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INTRODUCTION

Ces dernieres décennies, le mode de vie de la société a considérablement évolué vers
une sédentarité accrue et une alimentation industrielle hypercalorique, riche en graisses
saturées et en sucres rapides. Cette évolution est notamment visible au travers de I'essor de
la restauration rapide (« fast-food ») dans les pays industrialisés et a revenus élevés, mais dont
la tendance se propage également dans le monde entier. Ce changement dans les habitudes
de vie, provoquant un déséquilibre entre les apports nutritionnels et la dépense énergétique,
a amplifié I'apparition de maladies métaboliques telles que I'obésité et le diabéte. Par ailleurs,
ces pathologies sont qualifiées d’épidémies mondiales puisqu’elles ont subi une ascension
fulgurante ces quarante dernieres années. En effet, depuis 1975, la prévalence de I'obésité a
presque triplé et touche actuellement 650 millions d’adultes dans le monde selon 'OMS
(Organisation Mondiale de la Santé)!. De la méme maniére, entre 1980 et 2014, la prévalence
du diabéte a doublé, évoluant de 108 millions a 422 millions d’adultes touchés dans le monde?.

Le foie, un organe central dans la régulation du métabolisme, peut étre
particulierement touché par ces perturbations métaboliques. Longtemps ignorée, la « maladie
du foie gras » ou NAFLD (Non-alcoholic fatty liver disease) est largement associée a I'épidémie
d’obésité et de diabete. Cette pathologie se manifeste de la simple stéatose a la
stéatohépatite non alcoolique (NASH) et peut évoluer en cirrhose voire en cancer du foie. Elle
est caractérisée par une accumulation anormale de lipides au sein des hépatocytes, pouvant
s’accompagner d’une inflammation et de dommages hépatiques. La NAFLD va devenir la
maladie chronique du foie la plus courante dans le monde et représente un enjeu de santé
publique majeur. Pour autant, la pathogenése de la NAFLD est encore obscure et les
mécanismes physiopathologiques n’ont pas été complétement élucidés a I’heure actuelle.
C'est pourquoi, malheureusement, aucun traitement n’est disponible actuellement sur le
marché pour traiter ce type de pathologie.

La NAFLD est associés a une perturbation de I’homéostasie du réticulum
endoplasmique (RE) dans les cellules du foie, pouvant causer un stress réticulaire, également
appelé « ER stress ». Face a ce stress réticulaire, une voie de signalisation adaptative appelée
Unfolded Protein Response (UPR) est initiée dans les cellules afin de rétablir I'homéostasie du
RE. Cependant, I’ER stress peut contribuer au développement de la stéatose et favoriser la

progression de la stéatose vers la NASH. En effet, lorsque la voie UPR est activée de maniere
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chronique ou inadaptée, ses réponses physiologiques peuvent devenir des conséquences
pathologiques (stéatose, insulinorésistance, inflammation, apoptose), communes avec la
physiopathologie de la NASH.

Par conséquent, sachant qu’actuellement aucun traitement n’est disponible pour la
NASH, et a la lumiére de leur lien avec la NAFLD, I'ER stress et la voie UPR pourraient
représenter une cible thérapeutique intéressante dans le traitement de cette pathologie.

Ainsi, I'objectif de ce travail sera tout d’abord de décrire la NAFLD ainsi que la voie UPR,
pour ensuite mettre en évidence le réle de I'ER stress dans le développement de la NAFLD et
discuter des possibles interventions pharmacologiques pour cibler I'ER stress dans ce contexte

pathologique.
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PARTIE 1 : LA STEATOHEPATITE
NON ALCOOLIQUE (NASH)
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I. Le foie: un organe extraordinaire, indispensable a la survie de |'organisme

et au métabolisme

1. Anatomie d’un organe extraordinaire

Le foie, situé dans I'abdomen et plus précisément dans la région hypochondriaque
droite et épigastrique, est I'organe interne le plus volumineux de I'organisme puisqu’il
représente environ 2% du poids du corps avec une masse de 1,5 kg chez I'adulte en moyenne.
Il est composé de 2 lobes principaux, séparés par le ligament falciforme : le lobe droit (environ
75% du volume) et le lobe gauche (environ 25% du volume). C'est la glande la plus
volumineuse de I'organisme, traduisant son implication dans plus de 500 fonctions chimiques
essentielles, ce qui le rend indispensable a la survie. D’ailleurs, le foie possede la capacité
exceptionnelle de se régénérer rapidement apres résection partielle. En effet, lorsqu’une
hépatectomie de 70% de la masse du foie est réalisée chez le rat ou la souris, une récupération
intégrale de la masse initiale du foie est observée en 7 a 10 jours**. En outre, le foie est
également capable d’adapter son poids en fonction de son environnement et de la taille de
son hoéte lors d’une transplantation®®7,

Le foie est I'un des organes les plus densément vascularisés du corps humain. I
contient plus de 10% du volume sanguin total et il est traversé par 1,5L de sang par minute en
moyenne chez I'adulte. C'est le seul organe qui recoit le sang de deux sources. De la circulation
générale d’une part via l'artére hépatique, constituant 20 a 25% de |'apport sanguin et
provenant du tronc cceliaque qui est une branche de I'aorte abdominale, apportant le sang
riche en oxygene nécessaire au fonctionnement des cellules du foie. Et du tractus digestif
d’autre part via la veine porte, constituant 75 a 80% de I'apport sanguin et amenant le sang
riche en nutriments et autres substances absorbés notamment par l'intestin gréle ou le gros
intestin lors de la digestion et destinés au métabolisme. Cette double irrigation sanguine se
divise ensuite en une multitude de capillaires a I'intérieur du foie et se mélange dans chaque
lobule sous forme de sinusoides, pour ensuite rejoindre la circulation générale via la veine sus-
hépatique et la veine cave inférieure (Figure 1). La vascularisation importante du foie permet
de traiter de gros volumes de sang pour en réguler sa composition et participer a la

détoxication de I'organisme.
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Figure 1 : Schéma des circulations sanguines et biliaires du foie

La plupart des fonctions hépatiques sont assurées par les hépatocytes, des cellules
polyvalentes arrangées en unités fonctionnelles hexagonales hautement organisées appelées
lobules. Les hépatocytes représentent environ 80% de la masse hépatique et forment le
parenchyme hépatique. Les autres cellules du foie sont principalement représentées par les
cellules sinusoidales (cellules endothéliales), les cellules de Kupffer (macrophages résidents)
et les cellules stellaires ou cellules de Ito, impliquées dans le stockage de la vitamine A et la
production de tissu fibreux lors d’un processus inflammatoire. Les hépatocytes ont une
polarité particuliere pour des cellules épithéliales, adaptée aux nombreux échanges qu’elles
réalisent dans leur fonction de synthése et de sécrétion de macromolécules. Le pdle apical (ou
pole biliaire) est impliqué dans la fonction exocrine afin de sécréter la bile dans le canalicule
biliaire, formé par des jonctions serrées entre les hépatocytes adjacents. Le pdle basolatéral
(ou pole vasculaire) est impliqué dans la fonction endocrine en permettant les échanges avec

les sinusoides sanguins dont I'endothélium est fenétré (Figure 2).
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Figure 2 : Schéma de la polarisation des hépatocytes
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Dans un lobule, les hépatocytes en travées d’'une a deux cellules d’épaisseur rayonnent
autour d’une veine centrale ou veine centrolobulaire, envoyant le sang provenant de la veine
porte et traité par les hépatocytes vers la circulation systémique par I'intermédiaire des veines
sus-hépatiques : la circulation sanguine s’effectue donc de maniére centripéte au sein du

lobule (Figure 3).
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Figure 3 : Anatomie d'un lobule hépatique

Une autre fonction majeure des hépatocytes est la synthése de la bile (800 a 1000 mi
par jour), un liquide jaune-verdatre contenant un mélange d’eau a 97%, d’électrolytes (Na*,
Cl, HCOs', K*, Ca?*), de sels biliaires, de cholestérol et de déchets tels que la bilirubine (produit
de dégradation de I’'hémoglobine). La bile produite en permanence par les hépatocytes, et
régulée par les repas, circule au sein du lobule dans le sens inverse du sang (flux centrifuge)
par un réseau de canalicules biliaires pour se diriger vers les canaux biliaires, localisés dans les
espaces interlobulaires (ou espaces porte). Elle peut alors, en fonction des besoins, se
déverser directement dans le duodénum par la voie biliaire principale via les canaux
hépatiques puis le canal cholédoque ou alors étre refoulée et stockée dans la vésicule biliaire
pour étre déversée par la voie biliaire accessoire via le canal cystique rejoignant le canal
cholédoque. La bile ainsi déversée au niveau du sphincter d’Oddi dans le duodénum au
moment des repas permet alors de favoriser la digestion, notamment des lipides (Figure 4).
Enfin, les acides biliaires ainsi sécrétés possedent la particularité de pouvoir subir un cycle
entéro-hépatique, ol la majorité de ceux-ci sont renvoyés vers le foie par la veine porte grace
une réabsorption active au niveau de l'iléon (97%) pour étre recyclés et sécrétés a nouveau

dans la bile, alors que la minorité d’entre eux sont éliminés dans les féces (3%).
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Figure 4 : Schéma de la circulation biliaire

2. Le foie : un organe multifonctionnel

Au travers de I'exploration de I'organisation structurale et anatomique du foie, il est
maintenant facile d’imaginer les nombreuses fonctions vitales que cet organe peut exercer.
Le foie se situant au centre de I'organisme et étant le premier organe que vont rencontrer les
nutriments absorbés au niveau de l'intestin, il est souvent qualifié de carrefour métabolique.
Il a ainsi la capacité de capter facilement les stimuli environnementaux, ce qui lui permet de
répondre rapidement via la synthése et le relargage de diverses macromolécules dans le sang

ou la bile, dans le but de maintenir 'homéostasie de I'organisme.

a. Le foie : une plateforme métabolique

Le foie intervient au niveau du métabolisme des glucides, des lipides, des protéines et
des acides biliaires notamment en réponse aux apports alimentaires grace au flux sanguin
intestinal amenant les nutriments vers le foie par la veine porte, mais également en réponse
au relargage de ces substances dans la circulation générale par d’autres organes. De plus, afin
de réaliser ses fonctions métaboliques, il est sensible (au méme titre que le muscle ou le tissu
adipeux) aux hormones respectivement hypo- et hyperglycémiantes, l'insuline et le glucagon,
sécrétées alternativement par les cellules B et a du pancréas en fonction de l'apport
alimentaire afin de réguler ’homéostasie glucidique.

Lors d’un apport alimentaire, le glucose sanguin est rapidement capté par les cellules
béta-pancréatiques. Le glucose est phosphorylé par la glucokinase puis dégradé par la voie de
la glycolyse en pyruvate. Le pyruvate entre ensuite dans la chaine respiratoire mitochondriale

pour permettre la synthése d’ATP. Ainsi, une élévation du ratio ATP/ADP entraine 'exocytose
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de l'insuline dans la circulation sanguine par les cellules B-pancréatiques afin d’agir sur les
tissus insulino-sensibles : muscles, tissu adipeux et foie.

En réponse a cette sécrétion d’insuline, les hépatocytes sont ainsi capables de capter
les sucres simples issus de I'alimentation et apportés des intestins par la veine porte pour les
stocker sous forme de glycogéne. La transformation du glucose en glycogéne permet ainsi de
constituer une réserve d’énergie considérable pour protéger l'organisme: c'est la
glycogénogénése. Au contraire, sous I'effet du glucagon lors d’un jeline, les hépatocytes sont
capables de mettre a disposition cette réserve par la dépolymérisation du glycogéne en
glucose (glycogénolyse) et de le libérer dans la circulation sanguine. Si les réserves en
glycogéne sont épuisées (en cas de jeline prolongé), le foie possede une voie métabolique
particuliére, la néoglucogenése (ou gluconéogeneése), lui permettant de néo-synthétiser du
glucose afin de subvenir aux besoins des cellules glucodépendantes. La néoglucogenése est
réalisée principalement dans le foie (90%), et minoritairement dans les reins (10%),
notamment grace a la présence des enzymes PEPCK (Phosphoénolpyruvate carboxykinase),

FBPase (Fructose-1,6-bisphosphatase) et G6Pase (Glucose-6-phosphatase) (Figure 5).

Glucagon Insuline

Stimule Stimule
ﬁ

Glycogénolyse Glycogénogenése

Néoglucogenése Glycolyse

Figure 5 : Régulation du métabolisme du glucose dans le foie par l'insuline et le glucagon

Il existe plusieurs précurseurs pour cette voie de biosynthese du glucose par le foie. Le
pyruvate issu de la glycolyse ; le lactate d’origine musculaire formé lors de la glycolyse
anaérobie et pouvant étre converti a nouveau en pyruvate dans le foie par le cycle de Cori ; le
glycérol issu de I'hydrolyse des triglycérides dans le tissu adipeux ; et enfin certains acides
aminés qualifiés de « glucoformateurs » (notamment I'alanine pour le foie) lorsque toutes les
autres ressources d’énergie ont été consommées. Plus précisément, le squelette carboné des
acides aminés « glucoformateurs » provenant des muscles peut étre converti en
intermédiaires métaboliques précurseurs de la formation de glucose tels que le pyruvate, I'a-
cétoglutarate, le succinyl CoA, le fumarate ou I'oxaloacétate (Figure 6).
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Figure 6 : Acides aminés glucoformateurs et intermédiaires métaboliques pour la néoglucogenese

Le foie est également capable de stocker de |'énergie sous forme de triglycérides, a
partir des acides gras issus de la digestion parvenus au foie grace a leur solubilisation par les
acides biliaires. En fonction des besoins, les hépatocytes mettent a disposition cette réserve
d’acides gras en libérant les triglycérides dans la circulation sous forme de VLDL, qui pourront
ensuite étre captés et stockés dans le tissu adipeux. Cette réserve d’énergie peut également
étre utilisée apres le clivage des liaisons entre les trois acides gras et la molécule de glycérol
puis la B-oxydation des acides gras en Acétyl-CoA suite a plusieurs cycles de 4 réactions
enzymatiques (déshydrogénation, hydratation, oxydation et thiolyse) qui se déroulent dans la
matrice mitochondriale.

De plus, le foie participe au métabolisme des protéines issues de la digestion pour les
convertir en acides aminés. Le foie est également le lieu le plus important pour la synthese
des acides aminés non-essentiels, notamment par réaction de transamination ou un a-amino-
acide est produit a partir d’'un a-cétoacide grace a une aminotransférase (ou transaminase).
Le foie utilise les acides aminés pour produire d’autres protéines ou alors comme source
d’énergie cellulaire par réactions de déamination oxydative et formation d’un cétoacide
pouvant étre oxydé pour libérer de I’ATP.

Enfin, le foie est également impliqué dans le métabolisme des acides biliaires puisqu’il
est capable de les néo-synthétiser a partir de I'oxydation du cholestérol ou de les recycler via
le cycle entéro-hépatique et de les relarguer dans la bile, notamment via le transporteur ATP-

dépendant BSEP (Bile Salt Export Pump) en fonction des besoins.
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b. Le foie : un lieu de stockage

Outre le stockage des glucides et lipides respectivement sous forme de glycogéne et
de triglycérides, le foie est également un lieu de stockage pour d’autres éléments
indispensables tels que certains sels minéraux, oligo-éléments (fer, cuivre) et vitamines, issus
de I'alimentation. Grace aux sels biliaires, facilitant la solubilisation des nutriments lipophiles
dans l'intestin via la formation de micelles, le foie est capable de capter les vitamines
liposolubles (vitamines A, D, K) absorbées dans les intestins afin de les stocker pour les mettre
a disposition en fonction des besoins. Par exemple, la vitamine A est stockée dans les cellules
stellaires, dont I'appellation provient de leur forme étoilée. Le foie est également un lieu de
stockage pour la vitamine B1z, une vitamine hydrosoluble, cofacteur de nombreuses réactions
métaboliques et indispensable au bon fonctionnement du systeme nerveux ainsi qu’a la

synthése des hématies dans la moelle osseuse.

c. Le foie : une usine de production

Le foie est une véritable usine métabolique qui fabrique des éléments essentiels au bon
fonctionnement de I'organisme. A partir des acides aminés, des acides gras, des minéraux et
oligo-éléments issus de I'alimentation, le foie synthétise de trés nombreuses protéines, ainsi
gue du cholestérol et des phospholipides nécessaires aux structures membranaires et sécrétés
via les lipoprotéines.

Parmi les nombreuses protéines produites par le foie, on retrouve : la majorité des
protéines plasmatiques telles que I'aloumine (représentant plus de 40% de la synthese
protéique hépatique) permettant le maintien de la pression osmotique et le transport de
diverses macromolécules ; les protéines du systéeme immunitaire (protéine C réactive (CRP),
orosomucoide, opsonine, protéines complément) ; certaines hormones et facteurs de
croissance (Insulin Growth Factor 1, thrombopoiétine, angiotensine) ; des facteurs circulants
et anticoagulants (prothrombine, fibrinogene, antithrombine, a2-macroglobuline) ; ainsi que
la totalité des globines (hémoglobine, globulines, haptoglobine...) impliquées notamment
dans I'oxygénation de I'organisme et les réactions inflammatoires.

Le foie synthétise également d’autres protéines de transport que I'aloumine telles que
la transferrine, la céruloplasmine et la transcobalamine qui transportent respectivement le
fer, le cuivre et la vitamine B12 dans le sang. Enfin, le foie est le seul lieu de production des
facteurs de la coagulation (excepté pour le facteur VIII), indispensables aux cascades
enzymatiques lors du phénomeéne d’hémostase.
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d. Le foie : une station de traitement des déchets

Le foie est le lieu de détoxication par excellence, telle une usine de traitement des
déchets pour I'organisme. Il posseéde une grande capacité métabolique afin de transformer les
éléments potentiellement toxiques véhiculés par le sang pour les éliminer facilement hors de
I'organisme. Ces éléments toxiques peuvent provenir directement des déchets métaboliques
produits par I'organisme (source endogéne) ou étre apportés de l'alimentation (source
exogene). lls concernent également les micro-organismes pathogénes (virus, bactéries,
champignons...) et les substances actives assimilées lors de la prise de médicaments.

La bilirubine issue de la dégradation de I’heme contenue dans I’'hémoglobine des
hématies est éliminée en grande partie par le foie grace a une réaction de glucuronidation
réalisée par UGT1A1 (UDP-glycosyltransferase 1 polypeptide A1), afin d’étre sécrétée dans la
bile par transport actif via des transporteurs ATP-dépendants tels que MRP2 (Multidrug
Resistance-associated Protein 2)8.

Les déchets métaboliques tels que 'ammoniaque neurotoxique (NHs) et les acides
aminés sont convertis en urée grace aux enzymes du cycle de |'urée afin d’étre éliminés dans
I"'urine par le rein. Grace a ses cellules immunitaires résidentes, les cellules de Kupffer, le foie
participe a la détection et par conséquent I’élimination des micro-organismes pathogenes. De
méme, le foie filtre le sang pour le débarrasser des vieilles cellules, des cellules mortes ou
encore des cellules cancéreuses grace a leur reconnaissance par ces macrophages résidents.

Concernant les xénobiotiques, les composés hydrosolubles sont éliminés dans les
urines par filtration simple au niveau du rein alors que les composés liposolubles doivent subir
une biotransformation afin d’étre inactivés pharmacologiquement et d’étre éliminés dans le
sang puis par les reins. Ainsi, ces derniers sont convertis en molécules plus hydrosolubles afin
de faciliter leur élimination grace a deux types de réactions enzymatiques, qui se produisent
principalement dans le foie. Les réactions de phase | sont des réactions d’oxydoréduction afin
de fonctionnaliser les molécules et de les rendre plus polaires et en général moins actives.
Elles sont réalisées par des enzymes microsomales localisées au niveau de la membrane du
réticulum endoplasmique lisse, dont les plus importantes et les plus abondantes sont des
mono-oxygénases de la famille des cytochromes P450. Ces molécules ainsi hydroxylées
subissent ensuite des réactions de phase I, qui sont des réactions de conjugaison avec des
substances endogenes telles que I'acide glucuronique, le glutathion, des sulfates et certains
acides aminés. Ces réactions permettent ainsi d’augmenter I'hydrosolubilité des molécules et

de faciliter leur élimination dans les urines.
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II. Définition des pathologies en lien avec la NAFLD : obésité, syndrome

métabolique et diabéte

Depuis la moitié du XX®™e siécle, les habitudes de vies de la population mondiale ont
radicalement changé vers une sédentarité accrue, une urbanisation croissante et une
alimentation déséquilibrée avec une consommation d’aliments riches en graisses saturées, en
sucres rapides et en sel (fast-foods...). Ce mode de vie adopté essentiellement dans les pays
développés est responsable d’un ensemble de perturbations métaboliques qui ont engendré
un essor de la prévalence des pathologies métaboliques chroniques telles que le diabéete de
type 2, 'obésité et le syndrome métabolique.

Dans ce contexte, le foie étant un organe clé du métabolisme, il peut étre
particulierement sensible a ces déséquilibres entrainant une perte de sensibilité a I'insuline.
Cela peut alors favoriser le développement de maladies du foie « gras » ou NAFLD (Non
alcoholic fatty liver diseases), telles que la stéatohépatite non alcoolique, communément

appelée NASH (Non-alcoholic steatohepatitis).

1. L'obésité

L'obésité est une condition pathologique caractérisée par une accumulation anormale
ou excessive de graisse corporelle représentant un risque pour la santé. Elle résulte
notamment d’un déséquilibre en I'apport calorique et la dépense énergétique sur le long
terme. Elle est établie lorsque I'indice de masse corporelle (IMC) est supérieur ou égal a 30,
correspondant au rapport entre le poids (en kg) et le carré de la taille (en metres) de I'individu.
Initialement considérée comme un probléeme propre aux pays riches, I'obésité augmente
désormais de facon spectaculaire dans les pays a faible ou moyen revenu, surtout en milieu
urbain. Cet état multifactoriel est considéré alors comme une pandémie, puisque sa
prévalence a triplé au niveau mondial entre 1975 et 2016, pour atteindre 13% de la population
adulte mondiale!. Les traitements pharmacologiques de I'obésité (Orlistat, Rimonabant,
Sibutramine...) sont peu nombreux et la plupart d’entre eux ont été retirés du marché a cause

d’une efficacité modeste sur le long terme.

2. Le syndrome métabolique

Le syndrome métabolique n’est pas une maladie en soi, mais correspond a un
ensemble d’anomalies métaboliques asymptomatiques, dont les mécanismes
physiopathologiques ne sont pas encore élucidés, résultant de la prévalence élevée de

I'obésité. La définition clinique exacte du syndrome métabolique différe selon les pays et les
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organismes de santé, ce qui complique son diagnostic, mais la Fédération Internationale du
Diabete (International Federation of Diabetes, IFD) a établi un consensus en réunissant un
grand nombre d’experts en 2006. Ce consensus a abouti a une définition globale, permettant
d’établir le diagnostic lorsqu’une personne présente une obésité centrale (définie par le tour
de taille supérieur a 102 cm chez I’'homme et 88 cm chez la femme, et en considérant 'origine
ethnique) associée a deux des quatre facteurs ci-dessous (Tableau 1) :

Tableau 1 : Facteurs associés a la définition du syndrome métabolique
Taux élevé de > 150 mg/dL (1,7 mmol/L)
triglycérides Ou traitement spécifique de ce trouble lipidique
< 40 mg/dL (1,03 mmol/L) chez les hommes
<50 mg/dL (1,29 mmol/L) chez les femmes
Ou traitement spécifique de ce trouble lipidique
Hypertension Systolique 2 130 mmHg ou diastolique 2 85 mmHg
artérielle Ou traitement d’une hypertension diagnostiquée précédemment
Taux élevé de > 100 mg/dL (5,5 mmol/L)
glycémie a jeun Ou diabéte de type 2 diagnostiqué précédemment
HDL : High density lipoprotein

Faibles taux de
cholestérol HDL

La prévalence du syndrome métabolique étant dépendante de sa définition, de 'année
de I'étude, de I'age et du sexe de la population, il est difficile d’établir un réel dénombrement
des personnes atteintes dans le monde. Globalement, il est estimé qu’environ 25% de la
population adulte mondiale est touchée par cette condition, avec une prévalence atteignant
30% aux Etats-Unis. Actuellement, en dehors des mesures hygiéno-diététiques, et le contrdle
des facteurs de risque individuels, il n’existe aucun traitement pharmaceutique spécifique du

syndrome métabolique.

3. Le diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 ou diabéete non-insulinodépendant, représentant 90 a 95% des
cas de diabéete, est une maladie métabolique chronique caractérisée par une hyperglycémie a
jeun (27 mmol/L ou 1,26 g/L). Il résulte de la combinaison malheureuse d’une résistance a
I'insuline couplée a une défaillance des cellules B-pancréatiques. La résistance a l'insuline est
un état pathologique dans lequel I'insuline produit des effets moindres par rapport a ceux
attendus. Cela se traduit notamment par une diminution de la captation du glucose par le
muscle et le tissu adipeux, une augmentation de la néoglucogenese hépatique et une
augmentation de la lipolyse du tissu adipeux.

Le diabete de type 2 est une épidémie mondiale et I'une des maladies chroniques les

plus répandues, avec 422 millions d’adultes touchés dans le monde en 2014, en comparaison

Marine Andres | Université de Lille Page 29 sur 138



avec 108 millions de cas en 1980, et une prévalence ayant augmenté de 4,7% a 8,5% en 35
ans?. En France, 3,3 millions de personnes sont atteintes, soit 7,3% de la population adulte®.
Ces chiffres sont estimés sans compter les nombreux diabétiques qui s’ignorent, ainsi que le
nombre croissant d’enfants atteints. Au cours de ces derniéres décennies, sa prévalence a
connu une ascension fulgurante dans les pays a revenus faibles et moyens en comparaison
aux pays a revenus élevés. Selon I'OMS, le développement du diabéte de type 2 est d’origine
polygénique et environnementale, lié a I'obésité et le surpoids (en particulier I'obésité
abdominale), le manque d’activité physique, ainsi qu’une alimentation déséquilibrée, riche en
acides gras saturés et pauvre en polysaccharides non amidonnés. Les complications du diabete
sont nombreuses, liées a une glucotoxicité sur le long terme, et se divisent notamment en
complications microvasculaires (rétinopathies, néphropathies, neuropathies périphériques...)

et macrovasculaires (infarctus, AVC...).

[Il.  Définition de la maladie du foie gras (NAFLD) et de la stéatohépatite non
alcooligue (NASH)

La stéatohépatite non alcoolique (NASH), et communément appelée maladie du soda, est une
« maladie du foie gras », ou non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Cette appellation
regroupe un éventail de désordres hépatiques, ol la présence d’une accumulation anormale
de lipides dans le foie (>5%) n’est pas liée aux autres causes connues de foie gras telles que la
consommation excessive d’alcool, une hépatite virale ou auto-immune ou encore un
traitement médicamenteux ; mais liée au mode de vie. Les troubles hépatiques concernés
sont divers, de la simple accumulation de lipides (principalement triglycérides) dans les
hépatocytes (stéatose), a laquelle peut s’ajouter une inflammation (stéatohépatite), voire une
fibrose entrainant progressivement une cirrhose et pouvant potentiellement aboutir a un

carcinome hépatocellulaire (Figure 7).

Foie normal Stéatose

Figure 7 : Spectre des différentes hépatopathies rencontrées dans la NAFLD et illustration histologique
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La stéatohépatite non alcoolique (NASH), ou stéatohépatite métabolique, est
caractérisée par une stéatose associée a une inflammation, une ballonisation des hépatocytes
et éventuellement une fibrose, qui peut a terme évoluer en cirrhose. Ce dernier stade est
irréversible, c’est pourquoi la NASH est devenue la seconde cause d’indication pour une
transplantation hépatique aux Etats-Unis. Il est méme estimé qu’elle pourrait rapidement se
placer en téte de la liste d’attente de transplantation et devancer les indications dans le cadre
d’une hépatite C, puisque les inscriptions concernant des patients atteints NASH ont presque

triplé entre 2004 et 2013, alors que celles concernant I’hépatite C sont restées constantes?©.

IV. Epidémiologie de la NAFLD

La NAFLD représente la maladie hépatique la plus courante dans le monde. La
prévalence de la NAFLD est en augmentation dans presque toutes les régions du monde,
paralléelement a I'épidémie d’obésité. Les pays occidentaux et industrialisés sont les plus
concernés, mais elle touche aussi de plus en plus les enfants dans les pays en voie de
développement, atteints de malnutrition. Une méta-analyse de 2016 réalisée par Younossi et
al.1? sur différentes études d’épidémiologie de la NAFLD depuis 1989 et regroupant plus de
8,5 millions d’individus a montré que dans le monde, la maladie du foie gras touche environ
1/4 de la population adulte, et sa prévalence augmente avec I’age. lls ont également observé
une plus forte proportion de personnes atteintes au Moyen-Orient (32%) et en Amérique du
Sud (31%) alors qu’une plus faible proportion en Afrique (14%) a été mesurée en comparaison
a celle de I'Europe (24%) et de I’Amérique du Nord (24%) (Figure 8). Une prévalence d’environ
60% de NASH a été estimée parmi les patients atteints de NAFLD ayant eu une biopsie
hépatique sur indication clinique. Dans la population générale, la prévalence de la NASH a été
estimée de 1,5 a 6,45%'!. Cependant, compte tenu de la nécessité d’une confirmation
histologique du diagnostic de la NASH, il est difficile d’avoir une estimation réelle de la
prévalence de la NASH dans la population générale. La NAFLD touche principalement les
adultes entre 40 et 60 ans, avec un risque deux fois supérieur pour les hommes par rapport
aux femmes?!?. Cependant, aprés 60 ans les femmes semblent d’avantage touchées.

Aux Etats-Unis, la NAFLD touche environ 25% de la population (soit 100 millions de
personnes) et environ 5% de la population est atteinte de la NASH. Concernant la France, tres
peu de données épidémiologiques sur la NASH sont disponibles. Dans une récente cohorte
rassemblant 200 000 volontaires francais, il semblerait par extension que prés d’un frangais
sur 5, soit 8 millions de francais, seraient atteints de NAFLD, dont 2,8% atteints de NASH®,
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Younossi et al. ont observé une prévalence moyenne de la NAFLD en Europe similaire a celle
des Etats-Unis, avec une variation entre 5% et 44% en fonction des pays'3. Cette fréquence
rejoint celle des Etats-Unis puisque le mode de vie Européen se tourne vers le modele
Américain. De plus, aux Etats-Unis, la prévalence de ces pathologies varie en fonction de
I'ethnicité, puisqu’elles touchent particulierement les populations Hispaniques (45%), en
comparaison aux populations blanches (33%) et aux Afro-Américains (24%). Ceci peut en
partie étre expliqué par une plus forte prévalence de I'obésité et de I'insulinorésistance dans

ce groupe ethnique®*.

>

Prévalence globale NAFLD : 25,24%

<1,600 1,800 2,000 2,200 2,400 2,600 2,800 3,000 3,200 3,400 3,600 >3,600 kcal/day

Figure 8 : Prévalence de la NAFLD et apports caloriques journaliers dans le monde
D’aprés Rinella & Charlton, Hepatology, 64(1) 19-22, 2016

Ainsi, I'obésité est un facteur de risque majeur de développement de la NAFLD et de
la NASH, et I'obésité caractérisée de « centrale », inclue dans les critéres de diagnostic du
syndrome métabolique, est principalement associée aux maladies du foie gras, en partie car
elle favorise I'installation d’une insulinorésistance au niveau de I'organisme. D’ailleurs, dans
les études de Younossi et al.1>13, une obésité était présente dans 51% des individus atteints
de NAFLD et 82% de ceux atteints de NASH. En outre, 23% et 47% des patients ayant
respectivement une NAFLD ou une NASH étaient également atteints de diabéte de type 2.

Cependant, compte-tenu de la complexité du diagnostic et de la multiplicité des
critéres, la prévalence de la NAFLD et de la NASH dans la population générale est difficile a

mesurer et celle-ci est probablement largement sous-estimée.
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V. Etiologies et facteurs de risque de la NAFLD

La NAFLD est souvent liée a une alimentation hypercalorique, riche en sucres simples
(en particulier le fructose) et en acides gras a longue chaine saturés, en association avec un
mode de vie sédentaire et une faible activité physique!®. Cette exposition prolongée a des
stimuli toxiques provoque a terme des déréglements métaboliques. Ainsi, la NAFLD est
étroitement associée a des maladies métaboliques : obésité, hyperlipidémie, diabéte de type
2 ou insulinorésistance. Elle représente également la manifestation hépatique du syndrome
métabolique. De plus, d’autres conditions variées sont également associées a la NAFLD :
syndrome des ovaires polykystiques, hypothyroidisme, syndrome de I'apnée du sommeil,
insuffisance pituitaire, hypogonadisme, résection pancréatique-duodénale ou encore le
psoriasis.

La corrélation entre I'obésité et I'augmentation concomitante de la prévalence et de
la sévérité de la NAFLD est bien décrite dans la littérature scientifique. On estime que dans la
population obese, environ 80% des patients sont atteints de NAFLD et 25% des patients sont
atteints de NASH, alors que dans la population générale, la NAFLD et la NASH touchent
respectivement 25% et moins de 10% de la population. Cette proportion est encore plus
importante chez patients atteints d’obésité morbide, puisque 90% d’entre eux sont touchés
par la NAFLD'. En effet, I'adiposité viscérale est considérablement associée au
développement de la NASHY’. De plus, les éléments du syndrome métabolique (obésité
centrale, hypertriglycéridémie, glycémie a jeun élevée...) font partie des plus grands facteurs
de risque de développement de NAFLD.

La corrélation entre la NAFLD et le diabéte de type 2 est moins flagrante et plus difficile
a étudier car les méthodologies des études sont variables. Toutefois, des études ont montré
qu’une NAFLD pouvait toucher jusqu’a 70% des patients diabétiques'®. De plus, 20% des
patients diabétiques asymptomatiques peuvent étre diagnostiqués comme présentant une
NASH par biopsie. Il existe une association bidirectionnelle entre la NAFLD et le diabéete de
type 2. D’ailleurs, ces deux pathologies peuvent se développer presque simultanément chez
un patient, ce qui peut confondre la prévalence de la NAFLD dans la population de diabétiques
et celle du diabéte de type 2 dans les populations atteintes de NAFLD. Egalement, le diabéte
semble jouer un réle prépondérant dans la progression de la NAFLD et augmente le risque de
développement de formes plus séveres, incluant la fibrose, la cirrhose et le carcinome

hépatocellulaire'® (Figure 9).
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métabolique
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Hyper
triglycéridémie >
150 mg/dL

Cholestérol HDL Pression artérielle

*Homme <40 mg/dL Systolique >130
eFemme < 50 mg/dL mmHg
*Diastolique > 85 mmHg

Glycémie
> 100 mg/dL

Figure 9 : Facteurs de risque les plus représentés pour le développement des NAFLD

Outre les perturbations métaboliques, des traitements pharmacologiques peuvent
également favoriser le développement d’une stéatohépatite. Par exemple, I'amiodarone et le
tamoxifene ont été identifiés comme traitements causaux d’une stéatohépatite. De plus, les
corticostéroides et les oestrogénes peuvent accélérer la NASH chez des personnes
prédisposées en exacerbant linsulinorésistance, |'obésité abdominale, le diabéte ou
I’"hypertriglycéridémie. Aussi, le méthotrexate pourrait étre responsable d’une aggravation de
la fibrose hépatique dans la NASH. Ces stéatohépatites sont liées a une exposition prolongée
(supérieure a 6 mois) et a une possible accumulation du médicament induisant notamment

une atteinte mitochondriale et la production d’espéces réactives de I’oxygéne (ROS)*.

VI.  Physiopathologie de la NASH

Bien que de grands progres aient été accomplis depuis que la NASH ait été décrite pour
la premiére fois par Ludwig et al. en 1980%°, |la pathogenése n’a pas encore été clairement
élucidée. Il semblerait que le développement de la NASH implique non seulement I’action des

hépatocytes mais aussi d’autres types cellulaires hépatiques, et d’autres organes (Figure 11).

1. Hépatocytes et stéatose hépatique

Evidemment, la stéatose hépatique, caractérisée par I'accumulation d’acides gras
(triglycérides) sous forme de gouttelettes dans le cytoplasme des hépatocytes, représente un
événement fondamental dans le développement de la NASH. Elle résulte principalement d’un
désordre au niveau du métabolisme lipidique. Cette accumulation peut étre attribuable a une
lipogenese accrue, une mauvaise excrétion des lipides, ou encore une diminution de la B-
oxydation des acides gras libres dans les hépatocytes. Il est estimé que chez les patients

atteints de NAFLD, 15% du contenu en triglycérides hépatiques provient de |'alimentation,
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60% du tissu adipeux et 25% résulte des hépatocytes eux-mémes via la lipogenése de novo?'.
La lipogenése de novo est activée par I'expression de nombreuses enzymes lipogéniques sous
le contrdle de facteurs de transcription, tels que SREBP-1c?2. De plus, la stéatose et le
développement de la NASH sont associés a l'insulinorésistance, affaiblissant la B-oxydation
des acides gras par le foie, et favorisant un afflux excessif d’acides gras libres du tissu adipeux
vers le foie. Il est également reconnu qu’une simple stéatose aura souvent une tendance
significative a progresser vers une NASH, cependant les mécanismes sous-jacents n’ont pas
encore été complétement élucidés?. Probablement, un déséquilibre entre les voies d’apports
ainsi que leurs voies cataboliques ou d’export d’acides gras serait a I'origine de la progression
de la NAFLD en NASH. Notamment, un défaut de la sécrétion des triglycérides sous forme de
VLDL a été identifié comme facteur contributif majeur aux lésions hépatiques?*.

Ainsi, une théorie a initialement été suggérée par Day et James?® sur le modéle d’une
double cause dans le développement de la NASH : c’est la « two-hit hypothesis ». Selon ce
modele, la stéatose hépatique résultant de l'insulinorésistance et d’un exces d’acides gras
dans les hépatocytes représente le premier « hit ». Celui-ci sensibilise le foie a des évenements
postérieurs représentant le deuxiéme « hit » et aboutissant a une inflammation, une lésion
hépatique et éventuellement a une fibrose. Ce deuxiéme choc favorise donc la progression de
la stéatose vers la NASH et comprend le stress oxydatif, la dysfonction mitochondriale ou

encore le stress réticulaire (Figure 10).

Facteurs
environnementaux
ou génétiques

Stéatose

- Insulinorésistance - Stress oxydatif
- Accumulation d’acides gras - Dysfonction mitochondriale
- Stress réticulaire...

Figure 10 : Schéma simplifié de la théorie "two-hit hypothesis" dans la physiopathologie de la NASH

Cette hypothése signifie donc que I'accumulation de triglycérides est nécessaire au
développement de la NASH. Cependant, des études ont montré que cette accumulation n’est
pas pathologique en soi. Ceci pourrait méme jouer un role protecteur dans les hépatocytes
contre la lipotoxicité induite par d’autres acides gras et métabolites tels que le diacylglycérol,
les céramides et les acylcarnitines. Ainsi, une autre hypothése a été proposée, excluant les
triglycérides dans la contribution aux dommages hépatiques, a I'inflammation et a la fibrose?3.
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En outre, avec lidentification croissante de nouveaux facteurs contributifs, le
développement de la NASH a clairement été qualifié de multifactoriel, ce qui a fait évoluer les
théories vers I'hypothése de causes paralleéles multiples, ou « multiple parallel hits
hypothesis »%6. Dans ce modeéle, les causes paralléles peuvent étre une perturbation du
métabolisme lipidique, une lipotoxicité, un stress oxydatif, une dysfonction mitochondriale,
un stress réticulaire, une perturbation du microbiote intestinal, un déréglement cytokinique

ou adipokinique ou encore une prédisposition génétique.

2. Prédisposition génétique

Parmi les facteurs de prédisposition génétique identifiés par les études GWAS
(Genome-wide association study) la mutation rs738409 du gene PNPLA3 (Patatin-like
phospholipase domain-containing 3), codant pour la protéine adiponutrine, a été identifiée
comme facteur de risque majeur de développement de la NAFLD. Ce polymorphisme résulte
d’une mutation faux-sens ol une isoleucine a été remplacée par une méthionine au niveau du
codon 148 du gene (1148M). Cette protéine est exprimée dans le foie et le tissu adipeux et est
localisée a la membrane du réticulum endoplasmique et a la surface des gouttelettes
lipidigues. Son réle dans la physiopathologie de la NAFLD reste méconnu puisque les souris
déficientes ne développent ni stéatose ni dommages hépatiques. Cependant, des études in
vitro ont suggéré que PNPLA3 serait un gene cible de SREBP-1c, et jouerait un rdle dans
I’accumulation des lipides. La mutation 1148 M de PNPLA3 résulte en une perte de ses activités
de phospholipase, triglycérides lipase et acylglycérol transacylase, impliquées dans le
remodelage des gouttelettes lipidiques et la sécrétion de VLDL. Dans ces études GWAS,
d’autres variants ont été associés aux NAFLD tels que la mutation E167K dans le gene TM6SF2
(Transmembrane 6 superfamily member 2), induisant également une réduction de la sécrétion
de VLDL%. La progression de la NAFLD a également été corrélée a FDFT1 (Farnesyl transferase
1), une protéine impliquée dans la biosynthese du cholestérol. Enfin, le géne EFCAB4B (EF-
hand calcium binding domain 4B), codant pour une protéine impliquée dans le transport du
calcium et I'immunité adaptative, a été associé a I'inflammation lobulaire dans la NASH?’.

Cette liste n’est pas exhaustive et de nombreux autres génes ont été associés a la NAFLD.

3. Cellules de Kupffer et inflammation

Le systéme immunitaire attire de plus en plus I'attention dans la pathogenése de la
NAFLD et de la NASH. Les macrophages résidents du foie, les cellules de Kupffer, semblent

jouer un réle prépondérant dans le développement de la NASH. En effet, de nombreux stimuli
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associés aux maladies métaboliques pourraient activer ces cellules. Ces stimuli sont variés et
regroupent une augmentation de la captation de cholestérol, les acides gras saturés, les
lipides peroxydés, les substances issues du microbiote, ou encore les ROS. Par conséquent,
I'activation des cellules de Kupffer favorise la production de cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNFa (Tumor necrosis factor a) et I'lL-1B (Interleukine-1B) participant aux
dommages hépatiques via le recrutement d’autres cellules inflammatoires telles que les

lymphocytes T cytotoxiques?.

4. Cellules stellaires hépatiques et fibrose

Le développement de la fibrose est attribuable a I’activation des cellules stellaires
hépatiques. Une fois activées, ces cellules analogues aux fibroblastes se différencient,
proliferent et sécrétent du collagene ainsi que d’autres constituants de la matrice
extracellulaire qui s"accumulent et s’associent en fibrilles. Ceci contribue au remplacement du
tissu fonctionnel par du tissu fibreux, réduisant la fonction et I’élasticité hépatique. Les
mécanismes conduisant a I'activation de ces cellules ne sont pas encore compléetement
élucidés. Leur activation pourrait notamment étre induite par les cytokines pro-
inflammatoires sécrétées par les cellules de Kupffer ou d’autres cellules immunitaires.
D’autres signaux pro-fibrotiques tels que le TGF-B (Transforming growth factor B), la leptine
et le PDGF pourraient conduire a leur activation. Egalement, elles pourraient directement étre
activées par les stimuli inflammatoires puisqu’elles expriment les récepteurs de I'immunité
innée Toll-like (TLR)?°. En retour, les cellules stellaires seraient capables de participer a
I"amplification de la réponse inflammatoire initiale ainsi qu’a la résolution de I'inflammation

en sécrétant respectivement de I'IL-6 et de I'IL-103032,

5. Signaux extra-hépatiques

a. Role du tissu adipeux

D’une part, il a été observé que les patients atteints de NAFLD présentaient un
élargissement et une hypertrophie du tissu adipeux associés a un exces de stockage d’acides
gras entrainant une insulinorésistance et une sécrétion altérée d’adipokines (TNF-a, IL-6,
adiponectine, leptine). De plus, la masse du tissu adipeux et l'insulinorésistance sont
fortement corrélées a la sévérité de la NASH3?. L'insulinorésistance est responsable d’une
lipolyse accrue résultant en un relargage important d’acides gras libres dans la circulation et
captés par le foie. La surcharge hépatique en acide gras est d’autant plus amplifiée par un

défaut de sécrétion de I'adiponectine, impliquée dans I'activation de I'oxydation des acides
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gras dans le foie. En outre, une altération de la sécrétion de leptine est responsable d’une
dérégulation de la balance énergétique au niveau du systéme nerveux central®3. De plus, le
tissu adipeux est une source importante de signaux inflammatoires en cas d’obésité puisque
les patients obéeses ont des taux sériques élevés de TNFa, IL-6 et IL-1B produits par le tissu

adipeux, ce qui peut contribuer a I’évolution de la NAFLD en NASH, et a la fibrose3*.

b. Roéle du microbiote intestinal

De récentes études chez ’lhomme et la souris ont montré que la NAFLD était associée
a une composition altérée du microbiote intestinal. De plus, une augmentation de la
perméabilité intestinale est associée a I'obésité et a la NAFLD, cependant il n’est pas encore
certain que ce soit une cause ou une conséquence de la maladie®. Les effets du microbiote
sur le métabolisme hépatique pourraient étre médiés par une altération de sa diversité, avec
une augmentation de la production de lipopolysaccharide (LPS), d’acides gras libres a chaine
courte (acétate, propionate et butyrate) et d’éthanol, une modification des acides biliaires,
ainsi qu’une réduction de la production de choline, favorisant le développement de la stéatose
hépatique?. De plus, les interactions entre le foie et les intestins via la circulation entéro-
hépatique des acides biliaires, régulant ’lhoméostasie lipidique et la sensibilité a I'insuline,
pourraient également étre impliquées dans la NAFLD. En effet, il semblerait que I'obésité ou
le diabéte seraient associés a une diminution de I'activité du récepteur hépatique des acides
biliaires, FXR (Farnesoid X receptor), ainsi qu’a une altération du métabolisme des acides

biliaires, ce qui pourrait interférer avec le métabolisme hépatique des lipides3®.

c. Role du muscle squelettique

Le muscle squelettique, responsable notamment de la captation de 80% du glucose
post-prandial, joue un role important dans la balance énergétique, ce qui pourrait avoir des
conséquences dans les NAFLD. La résistance a I'insuline du muscle a été proposée comme un
mécanisme majeur de contribution a la pathogenése des NAFLD, d( a une diminution de
I'utilisation du glucose plasmatique et de la dépense énergétique®’. De plus, de nombreux
signaux de communication entre le foie et le muscle ont été identifiés, notamment concernant
la production hépatique du facteur hépato-protecteur FGF-21 (Fibroblast growth factor 21)32.
Par ailleurs, des taux supérieurs de FGF-21 ont été observés chez des patients atteints de
NAFLD et de NASH par rapport aux patients sains, suggérant que la NASH pourrait étre la

conséquence d’une résistance au FGF-21°°,
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Figure 11 : Schéma simplifié de la pathogenése de la NASH présentant les principaux organes et acteurs
cellulaires et moléculaires impliqués dans le développement de la pathologie.

VII.  Présentation clinique, biologique et diagnostic de la NASH

La NASH étant une affection silencieuse dans la plupart des cas, sa découverte est
souvent accidentelle, au détour d’'une imagerie ou d’une analyse de sang. De plus, un terrain
de surpoids, de diabete de type 2, d’obésité abdominale, une dyslipidémie ou un syndrome
d’apnée du sommeil peuvent étre le signe d’'une NAFLD. En outre, le diagnostic précoce de la
NAFLD est nécessaire chez les patients présentant des anomalies métaboliques, puisqu’ils ont

un risque supérieur de développer des lésions fibrotiques sévéeres et une cirrhose.

1. Présentation clinique

La grande difficulté du diagnostic de la NASH est le fait qu’elle soit asymptomatique
dans la plupart des cas, et que les signes cliniques sont aspécifiques et peuvent étre
attribuables a d’autres pathologies hépatiques. C'est pourquoi le diagnostic est plutot
différentiel en excluant les autres causes de pathologies hépatiques : consommation d’alcool
excessive (supérieure a 20g/j pour les femmes, 30g/j pour les hommes), présence d’infection
par le virus de I'hépatite B ou C, ou encore maladie auto-immune, génétique ou d’origine

toxique.
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En outre, certains patients peuvent présenter une asthénie, une sensation de malaise
ou d’inconfort au niveau de I'"hypochondre droit. Parfois, 'examen médical peut également
révéler une hépatomégalie®. Des signes d’hypertension portale (splénomégalie, cytopénie)
et de cirrhose (jaunisse, troubles digestifs, urines foncées) peuvent finalement apparaitre mais
principalement en cas de stade avancé de la maladie, ce qui ne facilite pas le diagnostic. De
plus, il existe une hétérogénéité en clinique puisque qu’il est possible que des patients ayant

une cirrhose conséquente a une NASH soient asymptomatiques.

2. Présentation biologique

Les anomalies biologiques les plus communes sont des augmentations chroniques
modérées (entre 2 a 5 fois la limite supérieure et moins de 10 fois la norme) et
asymptomatiques des aminotransférases ALAT (alanine aminotransférase) et ASAT (aspartate
aminotransférase). Ces aminotransférases, ou transaminases, sont des marqueurs de cytolyse
notamment hépatique. Néanmoins, sachant que les taux plasmatiques de ces enzymes
tendent a fluctuer, il est possible qu’ils soient normaux alors que le patient est atteint d’une
pathologie hépatique. C'est pourquoi leurs mesures doivent étre répétées pour confirmer une
éventuelle élévation, notamment chez les patients a risque de NAFLD présentant des résultats
normaux. Le rapport entre ASAT/ALAT peut permettre de différencier la NASH de la ASH,
puisque celui-ci est généralement supérieur a 1 en cas de NASH, contrairement a la ASH. De
plus, les phosphatases alcalines et la y-glutamyl transférase (GGT), localisées initialement dans
la membrane des hépatocytes, peuvent parfois avoir leur taux plasmatique augmenté en cas
de NASH. Une thrombocytopénie, une hyperferritinémie, une hyperbilirubinémie ou une

hypoalbuminémie peuvent également étre constatées en cas de cirrhose.

3. Méthodes de diagnostic

Le terme « NASH » a été utilisé pour la premiére fois en 1980 pour décrire un état
stéatosique et inflammatoire au niveau du foie, non lié a la consommation excessive d’alcool,
chez des patients présentant une obésité modérée et/ou un diabéte de type 2, et dont
I’histologie hépatique était relativement similaire a celle de la stéatohépatite alcoolique?°.

Le diagnostic doit étre suspecté chez les patients présentant des facteurs de risques
(obésité, diabete de type 2, dyslipidémie) et des marqueurs de cytolyse inexpliquée (élévation
des transaminases pendant plus de 6 mois) suggérant une hépatopathie. Un programme de
dépistage du NASH dans la population générale n’étant pas recommandé, I’objectif principal

est de dépister les patients les plus a risque de NASH et de complications hépatiques.

Marine Andres | Université de Lille Page 40 sur 138



d. Diagnostic par imagerie 4143

L'imagerie est tres utile pour une évaluation non-invasive de la stéatose ou de la
fibrose associées aux maladies hépatiques.

D’une part, pour le diagnostic de la stéatose, I"’échographie reste la procédure idéale
pour un diagnostic de premiére intention chez une large population a risque. Elle permet
d’évaluer la taille, la forme ainsi que le flux sanguin du foie, mais n’est pas quantitative. Ainsi,
I’observation d’une hépatomégalie ou d’un foie hyperéchogéne (brillant) a I’échographie peut
étre attribuable a une stéatose hépatique (Figure 12). Cette technique a I'avantage d’étre peu
couteuse, facile a mettre en ceuvre, et elle permet de mettre en évidence les stéatoses
modérées a séveres (sensibilité 80%, spécificité 86%). Cependant, elle est peu fiable pour la

mise en évidence des stéatoses légeres et le diagnostic est opérateur-dépendant.

Figure 12 : Observation par échographie d'un foie normal (A) en comparaison avec un foie stéatosique (B)
ol I'on peut observer une légére hyperéchogénicité du parenchyme par rapport au rein droit adjacent.
D’apres Patel et al., Expert Rev. Gastroenterol. Hepatol. 5(1), 91-104 (2011)

En outre, la tomodensitométrie (computed tomography, CT, en anglais), ou scanner,
permet une détection quantitative d’une stéatose hépatique en comparant I'atténuation du
foie par rapport a celle de la rate (Figure 13). Cet outil est utile pour détecter la stéatose a
condition qu’elle soit modérée ou sévére, avec une sensibilité de 82% et une spécificité de
100%. Mais cette technique présente un co(t plus élevé et un risque d’irradiation. C’est
pourquoi elle est plutdét réservée a [I'évaluation des candidats au don lors d’une

transplantation hépatique.

ROI 2 (2D)

P/l [qure 13 : Observation par tomodensitométrie d'un
Nd‘a{n“ min foie stéatosique. Le foie a une atténuation de 42,64
2 57.00 HU (Hounsfield units) et la rate a une atténuation de
104,25 HU. Une différence d’atténuation de 62 HU
est fortement évocatrice d’une NAFLD (doit étre
supérieure a 20 HU)

D’apres Li et al., World J Hepatol., 10(8), 530-542
(2018)
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Egalement, la spectroscopie a résonnance magnétique, et plus particulierement
I'imagerie par résonnance magnétique (IRM, ou magnetic resonance imaging, MRI, en anglais)
peut étre utilisée pour identifier une stéatose hépatique (Figure 14). Par ailleurs, I'IRM est
largement utilisée dans les études cliniques sur les NAFLD comme méthode non-invasive de
référence pour la quantification de la stéatose hépatique. L'IRM est fiable et reproductible,
elle est plus sensible (jusqu’a 90%), elle permet méme de détecter une légere stéatose et est
capable de calculer un pourcentage de graisse composant le foie (pathologique si supérieur a
5%). Son colt étant plus élevé, elle est plut6t réservée au suivi de I'efficacité du traitement

chez les patients atteints de NAFLD.

Figure 14 : Observation par IRM du foie
W d’un patient atteint d’une stéatose et
spectre RMN H correspondant. Le ratio
Joaater entre le pic de graisse (fat) a 1,3 ppm et
le pic d’eau (water) a 4,7 ppm permet de
quantifier le contenu en lipides
' ' T — hépatiques. D’apres Patel et al., Expert
ppm ‘ Rev. Gastroenterol. Hepatol. 5(1), 91-

104 (2011)

D’autre part, le suivi de I'évolution de la maladie et de la fibrose chez les patients est
habituellement réalisé grace a I'évaluation du degré de raideur du foie par élastographie
ultrasonore (USE), ou élastographie par résonnance magnétique (MRE), ou encore par
élastographie transitoire (TE). Ces techniques permettent de différencier une NASH d’une
simple stéatose avec une bonne sensibilité (94%), spécificité (73%) et fiabilité grace a la
mesure de la vélocité d’une onde de cisaillement se propageant a travers le foie. En particulier,
I’'Elastographie Impulsionnelle a Vibration Controlée (VCTE) est une technique prometteuse
pour I’évaluation de la fibrose. Par ailleurs, cette méthode non-invasive, également appelée
FibroScan® et commercialisée par Echosens, a été récemment approuvée par la FDA (Food
and Drug Administration) pour son utilisation chez les adultes et les enfants ayant une maladie
hépatique (Figure 15).

Cependant, ces tests ne permettent pas d’identifier I'inflammation typique de la NASH
et ne permettent pas de différencier la NASH des autres causes de stéatose hépatique.

Figure 15 : Présentation et
principe du FibroScan®

‘ X (Adapté du site internet
CEEETLD ' / www.hepatoweb.com)
rf‘j

1 Foie dur = état pathologique

Foie mou = état normal

Le FibroScan mesure la dureté du foie qui
varie en fonction de I'inflammation des tissus
et du taux de fibrose®.
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a. Diagnostic histologique 4+4

Actuellement, la ponction-biopsie hépatique (PBH) est encore la référence absolue
pour le diagnostic de la NAFLD. Elle permet d’apprécier les degrés de stéatose, de fibrose et
d’inflammation. Le diagnostic histologique de la NASH est ainsi basé sur trois anomalies
majeures : stéatose, ballonisation et inflammation lobulaire. Ces anomalies histologiques sont
quantifiables sous forme de score appelé NAS (NAFLD Activity Score), basé sur le « NASH
Clinical Research Network’s Scoring System »** (Tableau 2).

La stéatose peut étre microvésiculaire ou macrovésiculaire en fonction de la taille des
gouttelettes lipidiques a l'intérieur des hépatocytes (Figure 16). Les microgouttelettes sont
considérées comme plus actives métaboliquement, alors que les macrogouttelettes indiquent
un stade plus avancé de la maladie. Dans le cas de la NASH, et contrairement a la stéatose

associée a I'hépatite C, la stéatose est systématisée localisée a la région centrolobulaire.

Steatose Mlcrovesmulalre Stéatose Macroveslculalre

' ns.‘:ﬁ
.. Wi L8
ua.... ‘-...'

F/gure 16 : Présentation hlstolog/que d'une steatose microvésiculaire (gauche) et macroves:cula/re (drOIte)

La ballonisation correspond a un gonflement des hépatocytes ou I'augmentation de
leur taille est associée a une clarification du cytoplasme et a des noyaux repoussés a la
périphérie des cellules. C'est la manifestation d’'une perturbation des microtubules, signe de
Iésion cellulaire sévere. Dans les hépatocytes ballonisés peuvent se développer des corps de
Mallory-Denk. Ce sont des agrégats protéiques intra-cytoplasmiques irréguliers, composés de
filaments intermédiaires endommagés de cytokératine, hyperphosphorylés et ubiquitinylés,
associés a des protéines de choc thermique. Ces formations sont chimiotactiques, et les
hépatocytes affectés peuvent étre entourés de polynucléaires neutrophiles.

L'inflammation lobulaire est caractérisée par une infiltration de cellules
inflammatoires en général mononuclées (lymphocytes, macrophages), parfois associées a

quelques polynucléaires neutrophiles. Elle peut se localiser dans I'espace porte, a la jonction
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entre I'espace porte et le lobule ou au sein du lobule. Elle se quantifie en fonction du nombre
de foyers inflammatoires observés au grossissement 20X. Une nécrose hépatocytaire
provoquant une lésion focale peut également étre observée, sans topographie préférentielle.

Ces lésions nécrotico-inflammatoires peuvent étre accompagnées de fibrose, liée a
une activation des cellules stellaires. La fibrose induite par la NASH est similaire a celle des
maladies alcooliques du foie. Elle est prédominante dans les régions centrolobulaires,
induisant un épaississement de la paroi veineuse, mais peut aussi se développer précocement
dans la zone portale et périportale. La fibrose associée a une stéatose est un facteur de risque
d’une évolution en cirrhose.

En conséquence, grace au systeme NAS de quantification histologique de la NASH, les
patients peuvent étre classés dans trois catégories en additionnant les scores de stéatose, de
ballonisation et d’inflammation lobulaire (Tableau 3). Ceci est également souvent associé a un
score de fibrose (Tableau 4). Des exemples de coupes histologiques de stéatose, ballonisation,

corps de Mallory et de stades de fibrose sont présentés dans la figure 17.

Tableau 2 : Description des parameétres pour le calcul du NAFLD activity score (NAS)

Parametre m Observations

<5%
5-33%

> 33-66%
> 66%

Aucune

Stéatose

< 2 foyers (au grossissement x20)
Inflammation lobulaire .
2-4 foyers (au grossissement x20)
> 4 foyers (au grossissement x20)
Aucune

Faible

2 Importante
D’aprés Brunt et al., Am J Gastroenterol, 1999 94(9):2467-74

P O W N kB O W NN P O

Ballonisation des
hépatocytes

Tableau 3 : Diagnostic histologique de la NASH en fonction du score NAS

sowmws |- oot
<3

Pas de NASH
3-4 NASH « borderline »
25 Présence d’'une NASH

D’apres Brunt et al., Am J Gastroenterol, 1999 94(9):2467-74
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Tableau 4 : Description des paramétres histologiques pour déterminer le stade de
fibrose

m Observations histologiques

1 Fibrose périsinusoidale focale ou extensive

2 Fibrose périsinusoidale focale ou extensive et fibrose portale
3 Fibrose périsinusoidale et fibrose portale en pont

4 Cirrhose

D’apres Brunt et al., Am J Gastroenterol, 1999 94(9):2467-74

B2 3
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Figure 17 : Présentations histologiques de la stéatose, de la ballonisation, des corps de
Mallory et des différents stades de fibrose observés a la suite de biopsies hépatiques chez I'hnomme
D’apres Asgharpour et al., J. Hepatology, 2016 65(3):579-88
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Ce systeme d’évaluation de la NASH n’a initialement pas été développé pour le
diagnostic mais plutot en tant que critere d’évaluation de la progression ou la régression de la
NASH dans le cadre des études cliniques. En outre, la fiabilité du NAS score et ses valeurs seuils
sont remises en question, notamment car il n’est pas toujours corrélé a la progression de la
fibrose lors de biopsies répétées et ne permet pas de prédire la mortalité*44°,

Cette méthode de diagnostic par biopsie hépatique comporte d’'importantes limites.
Outre l'invasivité et le risque inhérent de complications, le risque d’erreur de diagnostic est
trés important en fonction de I’échantillon prélevé et de I'observateur. De plus, un inconfort
ou une douleur sont ressentis par 84% des patients a la suite d’'une biopsie hépatique. Enfin,
des complications séveres peuvent étre rencontrées : des saignements majeurs nécessitant
une transfusion sanguine, une infection ou encore un décés dans 0,3% des cas?’. Ainsi, de
nombreuses méthodes non-invasives ont été développées pour évaluer la présence de la
NASH, tout en évitant les complications associées au diagnostic histologique. Ces méthodes

non invasives sont en constante évolution et tendent a remplacer la biopsie hépatique.

b. Les marqueurs de diagnostic non-invasifs

Sachant que dans la plupart des cas, la NASH est asymptomatique, 'identification de
critéres de diagnostic et de classification fiables est primordiale. Actuellement, aucun modele
de diagnostic non-invasif pour la NASH n’a été validé dans des études a long terme.
Cependant, une variété de marqueurs non-invasifs sont disponibles pour aider les cliniciens
dans leur prise de décision et leur diagnostic. Par exemple, 'utilisation de marqueurs de
fibrose pourrait étre un moyen simple pour le dépistage des patients a risque. Des modeles
prédictifs cliniques sont basés sur une combinaison de données cliniques et des résultats
d’analyses de laboratoire, et sont détaillés dans le tableau 5%74748, De plus, des modéles de
diagnostic non-invasifs de la fibrose ont été développés et sont décrits dans le Tableau 6274748,

Cependant, ces méthodes prédictives sont controversées car en général celles-ci ne
permettent seulement de mesurer qu’un parametre (i.e. stéatose ou NASH ou fibrose) et de
séparer les patients en catégories (i.e. NASH versus pas de NASH, fibrose avancée versus pas
de fibrose)*. A ce jour, ces méthodes non-invasives étant en plein développement et pas
encore assez fiables, elles ne peuvent malheureusement pas complétement remplacer la
biopsie hépatique, qui reste nécessaire pour confirmer le diagnostic chez les patients a haut

risque de NASH ou de fibrose avancée®’.
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Pour conclure, I’Association Européenne pour I'étude du foie (European Association
for the Study of the Liver, EASL), en coopération avec I’Association Européenne pour |'étude
du diabéte (European Association for the Study of Diabetes, EASD) et I’Association
Européenne pour I'étude de I'obésité (European Association for the Study of Obesity, EASO)
ont émis en 2016 des recommandations générales (guidelines) afin d’aider les praticiens dans
la prise en charge des patients atteints de NAFLD*. Dans ces guidelines, un arbre décisionnel
est disponible afin d’harmoniser et de faciliter la prise de décision des médecins qui

suspectent une NAFLD chez leurs patients (Figure 18).

Présence de facteurs de risque métabolique

.

Echographie
(biomargeurs de stéatose)
enzymes hépatiques

<
Stéatose Pas de stéatose
—» 4
Enzymes hépatiques Enzymes hépatiques Enzymes hépatiques
normales anormales normales
Marqueurs sériques
de fibrose
Risque
Hiique faiblE muyer?.-’éleué
A4 v
Suivia 2 ans Specialicte Suivia 3-5 ans
hépatologue
h 4 v
Enzymes hépatiques » |dentifier d'autres Echographie
Biomarqueurs de fibrose maladies hépatiques Enzymes
chronigues hépatiques

« Evaluer la sévénité de
la maladie hépatique
« Discuter l'indication de PBH
« Débuter une surveillance/
traitement adaptée

Figure 18 : Arbre décisionnel pour le diagnostic et la surveillance de la gravité de la maladie en
présence de facteurs de risque métaboliques de la NAFLD établi par I'EASL, 'EASD et I’'EASO.
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Tableau 5 : Modeéles prédictifs cliniques et biomarqueurs pour le diagnostic de la NASH

Parametres étudiés AUROC| Sensi- | Spéci [ \op |\ oy | REfE-
bilité | -ficité rences

HAIR test
(Chez les patients
atteints d’obésité

morbide)

NASH Clinical
Scoring System
(Patients en
obésité morbide)

NASH Predictive
Index (NPI)

NASHTest™
(Société
BioPredictive)

Nice Model
(Patients en
obésité morbide)

NAFLD Diagnostic
Panel

oxNASH

Hypertension, ALAT (>40Ul/L),
insulinorésistance

Diabéete de type 2, hypertension, ASAT
(>271U/L), ALAT (>271U/L), apnée du
sommeil, origine ethnique

Age, sexe, IMC, HOMA-IR,
log(ASATXALAT)

Age, sexe, poids, taille, cholestérol
sérique, triglycérides, a2-
macroglobuline, apolipoprotéine Al,
haptoglobine, GGT, ALAT, ASAT,
bilirubine totale

CK18, ALAT, syndrome métabolique

Diabeéte de type 2, sexe, IMC,
triglycérides, M30, M65+M30

Age, IMC, ASAT, ratio acide 13-
hydroxyoctadecadiénoique/acide
linoléique

0,90

0,80

0,86

0,78

0,83-
0,88

0,81

80%

22%

56%

33%

84%

84%

89%

99%

100%

94%

86%

63%

66%

44%

81%

98%

Dixon et
al, 2001°°

Campos
etal,
2008°!

Zein et al,
20072

Poynard
et al,
2006°3

Anty et
al, 2010

Younossi
et al,
20115
Feldstein

etal,
2010°°

Tableau 6 : Modéles prédictifs cliniques et biomarqueurs pour le diagnostic de la fibrose

Parametres étudiés AUROC [Sensi- |Spéci- | VPP | VPN |Références
bilité |ficité

BARD Test

NAFLD Fibrosis
Score (NFS)

FIB-4
(développé pour
I’hépatite C
initialement)
ELF (Enhanced
Liver Fibrosis)
Panel
(Approuvé
récemment
comme test
commercial en

Europe : ELF Test)

FibroTest™
(Société
BioPredictive)

IMC, ratio ASAT/ALAT, diabéte de
type 2
Age, IMC, hyperglycémie a jeun,
numération plaquettaire, taux
d’albumine, ratio ASAT/ALAT

Age, numération plaquettaire,
ALAT, ASAT

Acide hyaluronique, peptide N-
terminal du procollagene I,
TIMP1

Haptoglobine, bilirubine totale,
GGT, a2-macroglobuline,
apolipoprotéine Al + ajustement
sur le sexe et I'age

0,77

0,85

0,86

0,90

0,88

82%

74%

80%

>0,3:
92%
>0,7:
25%

77%

87%

90%

>0,3:
71%
>0,7:
97%

56%

61%

71%

>0,3:

33%

>0,7:

60%

96%

93%

92%

94%

>0,3:

98%

>0,7:

89%

Harrison et
al, 2008’

Angulo et al,
2007°8

Vallet-
Pichard et
al, 2007>°

Guha et al,
2008°%°

Ratziu et al,
2006

AUROC : Area under ROC curve (mesure de la précision du test, idéalement AUROC=1) ; VPN : Valeur
prédictive négative ; VPP : Valeur prédictive positive ; CK18 : Cytokératine 18 ; M30 : fragments de CK18, M65+M30 :
fragments et forme totale de CK18 ; HOMA-IR : Homeostasic model assessment of insulin resistance (index

d’insulinorésistance) ; TIMP1 : Tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 1

Adaptés de Fazel et al (2016), Haas et al (2016) et Alkhouri et McCullough (2012)
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VIIl.  Pronostic et conséquences physiopathologiques de la NASH

La NAFLD était autrefois considérés comme une affection relativement bénigne.
Cependant, des études a la fin des années 1980 ont révélé sa potentielle progression vers la
cirrhose et I'hépatocarcinome. Malgré un bon pronostic lorsque la stéatose est optiquement
isolée, les patients atteints de NAFLD ont un risque de mortalité globale accru, principalement
de cause hépatique (cancer) et cardiovasculaire®?. Selon la méta-analyse de Younossi et al., le
taux de mortalité de cause hépatique et de mortalité globale a été estimé respectivement de
0,77 et 11,77 pour 1000 patients par an atteints de NAFLD, et de 15,44 et 25,56 pour 1000
patients par an pour ceux atteints de NASH!!. Le taux de survie a 5 et 10 ans des patients
atteints de NASH peut atteindre 67% et 59% respectivement, si les décés attribuables aux

comorbidités du diabéte et de I'obésité sont inclus®3.

1. Complications hépatiques

Alors que la mortalité de cause hépatique est la 12°™¢ cause de décés dans la
population générale, c’est la 26™¢ ou 3™ cause de décés parmi les patients atteints de NAFLD.
Les patients atteints de NASH ont un risque de déces de cause hépatique 10 fois plus élevé
que ceux atteints de NAFLD®*, La présence de fibrose est un indicateur important de cirrhose
et de mortalité liée a la NAFLD. La NASH évolue chez environ 1/3 des patients a travers
différents degrés de fibrose vers une cirrhose et favorise I'apparition d’un carcinome
hépatocellulaire. Cependant, I'apparition du carcinome hépatocellulaire n’est pas forcément
dépendante de la cirrhose®. Aux Etats-Unis, la NAFLD et la NASH sont la 2" cause de
carcinome hépatocellulaire, et cette incidence a augmenté de 9% par an®. Le taux d’incidence
d’hépatocarcinome actuel parmi les patients atteints de NAFLD est de 0,44 pour 1000
personnes par an. Des études rétrospectives ont montré qu’aprés 9 ans, une fibrose se
développait chez 23% des patients et une cirrhose était observée chez 12% d’entre eux apres
8 ans. Apres 17 ans de suivi, une insuffisance hépatique touchait 3% des patients. En dernier
recours, une transplantation hépatique est nécessaire chez 1 a 2% de patients atteints de

cirrhose, mais une récurrence de la NAFLD aprés transplantation peut parfois étre observée®,

2. Complications extra-hépatiques

Les causes de mortalité les plus associées aux patients atteints de NAFLD sont les
maladies cardiovasculaires, indépendamment des autres comorbidités métaboliques. Le

risque de déces par maladie coronaire est environ deux fois plus important chez les patients
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atteints de NASH en comparaison aux patients atteints de NAFLD. Aussi, les patients atteints
de NAFLD sont deux fois plus a risque de développer une insuffisance rénale chronique®.
L'association de multiples comorbidités n’est pas surprenante compte tenu du
caractere systémique du diabéte ou du syndrome métabolique avec lesquels la NAFLD est
étroitement liée®*. Ainsi, les NAFLD, les maladies cardiovasculaires et I'insuffisance rénale
chronique font partie d’un systéme multi-organes avec des interactions complexes et de
multiples relations de cause a effet. D’autres syndromes moins reconnus semblent également
étre associés a la NAFLD : I'apnée du sommeil, les cancers colorectaux, I'ostéoporose, le

psoriasis ou encore des endocrinopathies telles que le syndrome des ovaires polykystiques®”.

IX. Modeéles animaux de la NASH

Malgré les progres récents, il existe encore actuellement un manque de reproduction
de certains aspects essentiels de la physiopathologie humaine dans les modeéles animaux de
NASH. Idéalement, le modele animal devrait développer tous les stades d’évolution de la
NASH dans un contexte d’obésité et d’insulinorésistance. Mais pour l'instant, aucun modele
génétique ou diététique seul ne permet de reproduire la NAFLD, la NASH, la fibrose, et les
stades ultimes de cirrhose et d’hépatocarcinome. C'est pourquoi, en pratique les recherches
thérapeutiques sont focalisées sur un aspect de la NAFLD en choisissant le modéle le plus
approprié pour I'étude de ce paramétre. Egalement, il est courant qu’un modéle génétique
soit combiné a un régime afin de reproduire davantage de traits de la pathologie. Dans la
plupart de ces régimes une élévation de certains marqueurs de I'ER stress a pu étre constatée
mais ces données restent a étre confirmées. Seuls les modeles les plus communément utilisés

seront décrits dans ce travail (Tableau 7).

1. Modeéles diététiques

L’alimentation étant largement impliquée dans le développement et la progression de
la NASH, des régimes enrichis en graisses (high-fat diet, HFD) ou en sucres (high-
glucose/sucrose/fructose diet) ou une combinaison des deux (western diet, WD) ont été
développés afin de reproduire les conditions métaboliques de développement de la NASH.
L’apparition des différents éléments de la NASH peut étre variable en fonction des régimes,
de la durée de ceux-ci et de I'espéce ou la souche utilisée comme modele.

Le régime high-fat, est tres aléatoire en fonction de sa composition (45 a 75% de

graisses), de I'espéce, de la souche et méme du sexe de I’'animal. Les souris de souche C57BI6/)
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sont plus insulinorésistantes que les C57BI6/N, et les souris males sont en général plus
sensibles a ce régime que les femelles®®®°. |l induit une NASH en 3 semaines chez le rat, alors
qu’il faut attendre 16 semaines chez la souris’. Ce modéle est insuffisant pour reproduire
I'inflammation et la ballonisation, mais il peut étre associé a un régime riche en sucres et/ou
en cholestérol (high-fat, high-sugar, + high-cholestérol) afin d’obtenir un effet cumulatif mais
cela ne permet pas d’induire une fibrose notable.

En outre, le régime MCD (methionine and choline-deficient) est I'un des régimes les
plus utilisés pour induire un phénotype de NASH sévére en peu de temps. Ce régime, riche en
sucrose (40%), modéré en graisses (10 a 20%) mais déficient en méthionine et choline induit
rapidement une NASH et une fibrose modérée. Ce régime ne cause pas d’insulinorésistance
et provoque une perte de poids souvent sévére (plus de 20%). Ainsi, I'utilisation de ce modéle
est limitée par sa disparité avec le contexte du NASH humain#&79,

Un régime Western diet a été développée dans le but de mimer au mieux des habitudes
alimentaires des pays occidentaux (fast-foods, sodas...). Ce régime peut étre de composition
trés variable mais il est généralement riche en graisses (saturéeset/ou trans et/ou
cholestérol) et en sucre de table (saccharose). Le contenu de ce régime étant tres hétérogéne,
ses conséquences sont variables mais il peut induire NASH et méme parfois une fibrose apres
un régime prolongé (16 mois)’!. Ce modeéle est donc difficile a mettre en ceuvre en pratique

compte-tenu de sa durée et de son hétérogénéité qualitative et quantitative.

2. Modéle chimigue

Compte-tenu de la difficulté d’induire une fibrose hépatique avec un délai raisonnable
dans les modeles diététiques, un modele de fibrose induite chimiquement par du
tétrachlorométhane (CCls) a été développé par injection intra-péritonéale de CCla. Utilisé seul,
le CCls est suffisant pour induire une stéatose et une fibrose, c’est pourquoi il peut étre un
bon modele pour I'étude spécifique des mécanismes de la fibrogenése. Cependant, ce modele
est loin de la physiopathologie de la NASH, c’est pourquoi il est souvent combiné a un modele
diététique. Il est a noter que la fibrose induite par le CCls est réversible, comme dans le cas de

la NASH chez ’homme.”2

3. Modeéles génétiques

Les progrés en matiere de manipulation génétique ont permis de générer des modeles
expérimentaux variés chez les rongeurs. Ces modeles sont utiles pour I'étude de voies de

signalisation spécifiques et des mécanismes par lesquels ils altérent I’homéostasie
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métabolique dans le foie, ainsi que les conséquences de ces dérégulations. L'ajout d’un régime
modifié est souvent nécessaire pour induire les changements histopathologiques et
biochimiques de la NASH chez ces rongeurs. Les modeéles génétiques les plus représentés sont
les modeles ob/ob et db/db, caractérisés par une mutation du géne de la leptine ou du
récepteur a la leptine, respectivement. La leptine est une protéine sécrétée par le tissu
adipeux qui réduit I'appétit et maintient ainsi I’homéostasie énergétique. Ainsi, les souris
ob/ob et db/db sont hyperphagiques et particulierement obeéses, elles présentent les
symptdmes d’une insulinorésistance sévére, une hyperlipidémie, et développent une NAFLD
avec une inflammation modérée’374. Contrairement aux souris db/db, les souris ob/ob
déficientes en leptine sont résistantes au développement de la fibrose’. Les souris foz/foz,
possédent une mutation dans le géne Alms1 (Alstrom syndrome 1) codant pour une protéine
impliquée dans la fonction ciliaire. Elles deviennent hyperphagiques, obéeses et diabétiques a
I’age de 5 a 6 mois’®. De la méme maniére que pour les modéles de déficience en signalisation
de la leptine, le modeéle foz/foz nécessite un stimulus additionnel diététique ou chimique pour

progresser de la stéatose vers la stéatohépatite®®’3,

Tableau 7 : Exemples de modéles animaux de NASH et conséquences physiopathologiques

Prise de Insulino- .
X .. Stéatose
poids résistance

Modeles diététiques

HFD v v v Modérée Modérée v
HFD + high-sugar .
(+cholesterol) v v v v Modeérée v
X v
MCD diet Diminution X v 436 Modérée v
sévere semaines
. Fonction de la
Western diet v v v v composition v
Modéele chimique
CClq X X v V' sans Vot v
Diminution ballonisation
Modeles génétiques
Pas
ob/ob v+t V sévere v spontanée XRésistant v
Pas X Possible avec
db/db .
/ v v v spontanee régime ou CCly v
Pas X Possible
Foz/foz v v v s avec réglime ou
CCly

Vv :Présence, X : Absence, ++ : importante, ? : inconnu
Adapté de Lebeaupin Cetal.”’
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X. Traitements actuels de la NASH

Actuellement, il n’existe aucune thérapie médicamenteuse approuvée dans le
traitement de la NASH, alors qu’elle représente la seconde indication de transplantation
hépatique aux Etats-Unis!C. La mise en place de mesures hygiéno-diététiques constitue pour
I'instant la seule intervention efficace pour freiner son évolution. Par conséquent, on observe
un intérét grandissant dans la recherche et le développement de nouvelles molécules et

I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques qui pourraient affecter sa progression.

1. Modification des habitudes de vie

La modification des habitudes de vie des patients, généralement a 'origine ou ayant
favorisé I'apparition de la NAFLD, est une stratégie primordiale et efficace, a condition qu’elle
soit bien respectée. Il est fortement recommandé aux patients atteints de NASH ou de NAFLD
d’avoir une meilleure hygiene de vie afin de perdre du poids, en adoptant un régime
alimentaire adapté et en pratiquant une activité physique réguliere.

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

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

Une activité physique réguliére, d’intensité modérée (marche rapide) pendant au
moins 30 minutes plusieurs jours par semaine, ou 75 minutes d’activité intense par semaine,
ou une combinaison des deux est recommandée. Les patients sont encouragés a augmenter
graduellement leur niveau d’activité physique. Il a été démontré que I'activité physique

permet d’améliorer la sensibilité a I'insuline et I’état du foie’2.
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Cependant, ces objectifs sont souvent difficiles a atteindre chez des patients qui sont
obeses et qui peuvent avoir d’autres comorbidités limitant leur activité physique. C'est
pourquoi ces mesures sont souvent insuffisantes pour atteindre I'objectif de perte de poids,

et le recours a la chirurgie de I'obésité est envisagé.

2. Chirurgie de I'obésité

OEsophage

En cas d’échec des mesures hygiéno-diététiques

Poche Gastrique

Partie de
_~|'estomac
désormais

dans l'objectif de perte de poids, une chirurgie

bariatrique est envisagée. En effet, face aux difficultés

Anse
alimentaire

des patients dans l'application de ces mesures, le
recours a la chirurgie bariatrique est devenu tres

Anse

fréquent pour traiter I'obésité (avec ou sans &

pancreatique

comorbidités) puisqu’elle permet une perte de poids

Intestin -~

gréle- Canal

importante et permanente associée a une amélioration commune
des parameétres métaboliques. Parmi les différents
types de chirurgie bariatrique, la plus communément
appliquée et la plus efficace dans la NASH est le bypass
gastrique (ou Roux-en-Y gastric bypass) qui consiste a

Figure 19 : Anatomie de I'appareil

réduire le volume de 'estomac et a le relier a la partie digestif, circulation des aliments
(fleche rouge) et de la bile (fleche
moyenne de I'intestin (jéjunum) de maniére a limiter le  yerte) apres bypass gastrique de type

transit intestinal des aliments (Figure 19). «Roux-en-¥»

Cela limite la quantité de nourriture ingérée, accélére la sensation de satiété, diminue
I'absorption des nutriments et permet de perdre 70 a 80% du poids excédentaire. Son
efficacité dans le traitement de la NASH chez les patients obéses a été prouvée, notamment
grace a lI'amélioration des parametres métaboliques et de ['histologie hépatique. Une
régression de la fibrose a méme pu étre observée chez certains patients’”.

Cependant, la sécurité et les effets a long terme doivent encore étre analysés
prudemment afin d’établir les conditions pour lesquelles la chirurgie bariatrique pourrait
représenter la principale stratégie thérapeutique pour la NASH. Outre les complications
inhérentes a I'opération chirurgicale (fistule, infection, ulcere, hémorragie digestive...), cette
chirurgie est associée a un risque de carence en vitamines et minéraux, notamment en fer, en
calcium, et en vitamines B9, B12 et D. Elle est également associée a des troubles intestinaux

(constipation ou diarrhée), en fonction de la longueur d’intestin court-circuité. Une autre

complication bien connue est le « dumping syndrome », caractérisée par une sensation de
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malaise hypoglycémique (palpitations, maux de téte, nausées, sueurs froides...) se produisant
15 a 30 minutes apres le repas, liée a I’arrivée massive d’aliments sucrés et gras dans l'intestin.
Il est ainsi conseillé de manger trés lentement et de supprimer les desserts trés sucrés et les
aliments tres gras. Cette opération exige a long terme une prise continue des médicaments
pour supprimer |'acidité gastrique de la classe des inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) ainsi
gue des compléments alimentaires pour corriger les éventuelles carences en vitamines et
minéraux. Les risques et complications de la chirurgie bariatrique doivent ainsi étre mis en
balance avec ceux de I'obésité en elle-méme (indépendamment de son inconfort) et de ses
co-morbidités. Ainsi, bien qu’une amélioration de la NASH est généralement observée apres
une perte de poids importante liée a la chirurgie bariatrique, son efficacité et sa place

thérapeutique dans le traitement de la NASH n’est pas encore claire®°,

3. Nouvelles approches thérapeutiques

Actuellement, aucun traitement n’a été approuvé par une autorité compétente pour
le traitement de la NASH. La NASH étant liée a une dérégulation de nombreux paramétres
métaboliques, la plupart des explorations thérapeutiques se sont focalisées sur I’'amélioration
d’un des paramétres associés a la NAFLD (glycémie, triglycérides, cholestérol, inflammation).
Cependant ces stratégies se sont montrées inefficaces dans I'amélioration de I'histologie
hépatique, en particulier la fibrose. Sachant que la NASH est multifactorielle, la combinaison
de plusieurs stratégies thérapeutiques pourrait permettre d’améliorer plusieurs aspects de la
NASH, mais ceci aménerait inéluctablement a une multiplication des effets indésirables. Ainsi,
une molécule possédant des effets multiples sur les différentes causes de la NASH pourrait
représenter le candidat médicament idéal. Dans cette partie, seules les stratégies

thérapeutiques les plus décrites ou les plus prometteuses seront développées.

a. Antioxydants

Présentement, la supplémentation en vitamine E est considérée comme la stratégie
thérapeutique de premiere intention dans le contréle de la NASH lorsque les modifications
des habitudes de vie se sont montrés insuffisants ou inefficaces. La vitamine E est une vitamine
liposoluble ayant un puissant pouvoir antioxydant recommandée par L’AASLD (American
Association for the Study of Liver Diseases) a une dose de 800 IU par jour (supérieure a la dose
usuelle)®l. Une étude clinique pionniére randomisée et en double aveugle (NCT00063622),
évaluant I'effet de la vitamine E chez des patients non-diabétiques atteints de NASH pendant
2 ans, a montré son efficacité dans I'amélioration des parametres biologiques et histologiques
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de la NASH. En effet, la vitamine E a permis de diminuer les transaminases (ASAT et ALAT,
p<0,001) et d’améliorer la résolution de la NASH (p=0,001) avec une réduction de la stéatose
(p=0,005) et de l'inflammation (p=0,02). Cependant, cette thérapie n’a pas été efficace pour
améliorer le score de fibrose (p=0,24) et aucun effet n’a été observé sur le taux de
triglycérides, de cholestérol, I'insulinorésistance, le poids, le tour de taille ou encore I'lMC82,
De plus, la sécurité a long terme de l'utilisation de la vitamine E est discutée car certaines

études ont montré un risque accru de cancer de la prostate et d’AVC hémorragique®384,

b. Agents antidiabétiques sensibilisants a l'insuline et hypoglycémiants

i. Metformine

La metformine diminue la néoglucogeneése hépatique, améliore la captation du glucose
par les muscles, et favorise la B-oxydation des acides gras au détriment de la production de
triglycérides. Ce traitement de premiere ligne du diabéte de type 2 est bien toléré et
permettrait d’améliorer I'insulinosensibilité des patients atteints de NAFLD, grace a son effet
stimulateur de la voie AMPK. Dans le modéle de souris ob/ob, la metformine a permis une
amélioration de la stéatose ainsi qu’une diminution du taux d’ALAT et de I'expression
hépatique de TNFa®°. Une méta-analyse a également montré que la metformine permettait
de normaliser significativement les taux de transaminases comparé a un régime seul, et de
diminuer la stéatose®®. La metformine permet également une perte de poids. Cependant,
d’autres études n’ont pas mis en évidence de bénéfice de la metformine sur les parameétres
histologiques dans la NASH. C’est pourquoi des études supplémentaires a plus grande échelle

et a plus long terme sont nécessaires pour évaluer I'utilité de ce traitement dans la NASH.
ii. Thiazolidinediones

Les thiazolidinediones (ou glitazones) sont une classe d’antidiabétiques oraux qui ont
une action agoniste sur les récepteurs PPARy (Peroxisome proliferator-activated receptor y),
impliqués dans le stockage des acides gras notamment au niveau du tissu adipeux en activant
des genes impliqués dans la captation des lipides et I'adipogenése. En outre, ils redistribuent
la graisse hépatique et musculaire vers le tissu adipeux et améliorent I'insulinorésistance
périphérique, notamment grace a une augmentation des taux circulants d’adiponectine. De
nombreuses études cliniques ont évalué I'utilité des thiazolidinediones, et notamment la
pioglitazone (ACTOS), dans le traitement de la NASH. L’efficacité de la pioglitazone (30 mg/

jour) a été évaluée chez des patients atteints de NASH pendant 2 ans®2. Dans cette étude, la
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pioglitazone n’a pas satisfait le critére principal de diminution de 2 points du score de NAFLD
(NAS), en dépit d’une réduction des transaminases, de la stéatose, de I'inflammation et de Ia
ballonisation. De plus, I'utilisation des thiazolidinediones dans la NASH a long terme est limitée
a cause de leurs effets indésirables : prise de poids, risque accru de fractures (notamment chez
la femme &agée)®’, rétention d’eau et insuffisance cardiaque congestive®®. En outre, la
rosiglitazone (AVANDIA) et la pioglitazone ont été retirées du marché francais en 2010 et 2011
a cause d’un risque accru de cancer de la vessie® ou d’infarctus du myocarde®,
respectivement. Puisqu’une thérapie a long terme est nécessaire chez les patients atteints de

NASH, ces effets indésirables limitent I'intérét de ces agents dans la thérapie de la NASH.
iii. Autres agonistes PPAR

Afin de combiner les effets positifs de la stimulation des récepteurs PPAR, GENFIT a
développé elafibranor (GFT-505), un agoniste mixte PPARa/6. Ce composé a montré un effet
anti-inflammatoire et anti-fibrotique prometteur lors de I'étude clinique GOLDEN-505 de
phase llb (NCT01694849)°*. En effet, elafibranor a permis d’améliorer la sensibilité & I'insuline
hépatique et périphérique chez les individus obéses, de diminuer les taux des transaminases
et d’améliorer le profil lipidique (diminution des triglycérides, cholestérol total et LDL et
augmentation des HDL), ainsi que de diminuer les marqueurs sériques d’inflammation, de
stéatose et de fibrose. Aprés une analyse post-hoc réalisée sur les patients ayant un score NAS
supérieur ou égal a 4, cette molécule a également montré une amélioration de |'histologie de
la NASH par rapport au placebo. De plus, le traitement fut bien toléré et aucun déces ni
probleme cardiovasculaire n’a été engendré. Ces effets sur la NASH seront étudiés a plus
grande ampleur lors d’une étude de phase lll multicentrique et internationale RESOLVE-IT
(NCT02704403), actuellement en cours.

Ainsi, compte-tenu de ces résultats encourageants, elafibranor a obtenu la désignation

de « Fast track » (développement accéléré) par la FDA en 2014.
iv. Agonistes FXR

Le récepteur nucléaire aux acides biliaires intracellulaire FXR (Farnesoid X Receptor)
freine la synthése des acides biliaires, et diminue la néoglucogenese, la lipogenése et la
stéatose hépatique ce qui participe a une amélioration de la sensibilité a l'insuline. Un
agoniste FXR synthétique dérivé d’acide biliaire, I'acide obéticholique (OCA, INT-747 ou

OCALIVA), développé par Intercept, a récemment révélé des effets prometteurs chez les
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patients atteints de NASH sans cirrhose lors de I'étude clinique de phase llb FLINT
(NCT01265498)°2. Dans cette étude, I'acide obéticholique a permis d’améliorer I'histologie
hépatique des patients atteints de NASH (p=0,0002) et d’améliorer le score de fibrose
(p=0,004). Cependant, un prurit a été rencontré chez 23% des patients, aboutissant a un arrét
du traitement dans certains cas. De plus, une aggravation des parametres lipidiques, mais
réversible, a également été observée chez les patients. Compte-tenu des effets prometteurs
de cette molécule dans I'amélioration de I'histologie de la NASH, celle-ci sera testée
prochainement dans I'essai clinique de phase Il REGENERATE (NCT02548351) afin d’évaluer
I’efficacité d’une plus faible dose par rapport a la dose initiale, afin d’améliorer sa tolérance.

De plus, a la suite des résultats de I'essai clinique FLINT, I'OCA a obtenu par la FDA le

statut de « breakthrough therapy » (thérapie de rupture).

c. Agents hypolipémiants

Les statines sont une classe de molécules hypocholestérolémiantes par inhibition
compétitive d’une enzyme clé de la synthése du cholestérol, I’hydroxyméthylglutaryl-
coenzyme A (HMG-CoA) réductase. Malgré I'identification des dyslipidémies comme facteurs
de risque, peu d’études ont été réalisées concernant I'utilisation des statines dans la NASH.
Dans une cohorte de 1201 patients, une étude a montré une diminution de la stéatose
(p=0,004), de I'inflammation (p<0,001), et de la fibrose (p=0,017) chez certains patients traités
par des statines®®. Cependant, I'obtention de données plus robustes reste nécessaire pour
encourager |'utilisation des statines dans la prévention ou le traitement de la NASH.

Les fibrates sont une classe de molécules agonistes du récepteur nucléaire PPARa
largement utilisées dans le traitement de I’hypertriglycéridémie. Ces molécules n’ont pourtant
montré aucun effet bénéfique sur la NASH. Ce résultat pourrait étre attribuable a I'étendue
de I'expression de ce récepteur dans d’autres tissus que le foie®*.

L'ézétimibe, une molécule empéchant 'absorption intestinale du cholestérol et des
phytostérols par inhibition du transporteur des stérols Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1) n’a

pas non plus montré d’amélioration des paramétres de la NASH®>.

d. Agents anti-inflammatoires et anti-fibrotiques

Les cellules inflammatoires jouent un réle prépondérant dans I’évolution de la stéatose
vers la NASH et le développement de la fibrose, en activant les cellules stellaires. Certaines de

ces interactions sont médiées par l'activation des récepteurs aux chimiokines CCR2 (C-C
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chemokine receptor type 2) et CCR5 (C-C chemokine receptor type 5). Cenicriviroc est un
antagoniste mixte CCR2/CCR5 développé initialement par Tobia Therapeutics (racheté par
Allergan). Cette molécule a récemment montré une amélioration du score de fibrose d’au
moins un point aprés un an (p=0,02), en corrélation avec une diminution des marqueurs
sériques de I'inflammation, dans une étude clinique de phase llb (CENTAUR) chez des patients
atteints de NASH avec une fibrose®®. Cependant, aprés deux ans de traitement, 'amélioration
de la fibrose n’était plus significativement différente du groupe placebo. Cette molécule est
actuellement en étude clinique de phase Ill (AURORA), afin d’évaluer son efficacité anti-
fibrotique et sa sécurité a plus grande échelle et a long terme. De plus, suite aux résultats
encourageants de son étude clinique de phase llb, le cenicriviroc a obtenu la désignation de
« Fast Track » par la FDA en 2015.

Un autre agent anti-inflammatoire et anti-fibrotique, le selonsertib (GS-4997),
développé par Gilead Sciences semble prometteur et est actuellement en études clinique et a
obtenu la désignation « Fast Track » par la FDA en 2014. C’'est un inhibiteur d’ASK1 (Apoptosis
signal-regulating kinase 1), une Serine/Thréonine (Ser/Thr) kinase pouvant induire la
phosphorylation de p38 MAPK (Mitogen activated protein kinase) et de JNK, entrainant une
aggravation de l'inflammation, de I'apoptose et de la fibrose du tissu hépatique. Lors d’une
étude clinique de phase Il (NCT02466516), le selonsertib a permis d’améliorer
significativement la fibrose a court terme chez certains patients atteints de NASH avec une
fibrose modérée a sévere?’. Etant donné I'expression ubiquitaire de ces kinases et leur role
vital dans le maintien des défenses des tissus, I'efficacité et la sécurité d’emploi de cet
inhibiteur ont été évaluées a plus grande échelle dans des études cliniques de phase Ill dans
la NASH (STELLAR 3, NCT03053050 et STELLAR 4, NCT03053063). Malheureusement, les
résultats de cette étude ont été décevants puisque le traitement avec le selonsertib s’est

montré inefficace pour réduire la fibrose aprés 48 semaines de traitement®®°°,

4. Transplantation hépatique

En dernier recours, la transplantation hépatique est a discuter en cas de cirrhose
décompensée ou de carcinome hépatocellulaire. Une obésité morbide ou les comorbidités
cardio-vasculaires de la NAFLD peuvent cependant constituer des contre-indications a la
transplantation. Une prise en charge de la prise de poids et des effets secondaires
métaboliques des médicaments anti-rejet est primordiale. Malheureusement, cette ultime
solution peut étre temporaire, puisqu’une récidive de la NAFLD sur le transplant hépatique

n’est pas rare.

Marine Andres | Université de Lille Page 59 sur 138



Marine Andres | Université de Lille Page 60 sur 138



PARTIE 2 : LE STRESS DU RETICULUM
ENDOPLASMIQUE ET LA VOIE UNFOLDED
PROTEIN RESPONSE (UPR)
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I. Le réticulum endoplasmique, un organite multifonctionnel

1. Description anatomique

Le réticulum endoplasmique (RE), du latin reticulum : « réseau » et endoplasmique « a
I'intérieur du cytoplasme », est un systeme endomembranaire propre aux cellules eucaryotes
formé par un ensemble de canalicules membranaires communiquant entre eux, en continuité
avec la membrane externe du noyau et s’étendant dans tout le cytoplasme. Cet organite
interagit avec de nombreux constituants de la cellule tels que I'appareil de Golgi, la membrane
plasmique ainsi que la mitochondrie et les peroxysomes pour exercer ses fonctions
régulatrices majeures au sein de la cellule. On distingue deux types de réticulums
endoplasmiques, dont la quantité varie en fonction du type cellulaire : le réticulum
endoplasmique qualifié de rugueux ou granuleux (REG) puisqu’il est constellé de ribosomes ;
et le réticulum endoplasmique lisse (REL), dépourvu de ribosomes (Figure 20).

La composition de la membrane du RE est particuliere, avec un faible ratio
cholestérol/phospholipides et un faible contenu en acides gras libres saturés, ce qui lui

confére une grande finesse et fluidité.

Membrane nucléaire

Réticulum
endoplasmique
rugueux

Cellule

Réticulum
endoplasmigque
lisse

Réticulum
endoplasmique
lisse

Figure 20 : Schéma des différents types de réticulum endoplasmique a l'intérieur d'une
cellule (en haut) et aspect en microscopie électronique (en bas)
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2. Multiples fonctions du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique lisse (REL), formé par un réseau de tubules courts et de
vésicules arrondies, est notamment impliqué dans la synthése des lipides (phospholipides
membranaires, cholestérol...) et des hormones stéroides, la détoxification, ainsi que la
régulation et le stockage du calcium intracellulaire.

Le réticulum endoplasmique granuleux (REG), constitué d’'un nombre variable de
citernes (5 a 10) communiquant entre elles et avec le REL et situé a proximité du noyau, joue
un réle majeur dans la biosynthese des protéines grace a la présence de nombreux ribosomes
a sa surface externe, lui donnant cet aspect rugueux. Le REG orchestre donc des fonctions
essentielles de synthése, repliement (grace a la présence de foldases et de protéines
chaperonnes), assemblage, contréle qualité, modifications post-traductionnelles
(glycosylation, formation de ponts disulfures ou cis-trans isomérisation) des protéines
nouvellement synthétisées. Le REG, responsable du transport d’au moins un tiers des
protéines, régule ainsi 'homéostasie des protéines (ou protéostasie) nécessaires aux
différentes organelles de la cellule ou de I'espace extracellulaire, c’est-a-dire aussi bien les
protéines cytosoliques, transmembranaires et excrétées.

La synthése des protéines par le REG est un processus complexe a I'origine de toutes
les fonctions cellulaires. Le cycle de vie d’'une protéine démarre dans le ribosome, ou les
peptides sont formés a partir de la traduction des ARN messagers (ARNm) matures, issus de
I'activation de la transcription des genes en réponse aux stimuli intra- ou extra-cellulaires.
Alors que les protéines dirigées vers le noyau, la mitochondrie ou les peroxysomes sont
traduites par des ribosomes libres dans le cytosol ; les protéines sécrétées, destinées a la
membrane plasmique, ou transportées par des vésicules de sécrétion ou dans des endosomes
sont traduites au niveau des ribosomes présents sur la membrane du RE, et subissent une
insertion co-traductionnelle. Avant d’étre sécrétés, les polypeptides nouvellement formés
subissent des modifications post-traductionnelles et acquierent leur conformation définitive
dans le RE, grace a la présence d’une séquence particuliére sur leur extrémité N-terminale (N-
ter) appelée peptide signal, reconnue par SRP (Signal Recognition Particule). SRP facilite ainsi
I’entrée des polypeptides dans le RE grace a sa reconnaissance par le SR (SRP Receptor) et
I’ancrage du ribosome au complexe translocon, formant un pore a travers la membrane du
RE. Dans la lumiere du RE, le peptide signal est alors clivé par une protéine signal peptidase et
la protéine libérée peut alors étre modifiée, assemblée et repliée pour atteindre sa

conformation native (Figure 21).
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Figure 21 : Mécanismes de l'insertion co-traductionnelle des protéines dans le RE
SRP : Signal Recognition Particule, SR : SRP Receptor, RE : Réticulum Endoplasmique, BiP : Binding-immunoglobulin Protein

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

D’une part, la formation des ponts disulfures entre les résidus cystéine des protéines
est réalisée par des protéines de la famille des protéines disulfure isomérases : PDIA3 (ERp57)
et PDIA4 (ERp72) notamment, assistées par des oxydoréductases telles que ERO1 ainsi que
des lectines calnexine et calréticuline qui reconnaissent particulierement les glycoprotéines
et participent au controle qualité des protéines.

D’autre part, lI'isomérisation cis-trans, une autre modification post-traductionnelle
majeure caractérisée par le passage de la forme cis vers la forme trans de certains liens
peptidiques précédant une proline, est catalysée par les protéines de la famille des peptidyl
prolyl isomérases (PPI) telles que les cyclophilines, les FKBP (FK506-binding proteins) et les
parvulines (Pinl).

Elles sont complétées par I'action d’autres chaperonnes réticulaires qui reconnaissent
les régions mal repliées des protéines exhibant des résidus hydrophobes dont la plus
abondante est BiP/GRP78 (Binding-immunoglobulin protein/Glucose-regulated protein 78
kDa), une protéine homologue aux chaperonnes cytoplasmiques de type HSP70 (heat shock
protein 70), qui est I'une des premieres chaperonnes rencontrées par les protéines natives
non glycosylées. BiP est assistée par des co-facteurs tels que DnalB9 (ou ERdj4) permettant
I’hydrolyse de I’ATP nécessaire a son activité ATPase. D’autres chaperonnes homologues aux
HSP70 telles que GRP94 (Glucose-regulated protein 94 kDa) peuvent former des complexes

similaires a BiP, mais a des stades plus avancés du repliement des protéines (Figure 22).
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En outre, ces modifications post-traductionnelles des protéines dans le RE sont
permises grace a un environnement tout particulier prompt au bon repliement des protéines
qui differe du cytosol de par son milieu oxydant, favorisant la formation de ponts disulfures
(notamment grace aux PDI), ainsi qu’une concentration élevée en calcium, de l'ordre du
millimolaire, essentiel pour la fonction d’une majorité des chaperonnes réticulaires.

Ainsi, les protéines correctement repliées sont exportées vers le Golgi pour étre
ensuite réparties dans les différents compartiments cellulaires, secrétées vers |'espace
extracellulaire ou exportées vers le RE pour étre recyclées. Ainsi, le repliement des protéines
est un processus complexe et consommateur d’énergie, qui nécessite une action concertée
entre différentes organelles et protéines de différents compartiments cellulaires, ainsi que
des ressources provenant de multiples voies métaboliques. Si malgré la combinaison de tous
ces éléments favorables au bon repliement des protéines, certaines d’entre-elles sont
dépliées, mal pliées ou agrégées, celles-ci sont alors rétro-transloquées vers le cytosol pour
étre poly-ubiquitinylées et dégradées par le protéasome 26S. Dans le cas de larges agrégats
ou de complexes protéiques, la taille du pore de rétro-translocation et du protéasome 26S
étant trop petite pour leur dégradation, ils sont éliminés via un processus d’autophagie.

Les hépatocytes étant des cellules spécialisées dans la production de nombreuses

protéines sécrétées, notamment les protéines plasmatiques (albumine, facteurs de
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coagulation, hormones, apolipoprotéines...), et le lieu de détoxification majeur de
I'organisme, ces cellules sont particulierement riches en réticulum endoplasmique lisse et
rugueux, dont les membranes représentent plus de la moitié des bicouches lipidiques de la
cellule entiére. De plus, le foie étant un organe central de I'organisme de par sa situation
anatomique, son extraordinaire polyvalence métabolique et sa spécialité de détoxication, les
cellules hépatiques peuvent alors étre particulierement sensibles aux changements et stimuli
de I'environnement extra- ou intracellulaire, pouvant affecter I'efficacité de repliement des

protéines et I'homéostasie réticulaire.

II. Le stress du réticulum endoplasmique et la voie de réponse aux protéines

mal conformées

Lorsque survient un déséquilibre de la balance entre la capacité de repliement du RE
et la charge de protéines clientes a replier, des protéines mal repliées s’accumulent dans la
lumiére du RE et induisent une perte de ’homéostasie réticulaire responsable d’un stress.

Le stress réticulaire peut étre induit a la suite d’un trés grand nombre d’événements
intrinseéques ou extrinséques. Les facteurs intrinseéques peuvent étre représentés par un
accroissement du taux de synthese protéique lors de la stimulation par des facteurs de
croissance, lors de la prolifération ou de la différenciation cellulaire ; une mutation génétique
entrainant une altération du repliement de la protéine (exemple : mutation de l'al-
antitrypsine) ou un défaut dans la voie UPR (s’il n’est pas létal) ; une anomalie de la
dégradation des protéines (systeme ubiquitine-protéasome) ; un déficit d’autophagie ; une
déplétion en phospholipides de la membrane réticulaire ou une accumulation de cholestérol
conduisant a une perte de la flexibilité membranaire... Plus souvent, le mauvais repliement
des protéines est causé par des changements de |'environnement tels qu’une privation
d’énergie ; un excés ou une privation en nutriments ; une dérégulation des taux calciques ou
de I'homéostasie redox ; une hypoxie ; une infection virale ; un phénomene inflammatoire ;
ou encore certains agents pharmacologiques (exemple : Bortezomib).

La transduction de ce signal de stress passe par I'activation d’une voie de signalisation
hautement conservée au sein du RE et qui fait I'objet de ce travail : la voie Unfolded Protein
Response (UPR) ou voie de réponse aux protéines mal conformées.

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

qualité, I’'homéostasie redox, la dégradation des protéines, ou encore la biogenese des lipides.

lll. Les acteurs clés de la voie UPR dans la transduction du signal de stress

réticulaire

La détection du signal de stress dans la lumiere du réticulum endoplasmique est
médiée par trois protéines transmembranaires effectrices de la voie canonique de I'UPR:
IRE1la (Inositol-requiring enzyme 1), PERK (Protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum
kinase) et ATF6 (Activating transcription factor 1). Suite a une cascade de signalisation, ils
entrainent une réponse adaptative commune, dont la contribution exacte de chaque effecteur
est encore difficile a discerner. A |’état basal, en absence de stress réticulaire (ou « ER stress »),
ces trois protéines-sondes transmembranaires sont associées au niveau de leur domaine
luminal a la chaperonne réticulaire par excellence : GRP78/BiP. Leur interaction avec cette
protéine chaperonne dans la lumiere du RE les stabilise dans une conformation inactive a la

membrane réticulaire afin d’empécher le déclenchement de la signalisation UPR (Figure 23).
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Figure 23 : ER stress, signalisation UPR et conséquences de I’activation de cette voie

\
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En effet, lors d’un stress réticulaire, I'accumulation des protéines mal repliées dans la
lumiére du RE entraine une diminution de I’occupation du domaine luminal des trois senseurs
par BiP, qui posséde une meilleure affinité pour les protéines mal conformées'®®19! ce qui
active les trois protéines effectrices et engendre la réponse UPR. De plus, il semblerait que les
domaines basiques et hydrophobes des protéines mal repliées auraient également un role
direct dans l'activation de la voie UPR. En effet, a la suite d’études chez la levure
Saccharomyces cerevisiae, un modele de reconnaissance directe a été proposé, en particulier
pour IRE1 et également pour PERK, ou leur activation et oligomérisation serait également
régie par la détection des protéines mal repliées par leur domaine luminal, démasqué suite a
la dissociation de BiP02195 Néanmoins, il faut noter que ces deux modeéles d’activation
directe et indirecte ne sont pas nécessairement exclusifs, et pourraient plutot étre

représentatifs de différents stades d’activation de I'UPR (Figure 24).

|Unfolded protein — Figyre 24 : Hypothéses des mécanismes
d'activation des effecteurs IRE1 et PERK.
Le modéle de reconnaissance directe
propose que les protéines mal conformées
(unfolded protein) elles-mémes se lient au
domaine luminal de IRE1 et PERK (a).

Le modele d’activation indirecte suggére
que BiP maintien IRE1 et PERK dans un état
inactif et que sa dissociation pour stabiliser
les protéines mal conformées induit leur
activation (b).

Un modéle de reconnaissance hybride
propose que ces deux mécanismes entrent
en jeu dans I'activation de IRE1 et PERK (c).
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D’apres Ron D. et Walter P., Nat. Rev. Mol. Cell.

Biol. 8 (7), 519-529 (2007)

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

GRP78 (communément appelée BiP) est une ATPase de 78 kDa encodée par le géne
HSPAS appartenant a la famille des HSP70, majoritairement localisée au niveau de la lumiere
du réticulum endoplasmique des cellules. Elle joue un role de protéine chaperonne majeure
du RE, d’'une part en stabilisant de maniére transitoire les protéines nouvellement
synthétisées entrant dans la lumiere du RE via le complexe translocon, et d’autre part en se
liant de maniere plus permanente aux protéines matures dépliées ou mal assemblées

s’accumulant dans le RE. Ainsi, BiP représente le marqueur le plus commun d’induction de la
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voie UPR puisque son expression augmente avec I'accumulation de protéines mal repliées. De
par son action de chaperonne et son interaction inhibitrice avec les protéines effectrices de la
voie UPR, elle représente un élément régulateur majeur de cette voie de stress. BiP exerce
son action de chaperonne grace a la reconnaissance de courtes séquences hydrophobes sur
les peptides, masquant ces domaines pour empécher leur agrégation intra- ou
intermoléculaire et les maintenir dans un état favorable a leur assemblage et oligomérisation.
De plus, BiP participe au transport antérograde des protéines a partir du RE vers I'appareil de
Golgi ou rétrograde lorsque les protéines anormales sont destinées a la dégradation par le
protéasome via la voie ERAD (Endoplasmic reticulum-associated degradation).

BiP est constitué de deux sous-unités quasiment identiques ou I'extrémité N-terminale
posséde le site catalytique ATPase (NBD) et I'extrémité C-terminale le domaine de liaison aux
substrats, riche en feuillets béta (SBD). Ces deux domaines communiquent grace a leur liaison
par un domaine linker flexible afin de réguler I'affinité et le temps de résidence des substrats.
En effet, I'affinité de BiP pour son substrat est dépendante de la liaison d’une molécule d’ATP
ou d’ADP dans le site catalytique N-terminal. Plus précisément, lorsque I’ATP se situe dans le
site catalytique, BiP est capable de lier ses substrats. Ensuite, I’ATP est hydrolysé en ADP par
sa fonction ATPase intrinséque ce qui entraine un changement de conformation au niveau du
domaine de liaison au substrat qui renforce I’affinité de BiP envers la chaine peptidique. Cette
affinité est maintenue jusqu’a I’échange de I’ADP par de I’ATP, induisant une augmentation
de la constante de dissociation (Kp) permettant ainsi le relargage du peptide (Figure 25). Ainsi,
la fonction hydrolase de BiP permet de lier puis relarguer successivement les motifs
hydrophobes des protéines, ou la durée dépend du taux d’hydrolyse de I’ATP en ADP, jusqu’a
ce que la protéine adopte sa conformation définitive. Si la conformation de la protéine
demeure incorrecte, BiP se lie a nouveau afin d’empécher la sortie de cette protéine en dehors
du RE et de la diriger vers la dégradation par le protéasome.

Dans le RE, BiP peut étre présent sous des formes monomériques ou oligomériques,
dont la proportion est régulée par des modifications post-traductionnelles. Il semblerait que
des conditions accroissant le taux de protéines mal conformées diminueraient le degré de
modification de BiP, favorisant les formes monomériques ayant la compétence de lier les
protéines mal repliées.

De la méme maniére que les chaperonnes de la famille des HSP70, la fonction ATPase
de BiP est favorisée par son interaction avec des co-chaperonnes de la famille des HSP40, au

niveau de leur domaine J. Des études chez la levure S. cerevisiae ont montré que BiP (Kar2p)
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interagissait avec trois co-chaperonnes réticulaires (Sec63p, Scjlp et Jemlp), permettant
d’assister les fonctions de BiP notamment dans la translocation des protéines vers le RE, la
liaison aux substrats, I'activité ATPase, ou encore la voie ERADY. En outre, chez ’homme, la
co-chaperonne de BiP ERdj4 (Endoplasmic reticulum DNA J domain-containing protein 4)
forme un complexe avec BiP permettant d’empécher la dimérisation d’IRE1 et d’aider a la

dégradation des protéines mal conformées par le protéasome via la voie ERAD.

Liaison
de I'ATP ADP

ATP
NEFs (Sil/Grp170)

;i @ ADP Linker

»Pi '
Liaison du
(1) substrat

Substrat

Figure 25 : Cycle d’interaction de BiP avec ses subtrats et ses cofacteurs (ATP, ADP, ERdjs...)
SBD : substrate binding domain, NBD : nucleotide binding domain, NEFs : nucleotide exchange factors
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2. Lavoie IREla - XBP1

Du point de vue structurel, IRE1 est une protéine transmembranaire de 110 kDa et 977
acides aminés, située sur la membrane du réticulum endoplasmique. Elle se présente sous
forme de 2 isomeéres : une isoforme IREla ubiquitaire et une isoforme IRE1B uniquement
située au niveau de I’épithélium intestinal.

Lors de I"'accumulation de protéines mal conformées dans la lumiére réticulaire,
I’équilibre de BiP est déplacé vers la stabilisation de ces protéines, permettant la dimérisation
et ainsi le rapprochement des domaines Ser/Thr kinase du récepteur transmembranaire pour
trans-autophosphorylation et activation.

L'autophosphorylation du récepteur induit alors un changement de conformation
permettant I'activation de son activité endoribonucléase (RNase) au niveau du domaine
cytosolique, permettant de cliver de maniéere sélective et non conventionnelle ’ARNm de
XBP1 (X-box Binding Protein 1). Ainsi, I'excision d’un intron de 26 nucléotides de I’ARNm de
XBP1u (unspliced) provoque un décalage dans le cadre de lecture aboutissant a la traduction
d’une forme clivée correspondant au facteur de transcription XBP1s (spliced). Ce puissant
facteur de transcription, représentant la forme active de XBP1, migre ensuite dans le noyau
afin d’induire la transcription des genes cibles de I'UPR, grace a la reconnaissance des
domaines UPRE (Unfolded protein response element) ou ERSE (ER stress response element) par
son domaine de liaison a ’ADN bZIP (Figure 23). L'ensemble des genes activés par XBP1 sont
partiellement décrits, mais ils comprennent principalement des chaperonnes réticulaires
telles que BiP et ses co-chaperones (ERdj4, p58'"X), des isomérases (PDI) permettant
d’augmenter la capacité de repliement du RE ainsi que des éléments de la voie ERAD (EDEM)
favorisant la dégradation des protéines irrémédiablement mal conformées'®®. De plus, via la
reconnaissance spécifique de domaines UPRE, XBP1 joue un rdle dans la biosynthése des
lipides et des phospholipides tels que la phosphatidylcholine, permettant I'extension de la
membrane réticulaire afin d’accroitre la taille et la capacité de repliement du RE*°,

En outre, IRE1 possede une fonction RNase non spécifique appellée RIDD (Regulated
IRE1-dependent RNA degradation) responsable de la dégradation d’ARNm localisés a la
membrane du RE, permettant la diminution de I'import de protéines « clientes » a replier dans
la lumiére du RE!0,

Ainsi, tous ces phénomenes résultant de I'activation de la voie IRE1 permettent de
résoudre le mauvais repliement des protéines, de promouvoir la dégradation des protéines

mal repliées et d’empécher leur production et leur accumulation. C'est pourquoi cette voie de
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signalisation est extrémement bien conservée au sein des espéces eucaryotes. Par ailleurs, la
voie IRE1 est absolument nécessaire au cours du développement embryonnaire, puisque chez
des souris déficientes en Irela (Irela”"), les embryons meurent de cause inconnue aprés 9,5
a 11,5 jours de gestation, alors que la |étalité embryonnaire des souris Xbp1”- est observée a
partir de 12,5 jours de gestation, a la suite de graves anomalies de développement dont
particulierement une sévére hypoplasie du foie et une anémie''112 | a voie IRE1 est présente
autant chez les protistes monocellulaires, que chez les végétaux et les animaux, faisant d’IRE1
la branche de signalisation UPR la plus ancestrale. Par exemple, chez la levure Saccharomyces
cerevisiae, I'accumulation de protéines mal conformées est détectée de la méme maniére par
I’'hnomologue d’IRE1 Irelp, également pourvue de domaines Ser/Thr kinase et capable de
réaliser I'épissage du facteur de transcription Haclp, homologue de XBP1113,

D’autre part, en fonction des conditions de stress, I'activation de la voie IRE1 est
régulée par des phénomenes de rétrocontréle positif ou négatif consécutifs de la voie UPR.
Par exemple, la voie IRE1 peut étre inhibée par la forme non épissée de XBP1 (XBP1u), dont
I'expression constitutive permettrait d’enrayer linduction des génes cibles pour un
rétablissement de I’homéostasie réticulaire. Au contraire, I'activité transcriptionnelle de la
voie IRE1 est potentialisée a la suite de I'induction de la voie ATF6, ou le fragment actif de ce
dernier augmente la quantité du précurseur XBP1u suite a la reconnaissance du domaine ERSE
de son promoteur*115 Ainsi, I'intervention d’ATF6 et de XBP1u pourrait expliquer les écarts
entre la réponse transcriptionnelle tardive de la voie IRE1 et |'épissage rapide de XBP1. En
effet, le niveau basal d’expression de XBP1u étant faible, cette production accrue de 'ARNm
de XBP1lu grace a ATF6 permet ainsi d’atteindre un niveau suffisant pour compenser sa
dégradation, favorisant I"auto-induction de la voie IRE1 puisque XBP1s est capable d’activer
sa propre transcription (Figure 26). Ce phénomene illustre ainsi I'existence de multiples
coopérations entre les acteurs des différentes voies de I'UPR, permettant d’engendrer des
réponses cellulaires adaptées aux différents types de stress réticulaire.

Enfin, I'activation de la voie IRE1 est également contrblée par des interactions directes
avec d’autres protéines au niveau de son domaine cytosolique. Par exemple, la liaison des
protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl2 BAK et BAX est nécessaire pour une activation
compléte d’IRE1®, Le recrutement de phosphatases telles que PTP-1B (Protein-tyrosine
phosphatase 1B) ou AIP1 (ASK1-interacting protein 1) et de BI-1 (BAX inhibitor-1) limitent
I'activité d’IRE1'Y alors que d’autres membres de la famille bcl2, BIM et PUMA, sont

nécessaires pour prolonger son activité d’épissage!®.

Marine Andres | Université de Lille Page 72 sur 138



ATF6 Protéines IRE1 protéines
mal

mal .
conformées

conformées [
.

Lumiére

unspliced
XBP1 mRNA spliced
\ XBP1 mRNA
pPATF6(N) O ﬂ T pXBP1(U)
—ense— TR
pXBP1(S)

-—EHSE—'l CHAPERONNES RE |— —UPRE—{ XBP1 |—

Figure 26 : Schéma de la signalisation IRE1-XBP1 et interaction avec la voie ATF6

3. La voie PERK - ATF4

De la méme maniére que la voie IRE1, I'accumulation de protéines mal conformées
dans la lumiére réticulaire et le déplacement de BiP vers la stabilisation de celles-ci induit
I'activation de la protéine transmembranaire PERK par homodimérisation puis trans-
autophosphorylation de ses domaines Ser/Thr kinase (Figure 23).

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

Cette protéine de 125 kDa fait partie des protéines capables de phosphoryler la sérine
51 de la sous-unité a de la protéine elF2 (eukaryotic translation initiation factor 2), ayant pour
conséquence le ralentissement de la formation du complexe ternaire, composé (chez les
eucaryotes) de la sous-unité 40S, I’ARNm et I’ARN de transfert (ARNt) de démarrage sur le
premier codon. Ainsi, le recrutement de la sous unité 60S permettant I'assemblage du
ribosome 80S est inhibé, permettant I'arrét global de la traduction des ARNm en protéines.
En conséquence, linhibition de la traduction permet de réduire rapidement et
transitoirement I'afflux de protéines a prendre en charge par le RE. Par ailleurs, I'activation de
la voie PERK entraine la diminution de la production de cycline D1 notamment via cet arrét

global de la traduction, aboutissant a un arrét du cycle cellulaire en phase G1%*°,
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En outre, il est important de noter que la phosphorylation de la sous-unité a d’elF2
n’est pas spécifique du stress réticulaire et de I'activation de PERK. Chez les mammiferes, elle
peut étre réalisée par trois autres kinases dans d’autres conditions de stress cellulaire
(nutritionnel, oxydatif, thermique, viral...) : GCN2 (general control nonderepressible 2 kinase,
ou EIF2AK4), HRI (haem-regulated elF2a kinase, ou EIF2AK1) et PKR (dsRNA-activated protein
kinase, ou EIF2AK2)*?°. De plus, la phosphorylation d’elF2a est transitoire et peut aussi étre
régulée par la phosphatase PP1c (protein phosphatase 1 catalytic subunit) via ses deux sous-
unités régulatrices GADD34 (growth arrest and DNA-damage-inducible protein 34) et CReP
(constitutive repressor of elF2a phosphorylation)'??,

Paradoxalement, la phosphorylation d’elF2a permet la traduction sélective de certains
ARNm en facilitant le contournement d’un cadre de lecture ouvert ou uORF (upstream open
reading frame) situé sur I'extrémité 5 non traduite de 'ARNm bloquant la traduction.
Lorsqu’elF2a est phosphorylé, I'inhibition d’elF2B réduit I'échange du GTP en GDP permettant
la traduction suite a un assemblage inefficace du ribosome lors de la reconnaissance du codon
d’initiation AUG sur cette région uORF?2123, e cas le plus décrit dans la littérature est celui
du facteur de transcription bZIP ATF4 (Activating transcription factor 4, ou CREB2) qui posséde
deux uORF, ce qui explique sa traduction sélective. ATF4 permet d’atténuer le stress
réticulaire en activant la transcription de chaperonnes afin de compenser I'accumulation de
protéines mal repliées ; ainsi que d’autres facteurs impliqués dans le transport des protéines
dans le RE, la biosynthese et le transport des acides aminés, ou encore le phénoméne
d’autophagie, d’ol I'importance de cette voie dans la réponse au stress réticulaire.

De plus, cette voie permet également d’engendrer une réponse antioxydante grace a
la phosphorylation du facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor-erythroid-derived 2-
related factor 2) par PERK, entrainant la dissociation du complexe Nrf2/Keap1 (Kelch-like ECH-
associated protein 1) et par conséquent la translocation de Nrf2 au noyau afin d’activer un
panel de geénes cibles permettant in fine une réponse adaptative antioxydante et
cytoprotectrice!?*. Il semblerait également qu’ATF4 pourrait s’hétérodimériser avec Nrf2 et
reconnaitre notamment les séquences StRE (stress-response elements) afin d’activer les génes
cibles de cette réponse antioxydante telle que I’"héme oxygénase 1 (HO-1)%.

Parallelement, sachant qu’un blocage prolongé de la traduction n’est pas compatible
avec la survie cellulaire, le facteur de transcription ATF4 entraine un rétrocontrole négatif de

sa propre voie en induisant I'expression du géne PPP1R15A. Ce géne code pour GADD34, une
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sous-unité de la Ser/Thr phosphatase PP1c, qui déphosphoryle et ainsi inhibe elF2a afin de
restaurer la traduction globale des ARNm?26,

De plus, une des cibles majeures d’ATF4 est CHOP (CCAAT/enhancer-binding protein
homologous protein). CHOP est un facteur de transcription encodé par le géne DDIT3 (DNA
damage-inducible transcript 3), jouant notamment un role crucial dans la réponse
apoptotique face au stress réticulaire en se liant aux motifs CCAAT présent sur les promoteurs
de ses génes cibles. Son activation est principalement induite par la voie PERK, avec ATF4 se
liant aux régions AARE1 et AARE2 (amino acid response elements) ainsi que CARE (C/EBP-ATF
response element) sur son promoteur. En outre, lors d’un stress chronique, les 3 branches de
I"UPR convergent vers I'activation de sa transcription, puisque le promoteur de CHOP contient
les régions ERSE1 et ERSE2 qui sont reconnues par XBP1s et ATF6a'?’. CHOP posséde un
domaine bZIP lui permettant de former des hétérodimeres avec d’autres C/EBPs, ou avec
d’autres facteurs a domaines bZIP de la famille des ATF*?8, Par ailleurs, CHOP et ATF4 peuvent
former un hétérodimeére pour se fixer sur les promoteurs et ainsi augmenter |'expression de
nombreux genes impliqués dans le stress réticulaire tels que ATF3 (Activating transcription
factor 3), TRIB3 (Tribbles homolog 3) et GADD34'?°, Outre CHOP, ATF4 peut étre lui-méme
responsable de la mort cellulaire via 'activation de GADD34 permettant la reprise de la
synthése protéique, ce qui peut engendrer la formation d’espéces réactives de I'oxygéne
(ROS) dans un contexte de surcharge protéique. Ainsi, ATF4 pourrait étre un signal primaire
et CHOP un signal secondaire lors de la mort cellulaire induite par le stress réticulaire?.

En somme, I'importance de la voie PERK est mise en évidence chez les patients atteints
du syndrome de Walcott-Rallison, ou des mutations de cette kinase entrainent notamment
un diabéete néonatal, une atrophie du pancréas exocrine, une dysplasie squelettique, un retard
de croissance et des complications hépatiques aboutissant a un décés précoce souvent

attribuable a une défaillance hépatique®=°.

4. La voie ATF6

De maniere semblable aux voies IRE1 et PERK, en cas de stress réticulaire, I'activation
de la voie ATF6 est médiée par la dissociation de BiP de son domaine luminal. ATF6 existe sous
deux isoformes ubiquitaires chez les mammiféeres : ATF6a et ATF63, ol tous deux sont activés
par le stress réticulaire et capables de se lier a I’ADN. Leur réle est pourtant tres différent :
ATF6a est responsable de I'induction des genes de I'UPR alors que ATF6B semble jouer le role
de répresseur transcriptionnel, probablement afin de réguler l'intensité et la durée de la

réponse au stress réticulaire médiée par ATF6a*3!. ATF6 est une protéine transmembranaire
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ayant une taille de 90 kDa, avec un domaine C-ter luminal capable de détecter les protéines
mal repliées mais dont la séquence ne possede aucune homologie avec celle d’IRE1 ou PERK.
ATF6 possede aussi une extrémité N-ter cytosolique possédant un domaine de liaison a ’ADN
CREB (Cyclic AMP Response Element-Binding protein) — ATF bZIP (basic leucine zipper). Son
activation est également dépendante de la dissociation de BiP et d’une différence d’état
d’oligomérisation mais elle est différente de celle d’IRE1 et PERK du fait qu’elle dépend d’une
activité protéolytique. En effet, la dissociation de BiP permet de démasquer une séquence de
translocation au Golgi, ol ATF6 est clivé séquentiellement par les protéases S1 et S2 (S1P et
S2P) situées sur la membrane du Golgi. Le fragment cytosolique clivé de 50 kDa ainsi produit
migre dans le noyau ou il se lie, de la méme maniére que XBP1s, au domaine de réponse au
stress réticulaire (ERSE) et active les mémes genes cibles (Figure 23).

Ce facteur de transcription est un puissant activateur transcriptionnel de nombreux
génes codant pour des chaperonnes telles que BiP, GRP94, P58'PX, PDI, ERp72 et la calréticuline
permettant d’augmenter la capacité de repliement des protéines par le RE?32. De plus, de la
méme maniére que XBP1s, ATF6 active I'expression des protéines de la voie ERAD (EDEM), et
des phospholipides (phosphatidylcholine), permettant une expansion du RE*33. En outre, ATF6
est également capable d’auto-amplifier la réponse UPR et notamment la voie IRE1 puisqu’il
induit I'expression d’XBP1. Ainsi, ATF6 est essentiel a la cellule pour le repliement optimal des
protéines, leur modification et sécrétion en réponse au stress.

A l'inverse d’IRE1 et PERK, ATF6 est sous forme d’oligomeres a I'état basal non
stressé'®3, La transition de I'état d’oligoméres en monomeéres est importante pour son
activation puisque seuls les monomeéres sont clivés par S1P. Cependant, cette dé-
oligomérisation n’est pas suffisante pour l'activation d’ATF6, puisque des mutations des
cystéines, médiant I'oligomérisation par la formation de ponts disulfures, ne conduisent pas
automatiquement au trafic d’ATF6 vers le Golgi*3*. De méme, la dissociation de BiP n’est pas
suffisante pour I'activation d’ATF6, puisque la délétion d’une majeure partie de son domaine
luminal, empéchant l'interaction avec BiP, ne conduit pas non plus a une translocation
constitutive d’ATF6. En outre, la dissociation de BiP permet notamment l'interaction d’ATF6
avec COPIl, un complexe protéique présent sur I'enveloppe des vésicules de transport de
protéines cargo du RE vers le Golgi*®. Il semblerait donc que ce soit la combinaison de
plusieurs de ces mécanismes qui active la voie ATF6.

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

via S1P et S2P ressemble a celle d’autres facteurs de transcription bZIP avec diverses fonctions
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cellulaires tels que les membres de la famille OASIS Luman et CREBH (cAMP-responsive
element-binding protein H), activés également par le stress réticulaire, ou SREBP (Sterol
Response Element Binding Protein) activé en réponse a une carence en stérols?3®. Ce dernier
montre qu’au moins une partie de la signalisation UPR a co-évolué avec une voie de réponse
a la privation en stérols.

L'activité ATF6 est finement régulée, notamment par la protéine wolframine codée par
le gene WFS1 (Wolfram syndrome 1), dont la mutation est responsable du syndrome de
Wolfram de type 1 caractérisé par un dysfonctionnement du RE lié a une dérégulation calcique
aboutissant a I'apoptose des cellules béta pancréatiques et a un diabéte de type 1. Cette
protéine WFS1 stabilise I'ubiquitine ligase E3 HRD1 (HMG-CoA reductase degradation protein
1) et amene ainsi a la dégradation d’ATF6a par le protéasome et a la suppression de
I’expression des génes cibles d’ATF6a?’.

La voie ATF6, et notamment ATF6a, est indispensable a la survie des cellules face au
stress réticulaire, que ce soit in vitro ou in vivo. ATF6 est nécessaire au développement
puisqu’un double knock-out (KO) d’ATFa et ATF6PB entraine une mort au stade embryonnaire.
En condition de stress réticulaire, des fibroblastes embryonnaires (MEF) ATF6a”- ont un
défaut d’activation des chaperonnes et foldases (BiP, GRP94, ERp72 et P5) ainsi que des
protéines de la voie ERAD (EDEM, HRD1 et HERP), résultant a une diminution de leur survie
par rapport aux cellules MEF wild-type (WT)!38. De méme, des souris ATF6a7- exposées a un
stress réticulaire ont une survie diminuée de 80% par rapport aux souris WT13°. De maniére
intéressante, ces souris ATF6a KO soumises a un stress réticulaire présentent une dysfonction
hépatique ainsi qu’une stéatose. Ces conséquences semblent étre attribuables a une
diminution de la synthése des enzymes de la B-oxydation ainsi que de la déstabilisation de

I’ApoB100 permettant la formation des VLDL4,

IV.  Autres régulateurs de |'activation de la voie UPR

Une des questions clés concernant 'activation de la signalisation UPR est si la seule
dissociation de BiP avec le domaine luminal de ces protéines sondes est suffisante pour activer
I"UPR, ou si d’autres interactions moléculaires en amont peuvent jouer un réle. En effet, la
protéine chaperonne réticulaire BiP ne semblerait pas étre le seul élément régulateur de
I'activation de la voie UPR.

Il semblerait que non seulement les protéines mal conformées elles-mémes mais aussi
les lipides seraient capables d’induire la signalisation UPR*!, De plus, une étude récente a
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montré que I'enzyme PDIAG6 (Protein disulfide isomerase A6), située dans la lumiére du RE, est
capable de controler I'activité d’IRE1 en interagissant directement avec la cystéine 148 de son
domaine luminal pour former un pont disulfure et atténuer ainsi son activation#?. Aussi, les
thrombospondines, et en particulier la thrombospondine-4, se lient a ATF6a et favorisent sa
translocation nucléaire pour engendrer une réponse adaptativel*3. Enfin, la protéine
réticulaire CNPY2 (Canopy FGF signaling regulator 2), libérée de son interaction avec BiP lors
du stress réticulaire interagit avec le domaine luminal de PERK. Ceci conduit a la cascade de
signalisation ou le facteur de transcription ATF4 induit la production de CHOP, qui est auto-
amplifiée en retour par I'activation de la transcription de CNPY2 par CHOP#4,

Ainsi, ces données montrent que d’autres molécules dans le RE outre BiP peuvent étre

impliquées dans le déclenchement de la réponse UPR.

V. Conséquences paradoxales de |'activation de la voie UPR : équilibre entre

survie et mort cellulaire

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

D’une part, un faible niveau de stress réticulaire est physiologique et bénéfique pour
la survie cellulaire. L’action coordonnée des 3 branches de la voie UPR (IRE1a, PERK et ATF6a)
transmet une réponse adaptative (ou integrated stress response) ayant pour but de restaurer
I’'homéostasie réticulaire par différents mécanismes : augmentation de la taille du RE et de la
capacité a replier les protéines, diminution de I'afflux des protéines a replier... D’autre part,
lorsque ces tentatives pour restaurer I'homéostasie réticulaire échouent car I'ER stress est
trop intense et insurmontable, la signalisation UPR induit une réponse pro-apoptotique,
processus connu sous le nom d’« UPR terminal ».

Ainsi, une modulation fine et précise de la cinétique et de la durée d’activation des
différentes branches de la voie UPR est absolument nécessaire pour ajuster les effets de cette
signalisation en fonction du contexte de stress, afin d’obtenir la réponse cellulaire la plus
adaptée. C’est pourquoi, en fonction du destin cellulaire, la réponse UPR est qualitativement
distincte dans ses effets sur I'expression génique et protéique'*>. Malheureusement,
actuellement les mécanismes moléculaires exacts permettant a la cellule d’utiliser
sélectivement les programmes UPR adaptatifs ou terminaux restent peu connus. De plus,
différentes hypothéses ont été proposées mais dans des types cellulaires différents, des
contextes et des modeles variables, parfois éloignés des conditions physiologiques de stress
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réticulaire. En effet, la plupart des études concernant la voie UPR sont réalisées avec des
inducteurs pharmacologiques utilisés a fortes doses, induisant fatalement I'apoptose des
cellules. Dans ce contexte, les génes codant pour les facteurs adaptatifs et apoptotiques sont
co-exprimés ce qui géne la distinction entre les signaux adaptatifs et pro-apoptotiques et rend
encore plus difficile la compréhension de la transition entre ces deux phases. Ainsi, certaines
hypothéses seront développées ci-aprés mais il est important de garder a I'esprit que des
études de cinétique d’activation de I'UPR supplémentaires sont nécessaires pour amener a

une meilleure compréhension de ces mécanismes.

1. Mécanismes de I’'lUPR « adaptatif »

Lors de l'activation de la signalisation UPR, deux vagues distinctes de réponses
cellulaires sont observées. Immédiatement, 'activation de PERK freine la traduction des
protéines via la phosphorylation d’elF2a. De plus, la dégradation sélective d’ARNm codant
pour certaines protéines du RE est initiée grace a la fonction RIDD de IRE1. Dans un second
temps, une réponse transcriptionnelle est mise en place grace a I’activation des trois facteurs
de transcription XBP1s, ATF4 et ATF6f. Ceux-ci activent I'expression d’un large panel de genes
cibles, parfois communs, permettant ainsi d’activer la synthése de protéines chaperonnes, la
voie ERAD, ainsi que I'’extension de la membrane du RE.

Malgré la proximité structurale des domaines luminaux d’IRE1 et PERK, le
comportement temporel de ces deux effecteurs différe drastiquement lors d’un ER stress.
Dans le cadre de I'UPR adaptatif, il semblerait que la voie IRE1 soit préférentiellement
maintenue en dépit de la voie PERK, permettant a XBP1s de produire une réponse globale
bénéfique pour la cellule. Ainsi, la voie IRE1 semble jouer un réle prépondérant dans la
protection contre I'apoptose. Par ailleurs, I'extinction transitoire d’IRE1 provoquant ainsi
I'arrét de production du facteur de transcription XBP1s aboutit a une baisse drastique de la
viabilité cellulaire en induisant 'apoptose!®®. De plus, afin de freiner la signalisation UPR, un
rétrocontréle de la voie PERK est également mis en place par ATF4 qui induit I'expression de
GADD34 capable de déphosphoryler elF2a pour permettre la reprise de la traduction des
ARNmM, nécessaire a la survie cellulaire. En outre, sachant que CHOP est le médiateur principal
de I'apoptose induite par I'UPR, plusieurs mécanismes de suppression de CHOP sont mis en
place de maniére précoce par la réponse UPR afin de laisser une chance a la cellule de gérer
le stress réticulaire. Par exemple, I'expression du micro-ARN miR-211 dépendante de
I’activation de PERK réprime la transcription de CHOP via la méthylation des histones!*’. De

plus, il semblerait que la survie cellulaire aprés un stress réticulaire serait notamment permise
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grace a l'induction de mécanismes d’autophagie, puisqu’une perturbation de I'autophagie
sensibilise au stress du RE. Le déclenchement de I'autophagie par I’'UPR serait principalement
médié via I'activation de Beclin 1 par JNK, dépendante de l'interaction d’IRE1 avec TRAF2
(TNFR-associated factor 2) activant ASK1 (Apoptosis signal-regulating kinase 1). En effet, chez
des cellules déficientes en IRE1 ou traitées avec un inhibiteur de JNK, I'autophagie induite par
I'ER stress était abolie, alors que des cellules déficientes en PERK ou ATF6 avaient une
autophagie similaire aux cellules saines!*®. Un autre type d’autophagie, la macroautophagie,
est également activée lors de I'ER stress pour permettre la dégradation par le lysosome de
grosses structures telles que le RE endommagé ou les protéines agrégées.

En outre, Rutkowski et al. ont émis I’hypothése que lors d’une exposition a un stress
modéré la réponse adaptative et la « résistance » a I'apoptose serait médiée a terme par une
meilleure stabilité des ARNm ou protéines de survie par rapport a celles de I'apoptose, et
serait moins dépendante de I'activation directe des 3 protéines sondes. En effet, 'activation
des senseurs proximaux est atténuée en condition de stress adaptatif, en conséquence d’une
amélioration de la capacité de traitement et de repliement des protéines par le RE médiée par
la réponse initiale de 'UPR. De plus, ils ont observé ce méme phénomeéne d’atténuation et de
protection dans le cadre d’'un pré-conditionnement des cellules, ou celles-ci sont mises en
contact avec un faible niveau d’ER stress avant d’étre exposées a un puissant inducteur de

'UPRLS,

2. Mécanismes de I’'UPR « terminal »

Au contraire, lors d’un stress chronique et insurmontable, le destin de la cellule doit
préférentiellement se tourner vers la mort cellulaire, notamment par apoptose, afin de
débarrasser le tissu d’une cellule endommagée. La réponse pro-apoptotique est
principalement régulée par les éléments CHOP et IRE1, ainsi qu’une signalisation croisée entre
le RE et la mitochondrie. La voie la plus étudiée est celle de CHOP, bien établi comme
régulateur majeur de I'apoptose en réponse au stress du RE, comme il I'a été démontré dans

de nombreuses études in vitro et modéles animaux in vivol*.

e. Meécanismes de I'apoptose induits par CHOP

Contrairement au contexte de stress adaptatif, lors d’un stress chronique, la voie IRE1
semble étre rapidement freinée en dépit de la persistance du stress, alors que la voie PERK est
maintenue, permettant I'expression de CHOP. Ainsi, I'inactivation d’IRE1 permettrait d’abolir
les effets favorables a la survie médiés par XBP1s au profit des effets pro-apoptotiques de la
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voie PERK qui devient dominante'#°. Par ailleurs, lorsqu’une extinction transitoire de PERK est
réalisée expérimentalement, la survie cellulaire est améliorée et I'apoptose empéchée lors
d’un stress réticulaire®%>%, De plus, I'activation importante et chronique de PERK permet de
surmonter les courtes demi-vies des ARNm et protéines d’ATF4 et CHOP afin de promouvoir
I"UPR terminal4. D’ailleurs, dans des cellules subissant un stress chronique, il a été montré
gue ATF4 et CHOP agissent ensemble a I'état d’hétérodimere pour augmenter la synthése
protéique afin d’induire un stress oxydatif et la mort cellulaire'?®. Les mécanismes d’induction
de I'apoptose par CHOP sont multiples et restent peu élucidés. Ills semblent étre activés qu’en
cas de dépassement d’un certain seuil de stress non résolu.

La mort cellulaire induite par le stress réticulaire est principalement dépendante de la
voie apoptotique mitochondriale, qui est régulée par les protéines de la famille Bcl-2 (B cell
lymphoma-2), comprenant des facteurs anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-XL...) et pro-
apoptotiques (Bax, Bak, Bim, Bid, Bad, Puma...) dont certaines sont qualifiées de « BH3-only »
en fonction de leur structure. CHOP exerce son r6le dans I'apoptose principalement en
diminuant I'expression des facteurs anti-apoptotiques Bcl-2/Bcl-XL tout en induisant la
transcription de Bim®2, 'inhibition de I'expression de Bcl-2 entraine une diminution de la
séquestration des protéines BH3-only (Bad, Bim, Noxa et Puma) nécessaires a la
perméabilisation mitochondriale induite par Bax (Bcl-2-associated X protein) et Bak (Bcl-2
homologous antagonist killer)*>3. En effet, ces derniers entrainent un relargage du cytochrome
¢, une activation des caspases et finalement I"apoptose de la cellule'®*. De plus, CHOP induit
également I'expression d’autres facteurs pro-apoptotiques tels que le récepteur de mort DR5
(Death receptor 5), TRB3 (Tribbles-related protein 3), impliqués également dans I'induction de
I"apoptosel™.

D’autres mécanismes apoptotiques de CHOP passent par l'induction d’un stress
oxydatif. En effet, en cas de stress du RE prolongé, CHOP induit la transcription de EROl1a (ER
oxidase 1a), ce qui résulte en une augmentation du caractére oxydant de la lumiére du RE,
une fuite de H202 dans le cytoplasme et la formation de ROS**®. Ensuite, I’apoptose induite
par cette voie est liée a une perturbation de la signalisation calcique. L’activation d’ERO1a par
CHOP stimule le canal calcique réticulaire IP3R1 (/nositol 1,4,5-triphosphate receptor type 1)
induisant I'efflux de calcium du RE vers la mitochondrie, ainsi que I'accumulation de calcium
dans le cytoplasme activant la kinase CaMKII (Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase 1l),

déclenchant par conséquent la signalisation apoptotique mitochondriale>71°8,
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Enfin, I'activation de la transcription de GADD34 par CHOP participe également a
I'apoptose en réponse a une activation chronique de I'UPR. En effet, GADD34 réalise la
déphosphorylation d’elF2a ce qui permet de restaurer la traduction des protéines mais peut

également aboutir a un stress oxydatif et mener a la mort cellulaire (Figure 27).

Bcl-2, Bel-XL
(antiapoptotiques)
BH3-only(Bad, Bim,

3\

S

7 @ Noxa, Puma)
3

l GADD34 TRB3

EROla Bim

\ DR5 Bcl-2
‘i“i"‘. m'n}"‘- : st

\ M».‘-‘“' . Lt N
N

S — F

25D TETLPERERAR mwm FPRERRFTD
wmg%uuugﬁuuuuuuu guuuuﬂﬂwumww

Membrane plasmique

Figure 27 : Schéma simplifié des mécanismes d’induction de l'apoptose par CHOP

f. Mécanismes de I'apoptose induits par la voie IRE1

La signalisation IRE1 participe également a I'induction de I'apoptose face a un ER stress
chronique irrésolu.

La protéine sonde IRE1 est sensible a l'intensité ou la durée du stress via une
modification de son état d’oligomérisation. En effet, lors d’un stress intense ou prolongé,
I'oligomérisation d’IREla est augmentée, ce qui amplifie son activité RIDD et conduit au
clivage de divers ARNm, dont des micro-ARN inhibiteurs de I'apoptose, favorisant ainsi la mort
cellulaire’>*1>°, Ainsi, dans le cadre de 'UPR terminal, la signalisation apoptotique de IRE1 via
RIDD deviendrait dominante par rapport a sa fonction protectrice via I'épissage spécifique de
XBP1.

Un autre lien possible entre IRE1 et I'apoptose induite par I'ER stress pourrait étre

I'interaction d’IRE1 avec des protéines impliquées dans cette signalisation apoptotique. Par
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exemple, il a été montré par co-immunoprécipitation que IRE1 interagissait avec Bak et Bax,
impliquées dans la voie mitochondriale de |'apoptose, et que cette interaction était
importante pour son activation'?®. De plus, lorsque IRE1 est activé, son interaction avec la
protéine adaptatrice TRAF2 active la kinase ASK1 qui induit JNK, dont I'activité prolongée est
liée a la mort cellulaire en cas d’ER stress chronique®®®. Il a également été montré que IRE1,
indépendamment de son activité RNase et également par le biais de TRAF2, pouvait activer la
caspase-12, jouant le réle déclencheur de la voie mitochondriale de I'apoptose en réponse a

I’ER stress'®! (Figure 28).
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Figure 28 : Schéma simplifié des mécanismes d'induction de I'apoptose par la voie IRE1

3. Cinétique du contréle du destin cellulaire

Plusieurs hypotheses ont été émises concernant la cinétique d’activation des
différentes branches de I'UPR dans le contréle le destin cellulaire.

Récemment, Marton et al. ont proposé un modele ou les mécanismes adaptatifs et
pro-apoptotiques ne pourraient étre actifs en méme temps grace un processus de double
rétro-controle négatif entre les inducteurs de I'autophagie et de I'apoptose, permettant un
antagonisme mutuel entre ces deux mécanismes. Egalement, ils ont suggéré que les protéines
sondes IRE1 et PERK exercaient un rétrocontrole positif mutuel puisque I'absence de l'une
d’entre elles avait un impact sur la signalisation de I'autre (Figure 29). Par exemple, |’extinction

transitoire de PERK diminuerait la phosphorylation de JNK par IRE1. Cette régulation mutuelle
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entre ces branches de I'UPR serait cruciale pour établir un point de non-retour dans le
processus de prise de décision de survie ou de mort cellulaire®°. Ainsi, lors d’un stress
persistant, le changement de la balance vers une apoptose irréversible permet de garantir
gu’une fois la cellule engagée dans ce processus de mort cellulaire, celle-ci ne peut plus revenir
en arriere. Ce phénomene permettrait ainsi d’éviter la prolifération de cellules endommagées

et de protéger le tissu®®?,

Figure 29 : Schéma du modéle de rétro-contréle
positif (positive feedback) entre IRE1 et PERK et
du double rétro-contréle négatif (double
negative feedback) entre les inducteurs de
I'autophagie et ceux de I'apoptose.

ER stress oOsith ER stress
sensor IRE-1 sensor PERK

Hypothese proposée par Mdrton et al., Int. J.
Mol. Sci. 18(1): 58 (2017)

7’

En revanche, Walter et al. ont évoqué une autre hypothése ou le destin de la cellule
stressée est plutot déterminé par la cinétique d’activation des signalisations IRE1 et PERK
plutét que par le « switch » ou le remplacement de I’activité d’'une branche (i.e. IRE1) a la suite

d’une autre (i.e. PERK)*®(Figure 30).
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Figure 30 : Destin des cellules en fonction de la cinétique d'activation des voies IRE1 et PERK lors
d’un ER stress selon Walter et al.
Dans une cellule en apoptose, I'épissage de XBP1 est tardif est se produit de fagon lente, alors que
ATF4 s’accumule rapidement et la traduction est relancée précocément (a gauche).

Au contraire, dans une cellule résistant a I'apoptose, IRE1 est activé précocément et XBP1s
s’accumule rapidement, alors que la traduction d’ATF4 est plus lente et la déphosphorylation
d’elF2a est tardive (a droite).

Adapté de Walter et al., Cell Death and Differentiation (2015) 22, 1502-1516
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VI.  Outils pharmacologiques pour induire un stress réticulaire et mimer

I’activation de la voie UPR

Afin d’étudier les mécanismes et les conséquences de I'activation de la voie UPR, de
nombreux composés inducteurs de stress peuvent étre utilisés. Ceux-ci different dans leur
mode d’action et peuvent ainsi induire différents types de stress réticulaire avec des
conséquences diverses sur la réponse cellulaire. Seuls les composés avec les modes d’action

les plus représentés dans la littérature seront décrits dans ce chapitre (Tableau 8).

1. Inhibition de la glycosylation des protéines

La tunicamycine est un agent stresseur spécifique du réticulum endoplasmique
largement utilisé dans la littérature. C'est un antibiotique possédant une structure
nucléosidique, produit naturellement par différentes bactéries du genre Streptomyces telles
que Streptomyces lysosuperficus ou Streptomyces clavuligerus. Le mode d’action de la
tunicamycine repose sur linhibition de la N-glycosylation des protéines, qui est une
modification  post-traductionnelle  réalisée  par I'enzyme  N-acétylglucosamine
phosphotransférase (GPT). Cette enzyme catalyse le transfert d’un N-acetylglucosamine-1-
phosphate a partir d’UDP-N-acetylglucosamine a un dolichol phosphate, représentant la
premiere étape de la biosynthése des glycoprotéines dans le RE. L'inhibition de la GPT par la
tunicamycine est permise grace a analogie structurale et donc une compétition avec le
substrat N-acetylglucosamine de I'enzyme. Il en résulte alors une accumulation de protéines
mal conformées dans la lumiere du RE suite a I'altération de la synthése, du repliement et du
transport de ces glycoprotéines dans le RE. Son mécanisme étant basé sur la biosynthese des
protéines pour exercer son action, la tunicamycine induit un stress de maniere différée et peu
intense. Malgré son activité antivirale, la tunicamycine n’a aucune application thérapeutique
compte tenu de sa toxicité importante, notamment neurologique mais aussi hépatique et

rénale, pouvant étre fatale!®,

2. Inhibition des flux calciques

La thapsigargine est également I'un des agents stresseurs du RE les plus utilisés dans
la littérature. C'est une lactone sesquiterpénique extraite de la plante méditerranéenne
Thapsia garganica. Elle est utilisée comme inducteur de stress réticulaire pour sa fonction
d’inhibiteur non-compétitif de la pompe calcique du réticulum endoplasmique SERCA
(Sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase). L'inhibition puissante et sélective de la pompe

SERCA par la thapsigargine induit une augmentation du calcium cytosolique et une déplétion
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du calcium réticulaire par le blocage de la recapture du calcium par le RE. Ceci entraine une
perturbation des chaperonnes dépendantes du calcium (telles que la calnexine) et nuit au bon
repliement des protéines qui s’accumulent dans le RE, conduisant a terme a I'apoptose. La
thapsigargine exerce un effet de maniéere assez vive et ciblée, ce qui active rapidement la voie
UPR. La thapsigargine joue également un réle inhibiteur de I'autophagie puisqu’elle empéche
la fusion des autophagosomes avec les lysosomes, représentant la derniére étape du
processus d’autophagie'®®. Les bienfaits de la plante Thapsia garganica sont utilisés dans la
médecine traditionnelle Arabe et Européenne pour le traitement des douleurs rhumatismales.
Le manque de sélectivité de la thapsigargine pour les cellules tumorales envers les cellules
saines empéche son utilisation en tant que molécule anticancéreuse.

Une prodrogue de la thapsigargine, la mipsagargine (G-202), activée uniquement dans
les cellules cancéreuses, est actuellement en études cliniques de phase 2 dans le traitement

du glioblastome, du cancer de la prostate, du cancer rénal et du carcinome hépatocellulaire®.

3. Inhibition du protéasome

Le protéasome est un complexe protéique a plusieurs sous-unités présent dans le
cytoplasme et le noyau des cellules eucaryotes. De nombreux inhibiteurs du protéasome sont
disponibles pour induire I'UPR. Certains sont approuvés en tant que médicaments
(Bortezomib, Carfilzomib, Ixazomib), d’autres sont en essais cliniques (Oprozomib,
Delanzomib, Marizomib) et d’autres sont réservés aux études précliniques (MG-132). Les
inhibiteurs du protéasome bloquent la dégradation des protéines ubiquitinylées, ce qui induit
une accumulation des protéines mal conformées dans la lumiére du RE par inhibition de leur
transport rétrograde. Ainsi, les cellules sécrétrices ayant un UPR trés actif telles que les
lymphocytes B sont tres sensibles aux inhibiteurs du protéasome et entrent rapidement en
apoptose via I'activation des genes pro-apoptotiques induits par I'UPR (ex: CHOP). C'est
pourquoi ils sont étudiés dans le traitement du cancer et sont approuvés dans le traitement
du myélome multiple?®®,

Le Bortezomib (Velcade par Millenium Pharmaceuticals et Cytomib par Venus
Remedies) est le premier inhibiteur du protéasome approuvé aux Etats-Unis en 2003 par la
FDA dans le traitement du myélome multiple. Il inhibe le site catalytique du protéasome 26S
de maniére puissante et sélective grace a son atome de bore.

Le Carfilzomib (Kyprolis par Onyx Pharmaceuticals) a également été approuvé par la
FDA en 2012 pour le traitement du myélome multiple. C'est un tétrapeptide époxycétone

inhibiteur irréversible de I'activité chymotrypsine-like du protéasome.
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4. Agents réducteurs

Le dithiothreitol (DTT) et le 2-Bmercaptoéthanol sont des agents réducteurs qui
alterent I'environnement oxydant du RE et empéchent la formation des ponts disulfures,
garants de la conformation et du transport correct des protéines sécrétées. Ce stress
réducteur induit ainsi I'UPR suite a une accumulation de protéines mal conformées dans la
lumiere du RE. Néanmoins, ce ne sont pas des inducteurs spécifiques du stress réticulaire
puisqu’ils inhibent également la formation de ponts disulfures des protéines nouvellement
synthétisées situées dans le cytosol. Le DTT, ayant un pouvoir réducteur plus important que
le 2-Bmercaptoéthanol, induit rapidement un stress réticulaire en quelques minutes. Ces deux
composés sont toxiques par contact, inhalation et ingestion car ils causent des irritations, des

troubles digestifs et peuvent étre létaux.

5. Inhibition du transport des protéines

La Brefeldine A est une lactone macrocyclique antivirale produite par le champignon
Penicillium brefeldianum. Elle inhibe le transport des protéines du RE vers le Golgi, engendrant
I’accumulation de protéines dans le RE et un stress réticulaire. Son mécanisme d’action serait
lié a une inhibition non compétitive de I'activation de ARF1 (ADP-ribosylation factor 1),

perturbant la formation des vésicules de transport COP-I a la membrane du Golgi®’.
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Tableau 8 : Principaux outils pharmacologiques permettant d’induire I'ER stress
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Inhibition de la N-acétyl
glucosamine
phosphotransférase
Accumulation de protéines
mal conformées

Inhibition de la pompe ATPase
calcique du réticulum
sarcoplasmique et
endoplasmique (SERCA)
Diminution du taux de Ca?*

a l'intérieur du RE

Inhibition du protéasome
Bloquent la dégradation des
protéines ubiquitinylées

Inhibition de la formation de
ponts disulfures des protéines
Accumulation de protéines
mal conformées

Inhibition de ARF1 ?
Empéche la formation de
vésicules de transport COP-|
des protéines du RE vers le Golgi

SERCA : Sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase, RE : réticulum endoplasmique, DTT : Dithiothréitol, ARF1 : ADP-

ribosylation factor 1)
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PARTIE 3 : LA VOIE UPR DANS LE
DEVELOPPEMENT DE LA NASH : UNE NOUVELLE
CIBLE THERAPEUTIQUE ?
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Le stress du RE et la voie UPR, initialement percus comme de simples réponses au
déreglement de I'homéostasie protéique, se sont révélés comme des voies de signalisation
clés dans le développement de diverses maladies métaboliques. Par exemple, il a été montré
que I"UPR est impliqué dans la pathogénése du diabéte de type 1'% ainsi que du diabéte de
type 216°, notamment par ses effets annexes sur le métabolisme des lipides et sur la réponse
pro-apoptotique, respectivement. Rétrospectivement, ce lien entre UPR et maladies
métaboliques semble évident puisqu’il est connu qu’une perturbation de I’homéostasie des
lipides peut induire un stress réticulaire et qu’en corollaire, la voie UPR régule le métabolisme
des lipides!’®. Compte-tenu de I'implication du foie et de son RE dans le métabolisme des
lipides et du lien évident entre lipides et NASH, il est judicieux de se questionner sur

I'implication de la voie UPR dans la pathogenése de la NASH.

I. Implication de la voie UPR dans la physiopathologie de la NASH

L'activation de la voie UPR est une caractéristique prépondérante des maladies
métaboliques, dont la NASH. La voie UPR est initialement déclenchée dans le foie en réponse
a un stress métabolique, afin de limiter les perturbations de I’homéostasie des protéines et
des lipidest’*173, Ainsi, la voie UPR permet de protéger I'unité fonctionnelle du foie, les
hépatocytes, en maintenant un réticulum endoplasmique développé et hautement productif
pour assurer la synthese des nombreuses protéines produites par le foie. Cependant, en cas
de diabéte ou d’obésité par exemple, un état de glucotoxicité, de lipotoxicité et
d’inflammation chronique peuvent s’installer ce qui active la voie UPR de maniére prolongée
et inappropriée. Cette voie initialement protectrice devient alors délétere par divers
mécanismes favorisant le développement de la stéatose. De plus, dans ce contexte, 'UPR est
également capable d’initier ou de potentialiser des réponses pro-inflammatoires ou pro-
apoptotiques qui peuvent accroitre les lésions hépatiques et favoriser I’évolution d’une
stéatose en stéatohépatite. Ainsi, il est maintenant reconnu que I'UPR joue un role

mécanistique dans le développement et/ou la progression de la NASH.

1. Voie UPR, maladies métaboliques et NAFLD

Initialement, le role crucial de la voie UPR dans le foie a été découvert en 2000, dans
une étude montrant que XBP1 est essentiel pour le développement du foie puisque des
embryons de souris déficientes en XBP1 présentent une sévere hypoplasie du foie et une

hématopoiése réduite conduisant a leur mort*2. La présence d’un stress réticulaire dans la
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NASH a été décrite pour la premiere fois dans des foies de modéles murins génétiques et
diététiques de la NASH®°. Ensuite, ces données ont été confirmées dans d’autres modéles
animaux d’obésité induisant une stéatose!’#1’5, ainsi que dans le modéle MCD, induisant une
stéatose sans obésité’®, Notamment, il a été montré qu’un régime riche en acides gras
saturés chez le rat, connu pour induire une insulinorésistance, induisait une stéatose avec une
activation de la voie UPR dans le foie'’%. De plus, une activation du facteur pro-apoptotique
CHOP et du facteur pro-inflammatoire et insulino-désensibilisant JNK a été remarquée dans
des modéles animaux de stéatohépatite!’®~78, Par la suite, une augmentation des niveaux
d’ER stress, avec une perturbation de plusieurs marqueurs de 'UPR, ont également été chez
reportés dans le foie et le tissu adipeux de patients atteints d’obésité, de NAFLD ou de
NASH7°-183 En particulier, une augmentation de la forme phosphorylée de la protéine elF2a
sans activation en aval de ATF4, GADD34 ou CHOP a été observée chez les patients atteints
d’obésité, de NAFLD ou de NASH79180 + ginsi qu’une diminution de XBP1s en corrélation avec
une activation accrue de JNK chez les patients atteints de NASH par rapport aux patients ayant
une NAFLD. Ainsi, il semblerait que le développement de la NASH soit associé spécifiquement
a l’activation de la voie JNK ainsi qu’a I'incapacité de produire XBP1s'7°, De plus, il a été montré
qgu’un défaut d’autophagie chez les personnes obeses était responsable de cette activation de

I’'UPR et du déréglement de la signalisation a I'insuline®®*

, alors qu’une perte de poids chez des
individus obéses permet au contraire de diminuer I'état de stress réticulaire®, En outre, une
étude a montré que les taux de BiP étaient diminués dans le sérum et le foie des patients
atteints de NASH en comparaison aux patients atteints d’une simple stéatose, révélant un état

185 Ainsi, 'ER stress semblerait conduire a I'activation de différentes

d’ER stress accru
réponses intracellulaires pouvant initier ou exacerber 'insulinorésistance, I'inflammation, et
méme dans certains cas aboutir a la mort hépatocytaire et a la |ésion tissulaire, qui sont des
mécanismes largement impliqués dans la pathogenése de la NAFLD.

Cependant, malgré I'accumulation de données sur I'ER stress dans la NAFLD, les

mécanismes moléculaires de la contribution de I’'UPR dans la pathogenese de la NAFLD ne

sont pas encore completement élucidés.

2. Stress du RE et métabolisme hépatique des lipides

Une accumulation de données montre que la voie UPR, en dehors de sa fonction
classique dans le maintien de ’lhoméostasie des protéines, joue un réle prépondérant au
niveau du métabolisme hépatique des lipides. Il est reconnu depuis plusieurs années que

I"accumulation hépatique de lipides, et en particulier d’acides gras saturés, est une cause
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d’induction de I'ER stress'69174186,187 Egalement, de nombreuses études indiquent que I'ER
stress perturbe le métabolisme hépatique des lipides et peut favoriser cette accumulation de
lipides hépatiques en retour!4%188-191 De cette maniére, 'accumulation hépatique de lipides
pouvant autant étre une cause et une conséquence de I'ER stress, un cercle vicieux d’auto-
induction favorise le développement de la stéatose hépatique. Cependant, en corrélation avec
sa fonction primaire d’adaptation des cellules au stress, 'UPR est également essentiel pour
limiter 'accumulation de lipides hépatiques en réponse a un stress lipotoxique!9+1%2,

Ainsi, le réle délétére ou bénéfique de I'activation de I'UPR dans le contexte de
I’'accumulation hépatique de lipides est encore actuellement controversé. La balance entre les
effets bénéfiques ou déléteres de I'activation de I'UPR sur le métabolisme hépatique des
lipides semble dépendre des conditions métaboliques, et donc des conditions de réponse au
stress réticulaire. En effet, une réponse retardée ou insuffisante a un stress réticulaire peut
amener a la conversion des mécanismes physiologiques de la réponse UPR en des
conséquences pathologiques, telles que [I'accumulation de lipides mais aussi
I'insulinorésistance, l'inflammation et I'apoptose, qui jouent un role important dans la

pathogenese et la progression de la NASH.

a. Le stress réticulaire peut empécher I'accumulation hépatigue de lipides

Certaines données de la littérature montrent que |'activation de la voie UPR, et en
particulier la voie la plus conservée, IRE1, peut permettre de protéger le foie contre le
développement d’une stéatose hépatique dans différents contextes de stress réticulaire. En
effet, il a été montré qu’IRE1la est nécessaire pour maintenir I’homéostasie lipidique du foie,
en empéchant I'accumulation de lipides et en maintenant la sécrétion de lipoprotéines en cas
de stress réticulaire. Ce mécanisme serait lié a son activité endoribonucléase (RIDD)
permettant la régulation de I’'oxydation des acides gras et la lipolyse des triglycérides. De plus,
des souris présentant une délétion hépato-spécifique d’IREla ont une stéatose hépatique
exacerbée et développent une NASH profonde, une intolérance au glucose et une résistance
a l'insuline a la suite d’un régime gras®®3. Des études de la littérature ont montré que cette
voie protectrice de 'UPR contre la stéatose médiée par IRE1la était perturbée dans le foie des
patients atteints de NASH ou dans des modéles animaux obeéses, et pourrait étre expliquée
par un phénoméne de S-nitrosylation d’IREla, supprimant son activité RNAse?31%4, De plus,
XBP1s joue également un réle protecteur puisqu’il contréle la lipogenése hépatique en

régulant les taux de cholestérol et triglycérides'’2.
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b. Le stress réticulaire ou une perturbation de I'UPR adaptatif peut

favoriser I'accumulation hépatique de lipides

Le stress du RE peut favoriser le développement de pathologies hépatiques liées a
I'accumulation de lipides telles que la NAFLD. En effet, il a été montré que la présence d’un
stress réticulaire chronique induit une accumulation de lipides dans les hépatocytes
notamment en stimulant les voie de synthése et en inhibant les voies de dégradation et
d’export des acides gras.

L'implication des trois branches de la voie UPR dans le métabolisme des lipides
hépatiques a été étudiée dans de nombreux modeles animaux de stress réticulaire ayant subi
des ablations génétiques de ces éléments de 'UPR, montrant que la perturbation de I'une de
ces branches, ou de BiP, a un impact sur I'accumulation hépatique de lipidest®11%,
Notamment, la voie IRE1 joue un roéle trés important dans le métabolisme des lipides
puisqu’une délétion spécifique d’IRE1 dans le foie conduit a une stéatose modeste chez la
souris, qui devient profonde en cas d’induction de stress réticulaire pharmacologique ou par
un régime lipogénique. Au contraire, les souris avec une délétion spécifique de XBP1s dans le
foie sont protégées contre le développement d’une stéatose profonde en réponse a un régime
lipogénique. De plus, I'ablation génétique d’ATF6a exacerbe le développement de la stéatose
hépatique en réponse a un stress réticulaire induit pharmacologiquement chez la souris via
une augmentation du taux de triglycérides et des gouttelettes lipidiques dans le foie'4%, De
méme, la délétion en elF2a dans le foie exacerbe la stéatose hépatique suite a un stress
réticulaire induit par la tunicamycine. En outre, la surexpression de GADD34 (provoquant
I'inactivation d’elF2a) protége contre la stéatose induite par un régime gras (HFD), et ce méme
effet est obtenu avec la surexpression d’une phosphatase d’elF2a'®. De méme, des souris
portant une délétion hétérozygote d’ATF4 sont protégées contre la stéatose hépatique induite
par un régime'®. Enfin, la surexpression de BiP dans le foie de souris ob/ob entraine une
protection contre la stéatose hépatique®°.

Ces données suggerent que la perturbation de n’importe quelle branche de 'UPR peut
avoir des conséquences variables, parfois méme au sein de la méme branche, sur
I’accumulation de lipides hépatiques en cas de stress réticulaire, ce qui montre I'importance
critique de I'UPR dans le développement de la stéatose hépatique. Cependant, les
mécanismes moléculaires par lesquels I"UPR favorise le développement d’une stéatose
hépatique ne sont pas encore complétement élucidés, et apparaissent multifactoriels. Au

cours des derniéres années, il a été montré que la voie UPR pouvait impacter tous les
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mécanismes majeurs de I'accumulation hépatique de lipides : lipogenese de novo, synthése
des triglycérides, oxydation des acides gras, sécrétion des VLDL, clairance des lipides par

autophagie et lipolyse périphérique®” (Figure 31).
i. Stress réticulaire et lipogenese de novo

La plupart des nombreuses études récentes concernant le lien entre ER stress et
lipogenese de novo s’accordent sur le fait qu’un stress réticulaire pharmacologique induit une
augmentation de la lipogenése de novo hépatique'®®. Le mécanisme le plus communément
identifié par lequel I'ER stress augmente la lipogenése de novo est via la régulation de SREBP-
1c (Sterol regulatory element binding protein 1c), le régulateur majeur de la synthese
hépatique de lipides. En condition basale, ce facteur de transcription est localisé a la
membrane de RE dans un complexe avec SCAP (SREBP cleavage-activating protein) et INSIG1
(Insulin induced gene 1) et libéré de ce complexe sous |'action de I'insuline afin d’étre clivé au
golgi pour activer de nombreux genes de la lipogenése apres translocation dans le noyau. Il
semblerait que le stress réticulaire régule SREBP-1c au niveau transcriptionnel et post-
traductionnel'’?1% Un ER stress pharmacologique favorise le clivage protéolytique de SREBP-
1c et la surexpression de BiP dans des souris obeses empéche ce clivage et ainsi supprime la
lipogenése de novo, réduisant la stéatose hépatique'®. Cette augmentation du clivage de
SREBP-1c par le stress RE pourrait étre expliquée en partie par une augmentation de la
dégradation de INSIG1 via la voie ERAD%, ainsi que par la diminution de la synthése de INSIG
par I'arrét de la traduction dépendante d’elF2a2%. De plus, il a été montré que XBP1s était
capable d’induire directement la transcription de SREBP-1c.

Par ailleurs, XBP1 joue un role majeur dans le métabolisme des lipides puisqu’il est
également capable d’activer d’autres génes de la lipogenese tels que FAS (Fatty acid synthase),
ACC (Acetyl CoA Carboxylase) et SCD1 (Stearoyl-CoA desaturase 1) de maniere indépendante
de SREBP-1c'’2. En outre, en réponse a un ER stress la voie PERK active les protéines c/EBP
(CCAAT-enhancer-binding protein) a et c/EBPB, des régulateurs transcriptionnels de la
lipogenése hépatique, notamment via I’activation de PPARy*°. Nrf2, une cible de PERK semble
également réguler I'expression de genes de la lipogenése puisque sa délétion chez la souris
résulte en la suppression de I'expression des génes FAS, SREBP-1c et SCD1, conférant une
protection contre la stéatose hépatique, qui pourrait étre médiée par l'inhibition de la
lipogenése hépatique dépendante de LXRa?°202, D’autre part, I'ER stress est également

responsable du clivage protéolytique de CREBH (cAMP responsive element binding protein H),
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localisé initialement a la membrane du RE et activé de la méme maniére qu’ATF6 au niveau
du golgi. Or une perturbation de I'activité CREBH favorise la stéatose hépatique induite par un
régime chez la souris en partie via une augmentation de la lipogenése de novo?%3,
Cependant, il est a noter que certaines études récentes ont également montré que I'ER
stress pouvait diminuer la lipogenése hépatique?®*. Ainsi, il est important de tenir compte que
les effets de I'ER stress sont particulierement dépendants des conditions expérimentales
utilisées et que la voie UPR peut avoir des conséquences variables, voire opposées en fonction

du degré et de la durée du stress réticulaire.
ii. Stress réticulaire et synthese des triglycérides

En plus de son role dans la régulation de la lipogenése de novo, I'ER stress serait
également capable d’induire la formation de triglycérides a partir des acides gras libres. Une
enzyme catalysant la derniere étape de la synthese des triglycérides, DGAT2 (Diacylglycerol
acyl-transferase 2), est régulée par I'ER stress de nombreuses manieres. DGAT2 est une cible

172 ot c’est un

pour la dégradation par la voie ERAD?%>, sa transcription est activée par XBP1s
substrat de la voie RIDDY’3, ce qui montre que sa régulation peut également étre
indépendamment de XBP1. En cas de stress réticulaire, la suppression de DGAT2 par I'un de
ces mécanismes inhibe la production hépatique de triglycérides. Alors que ceci pourrait
sembler bénéfique pour empécher la stéatose, la suppression de DGAT2 peut également
engendrer une accumulation de précurseurs lipidiques toxiques qui aggravent I'atteinte
hépatique. Ainsi, il a été montré qu’un KO de DGAT2 chez la souris obese atteinte de NASH

protege contre le développement d’une stéatose mais en dépit d’'une augmentation des

lésions hépatiques liées a la lipotoxicité2®.
jii. Stress réticulaire et sécrétion des VLDL

Le RE est le site majeur de I'assemblage des VLDL (Very low density lipoprotein), c’est
pourquoi il est indéniable qu’une perturbation de ’lhoméostasie du RE puisse conduire a un
déreglement de I'assemblage et de la sécrétion des VLDL. Dailleurs, I'inhibition de la sécrétion
des VLDL est considérée comme 'un des mécanismes majeurs par lequel I'ER stress favorise
la stéatose hépatique??’. En outre, la NASH est associée a une nette diminution de la synthése
hépatique de I’ApoB100, qui représente I'étape limitante de I’export des lipides hépatiques?®.
Or, il est reconnu qu’un stress réticulaire pharmacologique perturbe la production d’ApoB100

et ainsi la sécrétion des VLDL12%°, De méme, un ER stress induit par des acides gras inhibe
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I'assemblage et la sécrétion des VLDL, notamment suite a I'arrét de la traduction induit par
I'activation de la voie PERK et la dégradation de I’ApoB100 par la voie ERAD, ce qui peut
aggraver la stéatose??”21°_ || semblerait que la voie ATF6 soit particulierement impliquée dans
cette régulation de I'assemblage et de la sécrétion des VLDL puisque des souris ATF6a’"
soumises a de la tunicamycine ont une stéatose hépatique augmentée, associée a une
diminution des niveaux protéiques en ApoB100 ainsi qu’a une sécrétion des VLDL
perturbéel?®191 De plus, I'activation de la voie IRE1 joue également un réle dans la sécrétion
des VLDL car des souris portant une délétion hépato-spécifique pour IRE1a ont une altération
de l'assemblage des VLDL attribuable a une diminution de I'expression de la protéine
chaperonne PDI, responsable d’une diminution de I'activité MTP (Microsomal triglyceride-
transfer protein)'’*. En outre, I'ER stress peut également impacter la captation des VLDL
puisque |'activation de la voie PERK-ATF4 par la tunicamycine induit I'expression de VLDLR,
alors que la suppression de I'expression de VLDLR protége contre la stéatose hépatique

induite par la tunicamycine?*®,

iv. Stress réticulaire et béta-oxydation des acides gras

Le RE ayant des interactions importantes avec les mitochondries via les MAMs
(Mitochondrial-associated ER membranes), il est évident que I'ER stress puisse étre associé a
une altération de la B-oxydation des acides gras par la mitochondrie. D’ailleurs, I'ER stress et
I’'obésité sont tous deux associés a une augmentation du nombre de MAMs, ce qui fait le lien
entre la dysfonction mitochondriale et I'ER stress dans le contexte d’une surcharge en
lipides?’?. De récentes données ont montré que la perturbation de la B-oxydation
mitochondriale des acides gras pourrait étre principalement médié par ATF6a. En effet, lors
d’un ER stress pharmacologique, la transcription du régulateur transcriptionnel majeur de la
B-oxydation PPARa est diminuée, et ceci est amplifié chez des souris déficientes pour
ATF6a?'3. De plus, une interaction physique entre ATF6a et PPARa a été démontrée,
augmentant ['activité transcriptionnelle de ce dernier et favorisant la [-oxydation
hépatique?'*. Une autre protéine de stress, CPEB4 (Cytoplasmic poly-adenylation element-
binding 4), pourrait jouer un réle dans la stéatose hépatique via la modulation de la fonction
mitochondriale. En effet, une déficience en CPEB4 entraine une aggravation de la stéatose
hépatique induite par un régime gras en lien avec une altération de la [B-oxydation

mitochondriale?'®. Enfin, I’aggravation de la stéatose observée chez des souris déficientes en
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CREBH, qui a précédemment été décrite comme résultant d‘une augmentation lipogenese de

novo, serait également liée en partie a un défaut de B-oxydation des acides gras?°3.
v. Stress réticulaire et autophagie

L'autophagie, une dégradation lysosomale des organelles ou protéines endommagées,
permet de générer de I'énergie tout en favorisant la survie cellulaire. Une altération de la
lipophagie, un processus permettant la clairance des lipides hépatiques, pourrait contribuer
au développement de la stéatose hépatique?!®. Des biopsies hépatiques de patients atteints
de NASH présentent des niveaux de P62 élevés, suggérant un défaut d’autophagie?’. De plus,
un ER stress chronique est associé a une induction du processus d’autophagie et une
corrélation entre I'ER stress et I'accumulation d’autophagosomes a été observée dans un
modéle murin de NAFLD48217 || est connu que les branches IRE1la et PERK de I"UPR sont
impliquées dans linduction de l'autophagie en réponse a un stress réticulaire. Cette
autophagie en lien avec I'ER stress est défectueuse dans des cellules déficientes en IRE1a ou
traitées avec un inhibiteur de JNK, ce qui signifie que I'activation de JNK par IREla est
nécessaire a I'induction de I'autophagie en cas d’ER stress!*®. De plus, XBP1s a également été
identifi¢ comme activateur transcriptionnel de Beclin-1, un initiateur du phénomeéne
d’autophagie?!®. Enfin, ATF4 joue également un réle dans l'autophagie en activant la

transcription de médiateurs clés tels que Atg7, Atg10 et Atg52%°.
vi. Stress réticulaire et lipolyse périphérique

Il est maintenant largement reconnu que la majorité des triglycérides hépatiques chez
les patients atteints de NAFLD proviennent des acides gras libres libérés par le tissu adipeux
lors de la lipolyse?!. Cette lipolyse pourrait donc &tre une cause majeure de stéatose
hépatique. Dans un modele de stress réticulaire chez la souris, il a été montré que la
tunicamycine induit une anorexie entrainant une augmentation de la lipolyse du tissu adipeux,
sans pour autant induire de stress réticulaire dans ce tissu, ce qui indique que la lipolyse serait
secondaire a I"anorexie?!3. D’autres études ont montré que CREBH favorise une stéatose
hépatique a la suite d’un ER stress, non seulement par une augmentation de la lipogenése et
une diminution de la B-oxydation, mais également en partie par une modulation de la
lipolyse?%3. Des souris déficientes en CREBH ont d’ailleurs une fonction de lipolyse des

triglycérides plasmatiques altérée??°.
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Figure 31 : Principaux mécanismes par lesquels I’ER stress induit I'accumulation de lipides hépatiques
D’apres Henkel AS, Semin. Liver Dis. 2018 Nov,;38(4):320-332

c. L'accumulation de lipides hépatiqgues induit un stress réticulaire

Le lien entre métabolisme des lipides et I'ER stress est bidirectionnel. Alors que
I'activation des voies de I'ER stress peut favoriser la lipogenése et altérer le métabolisme des
lipides, les lipides eux-mémes et un métabolisme altéré de ceux-ci peut également causer un
ER stress. Il est connu depuis plus de 10 ans que la surcharge en lipides hépatiques est une
cause d’induction d’ER stress'6%174186 En conséquence, I'activation de la voie UPR par les
lipides hépatiques eux-mémes peut contribuer a la pathogenése de I'obésité morbide??. De
plus, la mort des cellules hépatiques induite par les acides gras semble étre un élément
critique dans la progression de la NASH??2. Cependant, les mécanismes sous-jacents de
I'activation de I'UPR par les lipides et leurs conséquences physiopathologiques ne sont pas
encore clairement établis.

Les acides gras saturés, et en particulier ceux a longue chaine (palmitate, stéarate),
activent intensément la voie UPR dans le foie>%174186 |’exceés de cholestérol intracellulaire
induit également un ER stress hépatique??3. Il semblerait que les acides gras saturés et le
cholestérol agissent de maniére synergique pour favoriser 'ER stress dans le foie'®’. A
I'inverse, les acides gras insaturés semblent avoir un effet protecteur puisqu’il a été montré
gu’une courte exposition aux acides gras insaturés, tels que |'oléate, pouvait atténuer I'ER
stress dans le cas d’un excés de palmitate ou de cholestérol??4-226, Par ailleurs, I’ablation

génétique ou l'inhibition pharmacologique de SCD-1 (Stearoyl-Coenzyme A desaturase 1), une
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enzyme clé dans la conversion des acides gras saturés en acides gras insaturés, induit un ER
stress en augmentant le taux d’acides gras insaturés dans les phospholipides
membranaires??”:228, De plus, I'effet potentiellement bénéfique des acides gras insaturés en
comparaison aux acides gras saturés sur la stéatose pourrait s’expliquer par un stockage plus
efficace des acides gras sous forme de triglycérides neutres??>:22%:230,

Vraisemblablement, le mécanisme majeur de I'activation de 'UPR par I'accumulation
de lipides hépatiques est lié a 'altération de la fluidité de la membrane réticulaire et la
perturbation de I'homéostasie calcique. En effet, en comparaison aux autres organelles, la
membrane du RE est trés fine et trés fluide, caractérisée par une faible quantité de
cholestérol. Ainsi, un changement de sa composition en lipides peut modifier ses propriétés
biophysiques et le comportement de ses peptides transmembranaires. D’ailleurs, il a été
observé que des souris obéses ont un ratio supérieur de phosphatidylcholine (PC) par rapport
a la phosphatidyléthanolamine (PE) dans la membrane de leur RE en comparaison aux souris
non obeses. Ce taux élevé de PC altére la fluidité de la membrane réticulaire ce qui inhibe
I'activité de la pompe calcique ATPase SERCA, ce qui perturbe I'homéostasie calcique
nécessaire au bon fonctionnement du RE et est a 'origine de I'activation de 'UPR%3L, De plus,
cette étude a montré que dans le foie de souris obeses, I'incorporation dans la membrane du
RE des lipides saturés issus de la lipogenése de novo était favorisée par rapport a celle des
lipides insaturés issus de I'alimentation?3l. De méme, il a été observé qu’une surcharge en
cholestérol perturbe la structure de la membrane du RE et inhibe I’activité de SERCA, activant
la réponse UPR7232 || a récemment été montré que la réduction de la fluidité de la
membrane pourrait étre en partie liée a la protéine THEM2 (Thioesterase superfamily member
2) qui, en réponse a une surcharge hépatique en lipides, favorise I'incorporation d’acides gras
saturés dans les phospholipides de la membrane réticulaire, réduisant la fluidité
membranaire, augmentant I'efflux de calcium réticulaire et activant les voies d’ER stress?33,
De plus, la perturbation de la composition de la membrane lipidique du RE peut directement
activer les voies IRE1 et PERK, indépendamment de I'accumulation de protéines mal
conformées, en favorisant la dimérisation de leurs domaines transmembranaires suite a une
modification des propriétés biophysiques de la membrane??!. D’ailleurs, des mutants d’IRE1a
et de PERK ayant perdu leur domaine luminal capteur de stress réticulaire conservent leur

réponse face a une altération de la saturation de la membrane lipidique®*! (Figure 32).
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Figure 32 : Mécanisme proposé pour l'activation des senseurs de stress IRE1 et XBP1 par une
altération de la composition lipidique de la membrane du RE

La modification de la composition de la bicouche lipidique peut perturber le repliement des protéines
ce qui active les senseurs de I"'UPR via leurs domaines luminaux (a gauche). Ce phénomeéne peut
également activer les senseurs de I'UPR indépendamment de I'accumulation de protéines mal
conformées puisque des mutants de IRE1 et PERK ayant perdu leur domaine luminal peuvent étre
activés directement par les lipides via un changement des propriétés physiques de la membrane,
favorisant leur dimérisation (a droite). D’aprés Volmer & Ron, Curr Opin Cell Biol. 2015 Apr;33:67-73

Il a également été montré que I'hyperlipidémie, présente notamment en cas d’obésité
ou de syndrome métabolique, induit un stress réticulaire au niveau de I’'hypothalamus dans le
cerveau, provoquant une résistance a la leptine et une activation de la voie UPR dans les
hépatocytes?34.

Ainsi, I'ER stress hépatique pouvant promouvoir la lipogenése de novo, et les lipides
nouvellement synthétisés pouvant activer I'ER stress, ces phénomenes peuvent concourir a
une hyperactivation et une exacerbation de la réponse au stress réticulaire, créant un cercle

vicieux aboutissant a terme a des conséquences délétéres pour le tissu hépatique.

3. Stress du RE, métabolisme du glucose et insulinorésistance

Outre le métabolisme des lipides, il a également été suggéré que le stress réticulaire
et la voie UPR sont également impliqués dans le métabolisme hépatique du glucose.
Cependant, les effets directs de I'ER stress sur la néoglucogenése hépatique sont encore peu
élucidés. De plus, I'ER stress pourrait participer aux mécanismes de développement de
I'insulinorésistance présente dans les pathologies en lien avec la NASH telles que le diabete
de type 2 et le syndrome métabolique.

La néoglucogeneése est réalisée principalement par le foie par les enzymes PEPCK et
G6Pase, sous le contréle transcriptionnel de divers facteurs de transcription et co-facteurs tels
que CREB (Cyclic AMP-responsive element-binding protein) et FoxO1 (Forkhead box protein
01).
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D’une part, les éléments de la réponse UPR en eux-mémes semblent participer a la
régulation de la néoglucogenése hépatique. En effet, il a été montré que le facteur de
transcription XBP1s interagit avec FoxO1, ce qui le dirige vers la dégradation par le protéasome
et empéche ainsi I'expression de PEPCK et G6Pase et inhibe la production hépatique de
glucose?®, En revanche, PGCla (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha), qui est surexprimé en cas d’obésité et de diabéte et promeut la
néoglucogenése via I'activation de FoxO1, interagit également avec XBP1s ce qui empéche
I’action de ce dernier dans l'inhibition de la néoglucogenése?®. De plus, la voie ATF6 diminue
également la néoglucogenése puisque ATF6 perturbe l'interaction entre CREB et son co-
activateur CRTC2 (CREB regulated transcription coactivator 2), en se liant et séquestrant ce
dernier, ce qui diminue |'occupation de CRTC2 sur le promoteur des génes de la
néoglucogenése?®’. En outre, CREBH, un facteur de transcription lié a la membrane du RE et
activé de la méme maniére que ATF6 lors de l'induction de I'UPR, favorise également Ia
transcription des génes PEPCK et G6Pase d’une maniére dépendante de CRTC2, tel CREB238,
Enfin, la voie PERK est également impliquée dans la régulation de la néoglucogenése puisqu’il
a été montré que ATF4 pouvait favoriser la néoglucogenése via une régulation de |'activité
transcriptionnelle de Fox012%.

D’autre part, le stress réticulaire dans les hépatocytes pourrait perturber la
signalisation a I'insuline et ainsi participer au développement de l'insulinorésistance.

En effet, le mécanisme majeur de cette régulation est médié par la voie IRE1, ou lors
d’un stress réticulaire, IRE1 est capable de recruter TRAF2 ce qui active la kinase ASK1 pour
phosphoryler JNK et ainsi activer ce dernier. En conséquence, une hyperactivation de la voie
JNK est responsable de la phosphorylation de IRS1 (/nsulin receptor substrate 1) sur des résidus
sérine a la place de résidus tyrosine ayant pour conséquence I'inhibition de la signalisation de
Iinsuline?4°. De plus, I'ER stress via la voie PERK/ATF4/CHOP induit une augmentation de TRB3,
qui se lie et inhibe I'activation d’Akt/PKB (Protéine kinase B) par l'insuline dans le foie et
perturbe ainsi la signalisation a I'insuline?*. Enfin, une étude réalisée sur des biopsies de foie
de 37 patients obéses non-diabétiques a trouvé une corrélation entre certains marqueurs de
I’ER stress et le HOMA-IR, une méthode de quantification de la résistance a I'insuline. En effet,
la phosphorylation de elF2a et I'expression de la protéine CHOP étaient augmentés avec
I’aggravation de I'insulinorésistance et au contraire le clivage d’ATF6 avait tendance a étre
diminué en relation avec ’'THOMA-IR. Cependant, il n’y avait une corrélation significative entre

le HOMA-IR et I'expression des autres facteurs de I'ER stress tels que XBP1ls et la
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phosphorylation de JNK dont I'implication est pourtant plus souvent démontrée dans les

modeéles animaux d’insulinorésistance?*2.

4. Stress du RE et inflammation

Environ 10 a 20% des patients atteints de NAFLD développent a terme une
inflammation et une fibrose, correspondant au phénotype de la NASH. Dans les pathologies
associées a la NAFLD telles que I'obésité et le diabéte, la présence d’une inflammation a bas
bruit active les récepteurs TLR (Toll-like receptors) de I'immunité innée et la production de
cytokines pro-inflammatoires. Par ailleurs, I'UPR pourrait jouer un réle dans les lésions
lipotoxiques qui différencient la NASH de la simple stéatose hépatique. Ainsi, I'ER stress et
I'inflammation semblent se combiner pour potentialiser la progression de la stéatose vers la
NASH!%7. C’est pourquoi I'ER stress et ses signalisations connexes émergent comme des voies
centrales dans la régulation des caractéristiques clés de la NASH. De nombreuses voies de
signalisation sont communes entre I'ER stress et I'inflammation, telles que la production de
ROS, I'activation des facteurs de transcription NFkB et JNK, et la réponse aigué de la réaction
inflammatoire?8?,

Les stimulis pro-inflammatoires tels que les ROS ou les ligands des TLR engendrent un
stress réticulaire et activent la voie UPR. IRE1la pourrait méme étre activé par la signalisation
TLR sans qu’il n’y ait de stress du RE détectable?*3. Le repliement des protéines dans le RE est
également lié a la génération de ROS et d’un stress oxydatif, pouvant initier ou amplifier une
réponse inflammatoire?*. Or, la voie PERK peut activer une réponse anti-oxydante pour
empécher I'accumulation de ROS en réponse a I'ER stress via la phosphorylation de Nrf2, qui
active la transcription d’un ensemble de protéines anti-oxydantes. D’ailleurs, la délétion de
Nrf2 résulte en un développement rapide de la NASH chez des souris sous régime MCD ou
high-fat**>?4¢_ De plus, des activateurs de Nrf2 peuvent atténuer |'atteinte hépatique médiée
par le stress oxydatif dans des modéles diététiques de la NASH?#7:248,

L’activation de NFkB et JNK est également impliquée dans l'inflammation induite en
réponse a I'ER stress. L'interaction d’IRE1a avec TRAF2 active JNK, ce qui induit la synthese de
cytokines pro-inflammatoires via une augmentation de I'activité du facteur de transcription
AP-1%2%° Les récentes données obtenues laissent a penser que les effets de I’activation de la
voie IREla sur les voies métaboliques pourraient étre pratiquement indépendants de
I’activation de XBP1s et seraient plutét liés a I’activation de JNK et/ou de la voie RIDD. Ceci
pourrait expliquer le contraste phénotypique entre les souris portant une délétion

hépatospécifique d’IRE1a et de XBP1s, ol la stéatose hépatique est respectivement amplifiée
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ou diminuée en réponse a un stress RE ou un régime lipogénique. En effet, contrairement a
une déficience hépatique en IREla, les souris déficientes en XBP1s ont une hyperactivation
d’IREla en association avec une hyperactivation de JNK, en lien avec un dommage hépatique
accru en cas de stress réticulaire?®®. Ainsi, JNK favorisant I'atteinte hépatique et XBP1s
semblant jouer un réle protecteur lors d’un stress réticulaire, I'activation relative de ces deux
cibles d’'IREla semble étre d’'une importance critique dans la pathogenése de la NASH. En
outre, il a été identifié qu’une NASH en évolution pouvait se distinguer de maniere fiable d’une
simple stéatose par la présence d’une activation préférentielle de JNK en combinaison avec
une suppression de production de XBP1s'7°,

D’autre part, un ER stress prolongé peut également activer NFkB via les branches IRE1,
PERK et ATF6 de I'UPR, notamment via la régulation de son inhibiteur IkB?>72>3, De plus, le
facteur pro-apoptotique CHOP joue un réle important dans la lipotoxicité via I'activation de la
voie NFkB dans les cellules hépatiques???2. CHOP active I'inflammasome NLRP3 (NOD-like
receptor family, pyrin domain containing 3), un complexe multiprotéique responsable de Ia
production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B notamment) via I’activation de la caspase
1. Des biopsies hépatiques de patients NASH ont montré une expression de CHOP accrue en
corrélation avec induction des marqueurs de l'inflammasome (caspase 4, caspase 1 et IL-1b)
en comparaison avec des patients sans NAFLD ou avec une simple stéatose. Ces marqueurs
d’ER stress et d’inflammation étaient également corrélés avec le NAFLD activity score et le
niveau de lésions hépatiques?>*. Bien que I’activation de NFkB est liée a la NASH dans des
modeéles diététiques (MCD) de stéatohépatite?>, le lien entre I'activation de NFkB et de JNK
médiés par I'ER stress et la physiopathologie de la NAFLD reste confus pour I'instant.

L’ER stress peut également activer CREBH dans le foie via une protéolyse similaire a
celle d’ATF6. Lors d’un stress du RE dans les hépatocytes, ce facteur de transcription peut
former des homo- ou hétéro-dimeres avec ATF6 pour induire I'expression de facteurs
précoces de l'inflammation, tels que ceux codant pour la protéine C réactive (CRP) et le
composant amyloide P sérique (SAP), qui amplifient I'inflammation a leur tour?®. De plus,
I’expression de CREBH est elle-méme induite par les cytokines pro-inflammatoires telles que
le TNFa et I'IlL-6 ou encore le LPS?%, qui contribuent également au maintien d’un état

inflammatoire lors de I'ER stress.
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II. LER stress et la voie UPR comme cible thérapeutique dans le traitement de
la NASH

L'un des obstacles majeurs au développement de traitements pharmacologiques pour
la NASH est le fait que la pathogenése n’est pas encore complétement élucidée.

Cependant, sachant que I'ER stress et la voie UPR font partie des divers mécanismes
impliqués dans la physiopathologie de la NASH, et plus largement des maladies métaboliques,
des nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant la voie UPR ont été envisagées afin
d’empécher ou de freiner le développement de ces pathologies. Ainsi, les recherches se sont
intéressées au développement d’approches thérapeutiques basées sur la modulation des
différents effecteurs de la voie UPR en les ciblant de maniére spécifique, ou sur I'ajout de
protéines chaperonnes chimiques qui facilitent le repliement des protéines.

Ces derniéres années, de nombreuses petites molécules chimiques ayant une activité
modulatrice sur les effecteurs des différentes voies de I'UPR ont été découvertes. Ces
molécules ont montré des effets bénéfiques prometteurs dans diverses pathologies
humaines, notamment dans le domaine de la cancérologie, mais trés peu ont été évaluées
dans le cadre des maladies métaboliques ou de la NASH. Ainsi, cette partie présentera dans
un premier temps les différentes molécules développées afin de cibler spécifiquement la voie
UPR, souvent découvertes par screening, mais dont I'efficacité n’a pas forcément été testée
dans la NASH ; ainsi que dans un second temps les stratégies thérapeutiques ayant une

efficacité dans la NASH en partie liée a une action modulatrice de I'ER stress.

1. Agents ciblant directement I’'UPR avec une efficacité non prouvée dans la
NASH

L’ER stress et I'activation de la voie UPR étant induits a la suite de divers stimuli et
impliqués dans de nombreuses réponses cellulaires, la voie UPR a fait I'objet de plusieurs
programmes de recherche visant a développer des outils pharmacologiques modulateurs des
différents effecteurs de cette voie. Ainsi, de nombreux modulateurs ont été découverts ces
derniéres années, notamment grace a des méthodes de criblage a haut débit (screening), ainsi
que grace a la découverte de la structure cristallographique de IRE1 et PERK. La plupart de ces
composés ont été testés dans des stratégies thérapeutiques de lutte contre le cancer tels que
le myélome multiple (MM), mais ils pourraient également étre envisageables ici dans le cas
du carcinome hépatocellulaire (HCC). En effet, un réle de I'ER stress et de la signalisation UPR

a été suggéré dans le cancer, puisque les cellules cancéreuses peuvent exploiter cette voie
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afin de résister a l'apoptose et proliférer tout en satisfaisant la demande métabolique majeure
nécessaire a leur transformation?>’. Ces différentes molécules seront présentées en fonction

de la branche UPR ciblée dans les tableaux 9, 10, 11 et 12.

a. Modulateurs de la voie IRE1

La modulation pharmacologique de la voie IRE1 a été largement explorée comme
stratégie thérapeutique dans de nombreuses pathologies telles que le cancer, les maladies
neurodégénératives et les maladies métaboliques. Concernant les maladies métaboliques, qui
sont en lien avec la NASH, il a été démontré que I"hyperactivation d’IRE1 était délétere. En
effet, dans ce contexte d’ER stress chronique, les activités kinases et RIDD d’IRE1 sont
suractivées par un haut niveau d’oligomérisation, entrainant une perte de spécificité du
domaine RNAse envers XBP1 et le clivage de nombreux ARNm et micro-ARNm, ainsi qu’au
recrutement et a I'activation de différents facteurs de I'« UPRosome » tels que JNK et NFkB.
Ceci conduit alors aux conséquences pathologiques de I’activation de I'UPR terminal:
insulinorésistance, inflammation et apoptose (Figure 33). Ainsi, ces données font de cette
protéine trés conservée une cible attractive dans les maladies métaboliques'’3. Cependant,
étant donné que I'épissage de XBP1 est tout de méme nécessaire a la réponse adaptative dans
de nombreuses cellules, y compris les hépatocytes, |'utilisation de tels inhibiteurs in vivo peut

étre limitée compte-tenu des effets indésirables qu’ils pourraient engendrer.
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Figure 33 : Différences de réponses entre I'UPR adaptatif en cas d'ER stress modéré et I'UPR terminal
en cas d'ER stress chronique. Adapté de Medinas DB et al., Front Mol Neurosci. 5;10:216 (2017)

Marine Andres | Université de Lille Page 105 sur 138



Les composés qui ciblent IRE1 (Tableau 9) agissent principalement sur I'une de ses
deux fonctions impliquées dans la réponse UPR : son activité d’endoribonucléase (ou RNAse)
permettant I'épissage de XBP1, et/ou son activité kinase en liant le domaine de liaison de I'’ATP
(Figure 34). La plupart d’entre eux ont été découverts dans des campagnes de criblage a haut
débit in vitro, notamment grace a 'utilisation de systémes rapporteurs a la luciférase couplés
au géne de XBP1 ou des tests de fluorescence dépendante de I'activité RNAse d’IRE1 sur un

substrat XBP1 fluorescent apres clivage?2.
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Figure 34 : Différentes approches pharmacologiques dans la modulation de la voie IRE1.
Adapté de Medinas DB et al., Front Mol Neurosci. 5;10:216 (2017)

i. Inhibiteurs du domaine RNase d’IRE1a : 4u8c, STF-083010, MKC-3946

et toyocamycine

De nombreux inhibiteurs de I'activité endoribonucléase d’IRE1 ont été découverts. lls
permettent I'inhibition de I'épissage de I’ARNm de XBP1, ainsi que I'inhibition de la fonction
RIDD dégradant divers ARNm et micro-ARN, sans affecter I'activité kinase ou la capacité de
dimérisation ou oligomérisation d’IRE1.

La plupart d’entre-eux (4u8c, STF-083010 et MKC-3946) sont des dérivés
salicylaldéhydes dont la formation d’une base de Schiff avec une lysine clé enterrée a
I'intérieur du domaine RNase (lysine 907) leur confere une sélectivité envers IRE1 grace a un
mécanisme d’action covalent mais réversible?>>2%0, Le composé STF-083010 comporte une
liaison imine qui s’hydrolyse en milieu aqueux pour libérer la fonction aldéhyde. Jusqu’a
présent, trés peu d’études ont été réalisées pour explorer les effets de ces agents dans des

modeéles murins de maladies hépatiques.
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Il a été démontré que le composé 4u8c pouvait réduire la fibrose hépatique induite
chez la souris par du CCls ou 'alcool?®?. Le traitement de macrophages hépatiques murins avec
STF-083010 permet une inhibition de I'épissage de XBP1 ainsi que de la transcription de TNFa
induit par la tunicamycine?®2. De plus, le pré-traitement de macrophages humains et murins
avec STF-083010 ou 4u8c empéche l'effet synergique du palmitate couplé au LPS sur
I'activation de I'inflammasome. En outre, I'administration de STF-083010 ou 4u8c chez des
souris foz/foz sous régime de type occidental (western diet) réduit la formation de plaques
d’athérosclérose et I'inflammation?®3, Enfin, le traitement par STF-083010 ou 4u8c chez la
souris a permis de démontrer que ces composés pouvaient atténuer la NASH induite par un
régime gras en présence d’une hyperactivation de I'activité RNAse d’IRE12%4,

La toyocamycine, un antibiotique analogue de I'adénosine, a été identifié comme un
inhibiteur du clivage et de I'activation de XBP1, possiblement via la modulation de I’activité
endoribonucléase d’IRE12%>, Récemment, il a été montré que la toyocamycine améliorait la
NAFLD et atténuait I'ER stress hépatique chez des souris nourries avec un régime riche en

graisses saturées, en fructose et cholestérol?6®.

ii. Inhibiteurs du domaine kinase d’IRE1a et activateurs de I’activité RNAse

(inhibiteurs de kinase de type 1) : APY29 et sunitinib

Il a ensuite été démontré que la fonction RNAse de IRE1 pouvait étre modulée via sa
fonction kinase par des composés compétiteurs de I’ATP, tels que APY29 ou le médicament
déja approuvé dans le cancer du rein Sunitinib?%’2%8, En effet, ces deux molécules se lient au
site de liaison de I’ATP dans le domaine kinase et inhibent la trans-autophosphorylation d’IRE1
par compétition avec I'ATP, tout en favorisant son oligomérisation. Ceci stabilise une
conformation d’IRE1 qui permet toutefois d’activer son domaine RNAse, ce qui a I'avantage
de favoriser |'épissage de XBP1 tout en supprimant les activités RIDD et I'activation de JNK
dépendante de IRE1, améliorant la survie cellulaire?®®. Néanmoins, cette classe d’inhibiteurs

de kinase de type I n’a, a ce jour, pas encore démontré d’intérét dans le traitement de la NASH.

iii. Inhibiteurs du domaine kinase et de I'activité RNAse d’IRE1 (Inhibiteurs

de kinase de type Il) : compound 3 et KIRA6

Plus récemment, des inhibiteurs bloquant a la fois le domaine kinase et indirectement
I'activité RNAse d’IRE1 tels que le Compound 3 et KIRA6 ont été développés. Ces composés,

également appelés « kinase inhibitors RNAse attenuators » (KIRA), et comportant un motif
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pyrazolopyrimidine, permettent une alternative de blocage de la voie IRE1 plus compléete. lls
agissent en empéchant la formation d’oligoméres d’IRE1, bloquant préférentiellement
I'activité RIDD engagée lors de I'UPR terminal par rapport a I'épissage sélectif de XBP1, en
fonction de la dose utilisée. Un potentiel thérapeutique de ces composés dans les maladies
métaboliques a été démontré, ou I'inhibiteur allostérique KIRA6 a permis d’améliorer la survie
cellulaire face a I'ER stress, et en particulier celle des cellules B pancréatiques, augmentant les

taux d’insuline et diminuant I’hyperglycémie dans un modeéle de souris diabétique®>°.

Tableau 9 : Molécules ciblant directement la voie IRE1 et potentiel intérét thérapeutique dans la NASH
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. . 2015262
Oe Inhibiteurs du domaine RNAse
o e , HCC
O Inhibition de I'épissage de I’ARNm de NASH
HE XBP1 Mimura et al.,
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b. Modulateurs de la voie PERK

De méme que pour la voie IRE1, une hyperactivation de la voie PERK est impliquée
dans la pathogenese de nombreux troubles métaboliques tels que I'obésité, le diabete,
I'athérosclérose et la NASH. Par exemple, la voie PERK induit le facteur pro-apoptotique CHOP,
ce qui favorise l'insulinorésistance en induisant la mort des cellules B-pancréatiques. De plus,
la voie PERK est liée a lI'inflammation et a I'activation de la voie NFkB, notamment via la
suppression de IkB (inhibiteur de NFkB) suite a I'arrét de la traduction des protéines médiée
par la phosphorylation d’elF2a. En outre, la voie PERK joue un réle dans la réponse anti-
oxydante par I'activation de Nrf2. Enfin, de nombreuses études ont démontré que la voie PERK
et la phosphorylation d’elF2a permettait de maintenir la biosynthese de linsuline et
I’'homéostasie du glucose, de faciliter la croissance tumorale et de diminuer I'efficacité des
traitements anticancéreux. Ainsi, plusieurs molécules modulatrices de cette branche de la voie
UPR ont été considérées comme outils thérapeutiques intéressants pour cibler I'ER stress dans
diverses pathologies (Tableau 10). Cependant, compte-tenu des effets a la fois bénéfiques et
déléteéres de la modulation de cette voie, le développement de candidats médicaments

touchant cette voie devra étre prudent et attentif a la sélectivité de telles molécules.
i. Inhibiteurs de PERK : GSK2606414 et GSK2656157

Les premieres molécules ciblant cette voie furent découvertes par I'entreprise
biopharmaceutique GSK a la suite d’un criblage de leur librairie d’inhibiteurs de kinases sur un
test basé sur le transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (HTRF), traduisant la
phosphorylation d’elF2a. Le premier inhibiteur découvert, GSK2606414 (ICs0=0,4nM), fut
testé contre le cancer et les maladies neurodégénératives chez la souris. Ce composé

biodisponible per os permet de diminuer la croissance de la tumeur dans des modeles de
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xénogreffe chez la souris et de prévenir la neurodégénérescence in vivo dans un modeéle murin
de maladie a prion?”>?’7, En outre, il a également été montré que le composé GSK2606414
est capable d’inhiber I'activation de JNK et de protéger contre la mort cellulaire induite par le
palmitate dans des hépatocytes primaires?’®. A partir de ce composé lead, le composé
GSK2656157 (IC50=0,9nM) fut développé dans le but d’améliorer les propriétés
pharmacocinétiques, en particulier via une diminution de la lipophilie de la molécule. Ce
composé posséde également une activité anti-tumorale dans divers modeles de xénogreffe,
ainsi qu’une activité anti-angiogénique?’®. De plus, il s’est montré intéressant dans le
traitement du cancer du foie puisqu’il a permis de diminuer la viabilité et la prolifération de
cellules d’hépatocarcinome en cas d’ER stress ou d’hypoxie in vitro, ainsi que de limiter la
croissance tumorale dans un modéle murin?’®. Cependant, des effets toxiques sur les cellules
exocrines et en particulier les cellules B-pancréatiques furent observés, de maniere similaire
au phénotype observé chez les souris délétées pour PERK?8. Par ailleurs, la sélectivité de ces
molécules pour PERK envers d’autres kinases a été remise en question, notamment suite a la
mise en évidence d’une induction de la mort cellulaire dépendante de I'ER stress avec le
composé GSK2656157 indépendante de I'inhibition de la phosphorylation d’elF2a?8%. De plus,
il a récemment été montré que les composés GSK2606414 et GSK2656157 étaient capables
d’inhiber RIPK1 (Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1), une kinase
responsable de 'apoptose activée par le TNFa, a des concentrations nanomolaires. Ceci met
en évidence le risque potentiel de mauvaise interprétation et d’effets non-spécifiques lors de

I'utilisation de ces agents?®2.
ii. Inhibiteurs de la phosphorylation d’elF2a : ISRIB

Afin d’éviter la cytotoxicité envers les cellules B-pancréatiques observée avec les
composés inhibiteurs de PERK, des petites molécules ciblant la voie elF2a pour restaurer la
traduction des protéines sans inhiber directement PERK ont été recherchées. A partir d’'un
criblage phénotypique basé sur I'expression d’ATF4 couplé a un géne rapporteur de la
luciférase, un inhibiteur puissant (ICso0=5nM) de la phosphorylation d’elF2a, qui n’affecte pas
I’activation de PERK mais empéche I'adaptation des cellules au stress a été découvert?®3, Cette
molécule possédait de bonnes propriétés pharmacologiques et pas de toxicité générale chez
la souris, et en particulier aucune toxicité pancréatique?®. Les auteurs ont rapporté un effet
prometteur d’ISRIB dans I'amélioration des processus cognitifs tels que I'apprentissage et la

mémoire in vivo?®>, Concernant la cible de cette molécule, il s’est avéré qu’ISRIB était la
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premiere molécule décrite comme ligand et activateur d’elF23, un facteur d’échange de
GTP/GDP, n’'empéchant pas directement la phosphorylation d’elF2a mais plutét I'interaction
entre elF2a et elF2B286:287,

Outre I'effet bénéfique de I'inhibition de la phosphorylation d’elF2a dans les troubles
cognitifs, il a été démontré que la déphosphorylation d’elF2a améliorait la tolérance au
glucose et atténuait la stéatohépatite chez la souris'®®. Cependant, I'efficacité d’ISRIB n’a pas

été testée dans des modeles animaux de NASH a ce jour.

iii. Inhibiteurs de la déphosphorylation d’elF2a : salubrinal, guanabenz et

sephin |

Dans le but d’atténuer I'ER stress et favoriser I'adaptation des cellules au stress, des
molécules inhibitrices de la déphosphorylation d’elF2a ont été développées. A partir de tests
cellulaires permettant d’identifier les composés qui favorisent la survie en cas d’ER stress, des
inhibiteurs de phosphatases d’elF2a ont été découverts. Ces potentialisateurs de Ia
phosphorylation d’elF2a maintiennent ainsi I'arrét de la traduction des ARNm en protéines,
réduisant 'afflux de protéines a replier dans le RE. L'effet bénéfique de cette stratégie a
surtout été démontré dans les cellules B-pancréatiques, ou le maintien de la phosphorylation
d’elF2a est nécessaire a la fonction et la survie de ces cellules.

D’une part, le salubrinal est une petite molécule qui inactive indirectement les deux
complexes phosphatases d’elF2a, GADD34-PP1c et CReP (Constitutive regulator of elF2a
phosphorylation)-PP1c, possiblement en favorisant le désassemblage de ces complexes. Ceci
conduit a I'augmentation de la phosphorylation de elF2a, la diminution de la traduction des
protéines et I'activation de la signalisation ATF4 sous-jacente?®, Le salubrinal a permis de
réduire la mort neuronale aprés excitotoxicité dans I’hippocampe?®®, et de diminuer la

290 ot de sclérose latérale

neurodégénérescence dans des modeéles de maladies de Parkinson
amyotrophique?®’. Dans des hépatocytes, le co-traitement du salubrinal avec de la
tunicamycine pendant 48h a permis d’améliorer significativement la viabilité cellulaire®’®. En
outre, le salubrinal inhibant a la fois le complexe phosphatase dépendant de I'ER stress
(GADD34-PP1c) et un complexe exprimé de maniére constitutive (CReP-PP1c), ce composé
peut engendrer des effets indésirables au long terme liés a une inhibition persistante de ces
deux phosphatases. Ceci est confirmé par des preuves génétiques, ou des souris invalidées

pour GADD34 se développent normalement alors qu’une invalidation a la fois pour GADD34

mais aussi CReP est |étal?®2.
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D’autre part, le guanabenz et son dérivé sephin | lient et régulent également GADD34,
empéchant I'assemblage du complexe phosphatase GADD34-PP1c et inhibant sélectivement
la déphosphorylation d’elF2a?°32°, Le guanabenz est aussi un agoniste alpha2-adrénergique
approuvé par la FDA dans le traitement de I'hypertension artérielle, c’est pourquoi les effets
en dehors de la cible (off-target) doivent étre considérés dans l'interprétation des résultats.
De plus, le guanabenz présente des effets indésirables (somnolence, céphalées, bouche
seche), alors que son dérivé le sephin | posséde les mémes effets thérapeutiques avec moins
d’effets indésirables. Récemment, sephin | a démontré des effets neuroprotecteurs en
favorisant la réponse adaptative, permettant de retarder I'apparition des symptémes dans un
modeéle murin de sclérose en plaques®®>.

Cependant, il est a noter qu’une inhibition excessive de la traduction des protéines
peut avoir des effets néfastes a long terme, c’est pourquoi des études supplémentaires sont

nécessaires concernant la sécurité d’emploi de ces molécules.

Tableau 10 : Molécules ciblant directement la voie PERK et potentiel intérét thérapeutique dans la NASH

Intérét théra-
M“ écaniame dfacion EEt) | " peyque | Réréence
peutique
oq(_{/
F

GSK FE
2606414 NH, Inhibiteurs de PERK Axten et al.,
rﬁ\ S Inhibition d(;laPthRo;phorylatlon 2013275
N e Atkins et al.,
! Diminution de la viabilité et de la HCC 2013276
| h prolifération des cellules NASH ? Vandewynckel
GSK . - d’hépatocarcinome etal., 201527
2656157 Inhibition de I'activation de JNK Winetal,,
(optimisé dépendante de PERK 2015278
de GSK
2606414)
/\\_I/C\
SRIB U i /\J_‘_ﬂnwgn\o‘l\/ Inhibiteur dedl’aeﬁ:lzizsphorylatlon ) Sidrauski et
I al., 2015285
c‘/]i/] i Activateur d’elF2B ’
Q
SNNH s Boyce et al.,
Salubrinal C')(J\N)LNH Inhibiteurs de la 200528
e e BN déphosphorylation d’elF2a Diabéte  Vandewynckel
# Inhibiteurs du complexe NASH i ally, e
a phosphatase GADD34-PP1c G;’“"",be"rzl Tsaytler etal.,
Guanabenz CI\N/N\ NH, Maintien de I'inhibition de I'arrét aprZu;:niale a 2011293
. NH, de la traduction des protéines afin , .. .~ Wang eggésll o
) ‘ de limiter I'afflux de protéines PHTA 2014
Se'p-hlp : Sy dans le RE Das et al.,
(dérivé de NN e
Guanabenz) T

HCC : Carcinome hépatocellulaire, HTA : hypertension artérielle, FDA : Food and Drug Administration
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c. Modulateurs de la voie ATF6

La voie ATF6 joue un role essentiellement protecteur lors de I'ER stress puisqu’elle
permet notamment I'expression de genes codant pour des chaperonnes ainsi que pour des
protéines de la voie ERAD. L’identification de petites molécules qui modulent cette protéine
représente une tache plus ardue a cause du manque de sites de liaison potentiellement
« druggables » et 'absence de structure cristallographique disponible a ce jour. Ainsi, le design
rationnel de molécules ciblant ATF6 reste actuellement un défi pour la recherche. Les

quelques molécules découvertes pour cibler cette voie sont répertoriées dans le tableau 11.
i. Inhibiteurs de la voie ATF6 : ceapins, nelfinavir et mélatonine

Récemment, une série d’inhibiteurs sélectifs de la signalisation ATF6a, les ceapins, a
été découverte a la suite d’un criblage a haut débit basé sur I'activation de la transcription des
génes cibles d’ATF6a a 'aide d’un systéme rapporteur luciférase?®’. Ces composés sont
spécifiqgues d’ATF6a puisqu’ils n’affectent pas les branches IRE1 et PERK de I'UPR, et
n’empéchent pas le clivage de SREBP en cas de diminution des stérols. C'est une classe de
pyrazole amides qui piegent ATF6a dans le RE et empéchent ainsi sa translocation vers le Golgi
pour son activation en cas d’ER stress?®8. Les ceapins sensibilisent les cellules a I’ER stress sans
affecter les cellules non stressées et ont par conséquent un intérét dans les stratégies
thérapeutiques visant a induire la mort des cellules cancéreuses, telles que dans le cas de
I’hépatocarcinome. Cependant, une optimisation de ces molécules reste nécessaire pour
évaluer leur efficacité et sécurité in vivo.

D’autre part, un médicament inhibiteur de la protéase du VIH (virus de
I'immunodéficience humaine), le Nelfinavir, commercialisé en Europe par le laboratoire Roche
sous le nom Viracept, a été identifié comme inducteur de I'ER stress et de I'apoptose. Il s’est
avéré que ce composé était capable d’inhiber la protéase S2P, empéchant la formation de la
forme mature d’ATF6 et de SREBP1c et inhibant ainsi leur activité transcriptionnelle?®®. Ceci
confirme les effets anti-cancéreux et le phénotype lipogénique qu’ils ont observés lors de
I'utilisation de cette molécule dans le cadre du liposarcome. En outre, ces effets bénéfiques
pourraient s’appliquer a d’autres cancers ayant un phénotype lipogénique, tels que
I’hépatocarcinome en conséquence de la NASH.

En outre, la mélatonine a été récemment identifiée comme un inhibiteur d’ATF6,
favorisant I'apoptose de cellules d’hépatocarcinome par une diminution de I'expression de la
cyclooxygénase COX-2, connue pour étre impliquée dans le développement de tumeurs en

Marine Andres | Université de Lille Page 113 sur 138



particulier hépatiques. Au regard de la faible toxicité et des propriétés oncostatiques de la
mélatonine observées chez les patients atteints d’hépatocarcinome, cette molécule pourrait
étre considérée comme une alternative thérapeutique prometteuse dans le traitement de

I’"hépatocarcinome3%,
ii. Activateurs de la voie ATF6 : compound 147

D’autre part, a la suite d’un criblage phénotypique ayant pour but d’identifier des
petites molécules étant capables de réguler 'homéostasie des protéines dans le RE via
I'induction spécifique des genes cibles d’ATF6, une série de composés activateurs de cette
voie a été découverte. Le plus puissant et spécifique pour la voie ATF6 d’entre eux, appelé
compound 147, induit les génes cibles d’ATF6 et est capable de réduire la sécrétion de
protéines mal conformées a la maniere d’une activation chimique ou génétique d’ATF6. Cette
activation pharmacologique de la voie ATF6 est dépendante du clivage de la protéine
endogeéne par la protéase S1P30l, De plus, une récente étude a montré que le mécanisme
d’action de ce composé était dépendant de la formation d’'un métabolite électrophile
(quinone) induisant une modification covalente de protéines du RE telles que la chaperonne
PDI, connue pour réguler 'activation d’ATF63%2, En outre, 'administration de cette molécule
dans un modéle d’ischémie-reperfusion a permis de protéger le cceur grace a une activation
spécifique des génes cibles d’ATF6, tout en ayant également un effet protecteur dans les

autres tissus ayant subi cette manceuvre tels que le foie3%,

Tableau 11 : Molécules ciblant directement la voie ATF6 et potentiel intérét thérapeutique dans la NASH

T . Intérét théra-| _ .. .
peutique
Inhibiteur de la translocation au Golgi

N O X
5 O a . . Gallagher et
Ceapins 4 Jx HN~</:N/\©\ Empéche le clivage et Iactivation HCC? a?.,;%lesrz;
W = X d’ATF6
£ :OH

HN™ ™0
. 8o WOH Inhibiteur du clivage d’ATF6 Guan et al.,

Nelfinavir © \N H Inhibiteur de la protéase S2P AgEE 20112

2 3

><NH i

o Inhibiteur d’ATF6

VGl H Diminution de la viabilité des cellules HCC Buetal.,
i \ﬂ/ d’hépatocarcinome via diminution de 2017300

N o I’expression de COX-2

H
OH Activateur de la voie ATF6
Compound N . s . N Plate et al.,
Active préférentiellement les génes ? i
147 0 . . 2016
cibles de la voie ATF6
HCC : Carcinome hépatocellulaire, COX-2 : cyclooxygénase 2
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d. Modulateurs des chaperonnes et protéines mal conformées

Sachant que la voie UPR est activée a la suite de I'accumulation de protéines mal
conformées dans la lumiere du RE, qui sont stabilisées par des protéines chaperonnes telles
que BiP, d’autres stratégies thérapeutiques ont visé a moduler ces protéines chaperonnes ou
a cibler les protéines mal conformées afin d’agir en amont de la signalisation UPR (Tableau

12).
iii. Modulateurs de BiP

La protéine chaperonne BiP étant une protéine régulatrice majeure du déclenchement
et de la réponse a I'ER stress, elle représente une cible attractive importante dans différentes
stratégies thérapeutiques.

Par exemple, I'inhibition de son activité de chaperonne représente une stratégie
intéressante dans la lutte contre le cancer. D’ailleurs, le honokiol, une molécule naturelle
dérivée du Magnolia grandiflora et connue pour ses propriétés anti-néoplasiques et anti-
angiogéniques a été indentifée comme inhibiteur de BiP. Il s’est avéré que cette molécule était
capable d’interagir avec le domaine ATPase de BiP, favorisant I'ER stress et ainsi la mort de
différentes lignées de cellules cancéreuses (mélanome, glioblastome, neuroblastome)3%4,

Au contraire, afin d’améliorer la réponse au stress et de protéger les cellules contre
I'ER stress, la chaperonne moléculaire BiX a été découverte dans un criblage de composés
ayant pour but d’identifier des molécules qui induisent BiP. Ce composé augmente
I’expression de BiP via I’activation de la voie ATF6 et induit préférentiellement BiP par rapport
aux autres chaperonnes telles que GRP94 et de la calréticuline. BiX joue un role protecteur
dans divers modeles animaux de pathologies neurologiques en empéchant I'induction de I'ER
stress et de la mort cellulaire3%>3%7, Ce composé n’a pas été testé dans des modéles animaux
de NASH mais son réle protecteur pourrait étre intéressant dans ce cas. Cependant, le
mécanisme d’action précis de ce composé reste inconnu, et des études supplémentaires sont
nécessaires pour évaluer son efficacité et sa sécurité d’emploi.

De méme, il a été montré que le valproate, un acide gras a courte chaine indiqué dans
le traitement des troubles bipolaires et I'épilepsie, induit également I'expression de BiP, tout
en supprimant I'induction de CHOP et I'activation de la caspase 10, protégeant la rétine de

I’ER stress dans un modéle animal d’ischémie-reperfusion3,
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iv. Chaperonnes chimiques

Les chaperonnes chimiques sont des composés de faible poids moléculaire qui
facilitent le repliement des protéines, empéchent leur agrégation, stabilisent les
intermédiaires et facilitent le traffic des protéines. Elles agissent d’une maniere non sélective
puisqu’elles ne ciblent pas spécifiquement une protéine mais toutes les protéines
nouvellement synthétisées qui pénétrent dans le RE. Il a été montré que les chaperonnes
chimiques permettent d’améliorer la fonction du RE, en diminuant le mauvais repliement des
protéines et par conséquent en réduisant I'ER stress in vitro et in vivo3?. Etant donné le role
bénéfique de I'induction des chaperonnes médiée par I'activation de la voie UPR dans les
pathologies métaboliques, les petites molécules possédant une activité de chaperonne
représentent une alternative thérapeutique intéressante. Les chaperonnes chimiques les plus
étudiées dans des modeles pathologiques in vivo et in vitro sont l'acide tauro-
ursodéoxycholique (TUDCA) et I'acide 4-phénylbutyrique (4-PBA), qui ont respectivement été
approuvées par la FDA dans le traitement des troubles du cycle de I'urée et de la cirrhose
biliaire primitive?”. Actuellement, le TUDCA est également en étude clinique de phase 2 dans
le traitement du diabéte de type 1. Le TUDCA est un dérivé d’acide biliaire endogéne et le 4-
PBA est un acide gras a courte chaine ayant également une activité inhibitrice envers les
histones désacétylases de I'ordre du micromolaire3!°. L’activité de chaperonne de ces deux
molécules a été découverte pour la premiéere fois lors d’études sur I'allele Z dans le déficit en
alpha-1-antitrypsine et la mutation A508 dans la mucoviscidose, ou ces mutations entrainent
la formation d’une protéine mal conformée3!%312 | ’utilisation de ces molécules afin d’inhiber
I'ER stress dans des modeles animaux de NASH s’est également révélée bénéfique dans
I'amélioration de nombreux parametres de la NASH et du syndrome métabolique. En effet, les
chaperonnes chimiques ont permis de réduire I'ER stress dans le foie et d’améliorer
I'insulinorésistance et ’lhoméostasie du glucose, de réduire la stéatose hépatique313-31°, ginsi
que d’améliorer la sensibilité a la leptine?** dans des modeéles animaux d’obésité, de diabéte
de type 2 ou de NASH. De plus, le TUDCA administré en pré-traitement pendant cing jours ou
en traitement pendant 6h a permis de protéger contre le développement de la NASH en
limitant I'activation de l'inflammasome NLRP3 induite par une injection de LPS dans un
modeéle de souris obéses?>*. Chez ’homme, le traitement avec le 4-PBA a également permis
d’améliorer la tolérance au glucose chez des patients atteints d’insulinorésistance3!®, et le
TUDCA a permis de restaurer partiellement la sensibilité a I'insuline dans le foie et les muscles

de patients obéses3'’.
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Ainsi, méme si le mécanisme d’action exact du TUDCA et du 4-PBA reste encore a
définir clairement, ces molécules ont prouvé leur efficacité pour réduire I'ER stress dans les
troubles métaboliques in vivo et pourraient représenter une option thérapeutique pour le
traitement de la NASH. Mais peu de données cliniques sont disponibles sur I'effet des
chaperonnes chimiques dans la NASH et malheureusement, I'effet de ce type de molécules a
souvent été moins prononcé lorsque celles-ci ont été testées dans le traitement des
pathologies hépatiques humaines en comparaison aux résultats obtenus chez la souris.
Notamment, plusieurs études cliniques utilisant une autre chaperonne chimique, 'acide
ursodéoxycholique, n’ont pas réussi a démontrer I'efficacité de ce traitement dans la NASH3&~
320 En outre, un autre facteur limitant dans I'utilisation de ces chaperonnes est leur faible
sélectivité et la nécessité d’administrer de fortes concentrations pour obtenir I'effet
thérapeutique, c’est pourquoi elles ont tendance a étre négligées en tant qu’agents
thérapeutiques.

Tableau 12 : Molécules ciblant les chaperonnes et les protéines mal conformées et potentiel intérét
thérapeutique dans la NASH
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HCC : Carcinome hépatocellulaire, RE : réticulum endoplasmique, DT2 : diabete de type 2

Marine Andres | Université de Lille Page 117 sur 138



2. Agents ayant une efficacité dans la NASH en partie liée & une modulation
de I'ER stress

Bien qu’aucune molécule n’ait été approuvée a ce jour dans le traitement de la NASH,
d’autres molécules en cours de développement ou ayant déja obtenu une autorisation de
mise sur le marché dans le traitement d’autres troubles ont montré des effets bénéfiques dans
la NASH. D’ailleurs, il semblerait que certaines d’entre elles ont une efficacité dans la NASH
qui pourrait étre en partie médiée par une réduction de I'ER stress (Tableau 13). Cependant,
il est a noter que leur effet modulateur de I'ER stress et les conséquences associées sur les
mécanismes de la NASH ont été peu explorés dans ces cas. Ainsi, la part d'implication de cette
modulation de I'ER stress sur les effets bénéfiques de ces molécules dans I'amélioration de la

NASH reste encore peu démontrée et nécessite de plus amples recherches.

a. Les agonistes GLP-1 : liraglutide et exénatide

Sachant que l'insulinorésistance hépatique et la stéatose hépatique sont étroitement
liées, il n'est pas surprenant que des agents antidiabétiques diminuant l'insulinorésistance
aient été testés dans le traitement de la NASH. Cependant, les résultats concernant I'efficacité
de tels agents pour traiter la NASH se sont généralement montrés décevants. La derniére
classe de médicaments de ce type ayant eu des effets prometteurs sont les analogues du GLP-
1 (Glucagon-like peptide 1). Le GLP-1 est une hormone incrétine sécrétée par les cellules L de
I'iléon aprés un repas qui aprés activation de son récepteur, notamment au niveau du
pancréas, favorise la sécrétion d’insuline et inhibe la sécrétion de glucagon, permettant de
normaliser la glycémie postprandiale. Par exemple, une étude de phase 2 randomisée contre
placebo et en double aveugle a montré une amélioration des parameétres histologiques de la
NASH sans aggravation de la fibrose chez des patients traités avec le liraglutide®?>. De maniére
intéressante, il a été montré dans de nombreux types cellulaires, y compris les hépatocytes,
que les analogues du GLP-1 atténuaient I'ER stress326732°, Par exemple, I'exénatide (ou
exendin-4), un autre agoniste des récepteurs au GLP-1, a permis d’améliorer la fonction et la
survie des cellules B-pancréatiques en favorisant la diminution de I'ER stress in vivo grace a
I’atténuation de 'arrét de la traduction de I'insuline, grace a 'activation d’ATF43%¢, De plus,
I'exénatide a également permis de protéger les hépatocytes contre la stéatose et la mort
cellulaire induites par I'accumulation d’acides gras, en augmentant |'expression de BiP et en
diminuant I'expression de CHOP, et en activant ’autophagie3?°. En outre, plusieurs études ont

identifié I'ER stress comme lien mécanistique entre les analogues au GLP-1 et 'amélioration
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de la stéatose hépatique in vivo. En effet, le traitement avec un agoniste GLP-1 (liraglutide ou
exénatide) de rats ou de souris nourries avec un régime high-fat a permis de protéger contre
la stéatose en réduisant I'ER stress dans ces deux modeéles339331, Cependant, il reste a
démontrer chez 'homme si les effets bénéfiques observés avec le liraglutide dans le

traitement de la NASH sont dus a une réduction de I'ER stress.

b. L’inhibiteur ASK1 : selonsertib

La kinase ASK1 est une autre cible prometteuse dans le traitement de la NASH. Elle est
activée par différentes voies de stress cellulaire tels que le stress oxydatif et I'ER stress. En cas
d’ER stress, le complexe IRE1a-TRAF2 active ASK1 entrainant par conséquent I'activation de
JNK, ce qui dans le cas de la NASH peut aggraver 'inflammation, I'apoptose et la fibrose
hépatique. D’ailleurs, I'activation d’ASK1 a été identifiée chez la souris comme associée a la

332334 Une petite molécule

stéatose, l'inflammation et la fibrose induites par les lipides
inhibitrice d’ASK1, le selonsertib (GS-4997) a permis de réduire la lésions hépatiques de la
NASH liées a la fibrose et 'apoptose chez la souris33>33%, Récemment, une étude clinique de
phase 2 (NCT02466516) a démontré I'efficacité du selonsertib chez les patients atteints de
NASH. Dans cette étude, aprés 24 semaines de traitement, le selonsertib a permis de réduire
le stade de fibrose d’au moins un stade chez ces patient, de diminuer la rigidité, le contenu en
collagéne et l'inflammation lobulaire du foie, ainsi que d’améliorer les taux sériques des
marqueurs d’apoptose et de nécrose®’. Cependant, il reste encore a démontrer si ces effets

bénéfiques du selonsertib chez les patients atteints de NASH sont médiés par une diminution

de la signalisation JNK induite par I'ER stress.

c. L’activateur Nrf2 : oltipraz

Lorsque la voie PERK est activée, une réponse anti-oxydante et cytoprotectrice peut
étre engendrée grace a l'activation du facteur de transcription Nrf2. Cette réponse pourrait
ainsi étre bénéfique dans le traitement de la NASH, ou le stress oxydatif et 'apoptose en lien
avec I'ER stress participent a la physiopathologie. D’ailleurs, une petite molécule activatrice
de Nrf2 et inhibitrice de LXRa, I'oltipraz, a permis de diminuer I'insulinorésistance et I'obésité
induites par un régime high-fat chez la souris, avec une atténuation de l'inflammation et de
I’ER stress dans le tissu adipeux33’. De plus, dans une étude clinique de phase 2 (NCT01373554)
évaluant I'efficacité de I'oltipraz chez des patients atteints de NAFLD, le traitement pendant

24 semaines avec cette molécule a permis de réduire significativement le contenu hépatique
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en lipides sans aggraver la fibrose chez ces patients332. Cependant, dans cette méme étude,
I'oltipraz n’a pas permis d’améliorer I'insulinorésistance, les enzymes, lipides et cytokines
hépatiques en comparaison avec le placebo. Cette molécule est actuellement en études
cliniques de phase 3 (NCT02068339) chez les patients atteints de NAFLD sans cirrhose.
Cependant, d’autres études sont nécessaires pour évaluer si les effets bénéfiques de 'oltipraz
obtenus chez les patients atteints NAFLD sont liés a une modulation de I'ER stress et plus

particulierement de la voie PERK-Nrf2 dans le foie.

Tableau 13 : Molécules ayant une efficacité dans la NASH et ayant un effet sur I'ER stress

Cible Mécanisme d’action Effets sur Références
dans les NAFLD I’ER stress

H-His—Ala—Glu-Gly—Thr-Phe-Thr—Ser—Asp—\al-Ser

- Ao etal.,
Analogues peptidiques =
T —Glu-0H du GLP-1 2016
Liraglutide O | ) . j Armstrong
Phe-Glu-Lys-Ala-Ala-Gin-Gly-Gl-Leu-Tyr-ser - AgONistes des récepteurs au etal,
GLP-1 lle—Ala-Trp—L eL—Val-Arg-Gly-Arg-Gly-OH ) GLP:]'. Diminution de 20163
Antidiabétiques I’'ER stress
H-His-Bly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr- . .
; X fﬁerfAs:fLeufSe;fLystlnfMetf Diminuent Zhengetal,
Exénatide -61u-B1u-Glu-Ala-Val-Arg-Leu- I'insulinorésistance 2017331
. —Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-
(Exendin-4) ~61y-61y-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala- Favorisent la perte de poids A i
—-Pro-Pro-Pro-Ser—NH, aI., 2011329
- . Réduit les Schuster et
Inhibiteur de la voie IRE1- , . al. 2017335
= R ) lésions ’
L DA SNALUN ASK1-JNK - Liles et al.,
ASK1 Selonsertib NN N o aos A hépatiques 136
£ \(N-J Réduit les lésions hépatiques lides 3 'ER 2017
liées au stress oxydatif Loomba et
stress al., 201797
Activateur NRF2
5=8 ! Inhibiteur LXRa Diminution de \(le)itl;t
NRF2 Oltipraz [N# Antioxydant I'ER stress dans Kim et al
N Cytoprotecteur le tissu adipeux 517338

Diminue la stéatose

ER stress : stress du réticulum endoplasmique, GLP-1 : Glucagon-like peptide 1, ASK1 : apoptosis signal-regulating kinase
1, NRF2 : Nuclear factor-erythroid-derived 2-related factor 2
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CONCLUSION

Ces dernieres années, la maladie du foie gras (ou non-alcoholic fatty liver disease,
NAFLD), et la stéatohépatite non alcoolique (ou maladie du soda, NASH), autrefois
sporadiques, se sont répandues parallélement a I'épidémie d’obésité et de diabete de type 2,
pour devenir le « fléau du siecle ». En effet, la NAFLD touche actuellement 25% de la
population mondiale et les prévisions sont alarmantes car il est estimé que la prévalence de
la NASH pourrait augmenter de 63% d’ici a 2030, ce qui fera de cette pathologie la 1™ cause
de transplantation hépatique. Face a cette méme constatation en France, une tendance a la
prise de conscience et des changements dans les mentalités ont pu étre observés, notamment
grace a l'action des pouvoirs publics avec les campagnes « manger bouger », « 5 fruits et
légumes par jour », « ne pas manger trop gras, trop sucré, trop salé », et la création du
Nutriscore. Cependant, ces initiatives restent pour l'instant insuffisantes pour contrer la
progression de ces maladies métaboliques.

La NASH représente ainsi un enjeu de santé publique croissant, d’autant plus qu’il
n’existe actuellement aucun traitement pour cette pathologie. De nombreuses compagnies
ont développé des programmes prometteurs (Genfit, Intercept, Gilead, Allergan...), mais
malgré I'effort croissant de la recherche dans ce domaine, beaucoup de progrés restent
nécessaires afin d’améliorer le diagnostic de cette pathologie silencieuse et d’élucider les
mécanismes physiopathologiques de sa progression. Ces progrés sont limités par la nécessité
d’identifier des biomarqueurs validés dans de larges populations de patients et de développer
des modeles animaux qui récapitulent tous les aspects de la NAFLD, autant du point de vue
des parameétres métaboliques que des caractéristiques histologiques ainsi que de |’évolution
de la pathologie.

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organelle central dans la régulation de la
synthése et du repliement des protéines, ainsi que dans la biosynthése des lipides. Diverses
perturbations de I'homéostasie du RE peuvent engendrer un stress du réticulum
endoplasmique (ER stress), déclenchant une réponse physiologique adaptative appelée
Unfolded Protein Response (UPR). A l'origine initiée dans le but de rétablir 'homéostasie
réticulaire et protéger les cellules contre I'accumulation de protéines mal conformées, il
s’avere que I'UPR se comporte comme une balance et peut également, a partir d’un certain

seuil, engendrer des conséquences déléteres pour aboutir a la mort cellulaire.
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De plus, de nombreuses données dans la littérature ont montré que I'ER stress et la
voie UPR pouvaient jouer un réle dans la pathogenéese de la NAFLD. En effet, un ER stress
chronique ou inadapté peut favoriser le développement et la progression de la stéatose vers
la NASH puisqu’il contribue a I'accumulation de lipides hépatiques en activant la lipogenése
et en diminuant le métabolisme et I'export des lipides notamment ; et favorise les processus
d’inflammation et de mort cellulaire. Réciproquement, I'ER stress hépatique peut étre
amplifié par la stéatose via I'accumulation de lipides toxiques (lipotoxicité) et la perturbation
de la composition de la membrane du RE, favorisant I’établissement d’un cercle vicieux.

Ainsi, I'ER stress et la voie UPR peuvent représenter une cible thérapeutique
intéressante dans le traitement de la NAFLD et plus particulierement de la NASH, afin d’avoir
une nouvelle approche thérapeutique pour interrompre ce cercle vicieux.

Les molécules ciblant directement les effecteurs de la voie UPR ont été principalement
développées en oncologie, et trés peu d’entre elles ont pu montrer une efficacité et une
sécurité dans la NASH. En outre, des molécules possédant des mécanismes d’action moins
spécifiques, telles que les chaperonnes chimiques TUDCA et 4-PBA, améliorant la capacité du
RE areplier les protéines, ont montré une efficacité in vivo pour réduire I'ER stress et améliorer
les parametres biochimiques chez des patients atteints de maladies métaboliques. De plus,
des molécules développées dans d’autres troubles ont montré une efficacité dans la NAFLD
chez 'homme et dans des modeéles animaux en partie liée a une modulation de I'ER stress.
C'est par exemple le cas des agonistes GLP-1 (liraglutide, exénatide...) de I'inhibiteur ASK1
selonsertib ou encore de [l'activateur NRF2 oltipraz. Ainsi, ces résultats prometteurs
confirment I'intérét de cibler cette voie et de poursuivre les efforts dans ce domaine.

Cependant, cibler I'ER stress reste actuellement un challenge en raison de plusieurs
points. En effet, I'UPR est une balance délicate entre des réponses physiologiques adaptatives
qui peuvent devenir des réponses pathologiques, il est ainsi important de connaitre les
conséquences engendrées en fonction de l'intensité et de la durée de son activation, et
d’identifier quels « hits » favorisent la transition de I’'UPR adaptatif vers I'UPR terminal. De
plus, les mécanismes physiopathologiques de la NAFLD étant encore peu élucidés, il reste a
déterminer si I'ER stress est une cause ou une conséquence de la dérégulation du
métabolisme des lipides dans la NASH. Enfin, la recherche d’agents pharmacologiques ayant
une efficacité en clinigue est actuellement limitée par les modéles animaux qui ne

reproduisent pas complétement la physiopathologie humaine.
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