protéines telles 

que les périlipines (PLIN) ou fat storage-inducing transmembrane protein 2 (FIT2) (Zadoorian 

et al., 2023). Dans le cas de la stéatose, on distingue deux formes de gouttelettes dans les 

hépatocytes : la stéatose macro-vésiculaire est formée par des grandes gouttelettes qui 

déforment l’organisation intracellulaire et poussent le noyau contre la membrane, et la 

stéatose micro-vésiculaire correspond à l’agencement de plusieurs gouttelettes sous forme 

de grappes sans affecter la position du noyau (Takahashi, 2014). En ce qui concerne les 

NAFLD, la stéatose micro-vésiculaire n’est présente que dans 10% des cas, et est fortement 
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corrélée avec la progression vers la NASH (Tandra et al., 2011). De manière intéressante, 

l’expression de PLIN2 et PLIN3 est augmentée chez les patients stéatosiques, tandis que 

PLIN1 est fortement induite dans la NASH (Carr and Ahima, 2016). De plus, dans des 

modèles murins, la délétion de PLIN2 protège de la stéatose induite par un régime riche en 

lipides, et réduit l’expression de gènes intervenant dans le métabolisme des acides gras (Imai 

et al., 2012, 2007). La délétion de PLIN5 quant à elle provoque une augmentation de la 

lipolyse et de l’oxydation des acides gras due à une forte biogenèse des mitochondries et une 

capacité d’oxydation accrue. Cependant, les hépatocytes présentent des lésions dues à la 

peroxydation des lipides, soulignant l’importance de PLIN5 dans la protection contre la 

lipotoxicité (Wang et al., 2015). 

 

Figure 16. Histologie de la stéatose hépatique 

Coupes histologiques avec coloration hémalun et éosine de foies de rat (gauche) et de souris (droite) représentant 

respectivement la stéatose macro-vésiculaire et micro-vésiculaire. D’après Thoolen et al., 2010. 

2. Sécrétion via les VLDL 

Une autre composante de la stéatose est l’altération de l’export des acides gras par les 

hépatocytes à l’aide des VLDL. En effet, les patients NAFLD présentent une sécrétion accrue 

de VLDL due à une insulinorésistance qui favorise la lipolyse du tissu adipeux et l’export, et 

réduit le stockage (Heeren and Scheja, 2021). Cependant l’export de TAG par les VLDL 

atteint un plateau à partir d’un certain seuil de stéatose, et ne peut plus compenser la 

synthèse de  TAG par les hépatocytes (Fabbrini et al., 2008; Lytle et al., 2019). Lorsque la 

stéatose dépasse 30% du parenchyme hépatique, l’expression de MTTP et APOB, qui jusque-

là était induite, va diminuer (Higuchi et al., 2011). De plus, l’expression d’APOB semble 

dépendante du stress du RE induit par l’accumulation de certains lipides tels que les acides 

oléiques (C18:0) ou palmitiques (C16:0) (Caviglia et al., 2011). 
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Il existe par ailleurs certains variants génétiques responsables de la modulation de la 

sécrétion de VLDL favorisant le développement des NAFLD. L’un d’entre eux concerne la 

protéine transmembrane 6 superfamily 2 (TM6SF2), dont la fonction exacte n’a pas encore 

été élucidée, mais qui pourrait participer à l’adressage des pré-VLDL du RE vers le Golgi 

(Luo et al., 2022). Les patients présentant la mutation Glu167Lys ont des taux sériques de 

transaminases (ASAT/ALAT) plus élevés, associés à une diminution de TAG circulants et de 

LDL-cholestérol mais une accumulation de TAG hépatiques (Kozlitina et al., 2014). De plus, 

l’inhibition de l’expression de l’allèle non-muté à l’aide d’un siRNA dans des lignées 

d’hépatocytes humains provoque une augmentation du contenu en TAG intracellulaire et 

une diminution de leur sécrétion, tandis que sa surexpression provoque l’effet inverse 

(Mahdessian et al., 2014), démontrant l’importance de l’intégrité de cette protéine pour le 

bon assemblage des VLDL. 

3. Lipogenèse de novo 

Au premier abord, il peut sembler contre-intuitif que le foie synthétise des acides gras alors 

qu’il doit faire face à un afflux constant de lipides. En effet, l’expression des gènes de la 

lipogenèse est induite chez les patients NAFLD (Kohjima et al., 2007). De plus, 26% des TAG 

hépatiques contiennent des acides gras provenant de la lipogenèse (Donnelly et al., 2005). 

Cette dérégulation s’explique par la mise en place d’une insulinorésistance sélective qui 

favorise l’activation des facteurs de transcription SREBP1c et ChREBP (Chavez and 

Summers, 2010). De plus, ce processus conduit à la synthèse d’espèces lipotoxiques telles que 

le palmitate, facilitant l’émergence de l’inflammation (Listenberger et al., 2003). Cependant, il 

existe des évidences concernant le rôle hépato-protecteur de la lipogenèse, puisque la 

désaturation des acides gras par SCD1, qui est une cible de ChREBP, protège les hépatocytes 

contre l’apoptose (Li et al., 2009). Par ailleurs, l’inhibition de la synthèse des TAG par le 

blocage de la DGAT provoque une amélioration de la stéatose mais une exacerbation de 

l’inflammation et de la fibrose dans un contexte de régime methionine and choline deficient 

high fat diet (MCD) permettant de reproduire la NASH (Yamaguchi et al., 2007). 

4. Oxydation des acides gras 

L’étude de la β-oxydation chez les patients a produit des résultats contradictoires. En effet, 

elle pourrait être induite afin compenser l’accumulation d’acides gras (Dasarathy et al., 

2011), réduite (Croci et al., 2013) ou rester inchangée (Kotronen et al., 2009) chez les patients 
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NAFLD. Cette variabilité pourrait s’expliquer par le stade pathologique pris en compte dans 

l’étude, puisque l’efficacité de l’oxydation pourrait évoluer avec la progression des NAFLD. 

De plus, comme décrit dans le Chapitre I, la lipogenèse de novo et la β-oxydation sont 

mutuellement exclusives. Parallèlement à une augmentation de l’expression des gènes de la 

lipogenèse, on observe également une augmentation de l’expression des gènes de la β-

oxydation, cependant CPT1 est réduit (Kohjima et al., 2007), suggérant une tentative des 

hépatocytes de métaboliser le surplus d’acides gras, mais des mécanismes régulateurs 

interviennent et bloquent cette voie. 

Toutefois, les mitochondries sont affectées par le stress oxydatif découlant du surplus 

d’acides gras (Ipsen et al., 2018). En effet, celui-ci déclenche d’autres types d’oxydation tels 

que l’ω-oxydation, permettant l’élimination de lipides toxiques, mais qui génère des ROS 

(Ipsen et al., 2018). Par ailleurs, il a été montré que des dysfonctionnements mitochondriaux 

apparaissent avant même l’installation de la stéatose dans un modèle de rats 

hyperphagiques (Rector et al., 2010). De plus, une altération des capacités respiratoires des 

mitochondries augmente la susceptibilité pour la stéatose dans un modèle de rat (Matthew 

Morris et al., 2014). Chez les patients, on observe une augmentation de la respiration 

mitochondriale dans les cas d’obésité avec ou sans stéatose, sans modification du nombre de 

mitochondries, tandis que chez les patients NASH, malgré une augmentation du nombre de 

mitochondries, les capacités de respiration sont 31 à 40% plus faibles, et associées à un stress 

oxydant (Koliaki et al., 2015).  

B) Développement de l’insulinorésistance 

L’insuline étant essentielle pour la régulation du métabolisme du glucose mais également 

celui des lipides, son action est perturbée lors du développement de la stéatose. 

L’insulinorésistance correspond à une diminution des effets de l’insuline sur ses cibles, 

comme le foie, le muscle ou le tissu adipeux, malgré une sécrétion accrue par le pancréas. 

On observe alors une hyperglycémie associée à une hyperinsulinémie.  

1. Insulinorésistance du tissu adipeux 

En conditions physiologiques, l’insuline inhibe la lipolyse du tissu adipeux en bloquant la 

phosphorylation de l’HSL et de PLIN1, cette dernière aidant à la stabilisation de l’ATGL à la 

surface des gouttelettes lipidiques. Lorsque l’insuline n’a plus d’effet sur le tissu adipeux, 
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l’ATGL et l’HSL sont actives et permettent la libération d’acides gras dans la circulation 

(Petersen and Shulman, 2018). La lipolyse due à l’insulinorésistance est la source majeure 

d’acides gras dans la stéatose, puisque 59% des TAG hépatiques contiennent des acides gras 

non-estérifiés provenant du tissu adipeux (Donnelly et al., 2005). Toutefois, il a été observé 

dans des souris lipodystrophiques une insulinorésistance hépatique et musculaire sévère, 

ainsi que de la stéatose et une accumulation ectopique de TAG au niveau musculaire. La 

transplantation d’adipocytes a rétabli la sensibilité à l’insuline, et a permis une réversion de 

la stéatose, soulignant le rôle protecteur du tissu adipeux dans le stockage des acides gras et 

dans l’homéostasie insulinémique (Kim et al., 2000). De même, les patients souffrant de 

lipodystrophie présentent une insulinorésistance et de la stéatose, mais des traitements avec 

la leptine, l’hormone régulant la satiété, permettent d’améliorer leur diagnostic (Petersen et 

al., 2002).  

Un facteur majeur de l’insulinorésistance du tissu adipeux est l’inflammation. En effet, 

l’expression du tumor necrosis factor α (TNFα) dans le tissu adipeux a été corrélée avec 

l’obésité et l’insulinorésistance dans plusieurs modèles de rongeurs (Hotamisligil et al., 1993) 

et également chez les patients (Hotamisligil et al., 1995). Les souris Tnfαnull nourries avec un 

régime riche en gras et en carbohydrates développent de l’obésité mais ne présentent pas 

d’insulinorésistance (Uysal et al., 1997). Il a été proposé que le TNFα active la c-Jun NH2-

terminal kinase 1 (JNK1), qui phosphoryle IRS1 sur sa Ser307 et inhibe ainsi la transduction 

du signal de l’insuline (Aguirre et al., 2000). En effet, il a été montré que l’activité de JNK 

corrèle avec une augmentation de l’insulinorésistance dans des modèles génétiques et 

alimentaires d’obésité (Hirosumi et al., 2002). De plus, un modèle Jnk-/- spécifique du tissu 

adipeux a révélé une baisse de l’insulinorésistance hépatique associée à une absence de 

stéatose quand ces souris sont soumises à un régime (Sabio et al., 2008). Cependant, un 

knock-in d’une forme d’IRS1 contenant la mutation Ser307Ala, qui lui confère une activation 

permanente, conduit à une insulinorésistance sévère des souris nourries avec du régime gras 

(Copps et al., 2010). 

2. Insulinorésistance du foie 

Dans la progression de la stéatose, le foie est affecté par une insulinorésistance sélective. En 

effet, la néoglucogenèse n’est plus inhibée, ce qui conduit à une accumulation de glucose 

endogène en plus de celui apporté par l’alimentation, tandis que la lipogenèse continue à 

être activée (Petersen and Shulman, 2018). Chez les patients diabétiques avec ou sans 
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stéatose, la néoglucogenèse est élevée et ils présentent une hyperglycémie à jeun (Gastaldelli 

et al., 2000). Toutefois, l’insuline n’étant pas l’unique régulateur de la néoglucogenèse, 

puisque celle-ci dépend de l’équilibre oxydant, la disponibilité des substrats, des 

modifications post-traductionnelles etc., plusieurs hypothèses ont été émises pour expliquer 

cette sélectivité de l’insulinorésistance (Petersen and Shulman, 2018). 

La première hypothèse concerne l’état de phosphorylation d’Akt qui influerait sur son 

niveau d’activité. En effet, comme décrit dans le Chapitre I, la phosphorylation d’Akt par la 

PI3K sur sa Thr308 permet d’activer la lipogenèse en inhibant le répresseur de mTORC1. Or, 

Akt inhibe également le facteur de transcription responsable de la néoglucogenèse, à savoir 

Forkhead box protein O1 (FOXO1) (Petersen et al., 2017). Il a été montré que la 

phosphorylation de la Ser473 d’Akt par mTORC2 est indispensable pour son action 

inhibitrice sur FOXO1, mais que la phosphorylation de la Thr308 d’Akt suffit pour activer 

mTORC1 (Jacinto et al., 2006). Or, dans un modèle de souris db/db stimulés à l’insuline, Akt 

est phosphorylée sur la Thr308 mais pas sur la Ser473, suggérant que le maintien de la 

néoglucogenèse serait dû à la mauvaise régulation par Akt (Wu and Williams, 2012). Cette 

différence de phosphorylation d’Akt pourrait s’expliquer par une sensibilité à l’insuline 

différente, puisque des hépatocytes primaires stimulés par une dose fixe d’insuline 

nécessitent 4 fois plus d’inhibiteur de l’IR pour induire l’activation de la néoglucogenèse que 

pour inhiber la lipogenèse de novo (Cook et al., 2015). Cependant, d’autres analyses 

mécanistiques sont indispensables pour explorer cette hypothèse, en raison de la difficulté à 

éliminer les interférences des autres voies métaboliques dans lesquelles interviennent les 

différents acteurs. 

Une autre hypothèse suggère une activation de la lipogenèse indépendante de l’insuline 

provoquée par l’abondance de métabolites issus de la suralimentation. En effet, l’activation 

de ChREBP peut se faire grâce au G6P et à d’autres métabolites en lien avec le glucose 

(Ortega-Prieto and Postic, 2019). De plus, les souris LIRKO présentent une expression 

hépatique de SREBP1c, que ce soit sous un régime standard ou enrichi en fructose, 

cependant pas au même niveau qu’une souris wild-type (Haas et al., 2012). Il existe donc des 

voies d’activation de SREBP1c indépendantes de l’insuline.  

Enfin, plusieurs médiateurs lipidiques ont été montrés comme intervenant dans la 

régulation de la signalisation insulinodépendante. En effet, l’accumulation de DAG 
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provoque la translocation de la protéine kinase C ε (PKCε) à la membrane, où elle peut 

interférer avec l’activité kinase du domaine intracellulaire de l’IR et ainsi empêcher la 

transduction du signal (Perry et al., 2014). Le blocage spécifique de la traduction de PKCε 

restaure la sensibilité à l’insuline dans des rats nourris pendant 3 jours avec un régime riche 

en gras alors que la quantité de DAG reste inchangée (Samuel et al., 2007). De même, les 

souris Prkce-/- nourries avec un régime riche en gras développent de la stéatose sans 

insulinorésistance (Raddatz et al., 2011). Chez l’Homme, le contenu hépatique en DAG a été 

montré comme étant le meilleur facteur de prédiction de l’insulinorésistance chez les 

patients obèses (Kumashiro et al., 2011). Les céramides sont également connus pour leur 

participation à la résistance à l’insuline (Summers et al., 2019). Ce sont les précurseurs des 

sphingolipides qui, avec les phospholipides, constituent les membranes cellulaires. Ils sont 

issus de la condensation d’une molécule de sérine avec un palmitoyl-CoA, puis de l’ajout 

d’une deuxième chaîne carbonée plus ou moins longue par une céramide synthase (Hajduch 

et al., 2021). Les céramides peuvent activer la PKCζ qui phosphoryle Akt sur sa Thr34/Ser34, 

ce qui provoque sa séquestration dans des cavéoles membranaires et empêchant la 

signalisation insulinique (Powell et al., 2003). Dans les cellules ne possédant pas de cavéoles, 

comme c’est le cas des hépatocytes (Calvo et al., 2001), la protéine phosphatase 2 A (PP2A) 

est activée par les céramides et déphosphoryle Akt (Cazzolli et al., 2001). Le blocage de la 

synthèse des céramides à l’aide de la fenretinide, un rétinoïde de synthèse, restaure la 

sensibilité à l’insuline dans plusieurs modèles cellulaires et in vivo de surcharge lipidique 

(Bikman et al., 2012). 

3. Stéatose et insulinorésistance 

Dans la pathologie humaine, la stéatose et la résistance à l’insuline vont souvent de pair. 

Cependant, comme exploré précédemment, le lien de causalité entre stéatose et 

insulinorésistance reste une question complexe. Dans plusieurs modèles, il a été montré que 

la stéatose pouvait survenir sans insulinorésistance : les souris surexprimant DGAT2, celles 

invalidées de MTTP, ou encore celles qui surexpriment ChREBP développent une stéatose 

mais maintiennent une sensibilité à l’insuline (Benhamed et al., 2012; Minehira et al., 2008; 

Monetti et al., 2007). De plus, la nature des acides gras contenus dans les gouttelettes 

lipidiques semble intervenir dans l’émergence de l’insulinorésistance. En effet, la 

surexpression de ChREBP induit SCD1, ce qui favorise la conversion des SFA en MUFA 

(Benhamed et al., 2012). L’invalidation de l’ELOVL6 quant à elle améliore la sensibilité à 

l’insuline dans un contexte de régime riche en gras sans affecter la stéatose, grâce à 
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l’accumulation d’acide palmitoléique (Matsuzaka et al., 2007). Chez les patients, des études 

montrent que l’augmentation des apports en MUFA via l’alimentation a des effets positifs 

sur l’insulinosensibilité (Johns et al., 2020; Paniagua et al., 2007). De la même manière, la 

présence d’acide palmitoléique dans le sérum de patients non-diabétiques est associée avec 

une meilleure sensibilité à l’insuline (Tricò et al., 2020). 

4. Insulinorésistance et stress du réticulum endoplasmique 

Le réticulum endoplasmique concentre plusieurs processus cellulaires, notamment la 

régulation de la conformation et de la maturation protéique, la synthèse de stérols, 

l’assemblage de VLDL et la synthèse des différents constituants membranaires. Dans un 

contexte de stress, c’est-à-dire une accumulation excessive de protéines dont le repliement 

est non-conforme, le RE déclenche l’unfolded protein response (UPR) (Wang and Kaufman, 

2016). L’initiation de l’UPR dépend de l’inositol-requiring enzyme 1 (IRE1), de la PKR-like ER 

kinase (PERK) et de l’activating transcription factor 6 (ATF6), trois protéines résidentes de la 

membrane du RE (Lebeaupin et al., 2018). En absence de stress, ces trois acteurs sont 

maintenus inactifs par leur liaison avec la glucose-regulated protein 78 (GRP78), mais au-delà 

d’un certain seuil de protéines peu ou mal repliées, GRP78 se détache et permet l’initiation 

des différentes branches de l’UPR (Lebeaupin et al., 2018). 

Dans le cas des NAFLD, il a été montré que les marqueurs de l’UPR sont exprimés dans un 

modèle murin de stéatose induite avec un régime riche en gras, ce qui provoque une 

augmentation de l’activité de JNK (Özcan et al., 2004). Chez des patients ayant subi une 

chirurgie bariatrique, la perte de poids est associée à une amélioration de 

l’insulinorésistance et une diminution des marqueurs de stress du RE ainsi qu’une baisse 

d’activité de JNK (Gregor et al., 2009). Par ailleurs, X-box protein 1 (XBP1), le facteur de 

transcription activé par IRE1, semble impliqué dans la signalisation insulinémique. En effet, 

les souris Xbp1+/- nourries avec du HFD présentent une hyperglycémie et une 

hyperinsulinémie (Özcan et al., 2004), et les souris Xbp1Δhep voient leur expression des gènes 

de la lipogenèse diminuer (Lee et al., 2008). Cette dernière étude a également montré la 

capacité de XBP1 à se lier aux promoteurs de DGAT2, SCD1 et ACC2. De plus, l’absence 

d’XBP1 provoque le regulated IRE1-dependent decay (RIDD), où IRE1 exécute son activité 

d’endoribonucléase, ciblant notamment les ARNm des gènes impliqués dans la lipogenèse 

(So et al., 2012). Cependant, l’invalidation d’IRE1 provoque l’effet inverse, soit le 

développement d’une stéatose importante, causée par l’absence de répression d’IRE1 sur 



72 

l’expression des régulateurs positifs de la lipogenèse (Zhang et al., 2011). Chez les souris 

ob/ob, db/db et les modèles murins d’obésité alimentaire, l’expression de Bax inhibitor 1 

(BI1), protéine régulatrice d’IRE1, est fortement réduite. Cependant, sa réexpression 

améliore la sensibilité à l’insuline (Bailly-Maitre et al., 2010). La délétion hépatospécifique 

d’IRE1 provoque un défaut d’assemblage des VLDL en affectant l’activité de la protein 

disulfide isomerase (PDI), un partenaire de MTTP (Wang et al., 2012). 

 
Figure 17. Cascade de signalisation de l'UPR 

Le stress du RE peut être induit par plusieurs facteurs exogènes ou endogènes qui conduisent à l'accumulation de 

protéines non-conformes. La GRP78 se dissocie des trois récepteurs transmembranaires PERK, IRE1 et ATF6, qui 

activent leurs cascades de signalisation respectives afin de rétablir l'homéostasie. PERK s'homodimérise et 

phosphoryle eIF2α, qui va inhiber la traduction pour réduire la quantité de protéines dans le RE. Parallèlement, 
eIF2α induit l'expression du facteur de transcription ATF4. Par un mécanisme de rétrocontrôle négatif, ATF4 induit 
CHOP qui induit GADD34, une sous-unité régulatrice de PP1C, inhibant ainsi la phosphorylation d'eIF2α et 
restaurant la traduction. PERK peut également phosphoryler NRF2 afin de réguler l'équilibre de l'oxydo-réduction. 

L'IRE1α homodimerisé possède des activités endoribonucléase et kinase. IRE1α dégrade les ARNm et des microARN, 
tels que le miR17 qui conduit à l'expression de TXNIP et à l'activation de l'inflammasome NLRP3. IRE1α est 
également responsable de l'épissage de XBP1, générant le facteur de transcription XBP1s. L'activation d'IRE1α peut 
également conduire au recrutement de kinases impliquées dans l'inflammation médiée par NFκB ou dans 

l'apoptose et la résistance à l'insuline médiées par JNK. ATF6 (p90) est quant à lui transporté du RE au Golgi pour 

être clivé par les protéases S1P et S2P pour former le facteur de transcription cytosolique ATF6 (p50). D’après 
Lebeaupin et al., 2018. 
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5. Insulinorésistance et inflammation 

Plusieurs modèles d’obésité ont révélé qu’une inflammation chronique des hépatocytes 

participe à l’émergence de l’insulinorésistance (Lackey and Olefsky, 2016). Les mécanismes 

responsables de cette régulation impliquent la phosphorylation de l’IR ou d’IRS par des 

médiateurs de la réponse inflammatoire (Guo, 2014). Comme abordé dans le paragraphe 

concernant l’insulinorésistance du tissu adipeux, l’activité de JNK1 est également plus 

importante dans les foies de souris ob/ob ou soumises à un régime, et l’invalidation de son 

expression améliore la sensibilité à l’insuline (Hirosumi et al., 2002). Cependant, l’absence 

d’IKKβ dans le foie provoque une insulinosensibilité locale, mais une insulinorésistance du 

tissu adipeux et du muscle en réponse à un régime gras (Arkan et al., 2005). Toutefois, le 

système immunitaire, et plus particulièrement l’inflammation chronique, participe dans la 

progression de la stéatose vers la NASH, qui sera analysée dans le paragraphe dédié. 

C) Réponse du foie : les hépatokines 

La résistance à l’insuline est un processus multi-organe nécessitant un dialogue complexe, et 

dont la temporalité et les voies moléculaires impliquées sont difficiles à établir. Il a été 

déterminé que l’insulinorésistance hépatique précédait l’insulinorésistance musculaire et du 

tissu adipeux dans des modèles alimentaires ou génétiques d’obésité (Davis et al., 2010; 

Kraegen et al., 1991). Les hépatocytes sécrètent environ 25% des protéines qu’ils produisent 

dans le plasma (Lai et al., 2008), cependant leur capacité à synthétiser et à sécréter des 

protéines est altérée lors de l’installation de la stéatose, comme il a été démontré chez la 

souris (Kirpich et al., 2011) et chez les patients (Younossi et al., 2005). En effet, l’étude de la 

capacité de traduction en condition de stéatose a révélé une perte de l’activité 

traductionnelle des hépatocytes dans ces conditions, suggérant une sécrétion protéique 

également altérée (Fu et al., 2012). Par ailleurs, dans un modèle de stéatose induite par un 

régime HFD, 20% des protéines sécrétées sont modifiées (Meex et al., 2015), et dans une 

cohorte de patients avec ou sans diabète de type 2, 69 protéines sécrétées étaient induites 

pour les patients diabétiques, suggérant un rôle dans l’insulinorésistance (Kaur et al., 2012). 

Ces molécules appelées hépatokines sont sécrétées en réponse aux perturbations 

métaboliques provoquées par la stéatose, et peuvent avoir des effets positifs ou négatifs sur 

le métabolisme et notamment la réponse à l’insuline (Meex and Watt, 2017). De nouvelles 

hépatokines sont régulièrement indéfiées, cependant, par souci de précision, seules 

quelques-unes d’entre elles seront détaillées dans les paragraphes suivants. Par ailleurs, les 
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fonctions de leucocyte cell-derived chemotaxin 2 (LECT2), qui a été récemment proposée 

comme hépatokine, et qui fait l’objet de ces travaux de thèse, seront détaillées dans le 

Chapitre III. 

 

Figure 18. Les hépatokines permettent la régulation des organes métaboliques 

Le profil de sécrétion des hépatocytes subit des changements suite au développement de la stéatose. L'augmentation 

des niveaux intrahépatiques de triglycérides induit des changements au niveau de l'expression des hépatokines et 

dans le fonctionnement du réticulum endoplasmique (RE), ce qui entraîne une augmentation (↑) ou une 

diminution (↓) de la sécrétion de certaines hépatokines. Celles-ci sont sécrétées et agissent de manière autocrine et 

paracrine au niveau des tissus cibles, dont le muscle squelettique, le tissu adipeux, les vaisseaux sanguins et le 

pancréas. Leurs effets métaboliques conduisent au développement d'une résistance à l'insuline, d'une intolérance au 

glucose, d'une accumulation ectopique de lipides, d'une inflammation et d'une altération de la sécrétion d'insuline. 

ANGPTL4, angiopoietin-like protein 4 ; LECT2, leukocyte cell-derived chemotaxin 2 ; RBP4, retinol-binding protein 

4 ; SHBG, sex hormone-binding globulin. D’après Meex and Watt, 2017. 

1. Fibroblast growth factor 21 

Identifié initialement comme un fibroblast growth factor hépatospécifique (Nishimura et al., 

2000), FGF21 s’est avéré être un régulateur important du métabolisme énergétique. Ses effets 

ont été montrés pour la première fois dans la régulation de la glycémie, puisque des souris 

ob/ob et db/db traitées avec du FGF21 ont vu leur glycémie diminuer (Kharitonenkov et al., 
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2005). De plus, son expression est induite par un apport en glucose élevé, et dépend de 

ChREBP et PPARα (Iroz et al., 2017). FGF21 est également impliqué dans la régulation du 

métabolisme au cours du jeûne. Il est induit dans un modèle murin de jeûne ou placé sous 

un régime cétogénique enrichi en acides gras mais déficient en carbohydrates. De plus, son 

inhibition provoque une diminution de l’oxydation des acides gras et de la cétogenèse, et 

induit le développement d’une stéatose accompagnée d’un taux sérique de triglycérides 

élevé (Badman et al., 2007). Par ailleurs, son expression dans ce contexte est régulée par 

PPARα (Inagaki et al., 2007). Enfin, FGF21 est produit en réponse à un déficit protéique, et 

induit une prise alimentaire élevée, une perte de poids, une dépense énergétique élevée et 

une diminution de la transcription protéique passant par la phosphorylation de eIF2α 

(Laeger et al., 2014). De manière intéressante, les apports en acides gras n’affectent pas 

l’expression de FGF21, et l’induction de son expression est probablement due à la présence 

de carbohydrates dans la plupart des régimes dits high fat (Solon-Biet et al., 2016). Son 

induction a également été validée chez l’Homme pendant le jeûne prolongé (Gälman et al., 

2008), le déficit protéique (Laeger et al., 2014) et la surconsommation de glucose (Lundsgaard 

et al., 2017), sauf dans le cadre d’un régime cétogénique (Gälman et al., 2008; Laeger et al., 

2014). L’administration de FGF21 à des souris sous régime high fat réduit l’adiposité en 

augmentant la dépense énergétique, rétablit une insulinémie normale et réduit la glycémie, 

et permet une régression de la stéatose associée à des niveaux sériques de triglycérides 

diminués. (Xu et al., 2009). 

Ainsi, son induction chez les patients NAFLD (Dushay et al., 2010) suggère un mécanisme de 

régulation tentant d’atténuer le stress métabolique provoqué par l’apport élevé en acides 

gras et carbohydrates (Meex and Watt, 2017). Par ailleurs, son potentiel thérapeutique est à 

l’étude pour l’amélioration des désordres métaboliques (Geng et al., 2020). 

2. Fétuine A 

La fétuine A, également connue sous le nom de α2-Heremans-Schmid glycoprotein (AHSG), 

est exprimée en réponse à un taux élevé d’acides gras libres, notamment les NEFA, sous le 

contrôle de nuclear factor κ B (NFκB) (Dasgupta et al., 2010) et de glucose via ERK1/2 (Takata 

et al., 2009). C’est un facteur de risque pour le développement du diabète de type 2 (Stefan et 

al., 2008) et son taux sérique est corrélé avec une insulinorésistance plus élevée et la 

présence de stéatose chez des patients (Stefan et al., 2006). En effet, la fétuine A favorise 

l’insulinorésistance en bloquant l’activité tyrosine kinase de l’IR (Auberger et al., 1989; 
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Srinivas et al., 1993). De plus, les souris Ahsg-/- présentent une insulinosensibilité accrue dans 

le foie et le muscle, et ne prennent pas de poids lorsqu’elles sont soumises à un régime riche 

en gras (Mathews et al., 2002). Par ailleurs, elle aurait un effet négatif sur la sécrétion de 

l’insuline directement au niveau des cellules β pancréatiques via JNK (Gerst et al., 2017). Il a 

été également démontré que les niveaux transcriptionnels de Ahsg étaient positivement 

corrélés avec ceux de Srebp1, Cpt1, Pck1 (PEPCK) et G6pc (G6Pase) dans des biopsies de foie 

provenant de patients NAFLD (Haukeland et al., 2012). Un autre rôle de la fétuine A est 

d’induire l’insulinorésistance lipides-dépendante du tissu adipeux en activant localement la 

signalisation du TLR4, entretenant ainsi l’inflammation (Pal et al., 2012). De plus, des taux 

sériques élevés de NEFA et de fétuine A sont associés à un risque accru de diabète de type 2 

dans une cohorte de patients sains mais présentant des prédispositions (Stefan and Häring, 

2013). Une piste thérapeutique pourrait cibler ce dernier aspect de l’activité de la fétuine A 

afin d’améliorer la réponse à l’insuline  (Meex and Watt, 2017). 

III. Installation et progression de la NASH 

Malgré une capacité impressionnante du foie à s’adapter à l’apport excessif d’acides gras, la 

persistance de ce dernier provoque des conséquences à long terme qui se traduisent par une 

aggravation des dommages tissulaires et la perte progressive de la fonction hépatique. 

Plusieurs facteurs sont en cause : la lipotoxicité, l’altération des fonctions mitochondriales, 

le stress du RE, la chronicité de l’inflammation, qui à long terme favorisent le 

développement de la fibrose, voire du carcinome hépatocellulaire (Loomba et al., 2021a). 

A) Lipotoxicité 

Comme abordé précédemment, certains lipides ont des capacités intrinsèques de 

signalisation, comme les DAG pour l’insulinorésistance ou les NEFA pour l’inflammation. 

On parle de lipotoxicité lorsque l’exposition prolongée des hépatocytes à certaines espèces 

lipidiques provoque une perte de fonction ou d’intégrité cellulaire, par une action directe au 

niveau de l’hépatocyte, ou indirectement en déclenchant l’activité des cellules immunitaires 

ou des fibroblastes. Cela se traduit par une modification de différents acteurs assurant la 

fonction de l’hépatocyte, comme la mitochondrie ou le RE, mais également par la 

perturbation de la signalisation cellulaire (Marra and Svegliati-Baroni, 2018). 
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1. Espèces lipotoxiques 

La majorité des acides gras sont stockés sous forme de TAG inertes, cependant des acides 

gras libres, et notamment les SFA, peuvent s’accumuler suite à l’absorption alimentaire ou à 

la lipogenèse de novo, et avoir un effet lipotoxique dans les hépatocytes. En effet, le 

palmitate (C16:0) et le stéarate (C18:0) ont été impliqués dans des mécanismes pro-

inflammatoires et pro-apoptotiques (Malhi et al., 2007, 2006). Leur conversion 

respectivement en acide palmitoléique (C16:1) et en oléate (C18:1) par SCD1 est essentielle 

dans la protection contre la lipotoxicité. En effet, le traitement d’hépatocytes avec du 

palmitate induit l’apoptose, tandis que l’incubation avec de l’oléate favorise la synthèse de 

TAG (Ricchi et al., 2009). De plus, l’invalidation de Scd1 dans un modèle murin placé sous 

régime MCD réduit le développement de la stéatose mais favorise l’apparition de dommages 

tissulaires, l’apoptose d’hépatocytes et le développement de fibrose (Li et al., 2009). La 

supplémentation en oléate d’un régime MCD limite l’inflammation et la fibrose, renforçant 

l’aspect protecteur de cet acide gras monoinsaturé (Lee et al., 2011). L’effet pro-

inflammatoire des SFA passe entre autres par l’activation du complexe nucleotide 

oligomerization domain-containing protein (NOD), LRR- and pyrin domain-containing protein 

3 (NLRP3), par un mécanisme qui sera détaillé au paragraphe correspondant. 

Le cholestérol non-estérifié est lui aussi responsable de la lipotoxicité (Ioannou, 2016). On 

retrouve des taux élevés de cholestérol libre à la fois dans les foies de patients NAFL et 

NASH (Puri et al., 2007). Il a été observé une formation de cristaux de cholestérol au niveau 

des membranes des gouttelettes lipidiques contenues dans les hépatocytes à la fois chez les 

patients NASH et dans des modèles murins (Ioannou et al., 2013). Ces cristaux déclenchent 

l’activation de NLRP3 dans les hépatocytes, ce qui facilite le recrutement de macrophages 

(Ioannou, 2016). Outre ces cristaux, l’accumulation de cholestérol libre s’accompagne de 

l’induction transcriptionnelle de SREBP2 et de la steroidogenic acute regulatory protein 

(StAR) dans la NASH chez l’Homme (Caballero et al., 2009). Cette protéine régule le 

transport du cholestérol de la membrane externe à la membrane interne des mitochondries 

(Manna et al., 2009). Or, il a été montré chez la souris qu’une accumulation de cholestérol 

libre au niveau des mitochondries est associée à une déplétion en GSH, et donc à du stress 

oxydant (Marí et al., 2006). Enfin, dans un modèle de régime high fat high cholesterol 

(HFHC), l’accumulation de cholestérol non-estérifié est corrélée avec la sévérité de la NASH 

(Savard et al., 2013). Sous ce même régime, l’administration de molécules 

hypocholestérolémiantes fait régresser la formation de cristaux et la réponse inflammatoire, 
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améliorant ainsi la NASH (Ioannou et al., 2015). Ces résultats renforcent l’implication du 

cholestérol dans l’initiation et le maintien de l’inflammation durant la NASH.  

2. Lipotoxicité et stress du réticulum endoplasmique 

Outre sa participation à la résistance à l’insuline, le stress du RE est également une cause de 

la transition de la stéatose à la NASH (Lebeaupin et al., 2018). Dans un contexte d’excès de 

lipides, la modification dans le contenu phospholipidique de la membrane du RE provoque 

du stress. L’accumulation de phosphatidylcholine induit l’inhibition de la sarco/endoplasmic 

reticulum calcium ATPase (SERCA), ce qui conduit à une diminution de la concentration de 

calcium dans la lumière du RE (Fu et al., 2011). De plus, le contact direct entre les 

mitochondries et le RE, qui est un processus physiologique d’échange entre les deux 

organelles, est plus fréquent dans un contexte de NAFLD, et la surcharge en calcium cause 

une diminution de la capacité mitochondriale et une accumulation de ROS (Arruda et al., 

2014; Egnatchik et al., 2014). D’autre part, le palmitate a été décrit comme un activateur du 

stress du RE. Le traitement de lignées humaines d’hépatocytes avec du palmitate favorise 

l’apoptose via l’activation de PERK (Cao et al., 2012). L’ajout d’oléate et de linoléate (C18:2) 

dans ces conditions réduit l’apoptose (Wei et al., 2006). La présence de palmitate provoque 

un changement de morphologie au niveau du RE, comme il a pu être observé par 

microscopie électronique (Leamy et al., 2014). Le rôle protecteur des MUFA et PUFA a été 

également mis en évidence par leurs effets positifs sur l’amélioration du stress du RE. 

L’invalidation de Scd1 dans des cellules HeLa perturbe le contenu en phospholipides du RE, 

et induit l’apoptose médiée par PERK (Ariyama et al., 2010). De même, les souris Scd1-/- 

présentent une signature transcriptionnelle de l’UPR lorsqu’elles sont placées sous un 

régime très pauvre en gras (Flowers et al., 2008). Enfin, le stress du RE déclenche l’activation 

de SREBP1c et SREBP2. En effet, dans un contexte de NASH, le stress du RE active la 

caspase 2, qui va cliver S1P et générer une forme soluble active. Celle-ci peut alors cliver les 

facteurs de transcription indépendamment de la présence de SCAP, et ainsi contribuer à 

l’activation constitutive de la lipogenèse et de la synthèse du cholestérol entretenant la 

lipotoxicité (Kim et al., 2018). 

3. Stress oxydatif et altération de la fonction mitochondriale 

Les altérations de la mitochondrie et l’augmentation du stress oxydatif sont des 

caractéristiques bien identifiée de la NASH (Fromenty and Roden, 2023). Les mitochondries 



79 

s’adaptent au surplus d’acides gras, cependant ces derniers vont causer des altérations de la 

chaîne de transport d’électrons entraînant un défaut d’oxydation. En effet, chez les patients 

NASH, l’activité des différents complexes et de l’ATP synthase est globalement diminuée 

(Pérez-Carreras et al., 2003). Cela s’accompagne par l’induction de l’uncoupling protein 2 

(UCP2), une enzyme mitochondriale qui permet la régulation du flux de protons (Serviddio et 

al., 2008). L’augmentation de son expression favorise la fuite de protons, ce qui décroît la 

synthèse d’ATP (Serviddio et al., 2008). La baisse de la capacité oxydante et la fuite de 

protons favorisent production de ROS comme l’H2O2, et les dommages à l’ADN (Koliaki et 

al., 2015). Par ailleurs, l’activité de CPT1 est moindre dans un modèle de NASH induite par 

du MCD (Serviddio et al., 2011). Par ailleurs, le stress oxydant et l’accumulation de 

cholestérol favorisent la synthèse d’oxystérols dans la NASH, comme il a été montré chez 

l’Homme et la souris (Raselli et al., 2019). Cela suggère qu’une activation de LXR pourrait 

être un mécanisme protecteur contre la lipotoxicité (Becares et al., 2019). 

 

Figure 19. Les mécanismes de la lipotoxicité 

La lipotoxicité peut se manifester par (1) la perturbation de la constitution et de la fonction des organelles telles que 

le RE et les mitochondries, (2) l’altération des voies de signalisation intracellulaires régulant le métabolisme et 
l'inflammation, et (3) l'interaction entre les lipides et les kinases cellulaires ou les récepteurs. D’après Marra and 

Svegliati-Baroni, 2018. 
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B) Inflammation 

En conditions physiologiques, l’afflux d’antigènes alimentaires et bactériens qui 

proviennent en continu via la circulation porte font que le foie est un organe 

particulièrement tolérogène (Heymann and Tacke, 2016). Les cellules immunitaires ainsi que 

les cellules du parenchyme hépatique (hépatocytes, LSEC et HSC) participent au maintien 

de cette tolérance à l’aide de cytokines, de récepteurs intracellulaires ou encore 

d’interactions cellulaires (Jenne and Kubes, 2013). Cependant, dans le cadre de la NASH, le 

système immunitaire est chroniquement sollicité pour faire face à la lipotoxicité et au stress 

oxydatif et du RE. Dans un premier temps, cette inflammation permet d’éliminer les 

hépatocytes apoptotiques ou endommagés et favoriser la régénération hépatique dans le but 

de maintenir la structure et les fonctions du parenchyme hépatique. Cependant, sa 

chronicité va elle-même participer aux dommages du parenchyme hépatique, favorisant le 

développement de fibrose (Heymann and Tacke, 2016). 

1. Récepteurs de l’immunité innée 

a. TLRs 

Les Toll-like receptors (TLR) sont une famille de récepteurs de l’immunité innée présents à la 

surface de la plupart des cellules hépatiques. Ils permettent de reconnaître les signaux 

endogènes libérés par les cellules en souffrance, appelés danger-associated molecular pattern 

(DAMP) ou de nature infectieuse tels les produits bactériens, appelés pathogen-associated 

molecular pattern (PAMP) (Zindel and Kubes, 2020). Plusieurs TLR ont été impliqués dans la 

NASH, à savoir TLR2, 4 et 9, reconnaissant respectivement les peptidoglycans des parois 

bactériennes, le lipopolysaccharide et l’ADN bactérien (Schuster et al., 2018). Leur activation 

conduit à la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα ou l’interleukine 

1β (IL-1β) (Zindel and Kubes, 2020). Le TNFα active la signalisation de NFκB, qui à son tour 

amplifie la réponse inflammatoire en permettant l’expression d’IL-1β, d’IL-6 et de TNFα, et 

des molécules d’adhésion inter-cellular adhesion molecule 1 (ICAM1) et vascular cell adhesion 

molecule 1 (VCAM1) facilitant le recrutement de cellules immunitaires (Hayden and Ghosh, 

2011). 
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Figure 20. Activation de NFκB par les voies canonique et non-canonique 

La voie canonique de NFκB est activée par des signaux provenant de plusieurs récepteurs immunitaires, qui 
activent la TGFβ-activated kinase 1 (TAK1). TAK1 active ensuite un complexe trimérique IκB kinase (IKK), 
composé de sous-unités catalytiques (IKKα et IKKβ) et régulatrices (IKKγ), via la phosphorylation d'IKKβ. Le 
complexe IKK, en grande partie par l'intermédiaire d'IKKβ, phosphoryle les membres de la famille des inhibiteurs 
de κB (IκB), tels que IκBα et p105, qui séquestrent NFκB dans le cytoplasme. Après phosphorylation par IKK, IκBα 
et p105 sont ciblés pour une dégradation dépendante de l'ubiquitine (Ub) dans le protéasome, ce qui entraîne la 

translocation nucléaire de NFκB, qui se lie aux κB enhancers des gènes cibles, sous la forme de divers complexes 
dimériques : RELA-p50, c-REL-p50, et p50-p50. La voie NFκB non-canonique répond sélectivement à un sous-

ensemble de membres de la superfamille du récepteur du TNF (TNFR) qui ciblent l'activation de la NFκB-inducing 

kinase (NIK). NIK phosphoryle et active IKKα qui, à son tour, phosphoryle p100, déclenchant la dégradation 
sélective de p100 et conduisant à la génération de p52 et à sa translocation nucléaire avec RELB4. PRR, pattern 

recognition receptor. D’après Sun, 2017. 

b. NLRP3 

Les NLR sont des récepteurs intracellulaires reconnaissant les DAMP et PAMP. Parmi eux, 

NLRP3 est le plus sensible aux modifications du métabolisme et a largement été étudié dans 

l’induction de l’inflammation et la progression de la NASH (Schuster et al., 2018). Dans ce 

contexte, il peut être activé par l’ATP extracellulaire provenant des cellules apoptotiques, les 

ions calcium relargués par le RE, les ROS, l’ADN mitochondrial ou encore les acides gras 

libres et le cholestérol. Cela conduit à l’activation de la caspase 1, qui va cliver pro-IL-1β et 
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pro-IL-18 en leurs formes matures (Jo et al., 2016). Chez les patients NASH mais pas les 

patients stéatosiques, NLRP3 et ses composants sont induits dans les hépatocytes, ce qui en 

fait une composante très importante pour la transition NAFL/NASH. L’invalidation de Nlrp3 

chez la souris protège le foie contre l’inflammation et la fibrose induites par un régime 

choline deficient/amino acid defined (CDAA) (Wree et al., 2014b). De plus, l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 provoque une mort cellulaire particulièrement inflammatoire, la 

pyroptose, qui contribue également à l’amplification de l’inflammation dans le 

microenvironnement hépatique et au développement de fibrose (Wree et al., 2014a). Les 

hepatic stellate cells (HSC) et les cellules de Kupffer sont aussi sensibles à l’activation de 

l’inflammasome. Ce sont respectivement les fibroblastes et les macrophages résidents du 

foie. La différenciation de HSC en fibroblastes est induite par l’activation de NLRP3 

(Watanabe et al., 2009), et l’absence de Nlrp3 dans des cellules de Kupffer empêche la 

sécrétion d’ IL-1β et IL-18 après traitement par du palmitate, suggérant l’implication de ces 

cellules dans la réponse inflammatoire due à la lipotoxicité (Cai et al., 2017). Enfin, 

l’activation de NLRP3 dans les macrophages semble être dépendante du cholestérol (De La 

Roche et al., 2018; C. Guo et al., 2018). 

 

Figure 21. Activation de l'inflamamsome NLRP3 

Dans des conditions physiologiques, NLRP3 est auto-réprimé par l'interaction entre les domaine NACHT et LRR. 

Cette auto-répression est levée en présence de PAMP provenant de micro-organismes ou de DAMP provenant de 

signaux de danger endogènes. Ainsi, le domaine NACHT est exposé, et NLRP3 s'oligomérise et recrute la protéine 

apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC) et la pro-caspase 1. Celle-ci est clivée en caspase 

1, qui à son tour permet la maturation des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18. CARD, caspase-recruitment 

domain ; LRRs, leucine-rich repeats ; NACHT, NAIP, CIITA, HET-E et TP1 ; PYD, pyrin domain. D’après Tschopp 

and Schroder, 2010. 
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2. Effecteurs cellulaires 

a. Cellules de Kupffer 

De nombreux types de cellules immunitaires sont présents dans le foie et participent de 

manière complémentaire au maintien de la tolérance ou à la réponse inflammatoire. Parmi 

les cellules myéloïdes, la population la plus abondante est celle des cellules de Kupffer (KC), 

les macrophages résidents du foie (Peiseler et al., 2022). Les KC n’ont pas une origine 

hématopoïétique comme leurs homologues circulants, mais proviennent du sac vitellin 

embryonnaire (Gomez Perdiguero et al., 2015). Elles sont localisées dans les sinusoïdes 

hépatiques dans la zone péri-portale et sondent l’environnement à l’aide de prolongements 

cytoplasmiques, passant entre les cellules endothéliales pour inspecter l’espace de Dissé 

(Bonnardel et al., 2019). En physiologie, elles participent à de nombreux processus tels que 

l’homéostasie du fer et du cholestérol (Guilliams and Scott, 2022). En effet, les KC expriment 

entre autres T-cell immunoglobulin and mucin domain containing 4 (TIM4), permettant de 

capter les globules rouges, le scavenger receptor CD163 reconnaissant l’hémoglobine libre, 

ainsi que l’hème oxygénase (HO1), permettant la dégradation de l’hème et la ferroportine 1 

(Guilliams et al., 2022). De plus, TIM4 et CD36 captent les LDL oxydées et le cholestérol issu 

des fragments membranaires des cellules apoptotiques. Une fois recyclé, le cholestérol est 

exporté via ABCA1 et ABCG1 dans les HDL (Guilliams and Scott, 2022). Outre la régulation 

endogène des processus métaboliques et inflammatoires par LXR ou inhibitor of 

differentiation 3 (ID3) (Mass et al., 2016; Sakai et al., 2019; Scott et al., 2018), des signaux 

provenant des autres cellules hépatiques régulent et maintiennent les fonctions des KC : les 

LSEC expriment delta-like canonical NOTCH ligand 4 (DLL4), induisant la voie NOTCH, les 

HSC expriment bone morphogenetic protein 9 (BMP9) et 10 qui interagissent avec activin 

receptor-like kinase 1 (ALK1), et les hépatocytes sécrètent du desmostérol qui interagit avec 

LXR (Bonnardel et al., 2019; Mass et al., 2016; Sakai et al., 2019; D. Zhao et al., 2022). 

Parmi les nombreuses études récentes qui ont analysé le rôle des KC dans la NASH, il a été 

démontré que ces cellules sont rapidement déplétées, et qu’un mécanisme compensatoire 

induit le recrutement de macrophages et leur conversion en monocyte-derived KC (moKC) 

(Daemen et al., 2021; Remmerie et al., 2020; Seidman et al., 2020; Tran et al., 2020). Dans 

d’autres conditions, les KC peuvent proliférer afin de reconstituer leur niche (Scott et al., 

2016), mais ce n’est pas le cas dans la NASH, où ce sont les moKC qui prolifèrent (Remmerie 

et al., 2020; Tran et al., 2020). Toutefois, les KC ont une capacité de prolifération 
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fonctionnelle, puisque la stimulation par du colony-stimulationg factor 1 (CSF1) induit leur 

prolifération (Remmerie et al., 2020), suggérant un déséquilibre dans le contenu en facteurs 

de prolifération sécrétés par d’autres types cellulaires dans ce contexte pathologique 

(Guilliams et al., 2020). Mais avant d’être déplétées, les KC sont activées et sécrètent des 

cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα et l’IL-1β et ces chimiokines telles que C-C 

motif chemokine ligand 2 (CCL2) et CCL5 fin de recruter d’autres cellules immunitaires 

(Krenkel and Tacke, 2017). Ce serait donc leur capacité à recruter d’autres cellules plutôt 

qu’une activité intrinsèque qui participe à la mise en place de l’inflammation dans la NASH, 

puisque l’inhibition pharmacologique de CCL2 dans un modèle murin de MCD réduit 

l’infiltration de monocytes et l’expression de TNFα et d’IL-6, ainsi qu’une diminution de la 

stéatose sans affecter le développement de fibrose (Baeck et al., 2012).  

Parmi les populations recrutées, on peut distinguer des macrophages présentant des 

similitudes avec les lipid-associated macrophages (LAM) du tissu adipeux. Cette population 

est enrichie à la fois dans les foies des patients et dans différents modèles murins de NASH 

(Ramachandran et al., 2019; Remmerie et al., 2020). Cependant la nature définitive ou 

transitoire de cette population reste à déterminer, puisqu’il est encore difficile de distinguer 

si les LAM hépatiques ont une fonction propre, ou si elles vont évoluer pour devenir des 

moKC (Guilliams and Scott, 2022). Leur fonction reste difficile à établir, puisque ces cellules 

expriment l’ostéopontine (Remmerie et al., 2020), un marqueur dont l’expression a été 

corrélée avec la progression de la NASH chez les patients (Glass et al., 2018), et dont la 

neutralisation prévient le développement de fibrose et réduit l’inflammation (Honda et al., 

2020; Kiefer et al., 2010). Cependant, il est possible également que les LAM hépatiques jouent 

un rôle dans l’élimination des débris cellulaires ou de cellules apoptotiques afin de limiter 

les dommages tissulaires, puisqu’elles sont localisées dans les zones de fibrose et peuvent 

former des structures en couronne autour d’hépatocytes stéatosiques (Daemen et al., 2021). 
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Figure 22. Effecteurs myéloïdes de l'inflammation hépatique 

Durant le développement de la NASH, les KC sont déplétées et un afflux de cellules myéloïdes infiltre le foie. La 

niche des KC est repeuplée par des macrophages qui acquièrent des caractéristiques similaires aux KC. D’autres 
macrophages peuvent se différencier en LAM, dont la fonction dans le foie reste encore à élucider. Adapté de 

Guilliams and Scott, 2022. 

b. Cellules natural killer 

Les lymphocytes sont également une population très importante du foie, avec un 

enrichissement particulier en cellules natural killer (NK) , NKT et T CD8+ (Jenne and Kubes, 

2013). Le rôle des NK dans le développement des NAFLD est encore à l’étude, avec plusieurs 

résultats contradictoires (Martínez-Chantar et al., 2021). Certaines études révèlent que les 

NK circulantes seraient déplétées chez les patients obèses, et qu’elles présenteraient des 

fonctions cytotoxiques amoindries malgré leur état d’activation, évalué par l’expression de 

CD69 (Michelet et al., 2018; Viel et al., 2017) tandis que d’autres ne trouvent pas cette 

diminution de la population mais une augmentation de l’expression du récepteur à l’IL-6 et 

du récepteur activateur NKG2D (Stiglund et al., 2019; Theurich et al., 2017). D’autre part, le 

développement de fibrose aurait une incidence sur la capacité cytotoxique des NK, puisque 

les cellules CD56dim provenant de patients NASH avec peu de fibrose sont plus cytotoxiques 

que celles provenant de patients NASH très fibrotiques (Amer et al., 2018).  

c. NKT 

Les NKT sont fortement impliquées dans l’inflammation et la progression vers la fibrose. En 

effet, elles sécrètent LIGHT, une cytokine de la superfamille des TNF qui induit 

l’accumulation de lipides par les hépatocytes (Wolf et al., 2014). De plus, les NKT invariantes 



86 

(iNKT) permettent le recrutement d’autres types cellulaires comme les lymphocytes T CD8 

ou les monocytes, ainsi que l’activation et la différenciation des HSC en fibroblastes, 

promouvant ainsi la fibrose dans un modèle murin de NASH induite par un régime CDAA 

(Maricic et al., 2018). L’activation des HSC passe par l’induction de la voie Hedgehog qui 

régule la production d’opsonine par les HSC, et par la sécrétion d’opsonine directement par 

les iNKT (Syn et al., 2012). Toutefois, l’activation des NKT est restreinte dans les NAFLD 

puisque l’expression de CD1d, une molécule similaire aux complexes majeurs 

d’histocompatibilité (CMH) permettant la présentation des antigènes lipidiques aux NKT, 

est diminuée chez les souris ob/ob à cause du stress du RE (Yang et al., 2007). De plus, les KC 

favorisent l’apoptose et la nécrose des NKT suractivées à travers la sécrétion d’IL-12 

(Kremer et al., 2010; Tang et al., 2013).  

d. Lymphocytes T 

Les lymphocytes T CD8 agissent de concert avec les NKT en contribuant à l’inflammation et 

à la progression de la NASH vers le CHC par l’activation de la voie NFκB (Wolf et al., 2014). 

Tout comme les NKT, elles participent à l’activation des HSC (Breuer et al., 2020). Elles sont 

accumulées dans la NASH chez les patients (Haas et al., 2019), et très récemment, il a été 

identifié un mécanisme d’activation des CD8 antigène-indépendant appelé auto-agression, 

présent à la fois chez les patients et dans les modèles murins de NASH . Une population 

CD8+ CXCR6+ PD1+ granzyme+ est accumulée dans le foie sous l’effet de l’IL-15 qui induit 

l’expression de CXCR6 par l’inhibition de FOXO1. Ces cellules vont réagir, grâce au 

récepteur purinergique P2RX7, à des métabolites endogènes tels que l’acétate, l’ATP ou 

encore le calcium, qui vont déclencher leur mécanisme de cytotoxicité. Celui-ci ne passe pas 

par l’utilisation du granzyme B ou de la perforine, mais par une interaction directe entre les 

CD8 et les hépatocytes via LFA1-ICAM, suivie de l’induction de l’apoptose via Fas/FasL 

(Dudek et al., 2021). Toutefois, les CD8 semblent également avoir un rôle positif dans la 

régulation de l’inflammation, puisqu’elles permettent l’élimination des HSC afin de limiter 

le développement de fibrose (Koda et al., 2021). Il est intéressant de noter que les 

lymphocytes T CD4 sont déplétées dans la NASH, aussi bien chez les patients que la souris, 

et cette perte accélère l’apparition du CHC. Cette déplétion est due à la lipotoxicité de 

l’acide linoléique, qui favorise la production de ROS par les CD4 (C. Ma et al., 2016). On 

retrouve également des lymphocytes CD4 polarisés vers un profil Th1, participant à 

l’inflammation en sécrétant de l’interféron γ (IFNγ) et du TNFα, et des Th17 qui sécrètent de 
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l’IL-17 qui facilite la transition de la stéatose à la NASH (Koo et al., 2020). Chez la souris, un 

régime HFD induit une déplétion en T régulatrices (Treg) due à une sensibilité accrue au 

stress oxydant, et le transfert adoptif de Treg améliore l’inflammation (Ma et al., 2007). 

Enfin, dans une cohorte de patients NAFL et NASH, l’augmentation du ratio Th17/Treg 

circulantes a été corrélée avec l’aggravation de la maladie (Rau et al., 2016). 

Ainsi, le microenvironnement est fortement affecté par des signaux inflammatoires 

provenant des cellules immunitaires et des cellules du parenchyme hépatique, qui s’auto-

entretiennent par l’effet cytotoxique sur les hépatocytes, conduisant ainsi à une dégradation 

progressive du tissu et l’apparition de plages de fibrose. 

 

Figure 23. Perturbations métaboliques et conséquences sur l'activation du système 

immunitaire 

De nombreuses molécules telles que les métabolites circulants, les PAMPs, mais également les perturbations 

métaboliques affectent les hépatocytes et stimulent les cellules immunitaires. En réponse à ces signaux, des 

cytokines et des chimiokines sont sécrétées par les deux catégories de cellules. L'activation métabolique des NKT 

induit la sécrétion de LIGHT, accentuant la stéatose et les lésions hépatiques. Les cellules T CD8 peuvent être 

activées par des stimuli métaboliques et, en conséquence, exprimer FasL et sécréter du TNFα. Les produits 

bactériens peuvent également induire une réponse interféron de type I qui est associée à une infiltration hépatique 

de lymphocytes T CD8 et CD4, et à une différenciation ultérieure des T CD4 en Th1 ou Th17. Les cytokines 

sécrétées par les lymphocytes T génèrent un milieu favorable pour la polarisation des macrophages inflammatoires, 

l'activation de l'inflammasome et la fibrogenèse. La libération des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18 par 

les hépatocytes souffrants, ainsi que d'autres médiateurs effecteurs, pourrait conduire à l'inflammation et aux 

lésions hépatiques observées. cDC1, cellule dendritique conventionnelle de type 1 ; FA, fatty acids ; MΦ, 

macrophage. D’après Yahoo et al., 2023. 
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3. Inflammation du tissu adipeux 

Le tissu adipeux contribue à la NASH en sécrétant du TNFα, de l’IL-6 et des adipokines 

telles que l’adiponectine et la leptine (H. Wang et al., 2021). L’adiponectine a des effets anti-

inflammatoires en inhibant la voie NFκB et en empêchant la sécrétion de TNFα au niveau du 

tissu adipeux (Maeda et al., 2002). D’autre part, elle induit la production d’IL-10 et de 

l’antagoniste du récepteur à l’IL-1 (IL-1Ra)  (Wolf et al., 2004). L’adiponectine permet de 

réduire la néoglucogenèse au niveau du foie, d’induire l’oxydation des acides gras au niveau 

du muscle, et protège de la lipotoxicité au niveau des cellules pancréatiques et cardiaques 

(Funcke and Scherer, 2019). La leptine est une hormone qui régule la prise alimentaire en 

agissant au niveau du cerveau. Au niveau du foie, l’augmentation de la concentration en 

leptine circulante permet de diminuer l’expression de SREBP1c (Kakuma et al., 2000). De 

plus, elle a des fonctions pro-inflammatoires en induisant la production de TNFα via p38 et 

JNK dans les KC (Shen et al., 2005). Chez les patients et dans les modèles murins de régime, 

on observe une sécrétion plus importante de la leptine mais une résistance à ses effets sur la 

satiété, associée à une diminution de l’adiponectine (Ren et al., 2022). On retrouve également 

dans le tissu adipeux des patients NAFLD une accumulation de macrophages et lymphocytes 

inflammatoires, dont la présence est inversement corrélée avec la résistance à l’insuline 

(Fuchs et al., 2021). 

C) Axe entéro-hépatique 

Le dialogue intestin-foie contrôle l'homéostasie globale du métabolisme. Les nutriments, les 

antigènes bactériens, les métabolites et les acides biliaires régulent le métabolisme et les 

réponses immunitaires dans l'intestin et le foie, qui en retour modulent le microbiote 

intestinal. Il a été mis en évidence qu’une alimentation de type Western diet provoque une 

dysbiose (Boursier et al., 2016) et des lésions de l’épithélium intestinal, facilitant la fuite de 

bactéries dans la circulation et le développement d’une endotoxémie (Erridge et al., 2007; 

Pendyala et al., 2012). L’inflammation générée par le LPS circulant facilitent 

l’insulinorésistance et l’obésité (Cani et al., 2007). De plus, le transfert de microbiote d’une 

souris ob/ob à une souris contrôle permet de reproduire les mêmes perturbations 

métaboliques, démontrant ainsi que la flore intestinale elle-même est un acteur important 

dans la pathologie (Turnbaugh et al., 2006). Par ailleurs, l’épithélium intestinal exprime des 

TLR à sa surface, dont le TLR5 qui reconnaît la flagelline. L’ablation du TLR5 chez la souris 

provoque une hyperphagie conduisant au développement d’une stéatose et d’une 
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inflammation hépatique exacerbée, associées à une altération du microbiote. Le transfert de 

microbiote d’une souris Tlr5-/- à une souris contrôle permet de reproduire les mêmes 

affections hépatiques (Vijay-Kumar et al., 2010). L’inflammasome est également impliqué 

dans la régulation du microbiote intestinal. Dans des modèles déficients en Nlrp3 ou en Il-18 

sous un régime MCD, la NASH est aggravée en raison du surplus de ligands des TLR4 et 9 

présents dans la circulation et qui déclenchent la production de TNFα au niveau du foie 

(Henao-Mejia et al., 2012). 

Le microbiote intestinal intervient également dans la métabolisation des acides biliaires, en 

effectuant des transformations secondaires qui vont modifier leurs propriétés (Wahlström et 

al., 2016). Dans la progression de la NASH chez les patients, on observe une accumulation 

d’acides biliaires conjugués et une diminution en acides biliaires secondaire 

comparativement aux patients NAFL (Puri et al., 2018). Comme brièvement décrit dans le 

Chapitre 1, la synthèse des acides biliaires est régulée par LXR, qui induit les gènes 

impliqués dans cette voie, et par FXR (Nr1h4), qui réprime leur expression. Cette régulation 

négative se fait par liaison directe des acides gras sur FXR, qui peut ainsi se lier à small 

heterodimer protein (SHP) et inhiber la transcription de Cyp7a1, l’enzyme limitante de la voie 

de synthèse (Fuchs and Trauner, 2022). Dans les entérocytes, FXR induit la sécrétion de 

FGF19 (FGF15 chez la souris) qui réprime Cyp7a1 dans l’hépatocyte via FGFR4 et SHP 

(Inagaki et al., 2005). L’activation de FXR dans les hépatocytes réoriente le métabolisme vers 

l’inhibition de la lipogenèse et l’activation de la β-oxydation par l’activation de PPARα 

(Jahn et al., 2015; Pineda Torra et al., 2003). Toutefois, malgré un rôle positif de FXR sur le 

métabolisme dans l’hépatocyte, il semble que ce ne soit pas le cas lorsqu’il est activé dans les 

entérocytes. En effet, dans un modèle Nr1h4-/- entéro-spécifique nourri avec du HFD, le 

microbiote est modifié mais l’obésité et l’insulinorésistance sont moindres (F. Li et al., 2013). 

D’un point de vue mécanistique, l’activation entérique de FXR provoque la synthèse de 

céramides qui sont relargués dans la circulation et favorisent la lipotoxicité au niveau du 

foie (Jiang et al., 2015). Cependant, les effets négatifs du microbiote sur le développement 

des NAFLD semble être FXR-dépendants, puisque le transfert de microbiote d’une souris 

Nr1h4-/- nourrie avec du HFD ne provoque ni stéatose, ni obésité dans son nouvel hôte. De 

plus, l’analyse métagénomique de ce microbiote révèle un enrichissement en familles de 

bactéries ayant un rôle protecteur contre l’obésité (Parséus et al., 2017). 
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Figure 24. Régulation du métabolisme hépatique par FXR 

Les acides biliaires (par exemple l'acide chenodéoxycholique, CDCA) sont produits dans le foie par CYP7A1 à partir 

de cholestérol. Les sels biliaires sont sécrétés dans les canalicules biliaires et acheminés jusqu'à la vésicule biliaire. 

Après leur relargage dans les intestins, les acides biliaires sont réabsorbés par les entérocytes et activent FXR, ce qui 

stimule la sécrétion de FGF15/19 dans la circulation portale. Dans le foie, FGF15/19 se lie à son récepteur FGFR4, 

qui active une voie de signalisation impliquant des MAP kinases et provoque la répression de CYP7A1. Dans le foie, 

les acides biliaires se lient à FXR, qui interagit avec SHP afin de réduire l'expression de CYP7A1. Abréviations : 

ASBT, apical sodium-dependent bile salt transporter ; BSEP, bile salt export pump ; NTCP, Na+-taurocholate 

cotransporting polypeptide ; OST, organic solute transporter. D’après Schaap et al., 2014. 

L’ensemble de ces observations renforcent la nature multi-organe des NAFLD et illustrent 

l’importance du dialogue entéro-hépatique dans leur progression.  

D) LXR et lipotoxicité hépatique 

Par ses effets régulateurs sur la lipogenèse et le métabolisme du cholestérol, LXR présente 

des fonctions protectrices au cours des NAFLD à différents niveaux. 

1. Contenu en acides gras 

LXR participe à la régulation de la lipotoxicité en favorisant la synthèse de MUFA et PUFA. 

En effet, il a été montré que LXR peut induire l’expression de SCD1 de manière SREBP1c-

indépendante (Chu et al., 2006). De plus, LXR module l’expression de LPCAT3, une protéine 
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responsable du recrutement de PUFA dans le RE. Chez les souris déficientes en LXRα/β 

nourries avec un régime riche en gras et en sucres, le stress du RE est induit par la 

modification de la composition lipidique de sa membrane due à la perte de la LPCAT3, ce 

qui génère de l’inflammation (Rong et al., 2013) 

2. Homéostasie du cholestérol dans l’hépatocyte 

Dans les NAFLD, l’expression de LXR est positivement corrélée avec la progression de la 

pathologie (Ahn et al., 2014; Lima-Cabello et al., 2011). L’expression de LXR semble avoir des 

effets protecteurs, puisque la surcharge en cholestérol chez des souris dépourvues de LXRα 

provoque un défaut de son catabolisme, une élévation des niveaux sériques de 

transaminases et l’activation des KC qui favorisent le recrutement de monocytes et 

l’inflammation du tissu (Endo-Umeda et al., 2018a). De plus, l’administration de l’agoniste 

T0901317 améliore l’inflammation et réduit le taux de cholestérol, malgré une stéatose plus 

importante (Wouters et al., 2010). De manière surprenante, l’antagoniste pharmacologique 

SR9238 améliore également l’inflammation et la fibrose tout en réduisant la stéatose dans un 

modèle de NASH murin (Griffett et al., 2015). Enfin, l’activation constitutive de LXRα par la 

mutation de son site de phosphorylation inhibitrice Ser196 conduit à une diminution des 

taux de cholestérol sériques et hépatiques, associée à une fibrose et une inflammation 

moindres dans le cadre d’un régime riche en cholestérol, démontrant ainsi le rôle protecteur 

de LXR dans les NAFLD (Becares et al., 2019). 

3. Implication dans la réponse inflammatoire 

En plus de ses fonctions métaboliques dans l’hépatocyte, LXR est également essentiel pour 

le bon fonctionnement des cellules immunitaires. En effet, son expression dans ces cellules 

favorise l’efflux de cholestérol via les transporteurs ABCA1 et ABCG1. L’invalidation de 

ABCA1 et ABCG1 dans les macrophages provoque une accumulation de TLR2 et 4 (Yvan-

Charvet et al., 2008). Or, ABCA1 a été identifié comme un modulateur de la composition 

lipidique de la membrane, ce qui a un effet sur sa fluidité et influence le recrutement de 

myeloid differenciation factor 88 (Myd88), la protéine adaptatrice qui permet la transduction 

du signal des TLR. Ainsi, LXR, à travers ABCA1, empêche le recrutement de Myd88 et 

l’induction de la voie NFκB, ce qui limite l’inflammation et le recrutement de monocytes (Ito 

et al., 2015). Il a également été montré que la SUMOylation de LXR, c’est-à-dire l’ajout de 

protéines small ubiquitin-related modifiers, lui permet d’inhiber l’activité de NFκB et 
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d’empêcher la transcription de gènes inflammatoires comme l’Il-1β ou la nitric oxide 

synthase (NOS) (Ghisletti et al., 2007; Venteclef et al., 2010). Par ailleurs, LXR permet de 

réduire les lésions hépatiques provoquées par un régime gras associé à une stimulation par 

du LPS en inhibant la signalisation PI3K et JNK (Liu et al., 2012). Enfin, les PUFA synthétisés 

grâce à LXR permettent l’acétylation des promoteurs des gènes cibles de NFκB, ce qui 

empêche leur transcription (P. Li et al., 2013). 

 
Figure 25. Mécanismes anti-inflammatoires de LXR 

LXR exerce ses effets anti-inflammatoires (1) à travers ABCA1, qui inhibe la signalisation TLR et l’induction de la 
voie NFκB ; (2) en promouvant la synthèse de PUFA qui acétylent les promoteurs des cibles de NFκB (3) par sa 

SUMOylation, lui permettant d’inhiber la transcription de cibles de NFκB ; (4) en favorisant l’expression de 
MERTK, une tyrosine kinase qui favorise l’efferocytose des cellules apoptotiques par les macrophages. D’après Tall 

and Yvan-Charvet, 2015. 

IV. Vers l’émergence du carcinome hépatocellulaire 

Le cancer du foie est la troisième cause de décès par cancer à l’échelle mondiale. Parmi les 

différents types de tumeurs primitives, il est le plus fréquent avec 90% des incidences (Llovet 

et al., 2021). Les étiologies les plus fréquentes pour le CHC sont les infections virales 

(hépatites B et C) ou la consommation excessive d’alcool ayant provoqué une cirrhose, mais 

son développement à partir de foies ayant subi des désordres métaboliques, comme les 

NAFLD, le diabète de type 2 ou le syndrome métabolique est de plus en plus fréquent (Llovet 

et al., 2021). En effet, le stress métabolique et la souffrance hépatocytaire entretiennent une 
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inflammation chronique qui déclenche la fibrogenèse. Celle-ci peur à terme évoluer en 

cirrhose, et sensibiliser à l’émergence du CHC, mais la fibrose n’est pas un prérequis pour le 

développement du CHC sous un fond métabolique (Llovet et al., 2021). 

A) La fibrose hépatique 

La fibrogenèse est un processus permettant le maintien de l’intégrité d’un tissu lésé en 

formant du tissu cicatriciel composé de protéines de la matrice extra-cellulaire, notamment 

du collagène de type I (Kisseleva and Brenner, 2021). L’acteur cellulaire majeur de ce 

processus est l’HSC, qui s’active et se différencie en myofibroblaste suite à la stimulation 

par différentes cytokines pro-inflammatoires. Les HSC sont localisées dans l’espace de 

Dissé, entre les hépatocytes et les LSEC en conditions physiologiques, mais une fois 

activées, elles peuvent migrer sur le site endommagé (Iwaisako et al., 2014). 

1. Inflammation et développement de fibrose 

La mort hépatocytaire et l’inflammation sont des éléments indispensables pour le 

déclenchement de la fibrogenèse. Les hépatocytes souffrants relarguent différent facteurs 

capables d’activer les HSC, notamment du transforming growth factor β (TGFβ), 

l’ostéopontine et la NADPH oxydase, et activent différentes voies pro-fibrosantes telles que 

NOTCH, YAP/TAZ, ou encore Hedgehog (Lan et al., 2015; Schwabe et al., 2020; Wang et al., 

2016; Xie et al., 2013; Zhu et al., 2018). L’autre source majoritaire de TGFβ sont les KC et les 

macrophages (Karlmark et al., 2009). Le TGFβ est essentiel pour la mise en place de la 

réponse fibrogénique. En effet, l’induction de la fibrose dans un modèle murin dépourvu de 

TGFβ ne produit que des effets limités, tandis que la surexpression de TGFβ provoque un 

développement de fibrose spontané (Gauldie et al., 2007; Hellerbrand et al., 1999). Toutefois, 

l’absence à long terme de TGFβ provoque un défaut de réparation tissulaire et augmente le 

risque d’émergence tumorale (Kulkarni and Karlsson, 1997). Par ailleurs, le TGFβ permet aux 

lymphocytes CD4 de se différencier en Th17, qui sécrètent l’IL-17a qui a un fort pouvoir 

activateur pour la fibrogenèse, et l’IL-22 qui favorise la survie des hépatocytes (Meng et al., 

2012; Zenewicz et al., 2007). Les LSEC sécrètent des facteurs permettant de maintenir les HSC 

quiescentes, notamment l’oxyde nitrique. Cependant durant la phase de fibrogenèse, elles 

perdent leurs fonctions modulatrices car elles deviennent capillarisées (Maretti‐Mira et al., 

2019; Xie et al., 2012). Les HSC sont également capables de détecter des produits bactériens et 

l’ADN extracellulaire dans le microenvironnement car elles expriment TLR4 et TLR9 à leur 
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surface. Leur signalisation via Myd88 déclenche l’activation de NFκB et permet l’activation 

des HSC (Seki et al., 2007; Watanabe et al., 2007). Ainsi, l’étroite collaboration entre les 

cellules immunitaire et parenchymateuses permet de créer un microenvironnement 

régulateur afin de contrôler le processus de fibrogenèse. Toutefois, l’absence de résolution 

de l’inflammation empêche la régression de la fibrose, et continue à favoriser la formation 

de matrice extracellulaire, au détriment de la régénération (Schwabe et al., 2020).  

 
Figure 26. Mécanismes d’induction de la fibrose au cours de la NASH 

L’apoptose des hépatocytes et l’inflammation produisent des signaux permettant l’activation des HSC. Celles-ci 

sécrètent des protéines de la matrice extracellulaire afin de maintenir l’intégrité du tissu. L’absence de signaux de 
résolution empêche l’apoptose des HSC et promeut un dépôt excessif de collagène dans le parenchyme hépatique. 
Adapté de Kisseleva and Brenner, 2021. 

2. Cirrhose 

Des études histologiques ont permis de définir plusieurs stades de fibrose en fonction de 

l’étendue des dommages hépatiques, allant de fibrose légère (F1) à sévère (F3). Le stade F4 

quant à lui correspond à la cirrhose. La présence de cirrhose provoque d’importants 

remaniements tissulaires, avec l’apparition de nodules de régénération afin de compenser la 

perte importante d’hépatocytes (Kleiner et al., 2005). Elle perturbe le bon fonctionnement du 

foie et donne lieu à une insuffisance hépatique, une hypertension portale, et constitue un 

terrain favorable à l’émergence du CHC, même si de plus en plus de CHC surviennent sur 

un foie non-cirrhotique (Llovet et al., 2021). 

B) Le carcinome hépatocellulaire 

L’émergence de CHC à partir d’un foie non-cirrhotique suggère que les NAFLD présentent 

des caractéristiques favorisant ce processus (Paradis et al., 2009). En effet, de nombreuses 

études ont démontré que le stress oxydant, l’inflammation ou encore la signalisation endo- 
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et paracrine sont des facteurs promouvant le développement tumoral (Anstee et al., 2019; 

Sutti and Albano, 2020). Dans un modèle de souris MUP-uPA, où le stress du RE est 

constitutivement activé dans les hépatocytes, soumises à du HFD, des tumeurs émergent 

suite à l’activation de la voie NFκB et à la production de TNFα (Nakagawa et al., 2014). Le 

stress oxydant et les ROS produites par les mitochondries dysfonctionnelles favorisent les 

lésions à l’ADN (Nishida et al., 2016), et parallèlement, la capacité des hépatocytes à réparer 

leur génome est altérée (Tummala et al., 2014). La lipotoxicité contribue également à 

entretenir le stress oxydant : la suractivation de la voie mTORC2 conduit à l’accumulation 

de glucosylcéramide et de cardiolipine, ce qui favorise l’apparition de tumeurs (Guri et al., 

2017). Chez les patients NASH-CHC, l’expression de Sqle est augmentée, et chez la souris 

nourrie avec un régime riche en cholestérol, la surexpression de Sqle accélère l’apparition de 

tumeurs, démontrant ainsi le rôle important du métabolisme du cholestérol dans le 

développement tumoral (D. Liu et al., 2018). D’autre part, le microenvironnement pro-

inflammatoire est aussi promoteur de tumeurs. Le TNFα et l’IL-6 ont été démontrés comme 

des facteurs pro-tumoraux dans un modèle murin de HFD préalablement stimulé avec le 

facteur carcinogène diéthylnitrosamine (DEN), puisque leur forte expression conduit à 

l’activation du facteur de transcription signal transducer and activator of transcription 3 

(STAT3) dans les hépatocytes (Park et al., 2010). STAT3 et STAT1 sont induits dans les 

modèles de régime et chez les patients stéatosiques ou NASH. De façon intéressante, STAT1 

seul n’est pas promoteur de tumeurs mais participe activement à l’induction de 

l’inflammation, puisque dans les souris Stat1+/- sous régime, l’inflammation est réduite mais 

pas l’incidence tumorale. Au contraire, STAT3 favorise le développement tumoral, puisque 

la réduction de son expression empêche l’émergence de nodules (Grohmann et al., 2018). 

Plusieurs cellules immunitaires participent également à la tumorigénèse : les NKT sécrétant 

la cytokine LIGHT et accentuant les dommages hépatiques, les lymphocytes CD8 

suractivées (Wolf et al., 2014), les lymphocytes Th17 par leur sécrétion d’IL-17 (Gomes et al., 

2016), mais également la perte de CD4 qui ne peuvent ainsi plus assurer une réponse 

antitumorale efficace (C. Ma et al., 2016). 
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Figure 27. Principales voies de développement du CHC dans les NAFLD 

Le stress métabolique provoqué par des apports alimentaires excessifs en acides gras et en glucose conduit à 

l’installation chronique d’un stress oxydatif et du RE, de la lipotoxicité et de l’inflammation. La synergie de ces 
différents processus conduit à des lésions tissulaires, qui elles-mêmes entretiennent l’inflammation et accentuent la 
réponse pro-fibrosante. Afin de maintenir son intégrité, le foie initie des foyers de régénération, mais le 

microenvironnement favorise les lésions à l’ADN et conduit à l’émergence du CHC. D’après Anstee et al., 2019. 

V. Solutions thérapeutiques pour les NAFLD 

Malgré de nombreuses études, aucun traitement pharmacologique n’a encore été autorisé 

pour les NAFLD (Ferguson and Finck, 2021). La seule intervention possible pour l’instant est 

l’adaptation du régime alimentaire et du mode de vie du patient. En effet, une étude menée 

sur une cohorte de patients NASH qui ont adopté un changement de mode de vie durant un 

an a montré qu’une perte de poids importante était associée avec une plus forte régression 

de la NASH, et une amélioration de la fibrose (Vilar-Gomez et al., 2015). Toutefois, les 

découvertes récentes ont permis de mieux comprendre les mécanismes de mise en place et 

de progression des NAFLD, et plusieurs molécules sont en cours d’essai clinique. Cependant, 

la piste la plus prometteuse reste celle des modulateurs du métabolisme, puisque les essais 

visant à réduire l’inflammation et la fibrose ont fourni peu de résultats positifs et sont restés 

au stade d’essai pré-clinique (Ferguson and Finck, 2021). Plusieurs agonistes de FXR se sont 

prouvés efficaces. L’acide obéticholique administré à des patients NASH quotidiennement 

pendant 6 semaines a permis une amélioration de la sensibilité à l’insuline et une réduction 
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de l’inflammation et de la fibrose (Mudaliar et al., 2013). Une autre étude a administré ce 

même traitement mais pendant 72 semaines et a constaté les mêmes améliorations, 

cependant 23% des patients traités versus 6% des patients sous placébo ont développé un 

prurit, et leurs niveaux sériques de LDL cholestérol et d’insuline ont augmenté, ce qui incite 

à évaluer plus attentivement les risques associés à ce traitement (Neuschwander-Tetri et al., 

2015). Il en est de même dans une autre étude comportant cette fois des patients NASH avec 

fibrose dans la cohorte (Younossi et al., 2019). Le cilofexor quant à lui cible spécifiquement le 

FXR entérique, et permet de réduire la stéatose chez les patients NASH, sans affecter les 

niveaux sériques de lipides ni causer une insulinorésistance (Patel et al., 2020). L’elafibranor 

est un agoniste de PPARα et δ, qui interviennent dans l’oxydation des acides gras. 

L’administration de cette molécule durant un essai d’un an a permis une régression modérée 

de la NASH, mais avec des effets secondaires rénaux (Ratziu et al., 2016). Les inhibiteurs 

d’ACC firsocostat et PF-05221304 ont permis de réduire le contenu hépatique en lipides mais 

ont conduit à une élévation des taux de TAG sériques (Esler et al., 2019; Lawitz et al., 2018). 

Mais l’inhibition de FAS pendant 10 jours avec du TVB-2640 a permis de réduire la 

lipogenèse, l’accumulation hépatique de lipides et les niveaux sériques de transaminases, 

sans augmentation des TAG sériques (Syed‐Abdul et al., 2020). Il en est de même dans la 

phase Ia pour cette molécule (Loomba et al., 2021b). Enfin, le traitement de patients NASH 

avec une forme modifiée du FGF21 réduit les niveaux de glucose et d’acides gras libres 

circulants et améliore la stéatose (Sanyal et al., 2018). Ces études présentent des résultats 

prometteurs, et l’intervention au niveau métabolique semble avoir des bénéfices au-delà de 

l’atteinte hépatique, avec la diminution des facteurs de risques cardiovasculaires, qui sont le 

plus souvent la cause de décès dans les patients NASH (Ferguson and Finck, 2021). 
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Figure 28. Le ciblage des voies métaboliques peut constituer une solution thérapeutique au 

cours des NAFLD 

Plusieurs molécules ciblant le métabolisme hépatique sont en cours d’essai clinique. L’intervention au niveau 
métabolique peut permettre une réduction du stress exercé sur l’hépatocyte, et ainsi réduire l’inflammation et tous 
les effets adverses qui en découlent. D’après Ferguson and Finck, 2021. 
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CHAPITRE III : LECT2, UNE NOUVELLE HÉPATOKINE 

La protéine leucocyte cell-derived chemotaxin 2 (LECT2) a été identifiée pour la première fois 

en 1996 par Satoshi Yamagoe lors d’une étude dont le but était d’identifier des facteurs 

chemo-attractants sécrétés par des lignées tumorales (Yamagoe et al., 1996). Cette étude a 

mis en évidence que LECT2, une petite protéine de 16 kDa, était sécrétée par la lignée de 

lymphome humain SKW-3 après stimulation avec la phytohémagglutinine, et induisait la 

migration des neutrophiles in vitro. En 1998, le gène humain de LECT2 a été cloné (Yamagoe 

et al., 1998b). Toutefois, la protéine purifiée précédemment dans la lignée SKW-3 et celle 

purifiée à partir de foie humain étaient fortement similaires mais pas identiques. Ainsi, le 

LECT2 présent dans le milieu de culture de ces cellules provenait du sérum de veau fœtal 

supplémentant le milieu, puisque la séquence protéique du LECT2 bovin correspond 

parfaitement à la séquence purifiée dans l’étude initiale (Yamagoe et al., 1998b).  

I. Caractéristiques de LECT2 

A) Structure 

Chez l’Homme, le gène de LECT2 est localisé sur le chromosome 5q, et chez la souris sur le 

chromosome 13 (Yamagoe et al., 1998a, 1998c). Ce locus en particulier sur le chromosome 5 

contient des gènes codant des protéines intervenant dans la réponse inflammatoire telles 

que le TGFβ, ou encore les interleukines 4, 5, 9 et 13 (Jeronimo et al., 2007). Le gène humain 

contient 4 exons et 3 introns, tandis que le gène murin compte 5 exons et 4 introns 

(Yamagoe et al., 1998a, 1998c). Les deux gènes codent une protéine de 151 acides aminés, 

dont la forme mature de 133 acides aminés contient 6 cystéines hautement conservées chez 

les mammifères, aviens et amphibiens (Okumura et al., 2009). Des analyses spectrométriques 

ont mis en évidence la présence d’un site de liaison à un atome de zinc, ce qui rapproche 

structurellement LECT2 de la famille des M23 métalloendopeptidases, toutefois l’absence de 

site catalytique suggère que l’atome de zinc permettrait de stabiliser la protéine et 

empêcherait son oligodimérisation (Okumura et al., 2013a; Zheng et al., 2016). Malgré sa 

petite taille et la présence de cystéines, LECT2 n’est pas une cytokine, puisqu’elle ne 

présente pas de motif spécifique C-X(n)-C ou C-C (Yamagoe et al., 1996). 
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Figure 29. Structure tertiaire de LECT2 

Adapté de (Zheng et al., 2016). 

B) Expression de Lect2 

Contrairement à ce que son nom laisse penser, LECT2 n’est pas sécrété par les leucocytes. 

Son expression a été détectée par Nothern blot et immunohistochimie dans divers tissus, 

mais elle est spécifiquement restreinte au foie fœtal et adulte chez l’Homme, et plus 

particulièrement dans les hépatocytes (Yamagoe et al., 1998b, 1997). L’expression de Lect2 est 

régulée par la β-caténine. En effet, son promoteur contient des sites lymphoid enhancer-

binding factor/T cell factor (LEF/TCF) spécifiques pour la liaison de la β-caténine à l’ADN. En 

conditions physiologiques, l’expression de Lect2 suit le gradient d’activation de la β-caténine 

et est limitée aux premières rangées d’hépatocytes entourant la veine centro-lobulaire. Lors 

de l’activation oncogénique de la β-caténine, le territoire d’expression de Lect2 est lui aussi 

étendu (Ovejero et al., 2004). De manière intéressante, il a été montré dans un modèle murin 

de cancer de l’intestin grêle présentant une activation constitutive de la β-caténine que 

LECT2 pouvait réprimer la voie Wnt/β-caténine en agissant sur le facteur de transcription 

TCF4 (Phesse et al., 2008). 
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Figure 30. Territoire d’expression de LECT2 dans le parenchyme hépatique. 

Détection de l’ARN de Lect2 à l’aide d’une sonde RNAscope dans les hépatocytes bordant la veine centro-lobulaire 

(gauche) et immunomarquage de la glutamine synthase (GS), une cible connue de la β-caténine (droite). 

C) Récepteurs de LECT2 

Avant d’aborder les différents rôles de LECT2 dans l’organisme, il est intéressant de décrire 

les récepteurs qui ont été montrés comme répondant à une stimulation par LECT2. 

1. DC-SIGN / CD209a 

Le récepteur lectine de type C dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3 

grabbing non-integrin, (DC-SIGN), aussi connu en tant que CD209a, est exprimé par 

certaines familles de cellules dendritiques et macrophages, et intervient dans la 

reconnaissance de glycanes (fucose, mannose etc.), la phagocytose, et la sécrétion de 

cytokines (Garcia-Vallejo and Van Kooyk, 2013; Sancho and Reis E Sousa, 2012). Son 

interaction avec LECT2 a été mise en évidence dans un modèle murin de septicémie 

provoquée par Escherichia coli. Le traitement avec du LECT2 recombinant (rLECT2) 

améliore la survie des animaux après infection en induisant une phagocytose accrue par les 

macrophages exprimant CD209a ainsi que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

telles que l’IFNγ, l’IL1-β ou encore le TNFα (Lu et al., 2013). Ces résultats ont également été 

démontrés dans des modèles de poisson ayu (Chen et al., 2010; H.-L. Ma et al., 2016). D’un 

point de vue moléculaire, LECT2 induit la phosphorylation de la Ser28 de CD209a à la 

surface des macrophages, ce qui provoque la phosphorylation activatrice de la kinase Raf-1, 

qui elle-même phosphoryle la sous-unité p65 de NFκB, induisant ainsi une réponse pro-

inflammatoire et la production d’oxyde nitrique (NO) (Shen et al., 2016). Plus récemment, 
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une étude in vitro d’infection à Helicobacter pylori a montré que LECT2 était nécessaire à la 

maturation des cellules dendritiques via CD209a. De manière similaire aux macrophages, la 

liaison de LECT2 sur CD209a induit la phosphorylation de JNK et p38, mais pas celle de p65 

(Zhang et al., 2023). 

2. VEGFR2 

Le vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) intervient dans le processus 

d’angiogenèse (Wang et al., 2020). In vitro, rLECT2 inhibe la formation de vaisseaux par les 

cellules HUVEC, même en présence de VEGF. En effet, la liaison directe de LECT2 au 

VEGFR2 empêche la phosphorylation de celui-ci, et bloque donc la signalisation qui en 

découle par les kinases ERK et Akt. Cela conduit à des tumeurs moins nombreuses et plus 

petites dans un modèle de xénogreffe (Chen et al., 2016). 

3. cMET 

Le récepteur cellular mesenchymal-epithelial transition (cMET), une fois activé par son 

ligand, hepatocyte growth factor (HGF), régule les voies de prolifération cellulaire par son 

activité tyrosine kinase (Y. Zhao et al., 2022). Il a été montré dans plusieurs lignées 

cellulaires d’hépatomes (SK-Hep1, HUH7 et HepG2) que LECT2 pouvait se lier à cMET de 

manière non-compétitive, permettant encore la liaison d’HGF. Ceci inhibe la signalisation 

de cMET en induisant le recrutement de la phosphotyrosine phosphatase 1B (PTP1B) qui 

empêche la cascade de phosphorylation médiée par Raf1/ERK. Ainsi, la prolifération 

vasculaire est réduite, ce qui limite la diffusion de métastases, comme il a été montré dans 

un modèle de xénogreffe (C.-K. Chen et al., 2014). 
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Figure 31. LECT2 réduit l'angiogenèse en empêchant la signalisation d'HGF sur cMET 

LECT2 et HGF ont des sites de liaisons distincts sur cMET, toutefois LECT2 induit le recrutement de la phosphatase 

PTP1B au niveau du domaine intracellulaire de cMET et empêche le recrutement des protéines adaptatrices, 

réduisant ainsi sa signalisation pro-angiogénique via Raf1/ERK. D’après C.-K. Chen et al., 2014. 

4. Tie1/Tie2 

La famille de récepteurs tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF like domains (Tie) 

est constituée de Tie1 et Tie2. Ils sont exprimés par les cellules endothéliales et participent à 

l’angiogenèse embryonnaire et post-natale médiée par les angiopoïétines. L’effecteur 

principal est Tie2, qui transduit ses signaux en s’homodimérisant, ou en s’hétérodimérisant 

avec Tie1, qui est considéré comme un récepteur orphelin (Bilimoria and Singh, 2019). En 

2019, il a été montré par co-immunoprécipitation dans la lignée épithéliale 293T que LECT2 

est un ligand direct de Tie1 (Xu et al., 2019). Leur interaction conduit à la déphosphorylation 

de Tie1, ce qui perturbe l’hétérodimère Tie1/Tie2 et favorise les interactions Tie2/Tie2. La 

signalisation sous-jacente conduit à l’activation de PPARγ, qui induit la capillarisation des 

LSECs dans les zones péri-portales et favorise le développement de fibrose. Toutefois, les 

effets pro-fibrosants de LECT2 semblent être spécifiquement provoqués par sa liaison avec 

Tie1. En effet, le blocage pharmacologique de VEGFR2 et cMET par le golvatinib dans la 

lignée endothéliale EA.hy926 n’a pas affecté la capacité de LECT2 à inhiber la migration et 
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la formation de tubes par ces cellules. De même, l’inhibition in vivo du VEGFR2 et de 

CD209a n’affecte pas la gravité de la fibrose (Xu et al., 2019). 

 

Figure 32. L'interaction LECT2/Tie1 provoque la fibrose hépatique 

L’expression de LECT2 est induite dans un contexte de réponse fibrosante. Il peut alors se fixer sur Tie1, induire sa 

déphosphorylation et déstabiliser les dimères Tie1/Tie2. Cela provoque une signalisation PPARγ au niveau des 

LSEC qui vont se capillariser et favoriser l’activation des HSC, conduisant au dépôt de collagène dans la zone péri-
portale du lobule hépatique. D’après Su and Iwakiri, 2020. 

II. Fonctions de LECT2 dans l’organisme 

Depuis sa découverte, LECT2 a été étudié dans différents contextes, et plusieurs fonctions 

lui ont été attribuées. On peut classer de manière générale ces fonctions dans deux domaines 

majeurs, le métabolisme et l’immunité.  

A) Rôle dans le métabolisme 

1. Dyslipidémie et syndrome métabolique 

La première évidence de l’implication de LECT2 dans le métabolisme date de 2013, lorsque 

Okumura et al. ont établi une corrélation positive entre le niveau sérique de LECT2 et 

différents paramètres biologiques tels que l’obésité et la présence de stéatose hépatique dans 

une cohorte de patients (Okumura et al., 2013b). Ces observations ont été confirmées par 

d’autres études chez les patients, confortant le lien entre expression de LECT2 et NAFLD 

(Tanisawa et al., 2017; Yoo et al., 2017). Plus récemment, il a été montré chez la souris que 
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l’inhibition de LECT2 par siRNA in vivo dans un modèle de HFD permet de réduire la 

stéatose par la diminution de la lipogenèse et l’induction de la β-oxydation, tandis que sa 

surexpression a l’effet inverse (J. Wang et al., 2021). 

2. Résistance à l’insuline 

Il a été suggéré que LECT2 puisse être une hépatokine : dans un modèle murin de NAFLD 

induite par le HFD, LECT2 induit l’insulinorésistance dans le muscle squelettique (Lan et al., 

2014). En effet, la délétion de LECT2 chez les souris obèses améliore la sensibilité à l’insuline 

dans le muscle. De plus, l’administration de rLECT2 ou sa surexpression dans la lignée de 

myoblastes C2C12 conduit à l’inactivation d’Akt et l’activation de JNK. Sur la base de ces 

observations, Jung et al. ont investigué l’effet de LECT2 sur les adipocytes à travers une 

étude in vitro avec la lignée d’adipocytes 3T3-L1. Le traitement par du rLECT2 provoque 

dans ces cellules une résistance à l’insuline à travers l’inhibition d’IRS1/Akt. De plus, les 

cellules traitées par du rLECT2 contiennent plus de lipides, et présentent une expression 

plus importante des gènes de la lipogenèse Srebp1c et Scd1. Enfin, LECT2 induit la 

phosphorylation de JNK et p38, ce qui conduit à l’activation de NFκB et à la sécrétion de 

TNFα et de la chimiokine CCL2 (Jung et al., 2018). Dans un autre modèle cellulaire 

d’hépatocytes HepG2, LECT2 favorise la phosphorylation de mTOR, le clivage de SREBP1c, 

l’accumulation de lipides et la mise en place de l’insulinorésistance, et ces effets sont 

atténués par l’inhibition de JNK (Hwang et al., 2015b). L’administration in vivo et in vitro de 

gemigliptine, un inhibiteur de la dipeptyl peptidase IV, réduit l’expression de LECT2 tout en 

améliorant la stéatose et la sensibilité à l’insuline. De manière intéressante, la délétion de 

phosphatase and tensin homolog (PTEN) dans l’hépatocyte in vivo améliore la sensibilité à 

l’insuline, et parmi les hépatokines dont l’expression est dérégulée, on retrouve une 

diminution en LECT2 (Berthou et al., 2022). Chez l’Homme, LECT2 est rapidement induit 

lorsque l’alimentation devient hyperlipidique et hypercalorique (Willis et al., 2020), ce qui 

appuie l’hypothèse que LECT2 puisse être une hépatokine. 

3. Athérosclérose 

Parmi les comorbidités des NAFLD, on retrouve l’athérosclérose, qui est souvent la cause de 

mortalité des patients. Le rôle de LECT2 dans l’athérosclérose a été peu étudié, et les 

résultats peuvent être contradictoires. Dans un modèle in vitro où des cellules endothéliales 

HUVEC et myéloïdes THP-1 ont été traitées par du rLECT2, les niveaux de phosphorylation 
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de JNK, ainsi que l’expression d’ICAM-1, TNFα, IL-1β et CCL2 sont augmentés, et ce de 

manière CD209a-dépendante (Hwang et al., 2015a). Cependant, l’administration de LECT2 à 

des souris Apoe-/- sous Western diet permet de réduire les taux sériques de LDL et de 

cholestérol, l’expression de cytokines pro-inflammatoires et la formation de plaques 

d’athérome, suggérant plutôt un rôle protecteur de LECT2 dans ce contexte (He et al., 2019). 

B) Fonctions immunitaires 

1. Régulation de l’inflammation 

LECT2 intervient dans la régulation de l’inflammation de différentes manières. Comme 

abordé précédemment (§IC1), il améliore la réponse à une infection bactérienne en induisant 

la phagocytose par les macrophages et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires via sa 

liaison sur CD209a (Lu et al., 2013; Shen et al., 2016; Zhang et al., 2023). Chez le poisson, il a 

été montré que LECT2 pouvait interagir avec la transferrine, ce qui pourrait constituer un 

mécanisme de défense antibactérien (Chen et al., 2009). D’autre part, l’interaction entre 

LECT2 et CD209a à la surface des cellules dendritiques chez la souris participe à leur 

maturation. Le traitement de cellules dendritiques avec du rLECT2 réduit la sécrétion de la 

cytokine pro-inflammatoire IL-23p40 et induit la production d’IL-10 qui a un effet anti-

inflammatoire. Par ailleurs, la coculture de cellules dendritiques prétraitées avec du rLECT2 

et stimulées par H. pylori avec des lymphocytes T naïfs conduit à une faible différentiation 

de ces derniers en cellules Th1 et Th17 et favorise la formation de Tregs (Zhang et al., 2023). 

Il a également été montré que LECT2 pouvait moduler l’hématopoïèse à travers CD209a. En 

effet, les macrophages stimulés par LECT2 réduisent leur sécrétion de TNFα, ce qui favorise 

la maturation et la différenciation des cellules souches hématopoïétiques en cellules 

myéloïdes (Lu et al., 2016). 

Plus récemment, dans un modèle d’agression hépatique aigue à l’aide de CCl4 ou de 

concanavaline A, l’expression de LECT2 est augmentée, et l’absence de LECT2 est corrélée 

avec des lésions hépatiques moins sévères. De plus, l’infiltration de cellules immunitaires 

semble être modulée par LECT2, puisqu’en son absence, dans le modèle CCL4, on observe 

moins de cellules NK/NKT et de macrophages parmi les cellules infiltrées, tandis que dans le 

modèle à la concanavaline A, on observe plus d’infiltration de neutrophiles, lymphocytes 

CD4 et CD8, et moins de macrophages comparativement aux contrôles (Xie et al., 2022). 
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Dans un contexte métabolique, la surexpression de LECT2 induit l’expression du TNFα et de 

CCL2, tandis que son inhibition la réduit (J. Wang et al., 2021). 

Enfin, LECT2 a été impliqué dans la réponse à la polyarthrite rhumatoïde. En effet, la 

déficience en LECT2 aggrave le phénotype dans un modèle murin de polyarthrite induite 

par des anticorps ciblant le collagène (Okumura et al., 2008). Chez l’Homme, le 

polymorphisme Val58Ile de LECT2 est directement associé avec la sévérité de la pathologie 

(Kameoka et al., 2000). 

2. Homéostasie des NKT 

LECT2 régule l’homéostasie des NKT dans le foie. En effet, les souris Lect2-/- présentent 

deux fois plus de NKT hépatiques comparativement à des souris wild type, ce qui n’affecte ni 

leur viabilité, ni leur état général. Cependant, elles sont beaucoup plus sensibles à l’hépatite 

induite par la concanavaline A, puisqu’elles présentent des lésions plus étendues et une 

expression d’IL-4 et de FasL plus importante (Saito et al., 2004). 

3. Rôle dans le CHC et autres cancers 

L’expression de LECT2 étant dépendante de la β-caténine, il a été étudié dans les cas de 

CHC présentant des mutations activatrices de cette dernière. Chez les patients, l’expression 

de LECT2 est induite dans un sous-groupe de CHC et les hépatoblastomes où la β-caténine 

est activée (Ovejero et al., 2004). Les travaux de notre équipe ont démontré que LECT2 est 

particulièrement important dans la mise en place de la réponse antitumorale. Dans un 

modèle murin d’activation oncogénique de la β-caténine, l’absence de LECT2 conduit à 

l’émergence de tumeurs malignes et à la dissémination de métastases pulmonaires, associées 

à une réponse antitumorale inefficace des iNKT en raison d’une suractivation de la réponse 

inflammatoire (Anson et al., 2012). De plus, dans ce même modèle, l’invalidation de Lect2 

favorise l’accumulation de cellules myéloïdes exprimant des facteurs immunosuppressifs et 

pro-tumoraux, ce qui favorise la dédifférenciation des hépatocytes et la formation de 

métastases pulmonaires (L’Hermitte et al., 2019). Cette dernière étude a également mis en 

évidence que la perte d’expression de Lect2 dans la tumorigénèse des CHC était associée 

avec un phénotype dédifférencié et fortement infiltré. Enfin, d’autres études ont confirmé 

cette corrélation entre niveaux hépatiques de LECT2 et gravité du CHC (Okabe et al., 2014; 

Ong et al., 2011; Ouyang et al., 2020). 
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LECT2 a été également identifié comme un acteur modulant l’inflammation dans d’autres 

types de tumeurs. Par exemple, il a été montré que la délétion de Lect2 associée à une 

activation partielle de la β-caténine dans l’intestin favorise le développement de carcinomes 

colorectaux en créant un microenvironnement plus permissif et moins inflammatoire 

(Greenow et al., 2018). Dans l’adénocarcinome pancréatique, l’expression de Lect2 est 

négativement corrélée avec la taille du nodule, et la perte d’expression de Lect2 dans la 

tumeur est associée avec un mauvais pronostic (Li et al., 2021). La diminution de LECT2 dans 

les tumeurs favorise la transition épithélio-mésenchymateuse et la dissémination de 

métastases. Moléculairement, LECT2 bloque l’activation du facteur de transcription  FOXM1 

en se liant à cMET et en inhibant la signalisation de l’HGF (Li et al., 2021). Il en est de même 

dans le cancer bronchique non à petites cellules où LECT2 réduit la croissance tumorale en 

bloquant la signalisation de cMET et de l’EGFR (Hung et al., 2018). 

C) Rôle dans la fibrose hépatique 

Comme abordé au §IC4, LECT2 favorise le développement de fibrose péri-portale à travers 

sa liaison avec Tie1 (Xu et al., 2019). Dans plusieurs modèles de fibrose hépatique (injection 

chronique de CCl4, ligature des canaux biliaires, régime MCD), l’expression de LECT2 est 

augmentée. Ces mêmes protocoles appliqués à des souris déficientes en LECT2 conduisent à 

un développement de fibrose moindre, tandis que la surexpression de LECT2 aggrave la 

fibrose. Ces observations ont également été validées chez les patients présentant de la 

fibrose (Xu et al., 2019). Plus récemment, il a été montré que LECT2 était également un 

marqueur efficace pour caractériser la progression de la fibrose chez les patients souffrant 

d’hépatite B chronique (Xu et al., 2021) et d’atrésie biliaire (J. Zhao et al., 2022). Il est 

intéressant de noter qu’une étude portant sur la cirrhose alcoolique a montré que les 

niveaux sériques de LECT2 diminuaient avec la progression de la fibrose (Sak et al., 2021). 

L’induction de LECT2 dans la fibrose pourrait être dépendante de la β-caténine, puisque 

dans un modèle de fibrose par ligature des canaux biliaires, l’inhibition de l’interaction β-

caténine/TCF4 par l’utilisation d’ICG-001 et LF3 réduit l’expression de LECT2 et les dépôts 

de collagène (Gao et al., 2023). Le TGFβ1 pourrait également induire l’expression de LECT2, 

comme il a été démontré dans un modèle in vitro à l’aide d’hépatocytes fœtaux L-02 (J. Zhao 

et al., 2022).  
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OBJECTIFS 

Ainsi, le foie est au centre de l’homéostasie métabolique de l’organisme. Plusieurs niveaux 

de régulation permettent de maintenir un équilibre en fonction des apports et des dépenses 

énergétiques, en agissant notamment sur le stockage et le catabolisme des ressources 

disponibles, à savoir les acides gras et le glucose. Cependant, un déséquilibre provoqué par 

une alimentation où ces deux éléments sont en excès conduit vers des réponses 

physiologiques inadéquates, favorisant le stockage à la dépense. Le tissu adipeux se 

développe et le foie devient stéatosique. Avec la persistance de l’excès, plusieurs 

évènements déclenchent l’inflammation, on parle alors de stéatohépatite. Sans intervention 

diététique, le foie continue d’être lésé et peut subir des évènements mutationnels conduisant 

à l’apparition de tumeurs, ou perdre ses fonctions en raison d’une réponse fibrogénique 

constamment stimulée. 

On peut identifier plusieurs étapes clé dans la mise en place des NAFLD. Premièrement, la 

dérégulation du métabolisme des acides gras, que ce soit par l’afflux alimentaire, la 

lipogenèse de novo, l’altération de l’oxydation et la lipolyse du tissu adipeux, contribue à 

l’augmentation du stockage hépatique sous forme de gouttelettes lipidiques. La résistance à 

l’insuline favorise et entretient la stéatose, par des mécanismes encore méconnus, en 

induisant la lipogenèse via les facteurs de transcription SREBP1c, ChREBP et LXR qui sont 

activés par l’insuline, le glucose et les oxystérols respectivement. Enfin, la dérégulation 

métabolique provoque des dysfonctionnements notamment au niveau du RE et des 

mitochondries, que ce soit par la production de ROS, ou par l’afflux de lipides lipotoxiques, 

qui provoquent des lésions cellulaires et déclenchent la réponse inflammatoire et 

fibrogénique. En réponse à la résistance hépatique à l’insuline, le foie sécrète des 

hépatokines qui, par leur action paracrine, stimulent d’autres organes ayant des propriétés 

métaboliques, tels que le tissu adipeux ou musculaire. Récemment, LECT2 a été proposé 

comme une hépatokine induisant l’insulinorésistance dans le muscle squelettique et le tissu 

adipeux via l’activation de JNK, sans qu’on connaisse plus précisément les mécanismes 

moléculaires. 

À partir de ces connaissances, une première question se pose : quel est le rôle de LECT2 

dans le métabolisme des acides gras dans le foie ? Cette question a fait l’objet des travaux de 

thèse de Sandrine Pham qui, à l’aide d’un modèle murin déficient en LECT2 (Lect2-/-) et d’un 
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sauvetage phénotypique à l’aide d’une construction virale AAV8-Lect2 (Lect2RESCUE), a 

démontré que LECT2 participe à la régulation de la lipogenèse de novo et à l’homéostasie du 

cholestérol dans des conditions physiologiques. De plus, en utilisant des modèles de stéatose 

induite par des régimes riches en gras, elle a pu montrer que l’expression de Lect2 était 

induite augmentée chez la souris. Enfin, en collaboration avec le Docteur Philippe Gual 

(Centre Méditerranéen de Médecine Moléculaire, Nice), l’expression hépatique de Lect2 a été 

mesurée chez des patients obèses avec ou sans stéatose, et les résultats obtenus montrent 

également une induction de Lect2 chez les patients stéatosiques. Ces résultats sont présentés 

dans les 3 premières figures de la publication dont Sandrine Pham et moi partageons la 

place de première autrice. 

Les travaux de Sandrine Pham ont ouvert la voie à deux axes de recherche que j’ai pu 

poursuivre au cours de ma thèse. Premièrement, j’ai voulu comprendre pourquoi LECT2 

était induit par la stéatose, et quels sont les mécanismes moléculaires impliqués. Pour 

répondre à cette problématique, j’ai utilisé des souris contrôle (CTRL) et Lect2-/- nourries 

avec du High Fat Diet pendant 20 semaines. En deuxième lieu, j’ai voulu explorer le rôle de 

LECT2 dans la régulation du métabolisme du cholestérol, à l’aide d’un régime High Fat High 

Cholesterol. Enfin, Sandrine Pham puis moi-même avons investigué l’effet d’une 

tumorigénèse induite par du Choline-Deficient High Fat Diet sur des souris Lect2-/-. 
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SUMMARY 

The liver is the privileged site of metabolic regulations that must be tightly 

coordinated to buffer metabolic imbalance to preserve homeostasis. Alterations of 

these processes can promote steatosis, a key feature of non-alcoholic fatty liver 

diseases (NAFLD) that represent the new worldwide epidemic threat. Here, we first 

demonstrate in standard diet conditions, that Lect2, a liver secreted factor, mediates 

its regulatory effects on hepatic lipogenesis and cholesterol homeostasis specifically 

through an LXR-SREBP1c-dependent signaling. Second, during HFD conditions, we 

evidence that Lect2 regulates cholesterol homeostasis and protects against 

mitochondrial dysfunction. Importantly, we find that Lect2 reduces NASH severity by 

mitigating both the inflammatory response and lipotoxicity in cholesterol overload 

diet. Finally, our data provide evidence that Lect2, through its dual immune and 

metabolic properties, is a critical actor during NAFL/NASH sequence and harbors 

tumor suppressive functions in mice, as its long-term ablation facilitates hepatic 

tumor development. Collectively, our work highlights that Lect2 could constitute an 

innovative target for NAFLD diagnosis or treatment. 
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INTRODUCTION 

The liver is a privileged anatomical site in which several key metabolic reactions take 

place in order to maintain energy homeostasis1. Hepatic lipid content is tightly 

regulated by the interplay between fatty acid delivery and uptake, de novo fatty acid 

synthesis (lipogenesis), oxidation and secretion of lipids. Alterations in the equilibrium 

of one or more of these processes can promote hepatic steatosis2, a hallmark of non-

alcoholic fatty liver diseases (NAFLD) considered as the hepatic manifestation of 

metabolic syndrome and obesity3. NAFLD prevalence is 25% in the general 

population and reaches about 80% in morbidly obese individuals4. Considering a 

global rise in obesity and type 2 diabetes, NAFLD is projected to become the leading 

cause of hepatocellular carcinoma (HCC) in western countries5–7. NAFLD 

encompass a spectrum of liver conditions ranging from simple hepatic steatosis or 

non-alcoholic fatty liver (NAFL) to the concomitant presence of hepatocellular 

damage (ballooning), Mallory-Denk bodies formation, and lobular necro-

inflammation, defining non-alcoholic steatohepatitis (NASH)8,9. While NAFL is 

associated with low risk of adverse outcomes, NASH has the potential to progress to 

more severe stages including fibrotic NASH, advanced fibrosis, cirrhosis, and HCC10. 

NAFLD is a complex disease, the development and progression of which require 

multiple parallel hits (dietary habits, environmental factors) in genetically predisposed 

individuals11. One of the main pathogenic mechanisms observed in NAFLD 

pathogenesis is hepatocyte lipotoxicity11. While triglyceride accumulation (e.g., 

steatosis) is thought to be relatively benign, hepatocyte lipotoxicity induced by bio-

active lipid species can result in cellular damage, inflammation, and cell death. These 

changes within the liver place extra metabolic stress on various organelles, such as 

mitochondria and the endoplasmic reticulum, triggering a cascade of stress-induced 

responses, including the generation of reactive oxygen species (ROS)12. This leads 

to further cell injury, culminating in inflammation, programmed cell death (apoptosis), 

and fibrotic remodeling13. The progression or resolution of NASH depends on the 

balance between cell injury and regeneration14. Interestingly, high levels of 

lipogenesis, liver damage, and inflammation have been identified as key drivers of 

the development of murine HCC15–17. 
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At the molecular level, de novo lipogenesis is mainly orchestrated by two 

transcription factors : sterol regulatory element binding protein 1c (SREBP1c)18 and 

carbohydrate responsive element binding protein (ChREBP)19, both controlled at the 

transcriptional level by the liver X receptor (LXR) signaling20,21. In addition to its role 

in lipogenesis, LXR which is mainly activated by oxysterol species, plays also a major 

role in regulating cholesterol uptake and export through bile acids22. Conversely, 

SREBP2 is another key transcription factor governing cholesterol biosynthesis 

through the mevalonate pathway, and as LXR, it is also regulated by oxysterols23. Of 

note, cholesterol metabolism is a major driver of tumorigenesis as it acts both at the 

level of tumor cells and inflammatory response24. 

In response to the establishment of steatosis, the liver releases specific factors 

named hepatokines into the bloodstream, to orchestrate a finely tuned multi-organ 

metabolic response. Among them, some were shown to harbor positive effects on 

insulin resistance and/or visceral adiposity and recently, leukocyte cell-derived 

chemotaxin 2 (Lect2) has been suggested as a new member of this family25. 

Lect2 is a liver-secreted protein originally described as a chemokine-like factor26 and 

as a critical actor of the liver immune microenvironment, regulating natural killer T 

cells homeostasis27. Recently, using spontaneous liver cancer mouse models, we 

provided compelling evidence that Lect2 exerts anti-inflammatory and strong tumor-

suppressive functions through its impact on macrophage polarization and 

function28,29. Recent data demonstrated that Lect2 affect liver angiogenesis, liver 

fibrosis30,31 and has more recently been involved in the control of LCMV infection32. 

These findings suggest that Lect2 is a key player of liver physiopathology. Further 

studies revealed that Lect2 is involved in metabolic disorders as it impairs muscle 

insulin sensitivity in a JNK-dependent manner33. While patients’ serum levels of Lect2 

were positively correlated with features of obesity and steatosis34, the mechanisms 

by which Lect2 exerts its effects in the liver and more importantly contribute to 

steatosis development remain unexplored. 

In the current study, we investigated the hepatic role of Lect2 in physiology and 

during NAFLD onset and progression. At the molecular level, we demonstrate that 

Lect2, through an LXR/SREBP1c-dependent pathway, is a regulator of de novo 
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lipogenesis and cholesterol homeostasis. Moreover, our data reveal that Lect2 

displays immunomodulatory and metabolic properties and attenuates NASH 

progression towards tumor development. 

RESULTS 

Lect2 modulates lipogenic response through SREBP1c signaling. 

During our previous study exploring the role of Lect2 in HCC tumorigenesis29, we 

performed a transcriptomic analysis in steady state conditions comparing Lect2-

deficient (Lect2-/-) to control (CTRL) livers. Interestingly, gene set enrichment analysis 

(GSEA) revealed molecular signatures linked to lipid metabolism, notably cholesterol 

metabolism and SREBF factors (Figure 1A, 1B, S1A). 

These data prompted us to investigate the role displayed by Lect2 in hepatocyte 

metabolism. Although Lect2 has been linked to steatosis33, its effects in hepatic lipid 

metabolism remained to be determined. 

First, we investigated the specific effects of Lect2 on de novo lipogenesis under 

physiological conditions. To this end, we performed fasting or refeeding challenges in 

CTRL and Lect2-/- mice (Figure 1C). There were no significant differences in blood 

glucose concentration and body weight between CTRL and Lect2-/- mice, under 

fasted or refed conditions (Figure 1D). In addition, in refed control mice, we found 

that Lect2 expression was increased (Figure 1D). While no change in liver histology 

was evidenced in the absence of Lect2 (Figure 1E), a slight increase in lipid content 

was observed after oil red O staining (Figure 1F) and confirmed by hepatic 

triglyceride assay (Figure 1G).  

While refeeding induces an upregulation of lipogenesis regulator Srebp1c, its 

expression level remained unchanged in Lect2 deficient compared to CTRL livers 

(Figure S1B, S1C), However, we observed an upregulation of lipogenic genes in 

Lect2-deficient mice in the fasting state (Figure 1H). Indeed, transcripts of Srebp1c, 

acetyl-CoA carboxylase (Acc) and fatty acid synthase (Fas) were significantly 

upregulated in Lect2-/- livers compared to CTRL. Of note, the transcriptional level of 
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the glucose sensor ChREBP remained unchanged under these conditions (Figure 

1H). Accordingly, ACC protein content was increased in Lect2-/- fasted livers 

compared to CTRL (Figure S1C). Finally, to mimic fasting conditions, we cultured 

primary hepatocytes in a low glucose medium deprived of insulin for 36 hours and 

found a drastic accumulation of lipid droplets in Lect2-/- hepatocytes compared to 

CTRL (Figure 1I, S1D).  

Altogether, our data suggest that Lect2 participates in the control of hepatic lipogenic 

response through SREBP1c pathway. 

To get more insight into the molecular mechanisms by which Lect2 regulates lipid 

metabolism and notably cholesterol homeostasis, we analyzed in more detail the 

cholesterol signature revealed by our transcriptomic analysis (Figure 1A). 

Interestingly, both cholesterol biosynthesis (Hmgcr, Sqle, Mvd) and catabolism 

(Cyp7a1, Cyp8b1) and export through bile acids (Abcg5, Abcg8, Abcb4, Abcb11) 

pathways were substantially upregulated (Figure 2A) without affecting total 

cholesterol levels measured by lipidomic analysis (Figure 2B).  

This prompted us to investigate LXR signaling, as LXR/SREBP1c axis was reported 

as a major signaling pathway controlling lipogenesis and cholesterol metabolism20,35. 

Accordingly, we found, through an ex vivo LXRE-luciferase transfection assay 

(Figure 2C), a marked increase in LXR activity in Lect2-/- hepatocytes compared to 

CTRL without requirement of exogenous T0901317 LXR agonist (Figure 2D). These 

data suggest that the absence of Lect2 increases LXR activity. We hypothesize that 

this could be due to intracellular LXR activating ligands availability (e.g., oxysterols). 

To assess this hypothesis, we performed lipidomic analysis in livers from both CTRL 

and Lect2-/- mice and found a selective increase in the hepatic concentration of 25-

hydroxycholesterol (25-OHC), a potent activator of LXR35,36, in Lect2-/- livers 

compared to CTRL (Figure 2E, S2A). 

Our findings reveal that Lect2 impacts on lipid metabolism by regulating LXR activity 

at least through the hepatic accumulation of 25-OHC.  
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To further confirm whether Lect2 modulates LXR activity in the liver, we performed 

phenotypic Lect2 rescue experiments. To this end, Lect2 was re-expressed through a 

hepato-specific adeno-associated viral vector (AAV8) (Figure 2F). We validated 

Lect2 liver re-expression at the mRNA and protein levels, after transduction of Lect2-

deficient mice (Figure 2G, 2H). Two weeks post-AAV-Lect2 transduction, the activity 

of LXR in primary Lect2Rescue hepatocytes was significantly reduced compared to 

Lect2-/- hepatocytes (Figure 2I). At the mechanistic level, we evidenced that Lect2 re-

expression was sufficient to decrease LXR-specific target genes (Cyp7a1, Abcg5, 

Abcg8) (Figure 2J) and that their expression inversely correlated with Lect2 mRNA 

level (Figure 2K). In addition, in the fasting state, we found that Lect2 re-expression 

was sufficient to reduce the expression of lipogenic genes at the same level as in 

CTRL livers (Figure 2L). Collectively, these data strongly suggest that Lect2 is 

involved in the control of hepatic lipogenesis through a specific targeting of the LXR 

pathway. 

Altogether, our data demonstrate that Lect2 mediates its effects on lipogenesis and 

cholesterol catabolism specifically through LXR signaling. 

Lect2 expression is increased in fatty liver mouse models and obese patients 

harboring fatty liver. 

As we evidenced in a physiological setting that Lect2 was involved in the hepatic 

control of de novo lipogenesis, a feature of steatosis development, we decided to 

monitor its expression at the mRNA level in both diet-induced and genetically 

engineered NAFLD mouse models (e.g., high fat high sucrose, choline-deficient high 

fat diet, methionine and choline deficient high fat diet, Ob/Ob mice). We found that 

hepatic Lect2 expression was significantly higher in fatty livers compared to CTRL 

livers (Figure 3A). To validate the clinical relevance of our data, we quantified the 

hepatic expression of Lect2 in a well-annotated cohort of obese patients (Table 1). 

Accordingly, we found that Lect2 was significantly upregulated in the livers of patients 

harboring fatty liver (NAFLD) compared to non-steatotic ones (w/o NAFLD) (Figure 

3B). As expected, NAFLD patients displayed a higher insulin resistance index 

(HOMA-IR) associated with elevated blood insulin, and increased levels of circulating 

triglycerides (TG) and free fatty acids (FFA) compared to obese patients without 
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NAFLD. It is worth noting that hepatic expression of Lect2 positively correlated with 

the HOMA-IR, fasting insulin, and serum TG levels (Figure 3C), as well as with 

hepatic steatosis, NAFLD activity score (NAS) and liver injury, as evaluated by the 

alanine aminotransferase (ALT) levels (Figure 3D).  

Collectively, these findings establish that Lect2 expression increases during steatosis 

onset and strongly suggest its implication during NAFLD progression.  

Lect2 is produced by fatty hepatocytes without affecting steatosis in mice. 

As we found that Lect2 was upregulated in the liver of both NAFLD patients and 

several NAFLD models, we used a high fat diet (HFD) recapitulating the steatosis 

stage without inflammation (Figure 4A). As expected, Lect2 hepatic mRNA level was 

significantly induced at 20 weeks of diet in CTRL mice and both CTRL and Lect2-/- 

gained weight and exhibited similar liver/body weight ratios (Figure 4A). Insulin 

resistance was then evaluated using both insulin tolerance test (ITT) and oral 

glucose tolerance test (OGTT) and revealed no significant difference between both 

groups of mice (Figure 4B, 4C). Histological analysis of hepatic tissue showed that 

steatosis was similar in Lect2-/- and CTRL livers, as shown by a homogeneous 

distribution of lipid droplets within liver parenchyma (Figure 4D). Interestingly, Lect2 

expression, as revealed using RNAscope, was strictly limited to centrilobular 

hepatocytes under standard diet conditions and extended to fatty hepatocytes in HFD 

(Figure 4E). Steatosis scoring revealed that there was no difference in the features 

of lipid droplets with an equivalent rate of macro-, medio- and micro-vesicular 

steatosis between the two genotypes (Figure 4D, 4F). We then extended the 

analysis to other tissular parameters such as inflammation and hepatocellular injury 

(including plasma level of aspartate aminotransferase) and found no significant 

difference between Lect2-/- and CTRL livers (Figure 4F, 4G).  

These data show that Lect2 is expressed during steatosis development specifically in 

centrilobular and fatty hepatocytes; this may not affect neither specific features of 

steatosis nor glucose metabolic response.  

Lect2 regulates cholesterol homeostasis and protects against mitochondrial 

dysfunction during NAFLD. 
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To better define how Lect2 is involved during steatosis, we performed RNA 

sequencing (RNAseq) from Lect2-/- and CTRL livers under HFD conditions. 

Interestingly, GSEA revealed two main signatures significantly dysregulated in Lect2-

/- compared to CTRL livers: one related to cholesterol homeostasis and cholesterol-

dependent pathways up-regulated in Lect2-/- vs CTRL, and one linked to 

mitochondrial functions downregulated in Lect2-/- vs CTRL (Figure 5A, S3A, S3B, 

S3C). Interestingly and in line with previous findings collected under standard diet, 

cholesterol metabolism was again affected with a significant trend towards 

cholesterol biosynthesis (Figure 5B). Moreover, we also monitored the expression 

levels of genes involved in cholesterol export through bile acids and found only an 

increase in the mRNA levels of Cyp7a1, Abcb4 and Abcb11 with no change in 

cholesterol export through Abcg5 and Abcg8 (Figure 5C). These findings suggest 

that under diet, the absence of Lect2 still induces cholesterol biosynthesis 

concomitantly to an increase in bile acid synthesis and export. 

Surprisingly, lipidomic analyses revealed that both free and esterified cholesterol 

levels were significantly lower in Lect2-/- compared to CTRL livers under HFD 

suggesting higher cholesterol export through bile acids in these mice (Figure 5D, 

S3D). These findings strongly suggest that Lect2 is an important player of hepatic 

cholesterol homeostasis. 

Concomitantly to changes in cholesterol homeostasis, we found a significant 

downregulation of genes associated with mitochondrial functions in Lect2-/- compared 

to CTRL livers under HFD, notably genes involved in electron transport, complex I 

biosynthesis and complex IV assembly (Figure 5A, 5E, S3B, S3E).  

These observations prompted us to assess the respiratory capacity of primary fatty 

hepatocytes isolated from CTRL and Lect2-/- mice after 4 weeks of HFD. To this end, 

we used a seahorse assay and found a significant reduction in both basal and 

maximal respiration rates associated with a lower proton leak and ATP production-

coupled respiration in Lect2-/- compared to CTRL fatty hepatocytes (Figure 5F, S3F). 

To investigate whether these defects could be attributed to intrinsic Lect2 expression 

or induced by the diet, we analyzed primary hepatocytes from CTRL and Lect2-/- 

mice under standard diet conditions (Figure S3G). Interestingly, mitochondrial 
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activity was comparable between the 2 genotypes, suggesting that Lect2’s regulatory 

properties are revealed under lipid overload. To determine whether these alterations 

were caused by fewer or defective mitochondria, we quantified genomic and 

mitochondrial DNA and found a similar proportion of mitochondria in both genotypes 

(Figure 5G). These data suggest that the defects observed could be due to impaired 

mitochondrial functions rather than mitochondrial number. Finally, as oxidative stress 

is a major cause of mitochondrial dysfunction during NAFLD progression, notably by 

impairing the electron transport chain37, we investigated the antioxidant response in 

both CTRL and Lect2-/- HFD livers. Interestingly, we found an increased mRNA 

expression of Hmox1, Nqo1, GPX3 and GSTM3 in Lect2-/- compared to CTRL livers 

under HFD (Figure 5H), suggesting a possible higher accumulation of ROS in these 

mice.  

Recent data demonstrated nuclear factor erythroid 2-related factor-1 (Nfe2L1) and  

Nfe2L2 as guardians of cholesterol homeostasis and core components of adaptive 

responses to excess cellular cholesterol linked to antioxidant response38,39. We first 

evaluated Nfe2L1 mRNA expression, as its negative targets Psmb1, Psmb2 and 

Psmb538 were downregulated in our RNA-seq analyses (Figure S3H), and secondly 

Nfe2L2 mRNA expression. Interestingly, both genes were significantly upregulated in 

Lect2-/- compared to CTRL livers under HFD (Figure 5I). Since Nfe2L1 was shown to 

negatively regulate LXR activity39 and LXR targets (e.g. Cyp7a, Abcb4, Abcb11) are 

upregulated in Lect2-/- compared to CTRL livers under HFD, one might hypothesize 

that Lect2 could be an intermediate molecular actor enabling Nfe2L1 to exhibit its 

inhibitory effects on LXR.  

Collectively, these findings illustrate that Lect2 plays an important role in the balance 

between cholesterol biosynthesis and export through LXR pathway and suggest a 

role of Lect2 in the antioxidant response and the maintenance of mitochondrial 

integrity under HFD. 
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Lect2 attenuates NASH severity by mitigating the inflammatory response and 

lipotoxicity in cholesterol overload diet. 

To better understand, how Lect2 regulates cholesterol metabolism during NAFLD, we 

fed a high fat high cholesterol (HFHC) diet to CTRL and Lect2-/- mice for 24 weeks 

(Figure 6A). First, we assessed the liver/body weight ratio and found a significant 

weight increase under diet without difference between the 2 genotypes. Interestingly, 

CTRL mice fed with HFHC exhibited the same mRNA level of Lect2 as their standard 

diet counterparts (Figure 6A) suggesting a potential regulation in the expression of 

Lect2 by cholesterol sensing. Accordingly, Lect2 RNA-scope performed on liver 

sections revealed a slight decrease in the staining of Lect2 mRNA compared to HFD 

conditions (Figure 6B). We then characterized the hepatic phenotype and found no 

difference in the steatosis score between the 2 genotypes. However, at the 

histological level, inflammation and hepatocellular injuries were higher in Lect2-/- 

compared to CTRL livers resulting in a higher NAS (Figure 6B, 6C). These findings 

led us to explore the fibrogenic response consecutively to the high level of 

inflammation occurring in Lect2-/- compared to CTRL liver parenchyma. Interestingly, 

sirius red staining revealed larger collagen deposit areas in Lect2-/- compared to 

CTRL livers (Figure 6B). Moreover, fibrosis scoring revealed a higher fibrosis grade 

in Lect2-/- compared to CTRL livers under HFHC (Figure 6C). 

To better decipher this aggravated phenotype, we performed RNAseq on livers from 

HFHC-fed CTRL and Lect2-/- mice at 24 weeks. Interestingly, we evidenced once 

more by GSEA two main signatures significantly dysregulated in Lect2-/- compared to 

control livers: one related to the inflammatory response upregulated in Lect2-/- vs 

CTRL and again one linked to mitochondrial functions downregulated in Lect2-/- vs 

CTRL (Figure 6D, 6E, S4A, S4B). Interestingly, we found an upregulation of gene 

sets involved in inflammatory response, notably proinflammatory and profibrogenic 

cytokines (Il-1b, Tgfb1) and T-cell activation signaling in Lect2-/- livers compared to 

CTRL under HFD (Figure 6E, S4C). RT-qPCR analysis confirmed the upregulation of 

inflammasome-related genes (Nlrp3, Caspase-1), chemokines such as Ccl2, fibrosis-

related genes (Tgfb) and Il-6 in Lect2-/- livers compared to CTRL under HFD (Figure 

6F).  
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In view of the aggravated phenotype evidenced in Lect2-/- livers and based on the 

critical contribution of lipotoxicity fueling chronic inflammation and fibrosis, we aimed 

to monitor potential changes in the hepatic lipid content from CTRL and Lect2-/- livers 

under HFHC at 24 weeks. To this end, lipidomic analyses revealed a significant 

accumulation of neutral lipids (e.g., di- and triacylglycerols, 22 and 8 species 

respectively), involved in a variety of intracellular signaling pathways, and lipotoxic 

ceramides (16 species of C18 to C26) associated with a significant depletion of 

phosphatidylethanolamine (PE) in Lect2-/- compared to CTRL livers (Figure 6G). It is 

noteworthy that PE and phosphatidylcholine (PC) are the most abundant 

phospholipids in cellular membranes, with PE being particularly enriched in 

mitochondrial inner membranes (~40% of total phospholipids)40. Interestingly, the 

PC/PE ratio was significantly increased in Lect2-/- compared to CTRL livers (Figure 

6H). Of note, recent data demonstrated that even a slight decrease in mitochondrial 

PE content profoundly impaired mitochondrial dynamics and functions41,42. 

In line with these data, we again evidenced a specific RNAseq signature linked to 

mitochondrial electron transport chain in Lect2-/- compared to CTRL livers (Figure 

6D, 6E). We believe that the significant alterations in PE content evidenced in Lect2-/- 

livers could be a causative event leading to mitochondrial defects and subsequently 

in energy production. 

Collectively, these findings evidence that Lect2 attenuates the exacerbation of 

inflammatory response during NASH by ensuring a balanced lipid content and proper 

mitochondrial functions. Our data suggest that Lect2 could behave as a regulator of 

hepatic lipotoxicity during cholesterol overload.  

Lect2 is an important actor during NAFL/NASH sequence and harbors tumor 

suppressive functions. 

As we evidenced a drastic aggravation of the HFHC-induced NASH phenotype in 

absence of Lect2, and to definitively understand its role during NAFLD, we used the 

previously described choline deficient high fat diet (CD-HFD) recapitulating the whole 

sequence from steatosis to tumor development17 (Figure 7A). In agreement to 

previous findings, only 17% of CTRL mice developed hepatic tumors at 52 weeks of 
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CD-HFD (Figure 7B). Impressively, at the same timing, 100% of Lect2-/- mice 

harbored hepatic tumors, and while CTRL mice presented 1 to 2 isolated nodules, 

Lect2-/- mice displayed several (ranging from 2 to 6 nodules) multinodular hepatic 

tumors (Figure 7C). Histological analysis revealed a heterogeneous aspect of tumor 

features with some nodules harboring steatotic hepatocytes and/or immune infiltrates 

in Lect2-/- livers associated with a higher hepatocyte proliferation rate assessed by 

Ki67 immunostaining (Figure 7D, 7E). 

These results demonstrated that Lect2 through its dual immune and metabolic 

properties, is a critical actor during the NAFL/NASH sequence as its absence in the 

long term facilitates hepatic tumor development.  

DISCUSSION 

In mammals, the liver harbors the intrinsic ability to convert excess dietary 

carbohydrates into triglycerides through de novo lipogenesis. To adequately perform 

these regulations, molecular signals need to be coordinated to buffer metabolic 

imbalance to prevent steatosis development2. Hepatic steatosis is a result of an 

imbalanced ratio between hepatic fatty acid supply and expenditure caused by 

excess peripheral lipolysis, excess fatty acid lipolysis and defective fatty acid 

oxidation/lipoprotein secretion. The nature of lipid species is of major importance 

during NAFLD progression as it is now well-admitted that lipotoxicity and 

inflammation are two important drivers of the disease. The main toxic lipid species 

identified so far are free fatty acids, diacylglycerols, phospholipids (e.g., ceramides, 

sphingolipids) and recent findings have revealed that cholesterol accumulation plays 

a major role in driving progression from steatosis to NASH43,44. Indeed, cholesterol 

excess disrupts membrane function, causes oxidative damage, and alters organelle 

functions, notably mitochondria, promoting a vicious cercle of inflammation and 

fibrosis. To avoid its detrimental effects, the liver must safely eliminate cholesterol by 

converting it into bile acids. In response to the damage caused by several hits during 

NAFLD, the liver secretes factors named hepatokines to ensure multi-organs 

molecular circuitries to preserve metabolic homeostasis. Recent data proposed 

Lect2, a multifunctional hepatic factor that we evidenced to play a major role in liver 
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cancer, as a novel hepatokine linked to steatosis without a thorough investigation of 

its metabolic effects in the liver tissue 33.  

In our study, we demonstrate in standard diet conditions, that Lect2 mediates its 

effects on hepatic lipogenesis and cholesterol catabolism specifically through an 

LXR-SREBP1c-dependent signaling. Second, during HFD conditions, we evidence 

that Lect2 regulates cholesterol homeostasis and protects against mitochondrial 

dysfunction. Importantly, we find that Lect2 regulates NASH severity by mitigating 

both the inflammatory response and lipotoxicity in cholesterol overload diet. Finally, 

our data provide evidence that Lect2, through its dual immune and metabolic 

properties, is a critical actor during NAFL/NASH sequence and harbors tumor 

suppressive functions in mice as its absence in the long term facilitates hepatic tumor 

development. Collectively, our work highlights that Lect2 could constitute an 

innovative target for NAFLD treatment.  

First under physiological context, one of our main findings is that Lect2 controls 

hepatic lipogenesis through the LXR-SREBP1c signaling pathway. At the 

mechanistic level, we demonstrate that Lect2 modulates LXR activity. The absence 

of Lect2 translated into a significant increase in LXR activity and paralleled with an 

enrichment in oxysterols, notably 25-OHC. Rescued Lect2 expression in liver of 

Lect2-deficient mice was sufficient to decrease both LXR activity and the expression 

of its target genes. We observed an upregulation of lipogenesis in Lect2-deficient 

compared to controls livers, specifically under fasting conditions with common 

molecular actors such as SREBP1c, FAS and ACC extensively found as downstream 

targets of LXR21,45,46. By contrast, the expression of the glucose sensor ChREBP was 

not modified in the liver of Lect2-deficient mice. The effects of LXR on ChREBP are 

still debated. On one hand ChREBP was previously described as a direct LXR target 

in the liver20. However, ChREBP expression is adequately induced by carbohydrates 

in the liver of LXRα/β-deficient mice, suggesting that LXR is dispensable for the 

glucose-mediated induction of ChREBP47. We also found that the effect of Lect2 

deficiency on lipogenesis was only significant under fasting conditions. Our findings 

are interesting since hepatic lipogenesis is normally low under fasting conditions to 

provide energy through fatty acid oxidation. In support of our data, LXR was 

evidenced as a regulator of the balance between fat oxidation and storage48.  When 
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refed, CTRL and Lect2-/- mice display a physiological lipogenic process, as glucose is 

largely available, ensuring an adequate metabolic response to the benefit of energy 

storage. In line with our findings, recent data suggested that Lect2-/- mice exhibit a 

higher capacity of energy expenditure in muscles compared to control mice33. One 

might expect similar effects of Lect2 on energy balance in the liver. In this scenario, 

Lect2 could enable an adequate metabolic response that closely matches energetic 

needs. 

Still under physiological context, at the molecular level, we demonstrate that Lect2 

deficiency leads to a significant increase in LXR activity associated with a selective 

enrichment of the LXR ligand 25-OHC. Although the LXR pathway is a central 

molecular node of cholesterol homeostasis22, we did not find any difference in the 

total amount of cholesterol in Lect2-/- livers compared to controls, suggesting that 

Lect2 could impact on 25-OHC synthesis. To explain this selective effect on 25-OHC 

synthesis, we hypothesize that Lect2 could affect the expression/activity of 

Cholesterol 25-hydroxylase enzyme (Ch25H), thereby providing a source of 25-OHC. 

Interestingly, Ch25H enzyme was recently reported to be expressed under the 

control of LXR signaling, thus providing a source of 25-OHC in order to maintain 

intra-hepatic cholesterol homeostasis49. Another possible lead could be the link 

between oxidative stress and 25-OHC synthesis by autoxidation50. 

The second major finding of our study is that under HFD, Lect2 does not affect 

insulin resistance induced by the diet, contrary to previously published findings in 

which Lect2-/- mice displayed a better insulin sensitivity under HFD (REF Lan 

Diabetes 2014). Moreover, we found through RNAscope labeling that Lect2 

expression is not only restricted to hepatocytes surrounding the central vein but is 

extended to fatty hepatocytes. We did not find any Lect2 expression in other liver cell 

types. We previously reported that Lect2, at least in standard diet conditions, under 

the control of Wnt/β-catenin signaling, is specifically expressed in the first layer of 

perivenous hepatocytes51,52. Our observations clarify previous studies, showing other 

expression territories within the liver and exclude the contributions of other cell types 

than the hepatocytes producing Lect230,53,54. These discrepancies could be explained 

in part by the use of a different mouse model and unspecific antibodies to detect 

Lect2. Importantly, the main novel observation in our study under HFD, is that Lect2 
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regulates cholesterol biosynthesis, catabolism, and export, which ensure an efficient 

mitochondrial function. Indeed, we found that Lect2 deficiency induces a shift in the 

balance between cholesterol biosynthesis and export, leading to an exaggerated 

excretion of cholesterol into bile acids. These findings are of importance as 

cholesterol is a fundamental actor for transduction of signals emanating from the 

plasma membrane. Therefore, the absence of Lect2 under HFD might contribute to 

diminish hepatocyte capacity to respond and adapt to stress signals occurring under 

HFD. Consequently, one might hypothesize that Lect2 ablation might worsen the liver 

phenotype in the long term under HFD. Moreover, we found a concomitant 

upregulation of Nfe2L1, a critical sensor of cholesterol homeostasis, and an 

increased expression of LXR targets in the absence of Lect2, both of them ensuring 

the elimination of cholesterol38,39. Recent findings suggested that Nfe2L1 could inhibit 

LXR activity although the precise mechanisms are still to be deciphered38. Our 

findings strongly suggest a possible molecular partnership between Nfe2L1 and 

Lect2 to inhibit LXR to regulate cholesterol homeostasis. These data require further 

attention and are beyond the scope of the study. In line with these observations, we 

found an upregulation of genes involved into antioxidant response in Lect2-/- livers 

compared to CTRL, suggesting a higher reactive oxygen species (ROS) 

accumulation. These findings were corroborated by the significant induction in the 

mRNA level of Nfe2L2 regulating Hmox1, Nqo1 and Gstm3 expression. However, 

ROS production is an important hallmark of NAFLD progression as their 

accumulation leads to the mitochondrial electron transport chain defects. Indeed, we 

evidenced a downregulation of genes related to complexes I, III, IV and ATP-

synthetase in Lect2-deficient compared to CTRL HFD livers. Accordingly, seahorse 

experiments revealed a strong diminution of basal, maximal respiration capacities 

with a reduction in ATP synthesis in Lect2-/- compared to CTRL fatty hepatocytes. 

Quantification of mitochondrial DNA reflecting biogenesis helped to confirm that 

these alterations were not due to changes in mitochondria quantity but rather to 

intrinsic functional defects.  

Our data strongly suggest that accumulated ROS in Lect2-deficient livers could have 

a negative impact on mitochondrial function by impairing the electron transport chain. 

We believe that Lect2 could crosstalk with Nfe2L1 to regulate cholesterol 
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homeostasis thus preventing excessive ROS accumulation to preserve mitochondrial 

electron transport chain integrity during NAFLD.  

The third major finding of our data is that Lect2 is required to deal with cholesterol 

exposure. Indeed, our data reveal that the absence of Lect2 triggers an exacerbated 

inflammatory response causing fibrosis and lipotoxicity associated with mitochondrial 

dysfunction, these two features being recognized as strong drivers of NAFL/NASH 

progression. Our experimental design of exposure to cholesterol helped to better 

dissociate the metabolic and inflammatory part displayed by Lect2, as cholesterol 

overload restored the balance between cholesterol biosynthesis and export in Lect2-

deficient livers. We expected to observe an exacerbated inflammatory response upon 

cholesterol exposure as we previously demonstrated that Lect2 deficiency 

aggravates liver cancer progression through macrophages polarization29. 

Accordingly, we found a molecular signature of inflammation (upregulation of NLRP3 

inflammasome components, Tgfb1 and Il-6) and fibrosis that were increased in Lect2-

/- livers compared to CTRL under HFHC. Besides its implications in the inflammatory 

response, Lect2 still displays an effect on hepatocyte lipid content upon cholesterol 

exposure. Indeed, we found using lipidomic analysis, an accumulation of 16 species 

of lipotoxic ceramides (C18) in Lect2-/- compared to CTRL livers under HFHC. It is 

important to note that ceramides were shown as toxic lipids during NAFLD as their 

accumulation can trigger inflammation, unfolded protein response (UPR), hepatocyte 

cell death and impair fatty acid oxidation55. The precise mechanisms by which Lect2 

prevents ceramide accumulation are still unknown. Of note ceramide accumulation 

could also be a cause or consequence of an exacerbated inflammatory response. 

Associated with ceramide excess, we also evidence changes in phospholipid 

contents notably a depletion of phosphatidylethanolamine (PE), the decreased level 

of which within the inner mitochondrial membrane has been shown to provoke 

profound functional disturbances41. Indeed, even a modest decrease in mitochondrial 

content of PE, corresponding to 30% increase in PC/PE molar ratio profoundly 

impaired mitochondrial dynamics and functions41. Interestingly, we evidence a 

downregulation of genes related to complexes I, III, IV and ATP-synthetase in our 

RNA-seq signature in Lect2-/- compared to CTRL livers under HFHC. As a matter of 

fact, the combination of both downregulation of electron transport genes and 

depletion of PE possibly affecting inner mitochondrial membrane composition support 
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the assumption that Lect2 is essential for proper mitochondrial functions during 

NAFLD. In addition, one might conceive that this impaired mitochondrial phenotype is 

chronically aggravated by the concomitant intricated hits of inflammation and 

lipotoxicity. Moreover, our data demonstrate that Lect2 behaves as a regulator of the 

inflammatory response but also reveal that it holds dominant metabolic functions 

during NAFLD. Thus, studying Lect2’s effects during a NASH setting is challenging 

as its dual effects, metabolic and immune are closely intricated.  

Finally, the main finding of our study is that Lect2 is an essential molecular actor of 

NAFLD as its deletion in diet-induced mouse models results in the impressive 

emergence of hepatic tumors. Indeed, using CD-HFD, we observed the emergence 

of multinodular hepatic tumors in 100% of Lect2-/- mice compared to fewer nodules in 

only 17% of CTRL. Of note, hepatic tumors comprised heterogeneous well-

differentiated proliferating nodules presenting or not steatosis and/or fibrosis.  

The use of mouse models was critical to decipher the role of Lect2 in NAFLD. We 

evidenced an upregulation of Lect2 in different diet-induced NAFLD models, as it is 

also the case in NAFL/NASH patients. However, it could be seen as contradictory 

that a factor whose absence results in a worsened phenotype could still be induced 

during disease progression. The most relevant way of explaining this is to understand 

the upregulation of Lect2 expression as a mean to preserve the homeostasis of the 

liver tissue, particularly in terms of metabolic regulation and inflammation. The use of 

HFD in mice allowed us to discriminate the metabolic implications of Lect2 from its 

immunomodulatory properties, strongly suggesting that the liver requires Lect2 to 

face lipid overload. Indeed, inflammation is not triggered by HFD and therefore 

Lect2’s effects are mainly focused on metabolism. We believe that this might be the 

role played by Lect2 in patients harboring solely steatosis. Lect2 would particularly 

regulate cholesterol homeostasis, ensuring an equilibrated antioxidant response that 

in turn protects mitochondrial integrity. These findings evidenced in mice need further 

testing in humans. However, discerning the role of Lect2 during NASH remains 

complex, especially in patients, as its second facet in the regulation of the immune 

response is concomitant to its metabolic properties. Several other hits (lipotoxicity, 

microbiota, viral infections, etc.) cooperate to sustain inflammation in the liver. We 

and others previously demonstrated that Lect2 polarizes macrophages and regulates 



132 

inflammation29,56. Here, we also found that Lect2 prevents from the exacerbation of 

the inflammatory response. However, in patients, the combination of these multiple 

hits fueling chronic inflammation might also interfere with hepatocyte metabolism. 

Therefore, we could not exclude that the sustained expression of Lect2 that we 

evidenced in NAFLD patients could prove to be detrimental in the long term by 

causing tissular damage while still being required for its metabolic effects. 

Altogether, our work provides the first evidence that Lect2 is a dual factor exhibiting 

important regulatory functions in metabolism and inflammation by modulating 

cholesterol homeostasis and limiting lipotoxicity and oxidative stress in hepatocytes 

during NAFLD. Although the quantification of Lect2 protein level in human plasma 

still lacks reliability, its monitoring as a biomarker could be an important indicator of 

NAFLD progression. Moreover, targeting Lect2 could constitute an innovative 

therapeutic strategy to improve metabolic disorders.  

STAR METHODS 

KEY RESOURCES TABLE 

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER 

Antibodies 

Goat HRP-conjugated α-
rabbit IgG 

Cell Signaling Technology  7074; RRID:AB_2099233 

Horse HRP-conjugated α-
mouse IgG 

Cell Signaling Technology  7076; RRID:AB_330924 

Mouse monoclonal α-mouse 
HSC70  

Santa-Cruz Biotechnology  SC7298; RRID AB_627761 

Rabbit polyclonal α-mouse 
ACC  

Invitrogen PA5-17564; RRID AB_10979444 

Rabbit monoclonal α-
human, mouse, rat Ki-67 

Invitrogen MA514520; RRID:AB_10979488 

Rabbit polyclonal α-mouse 
LECT2 

National Institute of 
Infectious Diseases, Tokyo, 
Japan 

Dr. S Yamagoe 

Bacterial and Viral Strains 

AAV8-GFP This paper N/A 

AAV8-Lect2 This paper N/A 



133 

pGK-TK-LXRE (x3)-Luc Popineau et al., 201657 Popineau et al., 201657 

Biological Samples 

Obese patients’ liver 
biopsies 

Department of Digestive 
Surgery and Liver 
Transplantation (Nice 
Hospital) 

N/A 

Obese patients blood 
samples 

Department of Digestive 
Surgery and Liver 
Transplantation (Nice 
Hospital) 

N/A 

Chemicals, Peptides and Recombinant Protein 

Acetone  Carlo Erba  400971 

Bovine serum albumin  Sigma-Aldrich A8412 

CaCl2  Sigma-Aldrich C7902 

Collagenase IV (from 
Clostridium histolyticum) 

Sigma-Aldrich  C5138 

Dexamethasone  Sigma-Aldrich D2915 

DMSO Sigma-Aldrich  D8418 

ECL substrate BioRad 170-5061 

EDTA Invitrogen  15575020 

EDTA-free protease 
inhibitors cocktail 

Roche Diagnostics  11873580001 

Eosin Microm Microtech France C036 

Ethanol absolute  Carlo Erba  528131 

FBS Gibco 10270-106 

Fungizone B Gibco  15290-026 

Glucose Agilent Technologies  103577-100 

Glutamine  Agilent Technologies  103579-100 

Hematoxylin Microm Microtech France C0303  

HEPES Sigma-Aldrich  H6147 

Hoechst 33342  Invitrogen  H3570 

Immu-mount Epredia 9990402 

Insulin Novo Nordisk 3400936120112 

Isopropanol  Carlo Erba 415154 

KCl Sigma-Aldrich  P5405 

Lipofectamine 2000  Invitrogen 11668019 



134 

NaCl Sigma-Aldrich  S5886 

Na2HPO4 Sigma-Aldrich  S5136 

Oil Red O Sigma-Aldrich O0625 

OptiMEM 1X Gibco 31985-062 

Paraformaldehyde 4%  Carlo Erba 526936 

PBS  Eurobio Scientific  CS1PBS00-01 

Penicillin/streptomycin  Gibco 15140-122 

Pierce BCA protein assay Thermo Scientific 23225 

Pyruvate Agilent Technologies  103578-100 

RIPA buffer Sigma-Aldrich R0278 

SafeMount  BIO-OPTICA  05-SM250 

Sirius red Clin-Tech  640740 

Sterols 
Polar Lipids (Coger, Paris, 
France) 

N/A 

T0-901317 Sigma-Aldrich T2320 

Triethyl-phosphate  Sigma-Aldrich  538728 

Trizol reagent Thermo Scientific 15596018 

Trypan blue Gibco  15250-061 

Turbo DNA-free  Thermo Fisher Scientific  AM1907 

William's E medium, 
GlutaMAX supplement 

Gibco 32551-020 

XF DMEM pH 7,4  Agilent Technologies  103575-100 

Xylene Carlo Erba  528251 

Critical Commercial Assays 

ACCU-CHEK® glucose 
monitor 

Roche Diagnostics  07400942016 

ACCU-CHECK® Test strips Roche Diagnostics  550269868122 

Cell culture microplate  Agilent Technologies  103794-100 

DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen 69504 

High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit 

Applied Biosystem 4368813 

Luciferase assay system Promega E1500 

Maxwell RSC simplyRNA 
Tissue Kit  

Promega AS1340 



135 

RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies  5067-1511 

RNAscope® H2O2 and 
Protease Reagents 

Advanced Cell Diagnostics 322330 

RNAscope® 2.5 HD 
Detection Reagent – 
BROWN 

Advanced Cell Diagnostics  322310 

RNAscope® Mm Lect2 
Probe 

Advanced Cell Diagnostics  528621 

RNAscope® Negative 
Control Probe 

Advanced Cell Diagnostics 310043 

RNAscope® Positive Probe 
– Mm-Ppib 

Advanced Cell Diagnostics 313911 

RNAscope® Retrieval Agent Advanced Cell Diagnostics  322000 

RNAscope® Wash Buffer Advanced Cell Diagnostics  310091 

RNeasy Mini Kit Qiagen 74104 

Seahorse XF Cell Mito 
Stress Test Kit 

Agilent Technologies  103015-100 

SYBR Luminaris Color 
HiGreen qPCR Master Mix 

Thermo Scientific 0383 

TaqMan™ Universal Master 
Mix II, no UNG 

Thermo Scientific 4440043 

Triglycerides FS Diasys 157609910021 

Deposited Data 

Raw and analyzed 
microarray data 

This paper GEO:GSE 

Experimental Models: Organisms/Strains 

C57BL/6J mouse Janvier labs N/A 

Lect2-deficient (Lect2-/-) 
mouse 

National Institute of 
Infectious Diseases, Tokyo, 
Japan 

Dr S. Yamagoe27 

Ob/Ob B6.V-Lepob/J mouse Janvier labs N/A 

Diets 

High Fat Diet Safe  U8978 Version 19 - 260HF 

High Fat High Cholesterol Safe  
E8220 Version 151 - A04 1,25% 
cholesterol 

Choline-deficient High Fat 
Diet 

Research Diets  D05010402i 

Oligonucleotides 



136 

Mouse-specific qPCR 
primers: see Supplemental 
Table 1 

This paper N/A 

Human Lect 2 Thermo Scientific Hs01040204_m1 

Human RPLP0 Thermo Scientific Hs99999902_m1 

Mouse 18S Thermo Scientific Mm03928990_g1 

Mouse RNR2 (16S) Thermo Scientific Mm04260181_s1 

Mouse COX2 Thermo Scientific Mm03294838_g1 

Software and Algorithms 

GSEA Tool Subramanian et al., 200558 
https://www.gsea-
msigdb.org/gsea/index.jsp 

Heatmapper Babicki et al., 201659 http://www.heatmapper.ca/expression/ 

Image J National Institutes of Health 
https://imagej.nih.gov/ij/ 

RID: SCR_003070 

R R Core Team, 2023 https://www.R-project.org/ 

 

LEAD CONTACT AND MATERIALS AVAILABILITY 

Further information and requests for resources and reagents should be directed to 

Jean-Pierre Couty (jean-pierre.couty@inserm.fr) 

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS 

Animals care and mice models 

All  reported animal procedures were approved by the French Institutional Animal 

Care and Use Committee (APAFIS #35532). Mice were colony-housed in a well-

controlled animal facility, exposed to a 12h light/dark cycle with free access to tap 

water and control chow diet. Adult male mice from 9 to 12 weeks old were used for 

all fast/refed experiments. Adult male mice were switched to a high fat (Safe U8978 

Version 19 - 260HF, 36% fat, Augy, France), high fat high cholesterol (Safe E8220 

Version 151 - A04 1,25% cholesterol, Augy, France) or choline-deficient high fat diet 

(Research Diets D05010402i, New Brunswick, NJ, USA) at 6 weeks of age for 

respectively 20, 12 and 24, and 48 weeks. Lect2-deficient mice (Lect2-/-)27 were 
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kindly provided by Dr S. Yamagoe (Japan, Tokyo) and were backcrossed for ten 

generations onto a C57BL/6J background. C57BL/6J lean and Ob/Ob (B6.V-Lepob/J) 

male mice were purchased from Janvier Laboratories (Le-Genest-St-Isle, France) 

Rescue experiments 

For Lect2 rescue experiments, fed Lect2-/- mice received a single intravenous 

injection with 2,75x1010 vg/mouse of an adeno-associated vector (AAV) encoding for 

either GFP or Lect2 under the hepato-specific transthyretin promoter (mTTR, 

produced by Atlantic Gene Therapies, France). Animals were sacrificed and 

analyzed 2 weeks later. Lect2-rescued mice are designated as Lect2Rescue. 

Fast and refed experiments 

Fasted mice were allowed free access to tap water without chow for 24 hours prior to 

sacrifice. Mice designated as refed were fasted with free access to tap water for 24 

hours followed by a 18h refeeding period before sacrifice with free access to chow 

diet and water with 20% glucose. 

Insulin tolerance test  

Mice were fasted for at least 4 hours prior to the experiment. Each mouse received a 

single intraperitoneal injection of insulin (Actrapid Penfill 100 UI/mL, Novo Nordisk 

3400936120112) 0,75UI/kg. Blood glucose values were measured using an ACCU-

CHEK glucose monitor and single-use strips (Roche Diagnostics 07400942016 and 

550269868122). 

Human studies 

Thirty-seven morbidly obese patients were recruited through the Department of 

Digestive Surgery and Liver Transplantation (Nice Hospital, France) where they 

underwent bariatric surgery. This procedure was indicated for these patients in 

accordance with French guidelines. Exclusion criteria were hepatitis B or C infection, 

excessive alcohol consumption (>20g/day) or another cause of chronic liver disease 

as previously described60. The characteristics of the study groups for the gene 
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expression are described in Table 1. Before surgery, fasting blood samples were 

obtained and used to measure alanine and aspartate transaminases (ALT and AST, 

respectively), glucose, insulin, fatty acids, cholesterol and HbA1c. Insulin resistance 

was calculated using the homeostatic model assessment (HOMA-IR)61). Surgical 

liver biopsies were obtained during the procedure and no ischemic preconditioning 

had been performed. Hepatic histopathological analysis was performed according to 

the scoring system of Kleiner et al., 20059. Four histopathological features were 

semi-quantitatively evaluated: grade of steatosis (0, <5%; 1, 5%-30%; 2, >30%-60%; 

3, >60%), lobular inflammation (0, no inflammatory foci; 1, <2 inflammatory foci per 

200x field; 2, 2-4 inflammatory foci per 200x field; 3, >4 inflammatory foci per 200x 

field), hepatocellular ballooning (0, none; 1, few balloon cells; 2, many 

cells/prominent ballooning), and stage of fibrosis (from 0, none to 4, cirrhosis). All 

subjects gave their informed written consent to participate in this study in accordance 

with French legislation regarding Ethics and Human Research (Huriet-Serusclat law). 

The “Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche 

Biomédicale de Nice” approved the study (07/04:2003, N° 03.017). 

METHODS DETAILS 

Primary culture of hepatocytes 

Primary hepatocytes were obtained following the protocol described in Fortier et al., 

201762. The liver is washed in situ with 50 mL of perfusion solution containing 10 mM 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES, Sigma-Aldrich H6147), 

137 mM NaCl (Sigma-Aldrich S5886), 2,68 mM KCl (Sigma-Aldrich P5405), 232 µM 

Na2HPO4  (Sigma-Aldrich S5136), 0,5 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, 

Invitrogen 15575020) dissolved in deionized sterile water. Then the liver is digested 

with a collagenase solution containing 0,5 mg/mL of collagenase (from Clostridium 

histolyticum, Sigma-Aldrich-Aldrich C5138) diluted in perfusion solution, and 10 mM 

of CaCl2 (Sigma-Aldrich C7902). After isolation, cells were collected in complete 

medium: William's medium E (Gibco 32551-020) supplemented with bovine serum 

albumin 0,1% (Sigma-Aldrich A8412), penicillin/streptomycin 100 U/mL (Gibco 

15140-122), fungizone B 100 µg/mL (Gibco 15290-026) and dexamethasone 25 nM 

(Sigma-Aldrich D2915). Hepatocytes were collected by 3 rounds of washes and 
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centrifugation for 3 minutes each at 400 rpm and resuspended in complete medium 

supplemented with 10% decomplemented FBS (Gibco 10270-106). Hepatocytes 

were counted by a trypan blue (Gibco 15250-061) exclusion method, and their 

viability was found to be >90%. Cells were seeded at a density of 6 x 105 cells in 60 

mm dishes containing complete medium supplemented with 10% FBS and incubated 

at 37°C under an atmosphere containing 5% CO2, for 4 hours, to allow the cells to 

adhere. The medium was then replaced with fresh serum-free complete medium.  

Luciferase reporter assays 

For luciferase reporter assays, the reporter construct pGK-TK-LXRE(x3)-luc was 

transfected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen 11668019) for 24h according to the 

manufacturer’s instructions. The medium was then removed and replaced with fresh 

serum-free complete medium containing 10 µM of LXR synthetic agonist T0-901317 

(Sigma-Aldrich T2320) or DMSO (Sigma-Aldrich D8418) for 24h. Hepatocytes were 

then lysed, and luciferase activity was measured using the Luciferase assay system 

(Promega E1500). Results were normalized for transfection efficiency using a Rous 

sarcomavirus B-galactosidase reporter (RSV ß-gal) as an internal control. 

Experimental data were performed in triplicate.  

Seahorse analysis 

Hepatocytes were plated at a density of 15 000 cells/well and in at least 5 replicates 

on a cell culture microplate (Agilent Technologies 103794-100) for 4 hours in 

complete medium supplemented with 10% FBS, then switched to complete medium 

for 24 hours. Hepatocytes were then washed twice with XF DMEM pH 7,4 (Agilent 

Technologies 103575-100) supplemented with 1 mM pyruvate (Agilent Technologies 

103578-100), 2 mM glutamine (Agilent Technologies 103579-100) and 10 mM 

glucose (Agilent Technologies 103577-100). Mitochondrial respiration was assessed 

using the Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit (Agilent Technologies 103015-100) 

by the Metabolomics Core Facility at Necker Hospital (Paris, France) on an Agilent 

Seahorse XFe 96 Analyzer. 
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Western blotting 

Whole liver samples or primary hepatocytes were homogenized with RIPA buffer 

(Sigma-Aldrich R0278) supplemented with protease and phosphatase inhibitors 

cocktail (Roche Diagnostics 11873580001). Protein concentration was determined 

using bicinchoninic acid assay (Thermo Fisher Scientific 23225). A quantity of 40 µg 

of proteins was resolved by SDS-PAGE and then transferred onto nitrocellulose 

membranes, that were incubated overnight at 4°C with primary antibodies. 

Appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies were used, 

and proteins were revealed using clarity ECL substrate (BioRad 170-5061). Results 

were visualized using iBright CL1500 Imaging System (Thermo Fisher).   

Gene expression analysis 

Human studies: Total liver RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen 

74104) and treated with Turbo DNA-free (Thermo Fisher Scientific AM1907) following 

the manufacturer’s protocol. The quantity and quality of the RNA were determined 

using the Agilent 2100 Bioanalyzer with RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies 

5067-1511). Total RNA (1 µg) was reverse transcribed with a High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems 4368813). Real-time quantitative PCR 

was performed in duplicate for each sample using the StepOne Plus Real-Time PCR 

System (Thermo Fisher) as previously described60. TaqMan gene expression assays 

were purchased from Thermo Fisher (RPLP0: Hs99999902_m1; Lect 2: 

Hs01040204_m1). Gene expression was normalized to the housekeeping gene 

RPLP0 (Ribosomal Phosphoprotein Large P0) and calculated based on the 

comparative cycle threshold Ct method (2–ΔΔCt). 

Mouse studies: Total liver RNA was extracted from frozen liver tissue or isolated 

hepatocytes, using Trizol (Invitrogen 15596018), according to the manufacturer's 

instructions. Briefly, purified RNA was then reverse-transcribed with the High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. Real-time PCR was performed using a 

SYBR Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific K0393) 

on a CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Biorad). Gene expression was 

normalized relative to ribosomal 18s RNA levels. Expression levels in the various 



141 

mouse liver samples were calculated for all genes, by the 2–ΔΔCt method, and were 

compared with the level of expression of the corresponding gene in control liver 

tissues (expression as an n-fold ratio). 

Microarray analysis 

Microarray experiments and analysis were performed as previously described29 .All 

the data obtained by microarray analysis have been deposited on the Gene 

Expression Omnibus NCBI site under accession number GSE150230 and will be 

made available upon publication. Heatmap was obtained using Heatmapper online 

software59.  

RNAseq analysis 

Total liver RNA was extracted from frozen liver tissue using the Maxwell RSC 

simplyRNA Tissue Kit (Promega AS1340) by following the manufacturer’s 

instructions. Quality control and sequencing was performed by Novogene Europe 

(Cambridge, United Kingdom). Differential expression and gene set enrichment 

analysis (GSEA)58 was performed using an in-house R script. CTRL group was used 

as reference, and analysis was restricted to protein-coding genes with counts ≥5 in at 

least 4 samples. The metric used for gene ranking was sign(log2(FoldChange))*(-

log10(p-value)), and pathways with adjusted p-values (p-adj) < 0,05 were considered 

statistically significant. 

Histological analysis  

Immediately after sacrifice, liver tissues were fixed by incubation in 

paraformaldehyde 4% (Carlo Erba 526936) overnight at 4°C prior to embedding into 

paraffin wax. Hematoxylin and eosin (Microm Microtech France C0303 and C0363) 

and Sirius red (Clin-Tech 640740) staining was carried out on 3 mm-thick 

formaldehyde-fixed paraffin-embedded (FFPE) sections with a HistoCore Spectra ST 

Stainer (Leica Biosystems). Hematoxylin/eosin-stained and Sirius red-stained mouse 

tissue sections were analyzed in agreement with the most recent and accepted 

consensual terminology in mouse liver pathology63. S.P. and C.P. were not blinded to 
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sample identity, J.P.C was blinded to sample identity. Tissue sections were analyzed 

on a Nikon Eclipse E600 brightfield upright microscope equipped with 10X/22 oculars 

and 4X/0.10, 10X/0.30, 20X/0.40 and 40X/0.65 plan achromatic objectives. Principal 

NAFLD histological features were semi-quantitatively scored based on Kleiner’s 

grading system and adapted to mouse liver histopathology9. Hepatic steatosis was 

evaluated at low magnification, according to zonal distribution and parenchymal 

occupation (S0: < 5%; S1: 6-33%; S2: 34-66%; S3: >67%). Were considered only 

macro- and mediovesicular lipid droplets. Inflammation was evaluated by counting 

foci of infiltrated immune cells in 20 random, non-overlapping fields at 200X 

magnification and expressed as mean focus counts per 200X field before conversion 

to a discrete score (0-3). When counts ranged between 0.5 and 1 per 200X field, 

livers were given a score of 0.5. Hepatocyte ballooning being a rare feature in mice, 

a more general category of hepatocellular injury was defined, including hepatocyte 

cytoplasmic alterations, hepatocyte swelling/cytoplasm rarefaction, Mallory’s hyaline 

bodies or cytoplasm aggregation and hepatocyte apoptosis as defined by Thoolen et 

al.63. The minimal, mild, moderate, marked, or severe accumulation of hepatocyte 

injuries was converted into a discrete score (0-2). NAFLD activity score (NAS) was 

calculated as the unweighted sum of steatosis grade (range 0-3), lobular 

inflammation (range 0-3) and hepatocellular injury (range 0-2). Fibrosis was semi-

quantitatively evaluated according to lobular distribution and severity as defined by 

the Kleiner’s staging system (F0-F4)9. Other relevant histological features were 

reported as absent or present: micro-vesicular steatosis, portal inflammation, 

pigmented macrophages, liver foci of extramedullary hematopoiesis, hepatocyte 

intranuclear cytoplasmic invagination (intranuclear pseudo-inclusion), bile duct 

hyperplasia and oval cell hyperplasia. For each mouse, 4 to 5 liver lobes were 

evaluated. Representative fields were captured using a Nikon DS-Ri1 microscope 

camera. Oil red O staining was performed on 7 mm-thick frozen liver sections fixed in 

paraformaldehyde 4% for 20 minutes at room temperature. Tissue sections were 

washed with ice-cold PBS (Eurobio Scientific CS1PBS00-01) and incubated in Oil 

red O-solution (Oil red O powder 0,3% (w/v), Sigma-Aldrich O0625, triethyl-

phosphate 36% (v/v), Sigma-Aldrich 538728, deionized water) for 1 hour under 

gentle agitation. Hematoxylin was then used to counterstain nuclei and slides were 

mounted using Immu-mount (Epredia 9990402). Primary hepatocytes were fixed in  

paraformaldehyde 4% for 20 minutes at room temperature. Hepatocytes were 
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washed with ice-cold PBS and incubated in Oil red O solution for 1 hour under gentle 

agitation. Hoechst 33342 (0,2 mg/mL, Invitrogen H3570) was used to counterstain 

nuclei. Images were taken using a Nikon Statif Eclipse E600 microscope with X10 

and X20 magnification, 1,4 – 0,7 NA PL-APO objectives, a DMX1200 cooled CDD 

camera (Nikon) and ACT-1 software. Oil red O staining was quantified using the 

open-source software ImageJ by color segmentation in at least 10 fields at X20 

magnification. Semi-quantitative analysis of Oil red O was performed on primary 

hepatocytes. After Oil red O staining, cells were washed with PBS then fixed Oil red 

O was solubilized using ice-cold isopropanol (Carlo Erba 415154) for 10 minutes 

under gentle agitation. Absorbance of Oil Red O was then measured at 492 nm. 

Lect2 RNAscope 

FFPE 5 µm liver sections were incubated 1 hour at 55°C then deparaffined with 2x5 

min baths of xylene (Carlo Erba 528251), 2x1 min baths of ethanol absolute (Carlo 

Erba 528131) then let 5 min to dry. Endogenous peroxidases were inhibited by 

incubating the samples 10 min with 3 drops of RNAscope hydrogen peroxide 

(Advanced Cell Diagnostics 322330) then rinsing in deionized water under agitation 

3x5 min. RNA was retrieved by incubating the slides 15 min at 98-102°C with 1X 

RNAscope retrieval agent (Advanced Cell Diagnostics 322000). Slides were cooled 

in ethanol absolute for 3 min then dried at room temperature, then incubated 30 min 

at 40°C in a HybEZ II oven (Advanced Cell Diagnostics 321720) with 3 drops of 

RNAscope Protease Plus (Advanced Cell Diagnostics 322330). The solution was 

rinsed with deionized water, excess liquid was absorbed, and slides were incubated 

2 hours at 40°C with negative control (Advanced Cell Diagnostics 310043), positive 

(Advanced Cell Diagnostics 313911) or Lect2-specific (Advanced Cell Diagnostics 

528621) probes. After incubation, slides were washed with 1X wash buffer 

(Advanced Cell Diagnostics 310091) 2x2 min. Amplification is an alternation of 

incubations and washings with Amp1-6 probes (Advanced Cell Diagnostics 322310). 

Probes Amp1, Amp3 and Amp5 were incubated for 30 min and probes Amp2, Amp4 

and Amp6 were incubated for 15 min. Probes Amp1-Amp4 were incubated at 40°C, 

and Amp5 and Amp6 at room temperature. After each incubation, slides were 

washed with 1X wash buffer. Probe detection was carried by incubation with 120 µL 

of 1:1 DAB-A and DAB-B (Advanced Cell Diagnostics 322310) for 10 min at room 



144 

temperature. Slides were then washed 2x2 min with tap water, then counterstained 

with 1/4 hematoxylin for 2 min then rinsed with running tap water for 15 min. 

Dehydration was done by successive 2 min baths in ethanol 70%, ethanol 95% and 5 

min in xylene, and mounting with SafeMount (BIO-OPTICA 05-SM250). 

ANALYTICAL PROCEDURES 

Triglyceride content 

Hepatic triglycerides were extracted in acetone (Carlo Erba 400971) and TG content 

was measured with a colorimetric diagnostic kit according to the manufacturer’s 

instructions (Diasys 157109910021). 

Primary hepatocyte mitochondrial DNA quantification 

Total DNA was extracted from a dried pellet of 6x105 primary hepatocytes using 

DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen #69504) an following the manufacturer’s 

instructions. Samples were diluted to a final concentration of 2,5 ng/µL and 

quantitative PCR was performed on 5 ng of total DNA in 384-well plates using 

TaqMan™ Universal Master Mix II, no UNG (ThermoFisher Scientific #4440043) and 

specific TaqMan™ probes targeting nuclear 18S (REF) and mitochondrial 16S (REF) 

and Cox2 (REF). After 40 amplification cycles in a CFX384 Touch Real-Time PCR 

Detection System instrument (Bio-Rad), the ratio 16S/18S and Cox2/18S was 

calculated using the starting quantity calculated by the instrument. 

Targeted analysis of cholesterol and oxysterols by gas chromatography 

coupled with mass spectrometry (GC-MS) 

These experiments were performed by the Lipidomique-uBFC core facility in Dijon, 

France. Sterols (cholesterol-d7, 7alpha-hydroxy-cholesterol-d7, 7beta-hydroxy-

cholesterol-d7, 7-keto-cholesterol-d7, 25-hydroxy-cholesterol-d6, 27-hydroxy-

cholesterol-d6, 24(S)-hydroxy-cholesterol) were purchased from Avanti Polar Lipids 

(Coger, Paris, France). Mass spectrometry quality grade solvents were purchased 

from Fisher Scientific (Illkirch, France). Solid phase extraction columns (Strata SI 

Silica, 100 mg/1 mL, 50 µm, 70 Å) were from Phenomenex (Le Pecq, France). All 
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other chemicals of the highest grade available were purchased from Sigma-Aldrich 

(Saint-Quentin Fallavier, France). Liver homogenates (20 mg in 200 µL of saline) 

were spiked with 10 µL of an internal standard mix containing 25OH-Chol-d6 (400 

ng), 27OH-Chol-d6 (400 ng), 7alpha OH-chol-d7 (400 ng), 7beta OH-chol-d7 (500 

ng), 7keto-chol-d7 (400 ng) and Chol-d7 (990 ng) in ethanol. Samples were 

hydrolyzed in argon flushed tubes with 60 µL of potassium hydroxide 10 mol/L and 

1,2 mL of ethanol for 45 min at 56°C. The resulting unesterified lipids were extracted 

with 5 mL of hexane and 1 mL of water. After evaporation under vacuum of the 

organic upper phase, lipids were solubilized in toluene (1 mL) and cholesterol and 

oxysterols were further purified by means of solid phase extraction on silica columns 

according to Dzeletovic et al., 199564. Each fraction was converted to trimethylsilyl 

ethers with 100 µL of a mixture of bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide and 

trimethylchlorosilane 4/1 v/v for one hour at 80°C. After evaporation of silylating 

reagents under argon, extracts were finally solubilized with 100 µL of hexane. 

Sterols were analyzed by GCMS in a 7890A Gas chromatograph connected to a 

5975C Mass Selective Detector (Agilent Technologies). Separation was achieved on 

a HP-5MS 30 m x 250 µm column (Agilent Technologies) using helium as carrier gas 

(1 mL/min) and the following GC conditions: injection (1 µL) at 250 °C using the split 

mode (split ratio 1:10), oven temperature program: 150 °C for one min, 15°C/min to 

280°C, 1°C/min to 290°C and maintained at 290°C for 2 min. The MSD source was 

set up at 70 eV, 230°C. 

Data were acquired in positive SIM mode using the following quantitation ions (m/z) : 

456.4 for 7 alpha and 7 beta hydroxy-cholesterol, 463,5 for 7alpha and 7beta-

hydroxy-cholesterol-d7, 472.4, 479.4, 145.1, 131.1, 137.1, 417.4, 423.4, 368.3 and 

375.3 for 7-keto-cholesterol, 7-keto-cholesterol-d7, 24(S)-hydroxy-cholesterol, 25-

hydroxy-cholesterol, 25-hydroxy-cholesterol-d6, 27-hydroxy-cholesterol, 27-hydroxy-

cholesterol-d6, cholesterol and cholesterol-d7 respectively. 

A calibration curve was realized for 24(S)-hydroxy-cholesterol using authentic 

standard (15-75 ng) and 25-hydroxy-cholesterol-d6 (400 ng) as internal standard.  

For each calibration point, the same method used for samples was applied. Isotope 
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dilution method was applied for calculations except for 24(S)-hydroxycholesterol for 

which linear regression was used. 

Metabolomic analysis by liquid chromatography coupled with mass 

spectrometry (LC-MS) 

Immediately after sacrifice, a liver sample from the left lobe was flash-frozen in liquid 

nitrogen. Metabolomic analysis was performed by the Metabolomics Core Facility at 

Necker Hospital (Paris, France) following the method previously described by 

Mackay et al., 2015. The panel is available in Supplemental table 2. Briefly, 

metabolites were extracted using a solution of 50% methanol, 30% acetonitrile and 

20% water, whose volume was calculated from the sample weight (30 mg). Samples 

were then vortexed for 5 min at 4°C then centrifuged for 15 min at 16 000g at 4°C. 

The supernatants were collected, and liquid chromatography was performed using a 

SeQuant ZIC-pHilic column (Merck). Mobile phase A consisted of 20 mM ammonium 

carbonate plus 0,1% ammonia hydroxide in water. Mobile phase B consisted of 

acetonitrile. The flow rate was kept at 100 mL/min, and the gradient was 0 min, 80% 

of B; 30 min, 20% of B; 31 min, 80% of B; and 45 min, 80% of B. The mass 

spectrometer (QExactive Plus Orbitrap, Thermo Fisher Scientific) was operated in a 

polarity-switching mode and metabolites were identified using TraceFinder Software 

(Thermo Fisher Scientific). For analysis, data were normalized using auto-scale 

normalization. We considered p-values < 0,05 and fold changes of +/- 0,5 to be 

significant. Data was analyzed using an in-house R script for PCA, volcano plot and 

heatmap generation. Quantitative enrichment analysis was performed using the 

MetaboAnalyst 5.0 online tool (www.metaboanalyst.ca). 

Lipidomic analysis by LC-MS/GS-MS 

Lipid extraction and analysis was performed by the Foundation for Innovation in 

Cardiometabolism and Nutrition OMICS Core Facility (ICAN, Pitié Salpêtrière 

Hospital, Paris, France). For lipid extraction, 30 mg of frozen liver tissues were 

supplemented with methanol (final concentration 50 mg/mL) and homogenized with a 

Precellys Evolution (Bertin Technologies). Per sample, a volume equivalent to 1 mg 

of homogenized tissue (20 µL) was supplemented with an internal standard, and 
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lipids were extracted with 1,5 mL chloroform and 750 µL methanol, then sonicated for 

15 min. Phase separation was triggered by the addition of 450 µL of ammonium 

carbonate 250 mM and sonicated for 15 min. The extracted lipids were dried and 

resuspended in 200 µL of LC/ MS solvent. Phospholipids and sphingolipids were 

quantified by LC-ESI/MS/MS using a Prominence UFLC and a QTrap 4000 mass 

spectrometer. Samples (4 µL) were injected to a Kinetex HILIC 2,6 µm 2,1 x 150 mm 

column. Mobile phases consisted of water and acetonitrile containing ammonium 

acetate and acetic acid. Lipid species were detected using scheduled multiple 

reaction monitoring (sMRM) in the positive-ion mode reflecting the headgroup 

fragmentation of each lipid class. Neutral lipids (free and esterified cholesterol, 

diglycerides (DG) and triglycerides (TG) were quantified by injecting 4 µL to an 

Ascentis C18 2,7 µm 2,1 x 150 mm column Mobile phases consisted of A 

(acetonitrile/water (60:40)) and B (isopropanol/acetonitrile (90:10)) in the presence of 

ammonium formate and formic acid. Lipid species were detected using sMRM in the 

positive ion mode reflecting the neutral loss of (RCOO + NH3) for DG and TG, the 

product ion scan of m/z 369 (cholesterol - H2O) for free and esterified cholesterol. An 

in house developed R script was used to correct for isotopic contribution on MRM 

signals from HILIC injections. Features with over 80% of missing values were 

discarded, missing values of the remaining features were imputed using the KNN 

approach on the MetaboAnalyst 5.0 open-source software. Lipid features whose 

variability exceeded 30% in the QC were removed. Raw data were expressed in 3 

different ways: normalized to weight tissue (nmol/mg), normalized to total surface 

lipids (phospholipids, sphingolipids and free cholesterol, mol% surface lipids), 

normalized to total lipids (phospholipids, sphingolipids, neutral lipids, mol% total 

lipids). 

STATISTICAL ANALYSIS 

Data are expressed as means ± SEM. Statistical significance was determined using 

Prism 9.0 software (GraphPad Software, San Diego, CA). For human studies, 

statistical significance of differential gene expression between two study groups was 

determined using the nonparametric Mann–Whitney test with the 2–ΔΔCt of each 

group. Other data from mice and cell preparations were statistically determined by 

two-tailed Student’s t test, or one-way ANOVA followed by a post hoc analysis for 
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multiple group comparison. Correlations were analyzed using the Spearman rank-

order correlation. We considered p values (p) < 0,05 to be statistically significant. 

DATA AND CODE AVAILABILITY 

All the data obtained by microarray analysis have been deposited on the Gene 

Expression Omnibus NCBI site under accession number GSE 150230 and will be 

made available upon publication. 
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FIGURE LEGENDS 

TABLE 1. Summary of the clinical parameters used to constitute the patient 

cohort. 

Without NAFLD: obese patients with normal liver histology. With NAFLD: obese 

patients with steatosis without or with NASH. Data are expressed as mean ± SEM 

and compared using the non-parametric Mann Whitney test for quantitative values 

and or Chi² test for qualitative values. 

FIGURE 1. Lect2 modulates the lipogenic response under physiological 

conditions. 

A. Representative barplot of differentially enriched gene sets (q-value < 0,05) in 

CTRL and Lect2-/- livers under standard diet in the feeding state. Shown data are 

representative of 4 independent samples per group. B. Representative heatmap 

showing differentially expressed genes related to cholesterol homeostasis between 

CTRL and Lect2-/- livers under standard diet in the feeding state from the Hallmark 

database. Shown data are representative of 4 independent samples per group. C. 

CTRL and Lect2-/- mice have been subjected to fasting and refeeding experiment. 

Mice indicated as Fasted were fasted for a 24h period prior to sacrifice. Mice 

indicated as Refed were fasted for 24h, followed by a 18h refeeding period before 

sacrifice. D. Body weight (left) and blood glucose (middle) of fasted and refed CTRL 

and Lect2-/- mice. RT-qPCR analysis of Lect2 in livers of fasted and refed CTRL mice 

(right). * p-value < 0,05 (Student t test), data represented as mean ± SEM, n= 4-8 per 

group. E. Representative H&E staining of paraffin-embedded sections obtained from 

CTRL and Lect2--/- livers. F. Representative images of Oil Red O staining of CTRL 

and Lect2--/- liver cryosections, and its quantification. * p-value < 0,05 (Student t-test), 

data represented as mean ± SEM, n= 4-8 per group. G. Quantification of liver 

triglyceride content. ns p-value > 0.05 ; * p-value < 0,05 (Student t-test), data 

represented as mean ± SEM, n=4 per group. H. RT-qPCR analysis of Srebp1c, 

Chrebp, Fas and Acc in fasted CTRL and Lect2-/- livers. ns p-value > 0.05 ; * p-value 

< 0,05 (Student t-test), data represented as mean ± SEM, n= 3-8 per group. I. 

Representative Oil Red O staining in primary hepatocytes isolated from CTRL and 
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Lect2-/- mice cultured for 36 hours (left). Quantification of positive Oil Red O areas 

reported to total number of nuclei (right). ** p-value < 0,01 (Student t-test), data 

represented as mean ± SEM, n=5 per group. 

FIGURE 2. Lect2 regulates hepatic cholesterol metabolism and fatty acid 

synthesis in an LXR-dependent manner. 

A. RT-qPCR analysis of genes involved in cholesterol synthesis (left panel) and 

cholesterol catabolism through bile acids (right panel) in fed livers of CTRL and 

Lect2-/- mice. * p-value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 ; *** p-value < 0,001 ; **** p-value < 

0,0001 (Student t-test), data represent mean ± SEM, n=5 per group. B. Quantitative 

measurement of total cholesterol assessed by mass spectrometry in CTRL and 

Lect2-/- livers. C. Experimental procedure for LXRE activity test : primary hepatocytes 

from CTRL and Lect2-/- mice were transfected with the reporter construct pTK-

3xLXRE-luc for 24 hours and then treated with T0-901317 or DMSO for 24 hours 

before luciferase measurement. D. Relative expression of luciferase activity, in CTRL 

and Lect2-/- hepatocytes, treated with DMSO or T0-901317. *** p-value < 0,001 (one-

way ANOVA), data represented as mean ± SEM, representative of 3 independent 

experiments performed in triplicate. E. Quantitative measurement of 25-

hydroxycholesterol (25-OHC) content assessed by mass spectrometry in CTRL and 

Lect2-/- livers. * p-value < 0,05 (Student t-test), data represent min to max values, n=5 

per group. F.  Experimental procedure for Lect2 rescue : Lect2-/- mice received a 

single retro-orbital intravenous injection of 2,75x1010 vg of AAV-Lect2 two weeks 

before experiment. G. Lect2 mRNA expression was assessed by RT-qPCR in livers 

from CTRL, Lect2-/- and Lect2Rescue mice. * p-value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 (one-

way ANOVA), data represented as mean ± SEM, n=3-7 per group. H. Lect2 protein 

expression in livers from CTR, Lect2-/- and Lect2Rescue mice. HSC70 was used as a 

loading control. Lanes show samples from independent biological replicates. I. 

Relative expression of luciferase activity in CTRL, Lect2-/- and Lect2Rescue 

hepatocytes treated with T0-901317 or DMSO. ** p-value < 0,01 ; *** p-value < 0,001 

(one-way ANOVA), data represented as mean ± SEM, representative of 3 

independent experiments performed in triplicate. J. RT-qPCR analysis of genes 

involved in cholesterol catabolism and degradation through bile acids in CTRL, Lect2-

/- and Lect2Rescue livers. ns p-value > 0.05 ; * p-value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 ; *** p-



171 

value < 0,001 (one-way ANOVA), data represented as mean ± SEM, n= 3-7 per 

group. K. Correlation between Lect2 mRNA levels and Cyp7a1, Abcg5 and Abcg8 

mRNA levels. Single values were plotted, and the correlation was assessed by 

calculating Spearman rank-order correlation, statistical significance was assessed in 

a Student t-test. L. RT-qPCR analysis of genes involved in lipogenesis in livers of 

CTRL, Lect2-/- and Lect2Rescue mice fasted for 24h. * p-value < 0,05 ; ** p-value < 

0,01 (one-way ANOVA), data represented as mean ± SEM n= 4-7 per group. 

FIGURE 3. Lect2 expression is increased in fatty livers of mouse models and in 

obese patients. 

A. RT-qPCR analysis of Lect2 in livers of CTRL mice fed a standard (SD), high fat 

high sucrose (HFHS), choline-deficient high fat (CD-HFD), methionine and choline-

deficient (MCD) diets, and genetically obese ob/ob mice. ** p-value < 0.01 ; *** p-

value < 0,001 ; **** p-value < 0.0001 (Student t test), data represented as mean ± 

SEM, n=3-11 per group. B. RT-qPCR analysis of Lect2 in liver biopsies of obese 

patients, without steatosis (w/o NAFLD, n=7) and with steatosis (NAFLD, n= 30). *** 

p-value < 0,001 (Mann-Whitney test), data represented as mean ± SEM. C. 

Correlation between the expression of Lect2 and HOMA-IR, blood insulin and blood 

triglycerides levels. Single values were plotted, and the correlation was assessed by 

calculating Spearman rank-order correlation, statistical significance was assessed in 

a Student t-test. D. Correlation between the expression of Lect2 and steatosis score, 

NAS score and serum alanine aminotransferase (ALT) levels. Single values were 

plotted, and the correlation was assessed by calculating Spearman rank-order 

correlation, statistical significance was assessed in a Student t-test. 

FIGURE 4. Lect2 is induced in high fat diet-fed livers and secreted by fatty 

hepatocytes but does not affect lipid storage. 

A. 6 weeks old CTRL and Lect2-/- males were fed standard (SD) or high fat diet 

(HFD). Lect2 mRNA level was evaluated by qPCR after 20 weeks of diet. **** p-value 

< 0,0001 (Student t test), data represented as mean ± SEM, n=9 per group. B. 

Insulin tolerance test after 10 weeks of diet. * p-value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 (2-

way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test), data represented as 
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mean ± SEM, n=5 per group. C. Oral glucose tolerance test after 8 weeks of diet. * p-

value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 (2-way ANOVA followed by Tukey’s multiple 

comparisons test), data represented as mean ± SEM, n=3-5 per group. D. 

Representative H&E staining of paraffin-embedded sections obtained from CTRL and 

Lect2-/- livers under HFD for 20 weeks. E. Representative H&E staining and Lect2 

RNAscope of paraffin-embedded sections obtained from CTRL livers under standard 

diet or HFD for 20 weeks. F. Steatosis, inflammation and hepatocellular injury were 

evaluated in CTRL and Lect2-/- livers under HFD for 20 weeks using a discrete 

scoring system, and NAFLD activity score (NAS) was calculated from these values. 

ns p-value > 0,05 (Mann-Whithey test), n=9-10 per group. G. Quantification of serum 

aspartate aminotransferase (ASAT) from CTRL and Lect2-/- mice under standard diet 

and HFD for 20 weeks. ns p-value > 0,05 ; * p-value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 ; **** 

p-value < 0,0001 (one-way ANOVA followed by Šídák's multiple comparisons test), 

data represented as mean ± SEM, n= 5-8 per group. 

FIGURE 5. Lect2 regulates cholesterol metabolism homeostasis and maintains 

mitochondrial integrity during NAFLD.  

A. Representative barplot of differentially enriched gene sets (q-value < 0,05) in 

CTRL and Lect2-/- livers after 20 weeks of HFD from the C2:Reactome database. For 

each gene set, the number of differentially expressed genes out of the total gene set 

size is indicated. Shown data are representative of 4 independent samples per 

group. B. Representative heatmap showing differentially expressed genes related to 

cholesterol homeostasis between CTRL and Lect2-/- livers after 20 weeks of HFD 

from the Hallmark database. Shown data are representative of 4 independent 

samples per group. C. RT-qPCR analysis of Cyp7a1, Abcb4, Abcb11, Abcg5 and 

Abcg8 in CTRL and Lect2-/- livers under standard diet and HFD for 20 weeks. ns p-

value > 0,05 ; * p-value < 0,05 ; *** p-value < 0,001 (one-way ANOVA followed by 

Šídák's multiple comparisons test), data represented as mean ± SEM, n= 6-10 per 

group. D. Quantification of total and esterified cholesterol from CTRL and Lect2-/- 

livers under HFD for 20 weeks. ns p-value > 0,05 ; * p-value < 0,05 ; ** p-value < 

0,01 (Student t test), data represented as mean ± SEM, n=4-5 per group. E. 

Representative heatmap showing differentially expressed genes related to 

mitochondrial complexes I (left) and IV (right) assembly between CTRL and Lect2-/- 
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livers after 20 weeks of HFD from the Hallmark database. Shown data are 

representative of 4 independent samples per group. F. Seahorse analysis of 

mitochondrial stress in primary hepatocytes from CTRL and Lect2-/- mice fed HFD for 

4 weeks. ns p-value > 0,05 ; * p-value < 0,05 (Student t test), data represented as 

mean ± SEM, n=3 per group. G. Quantification of mitochondrial content in primary 

hepatocytes from CTRL and Lect2-/- livers under standard diet or HFD for 4 weeks. 

ns p-value > 0,05 (one-way ANOVA followed by Šídák's multiple comparisons test), 

data represented as mean ± SEM, n=3-5 per group. H. RT-qPCR analysis of 

antioxidant response-related genes (Hmox1, Nqo1, Gstm3, Hba1 and Gpx3) in CTRL 

and Lect2-/- livers under standard diet and HFD for 20 weeks. ns p-value > 0,05 ; * p-

value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 ; *** p-value < 0,001 ; **** p-value < 0,0001 (one-way 

ANOVA followed by Šídák's multiple comparisons test), data represented as mean ± 

SEM, n= 6-10 per group.  I. RT-qPCR analysis of Nfe2L1 and Nfe2L2 in CTRL and 

Lect2-/- livers under standard diet and HFD for 20 weeks. ns p-value > 0,05 ; * p-

value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 ; *** p-value < 0,001 (one-way ANOVA followed by 

Šídák's multiple comparisons test), data represented as mean ± SEM, n= 6-10 per 

group. 

FIGURE 6. Lect2 attenuates NASH progression by reducing lipotoxicity and 

inflammation. 

A. 5 weeks old CTRL and Lect2-/- males were put under standard or HFHC diet. Liver 

weight/body weight ratio was calculated at sacrifice. Lect2 mRNA was evaluated by 

qPCR after 24 weeks of diet. ns p-value > 0,05 ; ** p-value < 0,01 ; **** p-value < 

0,0001 (one-way ANOVA followed by Šídák's multiple comparisons test ; Student t 

test), n=5-11 per group. B. Representative H&E staining and Lect2 RNAscope of 

paraffin-embedded sections obtained from CTRL and Lect2-/- livers under standard 

diet or HFHC for 24 weeks. C. Steatosis, inflammation and hepatocellular injury were 

evaluated in CTRL and Lect2-/- livers under HFHC for 24 weeks using a discrete 

scoring system, and NAFLD activity score (NAS) was calculated from these values. 

Fibrosis score was evaluated separately. ns p-value > 0,05 ; * p-value < 0,05 ; ** p-

value < 0.01 (Mann-Whithey test ; Fisher’s exact test), n=9-11 per group. D. 

Representative barplot of differentially enriched gene sets (q-value < 0,05) in CTRL 

and Lect2-/- livers after 24 weeks of HFHC from the C2:Wikipathways database. For 
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each gene set, the number of differentially expressed genes out of the total gene set 

size is indicated. Data shown are representative of 4 independent samples per 

group.  E. Representative heatmaps showing differentially expressed genes related 

to inflammatory response and mitochondrial complex I assembly between CTRL and 

Lect2-/- livers after 24 weeks of HFHC from the Hallmark and C2:Wikipathways 

databases. Shown data are representative of 4 independent samples per group. F. 

Quantitative real-time RT-qPCR analysis of Nlrp3, Caspase1, Ccl2, Il6, and Tgfb in 

CTRL and Lect2-/- livers under standard diet and HFHC for 24 weeks. ns p-value > 

0,05 ; * p-value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 ;  **** p-value < 0,0001 (one-way ANOVA 

followed by Šídák's multiple comparisons test), n=4-11 per group. G. Representative 

heatmap of differentially concentrated lipid species in livers from CTRL and Lect2-/- 

mice fed HFHC for 24 weeks. Shown data are representative of 4 independent 

samples per group. H. Molar ration of phosphatidylcholine and 

phosphatidylethanolamine quantified from CTRL and Lect2-/- livers under HFHC for 

24 weeks. ** p-value < 0.01 (Student t test), n=4 per group. 

FIGURE 7. Lect2 displays antitumoral properties in a metabolic-induced pro-

tumoral environment.  

A. 6 weeks old CTRL and Lect2-/- males were put under standard or CD-HF diet for 

36 or 52 weeks. B. Percentage of tumor-bearing mice among CTRL and Lect2-/- 

groups. Data represented as mean ± SEM, n=12 CTRL and 8 Lect2-/-. B. Number of 

nodules per mouse in CTRL and Lect2-/- groups. Data represented as mean ± SEM, 

n=12 CTRL and 8 Lect2-/-. C. Percentage of steatotic (left) and infiltrated (middle) 

tumors among CTRL and Lect2-/- groups. Mean number of Ki67-positive hepatocytes 

per field in tumors from CTRL and Lect2-/- mice. Data represented as mean ± SEM, 

n=12 CTRL and 8 Lect2-/-. E. Representative H&E and Ki67 staining of paraffin-

embedded sections obtained from CTRL and Lect2-/- livers under CD-HFD for 52 

weeks. 

FIGURE S1. Lect2 regulates lipogenesis under physiological conditions. 

A. Gene set enrichment analysis (GSEA) enrichment score for the transcriptomic 

profiles of CTRL and Lect2-/- livers under standard diet, based on MSigDB collections 
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Hallmark, C2:Reactome and C5:Gene Ontology. B. RT-qPCR analysis of Srebp1c in 

fasted and refed CTRL livers. ** p-value < 0,01 (Student t tets). Data represented as 

mean ± SEM, n=6 fasted and 8 refed. C. RT-qPCR analysis of Srebp1c, Chrebp, Fas 

and Acc in refed CTRL and Lect2-/- livers. ns p-value > 0.05 (Student t-test), data 

represented as mean ± SEM, n= 3-8 per group. D. ACC protein expression in livers 

from fasted CTRL and Lect2-/- mice, and its quantification. HSC70 was used as 

loading control. Lanes show samples from independent biological replicates. ** p-

value < 0,01 (Student t-test), data represented as mean ± SEM, n=3 per group. E. 

CTRL and Lect2-/- primary hepatocytes were stained with oil red O, which was eluted 

and quantified by optical density measurement at 492 nm. ** p-value < 0,01 (Student 

t test), data represented as mean ± SEM, n=5 per group. 

FIGURE S2. Lect2 deficiency impacts on cholesterol metabolism, promoting a 

selective enrichment of oxysterol 25-OHC. 

A. Quantitative measurement of 27-OHC, 7-ketocholesterol, 7α and 7β-

hydroxycholesterol content assessed by mass spectrometry in CTRL and Lect2-/- 

livers. Data represent min to max values, n=5 per group.  

FIGURE S3. Lect2 regulates cholesterol homeostasis during steatosis and is 

necessary for efficient mitochondrial function. 

A. Volcano plot representing differentially expressed genes (q-value < 0,05 and 

log2FoldChange < -0,05 or > 0,05) in livers from CTRL and Lect2-/- mice fed HFD for 

20 weeks. Data are representative of 4 individual samples per group. B. 

Representative bar plots of differentially enriched gene sets (q-value < 0,05) in CTRL 

and Lect2-/- livers after 20 weeks of HFD from C2:Wikipathways databases. For each 

gene set, the number of differentially expressed genes out of the total gene set size 

is indicated. Shown data are representative of 4 independent samples per group. C. 

GSEA enrichment score for the transcriptomic profiles of CTRL and Lect2-/- livers 

under HFD for 20 weeks, based on MSigDB collection Hallmark. D. Representative 

heatmap of differentially concentrated lipid species in livers from CTRL and Lect2-/- 

mice fed HFD for 20 weeks. Shown data are representative of 4 independent 

samples per group. E. GSEA enrichment score for the transcriptomic profiles of 
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CTRL and Lect2-/- livers under HFD for 20 weeks, based on MSigDB collection 

C2:Wikipathways. F. Spare respiratory capacity and non-mitochondrial O2 

consumption of primary hepatocytes from  CTRL and Lect2-/- livers under HFD for 20 

weeks as measured  by SeaHorse. ns p-value > 0,05 (Student t test), data 

represented as mean ± SEM, n=3 per group G. Seahorse analysis of mitochondrial 

stress in primary hepatocytes from CTRL and Lect2-/- mice under standard diet. ns p-

value > 0,05 (Student t test), data represented as mean ± SEM, n=3 per group. H. 

Representative heatmap (left) and GSEA enrichment score (right) showing 

differentially expressed genes related to proteasome degradation between CTRL and 

Lect2-/- livers after 24 weeks of HFHC from the C2:Wikipathways database. Shown 

data are representative of 4 independent samples per group.   

FIGURE S4. Lect2 deficiency causes an exacerbated inflammatory response 

during cholesterol overload. 

A.  Representative bar plots of differentially enriched gene sets (q-value < 0,05) in 

CTRL and Lect2-/- livers after 24 weeks of HFHC from Hallmark and C2:Reactome 

databases. For each gene set, the number of differentially expressed genes out of 

the total gene set size is indicated. Shown data are representative of 4 independent 

samples per group. B. GSEA enrichment score for the transcriptomic profiles of 

CTRL and Lect2-/- livers under HFHC for 24 weeks, based on MSigDB collections 

Hallmark and C2:Wikipathways. C. Representative heatmap (left) and GSEA 

enrichment score (right) showing differentially expressed genes related to T cell 

receptor signaling between CTRL and Lect2-/- mice fed HFD for 20 weeks. Shown 

data are representative of 4 independent samples per group. 
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DISCUSSION 

Ces travaux de thèse combinés ont permis de montrer que la protéine LECT2 est un acteur 

important dans la régulation du métabolisme lipidique dans le foie, par son action sur la 

lipogenèse de novo et l’homéostasie du cholestérol à travers le récepteur nucléaire LXR. En 

physiologie, la délétion de LECT2 chez la souris provoque une augmentation de l’expression 

des gènes cibles de LXR intervenant dans la synthèse d’acides gras, et de la biosynthèse du 

cholestérol ainsi que son export sous forme d’acides biliaires. L’activité de LXR est 

fortement augmentée et s’accompagne d’une accumulation de l’oxystérol 25-OHC qui est un 

de ses ligands activateurs. En conditions de stéatose, l’expression de LECT2 est induite, à la 

fois dans les hépatocytes centro-lobulaires et ceux contenant des gouttelettes lipidiques. 

L’absence de LECT2 provoque une nouvelle fois l’augmentation de la synthèse du 

cholestérol, cependant l’export via les acides biliaires est supérieur à la synthèse. 

Conjointement, les fonctions mitochondriales sont affectées, et les capacités respiratoires et 

la production d’énergie sont diminuées. En surchargeant les hépatocytes en cholestérol, 

l’expression de LECT2 est maintenue à des niveaux physiologiques, toutefois l’absence de 

LECT2 dans ces conditions provoque des lésions tissulaires, de l’inflammation, et de la 

fibrose. Le contenu en espèces lipotoxiques est augmenté dans les foies déficients en LECT2, 

et un dysfonctionnement mitochondrial est de nouveau observé. Enfin, l’absence à long 

terme de LECT2 sous un régime récapitulant la séquence des NAFLD favorise l’émergence 

de tumeurs hépatiques, ce qui lui confère de fortes propriétés antitumorales. 

Nos travaux nous amènent à nous poser plusieurs questions. Comment LECT2 régule-t-il 

l’activité de LXR ? Quels processus moléculaires LECT2 contrôle-t-il dans les NAFLD ? Est-

ce que LECT2 pourrait être utilisé comme un biomarqueur de la progression des NAFLD ? 

I. LECT2 et régulation de la voie LXR 

A) Lien entre LECT2, lipogenèse et oxydation des acides gras 

Comme abordé dans l’introduction, la lipogenèse et l’oxydation des acides gras sont 

mutuellement exclusives. La première permet de consommer le glucose et former des 

réserves en conditions post-prandiales, lorsque les niveaux d’insuline et de glucose sont 

élevés, tandis que la seconde permet de générer de l’énergie en conditions de jeûne. 
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Cependant, nos résultats montrent une induction de la lipogenèse, notamment des acteurs 

clés SREBP1c, FAS et ACC, en conditions de jeûne en absence de LECT2, ce qui 

s’accompagne d’une forte augmentation de l’activité de LXR. Or, LXR est un régulateur 

majeur de l’équilibre entre stockage et oxydation des acides gras. En effet, dans un modèle 

LXRα/β-/-, la mise sous régime gras enrichi en cholestérol n’induit pas d’obésité, et ceci en 

raison d’une β-oxydation élevée (Kalaany et al., 2005). De plus, les souris Lect2-/- semblent 

avoir une dépense énergétique plus élevée comparativement à des souris contrôles (Lan et 

al., 2014). L’hypothèse qui s’impose alors est que LECT2 pourrait réprimer la lipogenèse de 

novo via LXR/SREBP1c en favorisant la β-oxydation. Pour explorer l’équilibre entre ces deux 

voies métaboliques, il semble pertinent de s’intéresser à PPARα et l’AMPK. 

PPARα intervient dans la régulation de l’oxydation des acides gras en conditions de jeûne 

(Kersten et al., 1999), son activation induit l’expression de CPT1 et CPT2 impliqués dans la β-

oxydation, et HMGCS2 qui intervient dans la cétogenèse (Pawlak et al., 2015). De manière 

intéressante, il a été montré que LXR pouvait inhiber l’activité de PPARα en se liant à RXR, 

son partenaire (Ide et al., 2003), et que réciproquement, PPARα pouvait inhiber LXR 

(Yoshikawa et al., 2003). De plus, un des ligands de PPARα, le 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-

glycero-3-phosphocholine (C16:0/C18:1) de la classe des phosphatidylcholines, est produit 

par la lipogenèse sous le contrôle de LXR (Chakravarthy et al., 2009, 2005). Il a également été 

montré que LXR induit l’expression de gènes intervenant dans l’oxydation des acides gras 

dépendante de PPARα (Ducheix et al., 2013). Enfin, l’invalidation hépatique de PPARα 

provoque de la stéatose lorsque les animaux sont mis à jeun, puisque la β-oxydation est 

inhibée (Montagner et al., 2016). En étroite collaboration avec PPARα, on peut nommer 

l’AMPK, qui inhibe la lipogenèse et favorise l’oxydation via la déplétion en malonyl-coA par 

ACC (Foretz et al., 2005). Or, il a été montré que l’expression de LECT2 est liée au niveau 

d’activation de l’AMPK (Lan et al., 2014), et nos résultats montrent une augmentation de 

l’expression d’ACC en absence de LECT2 à jeun, suggérant une inhibition de la voie 

d’oxydation. De plus, il a été rapporté que l’AMPK peut induire l’expression de PPARα 

(Bronner et al., 2004) et inhiber l’activité de LXR (Hwahng et al., 2009). Pour définir plus 

précisément au niveau moléculaire l’implication de LECT2, il serait donc pertinent de 

quantifier l’expression de PPARα et ses cibles, ainsi que le niveau d’activation de l’AMPK 

dans les foies de souris Lect2-/- et Lect2RESCUE en conditions à jeun. Ainsi, il serait possible 

d’établir les mécanismes par lesquels LECT2 régule l’équilibre entre β-oxydation des acides 

gras et lipogenèse. 
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B) LECT2, LXR et oxystérols 

Nos résultats ont montré que LECT2 était nécessaire pour le maintien de l’homéostasie du 

cholestérol dans le foie. En conditions physiologiques, bien que le contenu en cholestérol 

soit similaire entre des souris contrôle et Lect2-/-, la synthèse et l’export sous forme d’acides 

biliaires sont fortement induits dans ces dernières. Toutefois, nous avons mesuré un 

enrichissement en 25-OHC, qui est un oxystérol capable d’activer LXR, mais qui a 

également été montré comme un régulateur négatif de la biosynthèse du cholestérol, 

puisque sa liaison avec INSIG permet la rétention de SCAP/SREBP2 dans le RE (Adams et al., 

2004; Radhakrishnan et al., 2007). Or, nos résultats montrent clairement une augmentation de 

l’expression des cibles de SREBP2 dans les foies Lect2-déficients. Cette accumulation peut 

avoir deux origines possibles : soit une absence de dégradation du 25-OHC par l’oxysterol 7-

alpha hydroxylase CYP7B1 (Li-Hawkins et al., 2000), soit une augmentation de l’activité de 

l’enzyme qui le synthétise à partir du cholestérol, la cholestérol 25-hydroxylase (Ch25H) 

(Diczfalusy, 2013). Récemment, LXR a été impliqué dans la régulation transcriptionnelle de 

la Ch25H. L’administration in vivo de l’agoniste de LXR GW3965 provoque une 

augmentation de l’expression de la Ch25H par les macrophages péritonéaux. In vitro, 

l’agoniste T091317 et le 25-OHC induisent une augmentation de l’expression de Ch25H dans 

la lignée hépatocytaire HepG2, suggérant un mécanisme de rétrocontrôle entre LXR et le 25-

OHC pour le maintien de l’homéostasie du cholestérol (Y. Liu et al., 2018). D’après ces 

données, il semble pertinent de quantifier l’expression de la Ch25H dans nos souris contrôle, 

Lect2-/- et Lect2RESCUE. Aussi, pour discriminer une éventuelle action directe de LECT2 sur la 

synthèse de 25-OHC de l’implication de LXR, il serait intéressant d’invalider l’expression 

hépatique de LXR à l’aide d’une construction CRISPR/Cas9 par exemple puis de quantifier le 

25-OHC et l’expression de la Ch25H dans nos différents groupes. De plus, l’expression de la 

Ch25H hépatique est fortement induite in vivo après un traitement par un agoniste du TLR4 

(Bauman et al., 2009). Or, puisque le foie est constamment exposé à des antigènes bactériens 

provenant des intestins via la circulation portale, il est possible que l’induction de la Ch25H 

dans les souris Lect2-/- puisse être le résultat d’une altération du microenvironnement 

hépatique. La production de LECT2 est majoritairement hépatique, mais il est également 

produit par l’épithélium intestinal (Phesse et al., 2008). Le modèle murin que nous utilisons 

est un knock-out total, et donc l’absence d’expression de LECT2 au niveau des intestins 

pourrait altérer la composition du microbiote ou la perméabilité intestinale si on considère 

LECT2 comme un peptide anti-microbien (J. Chen et al., 2014; Lu et al., 2013; H.-L. Ma et al., 
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2016). Il serait donc pertinent de vérifier nos résultats dans un modèle de délétion de LECT2 

hépato-spécifique. 

C) Voie(s) de signalisation de LECT2 

Nous avons mis en évidence les effets directs de LECT2 sur le métabolisme des hépatocytes 

à travers sa réexpression dans les souris déficientes à l’aide d’un AAV8-Lect2. Nous sommes 

parvenus à restaurer l’activité de LXR et l’expression de ces cibles à des niveaux quasi-

physiologiques. Malgré l’identification de plusieurs récepteurs sur l’hépatocyte et d’autres 

types cellulaires, un mode de signalisation précis par LECT2 n’a pas encore été décrit. Parmi 

ces récepteurs, cMET présente un grand intérêt en raison de sa similarité avec le récepteur à 

l’insuline. En effet, cMET peut se dimériser avec le récepteur à l’insuline et induire une 

signalisation insulinémique permettant la régulation de l’homéostasie du glucose (Fafalios et 

al., 2011). De plus, LECT2 induit la déphosphorylation de cMET en recrutant la phosphatase 

PTP1B (C.-K. Chen et al., 2014), il semble donc judicieux d’analyser l’état de phosphorylation 

de cMET dans les souris contrôle, Lect2-/- et Lect2RESCUE. Cependant, il est indispensable au 

préalable de développer un modèle déficient en LECT2 hépatospécifique. 

LECT2 est une cible de la β-caténine (Ovejero et al., 2004), un régulateur important de la 

zonation métabolique. Comme abordé en introduction, selon leur localisation dans le lobule 

hépatique, les hépatocytes n’ont pas les mêmes fonctions métaboliques. Les hépatocytes 

périportaux participent surtout à l’oxydation des acides gras, tandis que les hépatocytes 

périveineux sont spécialisés dans la lipogenèse. Or, LECT2 est exprimé dans ces derniers, où 

le complexe de rétention de la β-caténine, adenomatous polyposis coli (APC) n’est pas activé 

(Benhamouche et al., 2006). La zonation métabolique n’est pas un phénomène figé, puisque à 

jeun, l’oxydation et la cétogenèse sont induites dans les hépatocytes périveineux et la 

lipogenèse est inhibée, afin de répondre aux besoins énergétiques de l’organisme (Guzmán 

et al., 1995). De façon intéressante, la déficience en Ctnnb1 (le gène de la β-caténine) 

provoque des défauts de β-oxydation ainsi que des altérations mitochondriales (Behari et al., 

2014), et nous pouvons facilement penser que LECT2 pourrait être impliqué dans ce 

phénotype, puisque nous pensons qu’il favorise la β-oxydation et inhibe la lipogenèse. De 

plus, nous avons pu localiser l’expression de LECT2 dans le parenchyme hépatique 

stéatosique, et nous avons mis en évidence son expression à la fois par les hépatocytes 

périveineux et les hépatocytes stéatosiques. Or, dans ces conditions il est nécessaire 



183 

d’identifier les territoires d’expression de la β-caténine afin de confirmer que l’extension de 

la zone d’expression de LECT2 est bien due à son facteur de transcription principal, ou si 

dans ce contexte il existerait d’autres inducteurs de LECT2. 

II. Expression de LECT2 dans les NAFLD 

A) LECT2 et résistance à l’insuline 

L’installation de la résistance à l’insuline est un moment crucial dans le développement des 

NAFLD, et elle est fortement dépendante des espèces lipidiques accumulées. En réponse à 

cette dérégulation de l’homéostasie glycémique, le foie sécrète des hépatokines qui peuvent 

avoir des effets positifs et améliorer la résistance à l’insuline, telles que FGF21, ou au 

contraire, entretenir l’insulinorésistance, telles que la fétuine A. LECT2 a été qualifié 

d’hépatokine en raison de ses effets sur l’insulinorésistance dans le muscle squelettique (Lan 

et al., 2014) et le tissu adipeux (Jung et al., 2018). En accord avec ces données, nous avons mis 

en évidence dans une cohorte de patients obèses avec ou sans stéatose une corrélation entre 

l’augmentation de l’expression hépatique de LECT2 et l’indice homeostasic model assessment 

of insulin resistance (HOMA-IR). Or, dans notre modèle murin, que ce soit sous régime 

standard ou HFD, les souris Lect2-/- présentent le même niveau d’insulinorésistance que les 

souris contrôle, malgré une forte expression de LECT2 dans ces dernières dans la condition 

de régime. Toutefois, ces résultats se limitent à un test de tolérance à l’insuline ou au 

glucose, et nécessitent un approfondissement moléculaire, notamment une quantification de 

l’insuline circulante et une évaluation des niveaux de phosphorylation des différents acteurs 

de la signalisation insuline. Ces analyses permettront également de renforcer les effets 

spécifiques de LECT2 sur la régulation de la lipogenèse, puisque SREBP1c peut également 

être activé par un signal insuline (Foretz et al., 1999; Shimomura et al., 1999). Afin de 

confirmer nos résultats, il est également important d’utiliser notre construction AAV8-Lect2 

afin d’évaluer les effets de la surexpression de LECT2, aussi bien en physiologie que sous 

HFD. Enfin, il serait pertinent d’établir un modèle inductible de LECT2 afin de contrôler son 

expression ou sa délétion en fonction des conditions expérimentales. 

De plus, les mécanismes précis qui induisent l’expression de LECT2 sont toujours inconnus. 

Il est possible que LECT2 soit exprimé en réponse au sensing de certaines espèces lipidiques 

par les hépatocytes, ou en réponse à un déséquilibre énergétique. 
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B) LECT2 et régulation du métabolisme du cholestérol 

L’analyse du contenu lipidique des foies contrôle et Lect2-/- sous HFD a révélé une 

diminution de la quantité de cholestérol total et estérifié dans les souris Lect2-/-. Or, des 

analyses RNAseq montrent un enrichissement en gènes impliqués dans sa biosynthèse, 

indiquant qu’un déséquilibre vers l’export à travers les acides biliaires est survenu dans ces 

souris. Cet export accru peut s’expliquer par une augmentation de l’expression des gènes 

participant à la conversion en acides biliaires (Cyp7a1) et à leur excrétion (Abcb4, Abcb11), 

qui sont des cibles de LXR. De plus, Nfe2L1, un senseur de l’homéostasie du cholestérol qui 

participe à son export dans les acides biliaires (Akl et al., 2023; Widenmaier et al., 2017) est 

également induit. Il est donc indispensable dans un premier temps de quantifier les acides 

biliaires et leur teneur en cholestérol, ainsi que d’évaluer au niveau protéique la présence de 

NFE2L1 clivé dans le noyau. De plus, il est nécessaire de déterminer si l’induction de la 

synthèse du cholestérol se fait en réponse à une dérégulation de l’export, ou si la synthèse 

excessive provoque un export accru. Nous avons un élément de réponse grâce à notre 

modèle de régime enrichi en cholestérol. Dans ces conditions, LECT2 n’est pas induit dans 

les souris contrôles, soulignant le lien étroit entre expression de LECT2 et concentration de 

cholestérol hépatique. Le surplus de cholestérol provoque une augmentation de l’expression 

des transporteurs de cholestérol libre Abcg5 et Abcg8 dans les deux groupes, et de Cyp7a1 

seulement dans le groupe contrôle, mais l’expression d’Abcb4 et Abcb11 reste équivalente 

dans les deux groupes sous régime standard et HFHC (Figure 33A). Notre signature RNAseq 

montre toutefois une diminution de l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme 

des acides biliaires dans les souris Lect2-/- (Figure 33B), suggérant une incapacité de ces 

souris à réguler ce surplus de cholestérol, et la possibilité pour les acides biliaires de 

s’accumuler dans le tissu et participer aux lésions hépatiques. Il est donc possible que LECT2 

intervienne particulièrement dans la régulation de l’export du cholestérol dans les acides 

biliaires via LXR, et que la signature de synthèse observée en physiologie et sous HFD soit 

une tentative d’équilibrer les niveaux de cholestérol intracellulaires. Une autre possibilité est 

que LECT2 et NFL2L1 pourraient interagir afin d’inhiber l’export de cholestérol médié par 

LXR (Figure 34), mais cela constitue à lui seul un projet de recherche à part entière. 
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Figure 33. LECT2 participe à l’homéostasie de l’export des acides biliaires sous HFD. 

(A) Expression des gènes impliqués dans le transport de cholestérol et la synthèse et l’export d’acides biliaires dans 
les foies de souris contrôle et Lect2-/- sous HFHC pendant 6 mois. Ns p-value > 0,05 ; * p-value < 0,05 ; ** p-value < 

0,01 ; **** p-value < 0,0001 (one-way Anova suivi d’une comparaison multiple de Šídák). (B) Heatmap 

représentative d’une analyse GSEA de gènes impliqués dans le métabolisme des acides biliaires à partir des bases 

de données Hallmark et C2:Reactome. 

 

Figure 34. Mécanisme proposé pour la régulation de la synthèse du cholestérol par Nfe2L1. 

D’après Widenmaier et al., 2017. 
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C) LECT2 et fonction mitochondriale 

L’excès et la déplétion en cholestérol observés dans les souris Lect2-/- respectivement sous 

régime HFHC et HFD sont concomitants à une diminution de la fonction mitochondriale. 

Or, on retrouve parmi les hallmarks des NAFLD une altération des mitochondries (Fromenty 

and Roden, 2023). Dans notre contexte, nous avons montré une signature transcriptionnelle 

négative des gènes impliqués dans l’assemblage des complexes mitochondriaux, associée à 

une diminution des capacités respiratoires et de la production d’ATP spécifique à la 

condition de régime HFD dans les souris Lect2-/-. Ce défaut de transport d’électrons pourrait 

avoir comme origine l’augmentation des ROS dans les hépatocytes, mais également une 

altération de la fluidité des membranes mitochondriales provoquée par la déplétion en 

cholestérol. Nous avons mis en évidence une induction de l’expression de Hmox1, Nqo1, 

HBa1, GPX3, et GSTM3, ainsi que des facteurs de transcription Nfe2L1 et Nfe2L2 qui régulent 

la réponse antioxydante, avec une expression significativement plus élevée dans les souris 

Lect2-/- sous HFD. De plus, Nfe2L et Nfe2L2 régulent également l’expression de certaines 

protéines constituant les complexes mitochondriaux (Scarpulla, 2012). Nous n’avons 

toutefois pas quantifié les ROS au cours de nos travaux, et il est crucial de le faire pour la 

suite. Bien que nous n’ayons pas de perte de mitochondries en absence de LECT2, il serait 

intéressant d’évaluer leur forme par microscopie électronique. En effet, le cholestérol est un 

constituant essentiel des membranes cellulaires, et permet de réguler leur fluidité. Le défaut 

de transport d’électrons peut également être causé par une perte de stabilité des complexes 

en raison de la composition membranaire. Dans la condition de surcharge en cholestérol, la 

composition en phospholipides est probablement à l’origine de la perte de fonction 

mitochondriale, avec un ratio phosphatidylcholine/phosphatidyléthanolamine plus faible 

dans les foies Lect2-/-, ce qui est un marqueur d’altération mitochondriale (Van Der Veen et 

al., 2014). Nous devons toutefois caractériser les capacités respiratoires dans ces conditions 

par Seahorse sur des hépatocytes primaires, et quantifier les ROS produites. De plus, nous 

devons également explorer les conséquences de cette altération mitochondriale sur les 

autres voies métaboliques, notamment le métabolisme du glucose. Il serait donc nécessaire 

de réaliser une analyse dynamique des flux métaboliques dans des conditions 

physiologiques et sous HFD dans des hépatocytes primaires contrôle et Lect2-/-. 
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D) LECT2 et lipotoxicité 

Un autre hallmark des NAFLD est l’accumulation de triglycérides dans les hépatocytes 

(Friedman et al., 2018), dont les acides gras proviennent de la lipolyse du tissu adipeux, de 

l’alimentation, et jusqu’à 25% sont générés par la lipogenèse de novo (Donnelly et al., 2005). Il 

a été proposé que la lipogenèse soit plutôt un mécanisme de protection qui permettrait de 

stocker des acides gras peu toxiques sous forme inerte de triglycérides (Lodhi et al., 2011), et 

de nombreuses études ont démontré un effet protecteur de la stéatose (Benhamed et al., 2012; 

Bril et al., 2017; Matsuzaka et al., 2007; Monetti et al., 2007; Yamaguchi et al., 2007). D’autre 

part, l’accumulation de lipides toxiques tels que le cholestérol non-estérifié, les 

diacylglycérols ou les céramides provoque des dommages cellulaires au niveau du 

parenchyme hépatique (Marra and Svegliati-Baroni, 2018). Puisque LXR intervient à la fois 

dans la lipogenèse et l’homéostasie du cholestérol, il est un gardien de l’équilibre entre 

lipotoxicité et lipoprotection, et a été décrit comme ayant un rôle protecteur dans la NASH 

(Becares et al., 2019; Wouters et al., 2010). D’après nos résultats en conditions physiologiques, 

LECT2 régule l’activité de LXR, et LECT2 est induit dans les foies stéatosiques, aussi bien 

chez les patients que chez la souris. En conditions de stéatose induite par le HFD, nous 

n’avons pas observé de différence en termes de lipides toxiques entre les souris contrôle et 

Lect2-/- en dehors d’une accumulation d’hexosylcéramides dans le groupe Lect2-/-. 

L’implication de ces lipides dans les NAFLD est encore très peu étudiée. Cependant, sous 

régime HFHC, les foies Lect2-/- sont enrichis en de nombreuses espèces de diacylglycérols et 

de céramides, et notre analyse histologique et moléculaire révèle une forte inflammation et 

de la fibrose qui causent des dommages tissulaires plus importants que dans les foies 

contrôle. De plus, les concentrations en cholestérol libre et estérifié sont similaires entre les 

deux groupes (Figure 35), donc dans un contexte de surcharge en cholestérol, la lipotoxicité 

semble être majoritairement causée par les céramides et les diacylglycérols dans le groupe 

déficient en LECT2. Il est toutefois important de quantifier les oxystérols, car certains, dont 

le 25-OHC, peuvent provoquer un stress du RE et induire l’apoptose dans les macrophages 

(Sekiya et al., 2014) et dans les lignées HepG2 et HuH7 (Li et al., 2016). Il est donc nécessaire 

d’investiguer les niveaux d’activation du stress du RE dans nos conditions, particulièrement 

la voie IRE1α qui intervient dans l’inflammation (Lebeaupin et al., 2018) 
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Figure 35. Quantification du cholestérol libre et estérifié dans les foies de souris contrôle et 

Lect2-/- après 6 mois de régime HFHC. 

Ns p-value > 0,05. 

E) LECT2 et inflammation 

L’apparition de l’inflammation et son installation chronique dans le foie est une étape de 

transition de la stéatose vers la NASH (Friedman et al., 2018). Plusieurs catégories de cellules 

immunitaires ont été impliquées dans la NASH, notamment les NKT qui, via la sécrétion de 

la cytokine LIGHT, favorisent le stockage de lipides dans les hépatocytes (Wolf et al., 2014), 

et leur accumulation hépatique est corrélée avec la sévérité de la NASH (Syn et al., 2010). Or, 

LECT2 est un régulateur de l’homéostasie des NKT dans le foie, puisque les souris Lect2-/- 

possèdent deux fois plus de NKT que les souris contrôles, ce qui les rend plus susceptibles 

aux dommages provoqués par des hépatites fulminantes (Saito et al., 2004). De plus, notre 

équipe a démontré que LECT2 était essentiel à la mise en place d’une réponse antitumorale 

efficace des NKT (Anson et al., 2012) et des macrophages (L’Hermitte et al., 2019). Au vu de 

nos résultats montrant une action régulatrice de LECT2 sur LXR, nous ne pouvons pas 

affirmer avec certitude que ses effets sont seulement limités aux hépatocytes. En effet, LXR 

est également un régulateur important pour l’activité anti-inflammatoire des macrophages, 

où il inhibe la signalisation TLR-dépendante et limite la sécrétion d’IL-1β et d’IL-6 (Ito et al., 

2015). L’invalidation de LXR provoque une NASH aggravée, une accumulation de 

macrophages inflammatoires et une perte de iNKT (Endo-Umeda et al., 2018b). Dans la 

NASH, les cellules de Kupffer sont déplétées et sont remplacées par des monocytes qui 

acquièrent un programme transcriptionnel spécifique (Tran et al., 2020). En partenariat avec 

d’autres facteurs, LXR participe à la transcription d’un certain nombre de gènes constituant 

cette identité Kupffer, et son activité est favorisée par le desmostérol sécrété par les 

hépatocytes (Sakai et al., 2019). En induisant la NASH avec un régime enrichi en cholestérol, 
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l’activité de LXR est maintenue sur ses cibles canoniques du métabolisme du cholestérol, 

mais pas sur les gènes de l’identité Kupffer (Seidman et al., 2020). Par ailleurs, il a été montré 

dans un modèle ex vivo de bone marrow-derived macrophages (BMDM) stimulées avec du 

LPS que la production d’interféron de type I favorise l’expression de la Ch25H et la synthèse 

de 25-OHC. Ce dernier, par sa liaison avec INSIG, prévient le clivage de SREBP2 et empêche 

l’altération des mitochondries et le clivage de l’IL-1β (Dang et al., 2017; Reboldi et al., 2014). 

De plus, la stimulation de macrophages alvéolaires avec du LPS inhalé conduit à une 

synthèse accrue de 25-OHC, qui active LXR et participe à la résolution de l’inflammation 

(Madenspacher et al., 2020). Nous pouvons alors supposer que l’activation aberrante de LXR 

dans les macrophages chez les souris Lect2-/- pourrait empêcher une mise en place d’une 

réponse immunitaire efficace contre la lipotoxicité. Nous avons des résultats préliminaires 

qui permettent d’étayer cette hypothèse, puisqu’après trois mois de régime HFHC, les 

parenchymes hépatiques des deux génotypes présentent des infiltrats immunitaires étendus, 

cependant ils ne sont pas organisés de la même manière, et une signature transcriptionnelle 

inflammatoire montre une expression plus limitée de marqueurs inflammatoires dans les 

foies Lect2-/- (Figure 36). Cela suggère un retard de la mise en place de la réponse 

inflammatoire, qui se traduit après 6 mois de régime avec des lésions tissulaires plus graves, 

et une réponse inflammatoire exacerbée. Ainsi, la surcharge en cholestérol a permis de 

mettre en avant le rôle duel de LECT2 en tant qu’acteur du métabolisme et de la régulation 

de la réponse inflammatoire. Il serait intéressant pour la suite dans un premier temps de 

quantifier et d’analyser par single cell RNAseq les différentes populations immunitaires dans 

nos deux groupes sous régime, puis d’isoler les macrophages et les NKT, et d’évaluer leur 

potentiel inflammatoire d’une part, et l’activité de LXR de ces cellules d’autre part. 
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Figure 36. La délétion de Lect2 altère la réponse inflammatoire dans les étapes précoces de la 

NASH provoquée par une surcharge en cholestérol. 

(A) Coupes histologiques (coloration hémalun et éosine) représentatives de parenchymes hépatiques provenant de 

souris contrôle et Lect2-/- sous régime standard ou HFHC pendant 3 mois. (B) Expression des gènes impliqués dans 

réponse inflammatoire dans les foies de souris contrôle et Lect2-/- sous HFHC pendant 3 mois. Ns p-value > 0,05 ; * 

p-value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 ; *** p-value < 0,001 ; **** p-value < 0,0001 (one-way Anova suivi d’une 
comparaison multiple de Šídák). 

F) LECT2 et tumorigénèse hépatique 

Les travaux antérieurs du laboratoire portant sur le rôle de LECT2 dans la carcinogenèse 

hépatique dépendante de l’activation de la β-caténine ont montré qu’en absence de LECT2, 

le microenvironnement inflammatoire est modifié vers un profil pro-tumoral. Ainsi, les NKT 

et macrophages perdent leur capacité antitumorale, ce qui favorise la transition épithélio-

mésenchymateuse des hépatocytes tumoraux et facilite leur propagation sous forme de 

métastases pulmonaires (Anson et al., 2012; L’Hermitte et al., 2019). De plus, dans une cohorte 

de patients avec différentes étiologies de CHC, l’expression de Lect2 est d’autant plus faible 

que le phénotype des tumeurs est grave. Ainsi, les groupes correspondant à des mutations 
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TP53 ont une perte d’expression de Lect2 plus importante que les groupes présentant des 

mutations de Ctnnb1 (L’Hermitte et al., 2019). Cependant, nous avons voulu étudier les 

conséquences à long terme de l’absence de LECT2 dans un contexte métabolique, et nous 

avons placé nos animaux sous un régime CD-HFD récapitulant la séquence des NAFLD 

jusqu’au développement tumoral. Ce régime est connu pour engendrer des tumeurs dans 

environ 20% des cas chez des souris contrôle au bout de 12 mois (Wolf et al., 2014), et dans 

notre cas nous avons mesuré un taux d’incidence de 17%. Cependant, l’ensemble des 

animaux Lect2-/- ont développé des tumeurs après 12 mois de régime, mais ces tumeurs se 

développent précocement dès 9 mois de régime dans 60% des cas pour les souris Lect2-/-. 

Notre caractérisation histologique et moléculaire a mis en évidence un phénotype tumoral 

aggravé dans les souris Lect2-/-. La caractérisation anatomopathologique des nodules est en 

cours afin de déterminer la proportion d’adénomes et de carcinomes. Bien que très 

préliminaires mais en association avec nos travaux précédents, nos résultats mettent une 

nouvelle fois en évidence les propriétés suppresseur de tumeur de LECT2. Il serait 

intéressant par ailleurs de caractériser les propriétés métaboliques et le 

microenvironnement immunitaire de ces tumeurs, mais également de comparer les effets 

d’une surexpression de LECT2 et un sauvetage durant la séquence NAFL/NASH/CHC afin 

de déterminer la capacité de LECT2 à prévenir du développement tumoral. 

III. LECT2 en tant que biomarqueur pour les NAFLD 

Nous avons évalué l’expression hépatique de LECT2 chez des patients avec et sans stéatose 

et avons mis en évidence une augmentation de son expression chez les patients stéatosiques. 

Ces résultats sont également vrais dans plusieurs modèles murins de stéatose et NASH. 

Chez les patients, l’augmentation de l’expression de LECT2 est positivement corrélée avec 

différents paramètres biologiques permettant de qualifier la progression pathologique 

(NAFLD activity score, transaminases sériques, score de stéatose). D’autre part, l’expression 

de LECT2 a été corrélée avec le score de fibrose chez les patients de diverses étiologies, et 

une augmentation de la quantité de LECT2 est associée à une fibrose plus étendue, voire de 

la cirrhose (Xu et al., 2019). Enfin, comme évoqué précédemment, LECT2 est perdu dans la 

tumorigénèse chez l’Homme (L’Hermitte et al., 2019). Il serait donc intéressant de déterminer 

le statut de LECT2 dans le foie tumoral et non-tumoral adjacent dans une cohorte de 

patients ayant développé un CHC sous fond NASH à différents degrés de fibrose. Nous 

sommes actuellement en train de constituer une cohorte en collaboration avec le Professeur 
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Valérie Paradis afin de réaliser ces analyses. De plus, nous devons compléter nos résultats 

par une quantification de la protéine LECT2 dans le sérum des patients, puisque la 

quantification de la transcription n’est pas toujours suffisante pour évaluer les niveaux 

protéiques. Ainsi, il serait possible de déterminer une cinétique de l’expression de LECT2 

tout au long de cette pathologie. Pour aller plus loin, il serait intéressant d’associer ces 

résultats à une étude du microenvironnement, notamment des populations immunitaires 

impliquées, en les mettant en évidence dans le tissu par des techniques de co-marquages de 

pointe, et en comparant leur potentiel inflammatoire à l’aide de la transcriptomique in situ. 

D’autre part, nous explorerons le contenu lipidique au cours de la séquence afin de corréler 

les flux de différents acides gras avec les niveaux d’expression de LECT2. Ainsi, il sera 

possible de déterminer très précisément si LECT2 pourrait constituer un biomarqueur 

clinique.  

IV. Conclusion 

Ces travaux de thèse ont mis en évidence le rôle de LECT2 dans la régulation du 

métabolisme lipidique du foie par son action sur LXR/SREBP1c en conditions 

physiologiques. Dans les NAFLD, LECT2 est nécessaire pour le maintien de l’homéostasie 

du métabolisme du cholestérol, ce qui confère un maintien de l’intégrité mitochondriale, et 

permet de garantir une réponse immunitaire efficace. De plus, étant donné son induction 

chez les patients NAFLD, LECT2 pourrait constituer un biomarqueur pertinent pour le 

diagnostic et le suivi des patients. La suite de ce projet permettra de mieux comprendre le 

fonctionnement moléculaire de LECT2 et son utilité clinique dans l’évaluation des NAFLD. 
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Background & Aims: The NKG2D system is a potent immuno-
surveillance mechanism in cancer, wherein the activating NK cell
receptor (NKG2D) on immune cells recognises its cognate ligands
on tumour cells. Herein, we evaluated the expression of NKG2D
ligands in hepatocellular carcinoma (HCC), in both humans and
mice, taking the genomic features of HCC tumours into account.
Methods: The expression of NKG2D ligands (MICA, MICB, ULBP1

and ULBP2) was analysed in large human HCC datasets by Flu-
idigm TaqMan and RNA-seq methods, and in 2 mouse models
(mRNA and protein levels) reproducing the features of both
major groups of human tumours.
Results: We provide compelling evidence that expression of the
MICA and MICB ligands in human HCC is associated with tumour
aggressiveness and poor patient outcome. We also found that the
expression of ULBP1 and ULBP2 was associated with poor patient
outcome, and was downregulated in CTNNB1-mutated HCCs
displaying low levels of inflammation and associated with a
better prognosis. We also found an inverse correlation between
ULBP1/2 expression levels and the expression of b-catenin target
genes in patients with HCC, suggesting a role for b-catenin sig-
nalling in inhibiting expression. We showed in HCC mouse
models that b-catenin signalling downregulated the expression
of Rae-1 NKG2D ligands, orthologs of ULBPs, through TCF4
binding.
Conclusions: We demonstrate that the expression of NKG2D li-
gands is associated with aggressive liver tumorigenesis and that
the downregulation of these ligands by b-catenin signalling may
account for the less aggressive phenotype of CTNNB1-mutated
HCC tumours.
Lay summary: The NKG2D system is a potent immuno-
surveillance mechanism in cancer. However, its role in hepato-
cellular carcinoma development has not been widely

investigated. Herein, we should that the expression of NKG2D
ligands by tumour cells is associated with a more aggressive
tumour subtype.
© 2021 European Association for the Study of the Liver. Published by
Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction
Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fourth leading cause of
cancer-related death and the fifth most common cancer world-
wide.1 It is responsible for approximately 800,000 deaths each
year. About 90% of HCCs develop on a background of chronic liver
disease.2 Nevertheless, in <10% of cases, HCC develops in healthy
livers.3,4 The most common risk factors for HCC are infections
with hepatotropic viruses (HBV, HCV), alcohol consumption,
aflatoxin B1 exposure, haemochromatosis and metabolic syn-
drome, which is frequently seen in patients with diabetes and/or
obesity.4 Cirrhosis, the final stage of chronic liver disease, re-
mains the main risk factor for HCC development in Western
countries.5 Our understanding of HCC pathogenesis has
increased steadily over the last 20 years. Functional genomics
studies have recently provided an accurate picture of the land-
scape of genetic alterations and identified the core pathways
deregulated in HCC.6 The most prevalent mutations after those of
the TERT promoter concern TP53 and CTNNB1,5,7 defining 2 major
groups of tumours with specific features. TP53-mutated HCCs are
aggressive proliferating tumours with high levels of inflamma-
tion (hot tumours) and genomic instability. Conversely, HCCs
with activating mutations of CTNNB1 (CTNNB1-mutated HCCs)
have a less severe phenotype associated with a favourable
prognosis and low levels of proliferation and inflammation (cold
tumours).

Treatment options for HCC remain very limited. Most involve
multi-targeted tyrosine kinase inhibitors, providing little survival
benefit over best supportive care.8 The major role of the immune
system in controlling tumour growth and metastasis provides
the basis for most cancer immunotherapies. Immune checkpoint
blockade, based on inhibitors of PD-1 and/or CTLA-4, is consid-
ered an exciting approach for HCC treatment (for review9).
However, only 25% of HCCs are eligible for immunotherapy, as
they express markers of an inflammatory response.10 Recent
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findings suggest that CTNNB1-mutated HCCs displaying b-cat-
enin activation are associated with immune escape and resis-
tance to anti-PD-1 therapy.11,12 New therapeutic strategies based
on our understanding of the tumour and its relationship with its
immune microenvironment are, therefore, urgently required to
improve HCC treatment.

With regards to cancer surveillance, the NKG2D-ligand/
NKG2D pathway has been the subject of intense research in
cancer, infection and autoimmunity.13 The activating receptor
NKG2D, which was discovered more than 20 years ago, initially
on the surface of natural killer (NK), has proved to be a critical
player in the immune surveillance of cancer. The NKG2D-
dependent elimination of tumour cells expressing at least 1
cognate ligand is well documented in both in vitro14–17 and
in vivo models of transplanted tumours.18–21 The induction and
upregulation of NKG2D ligands result from various stress signals,
including infection, DNA damage, heat shock and
hyperproliferation.22,23

The expression of NKG2D ligands has been observed in
various human cancers. These ligands are cell surface proteins
structurally related to the major histocompatibility complex
(MHC). In humans, the 2 most studied NKG2D ligands are MHC
class-I-related chain A and B, the MICA and MICB proteins. There
are also 6, less studied, unique long 16 (UL-16)-binding proteins
(ULBP1-6).24 Their counterparts in mice are the retinoic acid
early inducible gene-1 Rae-1a-ε (orthologous to ULBPs), minor
histocompatibility H60a-c and murine UL16-binding protein-like
transcript (MULT1) proteins. In humans, variable levels of MICA,

MICB and ULBP1-3 ligand expression have been observed in
haematopoietic malignancies, including acute and chronic leu-
kaemias (of lymphoid and myeloid origin),25 and in solid tu-
mours.26–30 Ligand expression is heterogeneous between cancer
types and individuals. Several studies have highlighted the par-
adoxical relationship between ligand expression and patient
outcome. Briefly, high levels of cell surface ligand expression are
associated with better disease-free survival in colorectal,31 cer-
vical32 and nasopharyngeal carcinomas,33 but with poor prog-
nosis in breast,34 lung35 and ovarian cancers.36 The expression of
NKG2D ligands in HCC remains insufficiently explored, as con-
flicting data have been obtained concerning the potentially
beneficial or deleterious role of NKG2D in HCC.13

In this study, we investigated the expression of the NKG2D
ligand genes MICA/B and ULBP1/2 in a large human HCC dataset
and in 2 mouse models reproducing the features of both types of
human tumours.

Methods
Patients and tumour material
Human liver samples

A series of 354 liver tumour samples, including 10 early HCCs,
337 HCCs and 7 malignant transformations of HCA (hepatocel-
lular adenoma) into HCC (HCC on HCA), were collected from 325
patients treated surgically in Europe. The study was approved by
the appropriate institutional review boards (CCPRB Paris Saint-
Louis, 1997, 2004 and 2010, approval number 01-037;
Bordeaux, 2010-A00498-31) and all patients gave informed
consent in accordance with French law. All samples were
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at −80�C.
Clinical data, biological and histological parameters are
described in Table 1 and the supplementary materials.

Quantitative RT-PCR and RNA-sequencing

We assessed mRNA levels by quantitative reverse transcription
(RT)-PCR on 354 HCC samples. We reverse transcribed 500 ng of
total RNA with the High-Capacity Transcription Kit (Life Tech-
nologies) and assessed gene expression in predesigned TaqMan
assays (MICA: Hs00741286_m1; MICB: Hs00792952_m1; ATM:
Hs01112326_m1; ATR: Hs00354807_m1; Life Technologies) on
Fluidigm 96 dynamic arrays with the Bio-Mark Real-Time PCR
system. Expression levels (Ct values) were assessed with Fluid-
igm Real-Time PCR Analysis software (4.1.3) and gene expression
data were expressed by the 2-DDCt method, relative to ribosomal
18S (R18S) and the expression level of the corresponding gene in
5 normal liver samples. Published RNA-seq data for 200 tumours
were used to evaluate ULBP1 and ULBP2 expression in HCC pa-
tients (see Table 2).40,41 The sequencing data reported in this
paper have been deposited in the EGA (European Genome-
phenome Archive) database under accession numbers
EGAS00001002879, EGAS00001001284 and EGAS00001003837.

Mice and HCC induction

All animal studies were approved by the Ministère de l’En-

seignement Supérieur, de la Recherche et de l’Innovation (MESRI)
and the Direction Départementale des Services Vétérinaires de Paris

(agreement no. 75-956) and by the Mouse Facility Core

Table 1. Details of the cohort of HCC patients (354) studied in Fluidigm

experiments (e.g. MICA/MICB).

Variables Data

available, n

Numbers (%),

Median (Min-Max)

Analysis per patient (n = 325)

Age, years 324 64 (18-90)

Sex, male 324 267 (82.4%)

Hepatitis B 323 63 (19.5%)

Hepatitis C 324 68 (21%)

High alcohol intake 324 147 (45.4%)

Metabolic syndrome 321 50 (15.6%)

Without aetiology 324 43 (13.3%)

AFP <20 ng/ml 306 129 (42.2%)

Analysis per tumour (n = 354)

Histological diagnosis

Early HCC 354 10 (2.8%)

HCC on HCA 7 (2%)

HCC 337 (95.2%)

Metavir score (fibrosis of non-tumour liver)

F0-F1 354 114 (32.2%)

F2-F3 86 (24.3%)

F4 154 (43.5%)

G1-G6 subclass

G1 353 26 (7.4%)

G2 39 (11.1%)

G3 47 (13.3%)

G4 125 (35.4%)

G5 70 (19.8%)

G6 46 (13%)

Edmondson III-IV 348 185 (53.2%)

WHO differentiation

Good 348 106 (30.5%)

Medium 194 (55.7%)

Bad 48 (13.8%)

5-gene score

Good 353 226 (64%)

Bad 127 (36%)

TERT promoter mutations 338 214 (63.3%)

CTNNB1 mutations 339 125 (36.9%)

TP53 mutations 347 61 (17.6%)
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laboratories (CRC UMRS1138). All mice (strain C57Bl6J) were kept
in well-controlled animal housing facilities and had free access to
tap water and food pellets.

The various HCC mouse models used here to model HCC
tumorigenesis (strain C57Bl6J) have been described elsewhere.42

Lpk-myc+ transgenic mice, which express the c-myc oncogene in
the liver under the control of rat L-PK regulatory regions,
developed HCC with Ctnnb1 mutations; we established homo-
geneous groups of these mice consisting exclusively of litter-
mates.43 In our study, the Lpk-myc+ model is referred to here as
the b-catenin mutated HCC model. In this model, unlike the in-
testine, in which the c-myc oncogene is a crucial target of the
Wnt signalling pathway driving tumorigenesis, studies with a
combination of several molecular approaches (chromatin
immunoprecipitation [ChIP]-seq, RNA-Seq) showed that c-myc
was not a target of Wnt signalling in the liver. In this model, c-
myc and b-catenin signalling co-operate to drive liver carcino-
genesis, and all Lpk-c-myc tumours harbour Ctnnb1-activating
mutations.43

Cohorts of male age-matched wild-type mice received a sin-
gle intraperitoneal injection of diethylnitrosamine (DEN) (Sigma)
(25 mg kg-1 body weight) to induce HCC, or PBS, at 14 days of
age.44 HCC development was studied at 12 to 14 months in Lpk-

myc+ mice and mice with DEN-induced HCC.
We also analysed Wnt/b-catenin signalling through inducible

hepatocyte-specific inactivation of the Apc gene, in ApcDHep

(Apc flox/flox, TTR-Cre Tam) mice; the control mice in this case were
Apcflox/flox, Cre-negative.42,45–47 This model reproduces the initial
step of b-catenin oncogenesis and is based on tamoxifen-
inducible hepatospecific inactivation of the tumour suppressor
gene adenomatous polyposis coli (Apc–/–). All hepatocytes of the
liver lobule display aberrant b-catenin activation after tamoxifen
injection. The Apc gene was inactivated by a single i.p. injection
of 1.5 mg tamoxifen (MP Biomedicals, France) in 9- to 12-week-
old mice.42,45–47

Non-parenchymal cell isolation and flow cytometry

Livers were harvested and the non-parenchymal cell (NPC)
fraction was extracted on a Percoll gradient, as previously
described.42,47

Cells were incubated with anti-CD16/CD32 antibodies (Fcc III/
II receptor, clone 2.4G2, eBiosciences) before staining with
labelled antibodies, according to the manufacturer’s recom-
mendations. Cells were subjected to fluorescence-activated cell
sorting (FACS) analysis with the following antibodies: anti-CD45/
Ly5 (30-F11), anti-TCR chain (H57-597), anti-NK1.1 (PK136), anti-
CD4 (RM4-5), anti-CD8a (53-6.7) and anti-NKG2D (CX5) anti-
bodies, all purchased from BD Pharmingen/Horizon or from
eBioscience. CD1d–a-galactosylceramide–loaded (CD1d–a-
GalCer-loaded) tetramers (APC-labelled) for the identification of
invariant NKT cells were provided by the NIH Tetramer Core
Facility, Bethesda Maryland USA. Data were acquired with a
Fortessa FACS flow cytometer (BD Biosciences) and analysed
with FlowJo software (Tree Star Inc.).

Preparation of total RNA and quantitative PCR analysis

Total RNA was extracted from mouse liver tissue or cell lines
(AML12 and Hepa1.6) with TRIzol (Invitrogen), and 2 lg was
used as a template for cDNA synthesis (MMLV, Life Technologies).
Purified RNA was then reverse transcribed with the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).
Real-time PCR was performed with the Fast Start Quantitative
PCR (q-PCR) kit with SYBR Luminaris Color HiGreen qPCR master
mix (Thermo Fisher Scientific) and specific primers. The re-
actions were performed in 96-well plates in a LightCycler 480
instrument (Roche) with 40 cycles. We determined the relative
amounts of the mRNAs studied by the second-derivative
maximum method, with LightCycler 480 analysis software and
normalization against 18s rRNA, used as an invariant control for
all studies. Data are expressed as means ± standard deviation of
the mean. The statistical significance of differences was assessed
in Students t test in Prism 5.0 software (GraphPad Software, San
Diego, CA). p values <0.05 were considered statistically
significant.

Immunohistochemistry

Tissues were fixed by incubation in 4% formalin overnight at 4�C,
and were then embedded in paraffin wax. For immunohisto-
chemistry, liver sections (5 lm) were deparaffinised. Antigen
retrieval was performed by incubating liver sections in Tris-
based buffer (Vector Laboratories) in a microwave at 850 Watts
for 20 min after boiling. Tissue sections were blocked by incu-
bation with the Avidin/Biotin blocking kit (Vector Laboratories)
for 15 min each at room temperature and with normal horse
serum (2.5%) for 20 min at room temperature. Tissue sections
were then incubated overnight at 4�C with the anti-Rae1 pan-
specific antibody (R&D AF1136) at a concentration of 10 lg/ml or

Table 2. Details of the cohort of patients with HCC for whom RNA-

sequencing data were available for the analysis of ULBP1 and ULBP2

expression.

Variable LICA-FR (n = 200)

n Total (%)

Age, years (min-max) 200 64 (18–94)

Sex, male 200 157 (79)

Aetiology

Alcohol 198 72 (36)

Hepatitis B 200 52 (26)

Hepatitis C 198 31 (16)

Metabolic syndrome 196 39 (20)

Unknown 199 25 (13)

Fibrosis stage 200

F0-F1 92 (46)

F2-F3 45 (22.5)

F4 63 (31.5)

Edmonson grading 200

I-II 59 (20)

III-IV 139 (70)

G1-G6 subclass 197

G1 24 (12)

G2 28 (14)

G3 50 (25)

G4 40 (20)

G5 31 (16)

G6 24 (12)

WHO differentiation 177

Good 32 (18)

Medium 106 (60)

Bad 39 (22)

5-gene score 181

P1 87 (48)

P2 94 (52)

TERT promoter mutations 198

CTNNB1 mutations 200

TP53 mutations 200

1388 Journal of Hepatology 2021 vol. 74 j 1386–1397

Research Article Hepatic and Biliary Cancer



with antibodies directed against glutamine synthase (BD Trans-
duction Laboratories, clone 6, 1/400). Endogenous peroxidase
was blocked by treating the sections with 3% hydrogen peroxide
for 20 min at room temperature. Tissue sections were incubated
with biotinylated anti-goat IgG antibody (1:250 dilution, Vector
Laboratories, CA, USA) for 30 minutes. Specific binding was
detected with the ABC reagent (Vector Laboratories) and DAB
(Vector Laboratories) and the slides were counterstained with
haematoxylin.

TCF4 ChIP-sequencing

The ChIP protocol was adapted from a previous study,48 as pre-
viously described.49 The ChIP-seq data were deposited under
accession number GSE35213 in the Gene Expression Omnibus
database. b-catenin and TCF-4 binding to the Rae promoter,
relative to the immunoglobulin isotype control, was assessed on
the basis of SYBR green fluorescence, with the following oligo-
nucleotides: FW- GACTTTCCACAAACGCACAA, Rev-
GAAACTGCCCCGTTACCAC designed according to the sequence
of the TCF-4 peak identified upstream from the Rae-1 gene.

Editing of Ctnnb1 Exon 3 with CRISPR-Cas 9 technology

We purchased the murine hepatocyte cell line AML12 cell line
from ATCC-CRL-2254TM. AML12 cells were cultured in DMEM/F-
12 (1:1) + GlutaMAX, supplemented with 10% heat-inactivated
FCS and antibiotics. The exon 3 region of CTNNB1 was deleted
with CRISPR-Cas9 technology, leading to activation of b-catenin
signalling. Clones with deletions of exon 3 were selected on
puromycin and were passaged more than 10 times. Cells were
harvested and collected for RNA extraction, as described above.

Silencing of Ctnnb1 by a siRNA strategy in Ctnnb1-mutated
Hepa1.6 cells

Hepa 1.6 cells (ATCC, CRL-1830) harbouring Cttnb1-activating
mutations were cultured in DMEM supplemented with 5%
heat-inactivated FCS. They were plated at a density of 300,000
cells per well and transfected 1 day later with 20 nM small-
interfering RNA (siRNA) against b-catenin (QiagenSI00942039)
or a control siRNA (Dharmacon D-001210-01-05) in the presence
of Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific). Molecular
analyses were performed 72 h post transfection. Total RNA was
extracted with TRIzol® reagent (Thermo Fisher Scientific), as
described above.

Statistical analysis

Data were visualized and statistical analyses were performed
with PRISM software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA) and R
software version 3.5.1 (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria. https://www.R-project.org) with the Bio-
conductor package. Comparisons of continuous variables be-
tween >

−
2 groups were performed with Mann-Whitney tests.

Correlations between continuous variables were assessed by
Pearson’s correlation tests if both variables were normally
distributed and the assumptions of linearity and homoscedas-
ticity were respected, or by Spearman's rank correlation tests. All
tests were 2-tailed and p values <0.05 were considered
significant.

Ethics approval

The study was approved by the competent institutional review
boards (CCPRB Paris Saint Louis, 1997, 2004 and 2010).

Results
Expression of the NKG2D ligands, MICA and MICB, in human
HCC is associated with tumour aggressiveness and poor
patient outcome

We investigated the possible association of MICA and MICB

expression with specific clinical features of HCC, using RT-qPCR
analyses on 354 patient samples (Table 1).37 We first deter-
mined the expression levels of these genes by diagnosis, as fol-
lows: early HCC (n = 10), HCC emerging from HCA (HCC on HCA;
n = 7) and HCC (n = 337), with normal liver samples (n = 5) as a
control (Fig. 1A). We found that both MICA and MICB were
significantly more strongly expressed in early HCC and HCC/HCA
than in normal liver (n = 5). Moreover, both MICA and MICB were
more strongly expressed in HCC than in early HCC and HCC on
HCA (Fig. 1A). We also checked that the levels of expression of
MICA and MICB were positively correlated (R = 0.677, p <0.0001)
suggesting that these 2 genes located in the HLA class I region of
chromosome 6 are co-induced during liver tumorigenesis (Fig.
S1A). We then evaluated the expression of MICA and MICB in
HCC as a function of Edmondson-Steiner grade criteria, dis-
tinguishing 4 specific liver cancer stages and depicting tumour
cell differentiation. We found that the expression of both MICA

and MICB was positively associated with tumour grade and low
levels of differentiation (Fig. 1B, Fig. S1B). These ligands are
known to be regulated principally at the transcriptional level.23

Finally, we used a 5-gene molecular score to predict the
outcome of patients with HCC,50 identifying 2 groups of HCC: P1,
corresponding to HCC with a good prognosis and P2, corre-
sponding to HCC associated with bad prognosis and early tumour
recurrence. Interestingly, patients with HCC and poor outcomes
displayed the highest levels of expression of both MICA and MICB

(Fig. 1C).
Collectively, our data show that the expression of the NKG2D

ligands MICA and MICB in human HCC is associated with tumour
aggressiveness and poor patient outcome.

NKG2D ligands MICA and MICB are less strongly expressed in
HCCs displaying chromosomal stability

We investigated whether the expression of MICA/B was asso-
ciated with specific genetic alterations, by evaluating MICA and
MICB expression as a function of the molecular classification of
human HCCs.51 This classification distinguishes 3 groups, G1 to
G3, characterised by aggressive HCC tumours with high levels
of chromosomal instability and TP53 mutations,38,51 and 3
groups, G4 to G6, associated with a better prognosis, chromo-
somal stability and a well-differentiated tumour phenotype.
CTNNB1-mutated HCCs belong to groups G5-G6 and have no
inflammatory infiltrates. We found that the expression levels of
both MICA and MICB were significantly lower in HCC samples
from groups G4 to G6 than in samples from groups G1 to G3
(Fig. 2A).

We also studied MICA and MICB expression levels as a func-
tion of the presence or absence of prevalent mutations (TERT,
TP53, CTNNB1) within the landscape of genetic alterations of
HCC.5,52 We found that TP53-mutated HCCs had significantly
higher levels of MICA/B expression than non-mutated HCCs
(Fig. 2C). The expression of these genes did not differ signifi-
cantly between HCCs with and without CTNNB1 or TERT muta-
tions (Fig. 2C, Fig. S1A, respectively).

Finally, as tumours with TP53 mutations are known to display
chromosomal instability leading to high levels of DNA damage,
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we investigated the relationship between the expression of
MICA/B and expression of the ATM/ATR genes, 2 master regulators
of the DNA damage response known to regulate the expression
of NKG2D ligands.23

We found a positive correlation between the levels of
expression of the MICA/B and ATM/ATR genes (Fig. S2B). Our data
show thatMICA/B are more strongly expressed in HCCs with TP53

mutations and chromosomal instability, and that their expres-
sion is correlated with that of DNA damage repair-related genes.

Expression of ULBP1/2 ligands in human HCCs is weaker in
tumours with stable chromosomes than in those displaying
chromosomal instability and is associated with CTNNB1
mutation status

We extended our analysis to the expression of ULBP ligands,
which have been little studied in HCC. We investigated whether
the expression of ULBPs had characteristics in common with the
expression of MICA/B, by comparing the expression of ULBP1 and

2 according to our previous RNA-seq dataset with the molecular
classification of human HCCs.40 As for MICA/B, we found that the
expression levels of the ULBP1 and ULBP2 genes were correlated
(R = 0.49, p <0.0001) (Fig. S3A). Moreover, although not signifi-
cant, the expression levels of both ULBP1 and 2 tended to be
higher in HCC tumours with lower levels of differentiation and
higher grades (Fig. S3B, C).

Using the 5-gene molecular score predicting the outcome of
patients with HCC,50 we found that those with poor outcomes
displayed the highest levels of expression for both ULBP1 and
ULBP2 (Fig. 3A). Moreover, the level of expression of these genes
was significantly lower in groups G4 to G6 than in HCCs dis-
playing chromosomal instability (groups G1 to G3) and was
lower than that in normal livers (Fig. S4A). An analysis of the
expression of ULBP1/2 in HCC samples as a function of mutational
status showed that ULBP1/2 expression levels were significantly
higher in HCCs with TP53 mutations than in HCCs without such
mutations (Fig. 3B), but that there was no significant difference
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Fig. 1. MICA and MICB expression is upregulated during human HCC development and strongly associated with tumour grade. (A) The levels of mRNA for
NKG2D ligands (MICA and MICB) were assessed in NL (n = 5), early HCC (n = 10), HCC on HCA (n = 7), and HCC (n = 337). The fold-change (log2) in gene expression
is presented relative to the level of expression in normal liver. The black lines correspond to the mean values in normal liver. The significance of differences in
expression was assessed in Mann-Whitney tests: n.s.; *p <0.05; ***p <0.001. (B) The levels of mRNA for NKG2D ligands (MICA and MICB) were determined in HCCs
classified according to Edmondson-Steiner grade. Grade I = very well differentiated; Grade II = moderately differentiated, Grade III = poorly differentiated; Grade
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correspond to the mean values. The significance of differences in expression was assessed in Mann-Whitney tests: n.s.; *p <0.05; ***p <0.001.HCA, hepatocellular
adenoma; HCC, hepatocellular carcinoma; NL, normal liver. (This figure appears in color on the web.)
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between HCCs with and without TERT mutations, as for MICA/B

(Fig. S4B). Interestingly, ULPB1/2 expression levels were signifi-
cantly lower in HCCs with CTNNB1 mutations, suggesting that b-
catenin signalling may downregulate the expression of ULBP1/2
ligands (Fig. 3B). Consistent with these observations, we found
that ULBP1 expression was inversely correlated with the
expression levels of 3 positive b-catenin target genes: GLUL, LGR5
and TBX3 (Fig. 3C).

Collectively, these findings indicate that the level of expres-
sion of ULBP1/2 ligands in human HCCs is higher in tumours with
TP53 mutations and lower in those with CTNNB1 mutations,
suggesting that b-catenin signalling downregulates the expres-
sion of these genes.

CTNNB1-mutated HCCs in mice have low levels of NKG2D
ligand expression

We investigated the molecular mechanisms regulating the
expression of NKG2D ligands in 2 mouse models of liver tumori-
genesis reproducing the features of the 2 major groups of human
HCCs. The DEN-induced HCC model mimics aggressive unstable
tumours displaying preferential Ras mutation and without
Ctnnb1-activating mutations,44 whereas the Lpk-myc+ model
mimics HCC tumours with Ctnnb1 mutations and stable chro-
mosomes.42,43,47 We evaluated the level of expression of NKG2D
ligands in these models. Consistent with human data, we found
that mRNA levels for the mouse NKG2D ligands (Rae-1d, Rae-1ε,
human ULBP orthologs) were strongly upregulated in aggressive
HCCs relative to control liverswithout tumours (Fig. 4A). However,
as in human HCC, the expression of these ligands was strongly
downregulated in HCCs with Ctnnb1 mutations, suggesting a role

for b-catenin signalling in this downregulation (Fig. 4A).
Furthermore, the NKG2D (Klrk1) receptor was significantly
upregulated on lymphocytes (in terms of the percentage of cells
expressing this receptor and the expression level per cell) in HCCs
with Ctnnb1 mutations relative to DEN-induced HCCs (Fig. S5).

We performed additional investigationswith theApc-knockout
(KO) mouse model (ApcDHep), in which the b-catenin pathway is
activated in all hepatocytes (without Ctnnb1mutation).42,45,46 We
found that mRNA levels for NKG2D ligands (Rae-1d, Rae-1ε) were
significantly downregulated in ApcDHep livers relative to livers in
which b-catenin signalling was not activated (Fig. 4B). We vali-
dated our observations at the protein level, by immunohisto-
chemical staining of Rae-1 on paraffin-embedded liver sections.
We found thatRae-1 ligandswere not expressed in specific areas in
which b-catenin signalling was turned on (stained for glutamine
synthase, a target of b-catenin) in control livers (Fig. 4C). Rae-1 li-
gandswere expressed inhepatocytes, except for those surrounding
the pericentral vein (constitutive activation of b-catenin signal-
ling), absent from hepatocytes in which Apcwas knocked out and
in tumour hepatocytes with Ctnnb1 mutations, but expressed in
HCCs without mutations affecting b-catenin (DEN-induced HCC).

Collectively, these data strongly suggest that b-catenin sig-
nalling downregulates the expression of Rae-1 NKG2D ligands in
hepatocytes.

b-catenin inhibits Rae-1 NKG2D ligands by binding to TCF4 on
the Rae1-promoter

We investigated the molecular mechanisms of b-catenin-medi-
ated Rae1 downregulation, by performing ChiP-Seq experiments
on purified primary hepatocytes displaying b-catenin activation
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stability. (A) The levels of mRNA for NKG2D ligands (MICA and MICB) were assessed in normal liver (NL) (n = 5), G1/G2/G3 (n = 112), and G4/G5/G6 (n = 232) HCCs.
The fold-change (log2) in gene expression is presented relative to the level of expression in normal liver. The black lines correspond to the mean values. The sig-
nificance of differences in expression was assessed in Mann-Whitney tests: n.s.; **p <0.01; ***p <0.001. (B) The levels of mRNA for NKG2D ligands (MICA and MICB)
were assessed in HCCs with (n = 61) and without (n = 277) TP53 mutations, and in HCCs with (n = 166) and without (n = 260) CTNNB1 mutations. The fold-change
(log2) in gene expression is presented relative to the level of expression in normal liver. The black lines correspond to the mean values. The significance of differences
in expression was assessed in Mann-Whitney tests: n.s.; ***p <0.001. HCC, hepatocellular carcinoma; NL, normal liver. (This figure appears in color on the web.)

Journal of Hepatology 2021 vol. 74 j 1386–1397 1391



(Apc-KO, ApcDHep) and control hepatocytes (GSE35213) (Fig. 5A).
Beta-catenin has no DNA-binding domain. The ChIP-seq experi-
ment was therefore performed with an antibody against the
preferred partner of b-catenin in hepatocytes, TCF4.49 The Chip-
seq data showed a significant induction of TCF4 binding to the
Rae-1 promoter region in hepatocytes displaying b-catenin
activation (Apc-KO mouse model, ApcDHep) than in control he-
patocytes (Fig. 5A). We confirmed this enrichment in TCF-4

binding upstream from the Rae-1 promoter by ChIP-qPCR on
another panel of ApcDHep hepatocytes (Fig. 5A). These molecular
data demonstrate that b-catenin directly inhibits the expression
of Rae-1 NKG2D ligands through binding to TCF4 on the Rae-1

promoter in hepatocytes.
We used 2 different cellular systems to confirm that Rae-1

ligand expression was a negative target of b-catenin signalling:
a non-mutated hepatocyte cell line (aML) and a hepatoma cell
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determined. Statistical significance was assessed in Student’s t test. HCC, hepatocellular carcinoma; NL, normal liver. (This figure appears in color on the web.)
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line (Hepa1.6) harbouring activating Ctnnb1 mutations. We first
edited exon 3 of the b-catenin gene with CRISPR-Cas9 technology
in aML cells, to activate b-catenin signalling. A significant
downregulation of Rae-1 ligands (Rae-1d, Rae-1ε) was observed
in b-catenin-activated aML cells relative to control aML cells,
supporting the conclusions drawn from the ChIP-seq analysis
(Fig. 5B). We then performed a siRNA experiment on the Hepa1.6
cell line, in which we showed that Rae-1d expression was
upregulated when b-catenin was silenced.

Overall, we provide strong evidence in both humans (ULBP1/
2) and mice (Rae-1) that the expression of NKG2D ligands is
significantly weaker in HCCs with CTNNB1mutations, revealing a
downregulation of these NKG2D ligands by b-catenin activation.

Expression of the NKG2D receptor and ULBP1 is associated
with the presence of inflammatory cells in HCC

Given that NKG2D ligands were upregulated in aggressive
inflamed HCCs and that ULBP1/2 was downregulated in CTNNB1-

mutated HCC with low levels of inflammation, we investigated
whether there was a relationship between the NKG2D system
and inflammatory status in humans, as recently reported in
mice.53 Wemonitored the expression of KLRK1 (NKG2D receptor)
in our cohort of patients with HCC. We found that KLRK1 was
more strongly expressed in HCC samples displaying lymphocytic
inflammation (Fig. 6A). Moreover, using MCP counter analysis to
determine the nature of inflammatory infiltrates within the
tumour microenvironment, we found a strong association be-
tween KLRK1 expression and endothelial cell and immune pop-
ulation signatures (B cells, T cells, cytotoxic cells, myeloid
dendritic cells, neutrophils and NK cells). We also found a weak
association between ULBP1 expression and these immune pop-
ulations, except for NK cells.

Thus, the expression of both the ligands and receptor of
NKG2D is associated with immune cell signatures in liver tu-
mours, consistent with the notion that the NKG2D system is
intrinsically coupled to inflammation in HCC.53
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Discussion
The worldwide incidence of HCC is similar to patient mortality,
highlighting the poor prognosis of this cancer. Therapeutic op-
tions for HCC remain limited. Immunotherapy has yielded
spectacular results for other solid tumours (breast, melanoma,
prostate, lung), that were previously incurable.54–56 Immuno-
therapy strategies for HCC are currently being investigated, but
the results have been poor.57 Original ways of counteracting HCC
progression are, therefore, urgently needed.

In this study, we investigated the expression of NKG2D li-
gands (human MICA/B, ULBP1/2 and murine Rae-1) in both hu-
man and mice HCCs. These ligands are known to be involved in
tumour immunosurveillance, and this work took the genomic
features of liver tumours into account for the first time. Our work
provides compelling evidence to suggest that the expression of
NKG2D ligands is associated with aggressive liver tumouri-
genesis and that the level of expression of these ligands is lower
in HCCs displaying chromosomal stability (G4/G5/G6) than in
those displaying chromosomal instability (G1/G2/G3). We also
found that ULBP1/2 expression was specifically downregulated in
HCCs with CTNNB1 mutations relative to normal liver, and that
the level of ULBP1/2 expression was inversely correlated with the

level of expression of b-catenin target genes. We provide clear
evidence, at the molecular level, in mouse models, for the
downregulation of Rae-1 ligands, the orthologs of ULBPs, by b-
catenin. We found that expression of the NKG2D receptor and
the ULPB1 ligand was associated with the presence of immune
cell signatures, suggesting an intricate link with the inflamma-
tion status of the HCC tumor.

We show here, for the first time, that the level of expression
of MICA/B and ULBP1/2 is higher in HCCs associated with a poor
prognosis and early tumour recurrence (within 2 years of
resection).50,58 NKG2D ligands can be shed into the bloodstream,
and the presence of their soluble form in patient serum samples
has been associated with poor prognosis for other cancers.59 The
levels of these ligands in the blood could therefore be used as a
marker of disease progression for patients with HCC.

We show here that NKG2D ligands are more strongly
expressed in group G1/G2/G3 HCCs. These HCCs are aggressive
tumours with high levels of inflammation (hot tumours).6,38

Chronic inflammation in the liver creates a permissive environ-
ment favouring HCC development. Indeed, it underlies aggres-
siveness by enhancing cellular proliferation, angiogenesis and
tumour invasiveness.60 Inflammatory signals in the peritumoural
tissue of patients with HCC have been shown to be associated
with a poorer prognosis and tumour recurrence.61–64

Using the DEN-induced HCC mouse model, Sheppard
et al.,13,53 provided genetic evidence of a deleterious role of the
NKG2D system, which has sustained tumour-promoting ef-
fects.53 Indeed, they showed that the engagement of the NKG2D
receptor by its cognate ligands increased the recruitment of in-
flammatory cells in the liver, increasing tumour aggressiveness.53

Our data show that the expression of the NKG2D receptor and
ULBP1 is associated with the presence of inflammatory cells in
human HCC tumours and with specific immune cell signatures
corresponding to various populations, from lymphocytic to
myeloid immune cells.

In our 2 mouse models of HCC, the proportion of NKG2D-
expressing immune cells and the level of NKG2D expression
were higher in HCCs with Ctnnb1 mutations than in DEN-
induced HCCs. Based on these data, and given the almost total
extinction of NKG2D ligand expression in HCCs with Ctnnb1

mutations, we propose that immune cells express higher levels
of NKG2D receptors at their surface to facilitate the sensing of
very small amounts of ligands.

We suggest that the activation of the NKG2D system con-
tributes to a strong inflammatory response, exacerbating liver
tissue damage and underlying HCC aggressiveness and poor
patient outcome.

The immune response to NKG2D ligand expression should
therefore be investigated further, to identify innovative targets
for HCC treatment. HCCs with CTNNB1 mutations are charac-
terised by an absence of inflammatory infiltrates (cold tu-
mours).10–12 Indeed, recent data for analyses of the
immunological landscape of HCCs have highlighted the existence
of a specific group of HCCs expressing markers of immune re-
sponses referred to as the “immune class” and excluding HCCs
with CTNNB1 mutations.10 However, the molecular basis of this
lack of inflammation in tumours with CTNNB1 mutations re-
mains a matter of debate. Nevertheless, it has recently been
shown that oncogenic b-catenin activation in melanoma tu-
mours inhibits T-cell infiltration.65 We suggest here that the low
levels of NKG2D ligands in tumours with CTNNB1 mutations and
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the demonstration that b-catenin signalling partly inhibits
NKG2D ligands may account for the less inflamed and less
aggressive phenotype of these tumours.

Further studies are required to determine whether re-
expressing Rae-1 ligands in Ctnnb1-mutated mouse HCCs could
convert these cold tumours into potentially aggressive hot HCCs.
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