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> La prévalence des maladies chroniques du foie
ne cesse d’augmenter, du fait de la pandémie de
I"obésité. Ces maladies s’étendent de la bégnine
stéatose a la stéatopathie non alcoolique (NASH)
qui peut évoluer vers le carcinome hépatocel-
[ulaire. Il n’existe pas de traitement pour ces
maladies. La transition stéatose-NASH apparait
déterminante dans leur progression. Au cours de
I"obésité, "activation chronique de la réponse au
stress du réticulum endoplasmique (RE) jouerait
un roéle crucial dans cette transition, condui-
sant a la mort cellulaire, a 'inflammation et a
I"aggravation des désordres métaboliques. Dans
cette revue, nous discutons ces aspects et propo-
sons que le ciblage de cette réponse au stress du
RE puisse étre pertinent dans la prise en charge
thérapeutique de la NASH. <

Les maladies chroniques du foie

La pandémie de I’obésité et du surpoids constitue un
probléeme mondial de santé publique. €n France, plus
de 50 % de la population est en surpoids ou obése!
[1]. Lobésité est associée aux maladies chroniques
du foie non alcooliques (ou, en anglais, NAFLD pour
non alcoholic fatty liver disease) [2] qui affecteraient
25 % de la population mondiale et entre 85 et 98 %
des individus obeses morbides. Le spectre des NAFLD
s’étend de la stéatose hépatique (ou « foie gras »), a
la stéatohépatite (en anglais, NASH pour non alcoholic
steato-hepatitis) qui peut progresser vers la cirrhose et
le carcinome hépatocellulaire (Figure 1). La prévalence
de ces pathologies reste sous-estimée en raison de leur
évolution asymptomatique.

La stéatose hépatique, de bon pronostic, est carac-
térisée par une accumulation de lipides au sein des
hépatocytes : majoritairement des triglycérides, des
diacylglycérols et des céramides, plus minoritaires. La

Vignette (Photo © Inserm/Institut clinique de la souris - €ric Robinet).
! €nquéte Obépi-Roche 2012 et Cohorte épidémiologique Constances 2016.
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stéatose peut progresser vers la stéatohépatite, au pronostic plus
sévere. La stéatohépatite est la forme évolutive de la maladie. Elle est
définie par la présence d’une stéatose qui conduit progressivement a
’apparition de Iésions inflammatoires, a 'activation de processus de
mort hépatocytaire (par apoptose et nécrose), puis au développement
de la fibrose. 'ensemble de ces caractéristiques physiopathologiques
font de la stéatohépatite un facteur de risque de cirrhose, de car-
cinome hépatocellulaire (CHC) et d’insuffisance hépatique [3]. La
prévalence du CHC est plus élevée chez les patients obeses, avec un
risque de déces en lien avec une maladie du foie multiplié par 4,5. Les
études épidémiologiques indiquent également une augmentation de la
mortalité chez les patients atteints de maladies chroniques du foie.
La transition entre stéatose et NASH repose sur plusieurs facteurs et
est déterminante dans la physiopathologie des maladies chroniques
du foie. Les mécanismes moléculaires impliqués dans cette transition
et I’évolution vers des stades plus séveéres restent mal compris. Hormis
les mesures hygiéno-diététiques (réduction de la prise alimentaire)
et des modifications du style de vie (augmentation de I’activité
physique), aucun traitement pharmacologique n’est disponible. |l
apparait donc crucial d’élucider les mécanismes participant a la
physiopathologie des NAFLD afin de proposer de nouvelles approches
thérapeutiques.

Le réticulum endoplasmique (RE) est le compartiment cellulaire qui
assure le maintien des homéostasies protéique (synthese, repliement,
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Figure 1. Les complications hépatiques
associées a l'obésité. Le foie sain peut
évoluer vers la stéatose, un stade bénin,
(cHO) caractérisée par une accumulation de
lipides. La stéatose peut progresser vers un

stade plus délétere : la stéatohépatite non
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alcoolique (NASH), caractérisée par I'ap-
parition d’inflammation, de mort cellulaire

et de fibrose. La NASH peut conduire a des

modifications post-traductionnelles des protéines sécrétées), cal-
cique (stockage du calcium) et lipidique (biogenese des lipides :
phospholipides, cholestérol, triglycérides). obésité s’accompagne de
perturbations fonctionnelles du RE qui contribuent a Iactivation de
voies de signalisation qui prennent leurs origines au sein du RE et qui
sont appelées « réponse au stress du RE ». Cette réponse est impliquée
dans la physiopathologie des maladies chroniques du foie. Dans cette
revue, nous exposerons les causes de cette réponse et ses consé-
quences dans la physiopathologie de ces maladies, notamment dans
I’apparition de la stéatose et dans la transition vers la NASH.

La réponse au stress du réticulum endoplasmique contribue a
la physiologie hépatique

Le foie assure des fonctions métaboliques et sécrétoires qui sont
vitales ainsi que des fonctions de détoxification. Il est constitué
d’hépatocytes qui représentent environ 80 % des cellules hépatiques.
La fraction de cellules restante correspond aux cellules de Kupffer
(ou macrophages résidents du foie) et autres cellules immunitaires,
aux cellules stellaires (qui sont responsables de la fibrose) et aux
cellules endothéliales sinusoidales. Les hépatocytes sont des cellules
sécrétrices qui sont responsables de 'assemblage et de I’export des
VLDL (very low density lipoprotein), de la synthése des protéines plas-
matiques (albumine, facteurs de coagulation, protéines de I’inflam-
mation - CRP [protéine C réactivel, hepcidine). C’est également dans
ces cellules que sont synthétisés les lipides (acides gras, cholestérol,
triglycérides), et que sont métabolisés le glucose et les xénobiotiques.
Cette myriade de fonctions est assurée par le réticulum endoplas-
mique de type lisse (siege des enzymes responsables du métabolisme
des lipides et des xénobiotiques) et granuleux (siége de la synthese
protéique).

Des modifications de I’environnement extra-hépatique (induits par
des virus, des médicaments, une hyperlipidémie ou une inflammation)
ou intracellulaires (accumulation de lipides, stress oxydatif) peuvent
perturber les fonctions du réticulum endoplasmique. Cela conduit &
I"accumulation de protéines mal repliées et enclenche la voie de la
réponse au stress du réticulum endoplasmique, une réponse aux pro-
téines mal appariées (UPR, unfolded protein response). La premiére
phase de cette réponse est adaptative : une cascade d’évenements
moléculaires est induite afin de réduire la quantité de protéines mal
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stades dramatiques tels que la cirrhose et

I’hépatocarcinome (CHC).

repliées et contrer le stress initial. Ils incluent 1) I’inhi-
bition globale de la synthese protéique, afin d’éviter
I’entrée de nouvelles protéines dans la lumiére du RE;
2) I'augmentation spécifique de la synthése de pro-
téines chaperonnes et de foldases qui aident au bon
repliement des protéines ; 3) I'activation de processus
de dégradation des protéines non conformes qui soit
dépend du RE (le systeme ERAD, endoplasmic-reticu-
lum-associated protein degradation) soit en est indé-
pendant (par autophagie). Si la cellule ne parvient pas
a remédier aux conséquences du stress initial (stress
intense ou chronique), les mémes voies moléculaires
conduiront alors, dans une seconde phase, a la mort
cellulaire par apoptose (Figure 2).

Les acteurs de la réponse au stress

Trois protéines transmembranaires du réticulum endo-
plasmique participent comme senseur a sa réponse au
stress : IRELlat (inositol-required endoribonuclease 1¢y),
une sérine/thréonine kinase dotée d’une activité endo-
ribonucléasique ; la kinase PERK (PKR-like R kinase) ;
et la protéine ATF6 (activating-transcription factor 6)
[4]. €n Pabsence de protéines mal conformées, IRElaL,
PERK et ATF6 sont maintenues inactives par la protéine
chaperonne BiP (binding immunoglobulin protein), éga-
lement connue sous le nom de GRP78 (78-kDa glucose
regulated protein). Lorsque la mauvaise conformation
des protéines devient trop importante, GRP78 se dis-
socie des trois senseurs afin d’aider au bon repliement
des protéines, ce qui conduit a I’lhomodimérisation et a
I’autophosphorylation de deux d’entre eux, les kinases
IRE1oL et PERK, et a I'activation des trois mécanismes
de "UPR.

IRE1OL

La voie reposant sur IRElaL est la plus conservée des
trois voies de I"'UPR au cours de I’évolution. Cette pro-
téine présente deux activités enzymatiques : endoribo-
nucléasique (RNase) et, dans son domaine cytosolique,
sérine/thréonine kinase. Son activité endoribonucléa-
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Figure 2. La réponse au stress du réticulum endoplasmique. La réponse au stress
du réticulum endoplasmique (RE) est transmise par trois protéines effectrices
transmembranaires : IRELoL (inositol-requiring enzyme 1 o), PERK (protein
kinase r-like endoplasmic reticulum kinase) et ATFé (activating transcription
factor 6). A P’état basal, ces protéines sont maintenues inactives par leur
interaction avec la GRP78 (glucose-regulated protein 78). Lors d’un stress, la
GRP78 se dissocie de ces trois protéines, conduisant a leur activation. PERK
et IREla se dimérisent et s’auto-phosphorylent. IRElol possede a la fois une
activité kinase et endoribonucléase (RNase) conduisant a la production du
facteur de transcription XBP1s (Xbox-binding protein 1). PERK phosphoryle
elF2a (eukaryotic initiation factor 2), limitant ainsi la traduction protéique et
favorisant la traduction du facteur de transcription ATF4 (activating-transcrip-
tion factor 4). ATF6 migre dans le Golgi ol il sera clivé, aboutissant a la pro-
duction d’un facteur de transcription : ATF6 clivé. Dans un premier temps, ces
trois facteurs de transcription (ATFéc, XBP1s, ATF4) visent a rétablir de facon
coordonnée I’lhoméostasie du RE (synthése de chaperonnes, augmentation de la
dégradation des protéines du RE via ERAD [endoplasmic reticulum-associated
degradation]). Néanmoins, si le stress est chronique ou intense, les mémes
voies enclenchent la mort de la cellule par apoptose, notamment via le facteur
de transcription CHOP (C/€BP homologous protein) et les kinases JNK (c-jun

N-terminal kinases).

sique permet un épissage particulier (excisant 26 nucléotides) de
I’ARN messager (ARNm) codant XBP1s, un facteur de transcription clef
des genes de la réponse UPR et de la lipogenese. Cette activité RNase
d’IRElaL est également a I’origine de la dégradation spécifique d’ARNm
et de microARN impliqués dans de nombreuses (=) voir la Synthese
de M. Bouchecareilh

et €. Chevet, m/s n° 3,
mars 2009, page 281

fonctions cellulaires (mort cellulaire, métabo-
lisme, cancer) par un mécanisme appelé RIDD
(regulated-IRE1-dependent decay) [5] (=¥).
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IREloL peut également s’associer a de nombreux par-
tenaires par son domaine cytosolique pour induire une
cascade d’activation de protéines kinases. TRAF2 (TNF
receptor-associated factor), une protéine adaptatrice,
s’associe en effet au domaine kinase d’IR€1aL, formant
un complexe (IRE1aL/TRAF2) qui interagit avec ASK1
(apoptosis signal-regulating kinase 1), une protéine
impliquée dans la réponse inflammatoire, qui active
NFKB (nuclear factor-kappa B) en phosphorylant son
inhibiteur (IxB), et dans I"apoptose en activant la
kinase JNK (c-Jun N-terminal kinase).

PERK

PERK est une protéine transmembranaire du RE qui
comporte un domaine senseur de stress, localisé dans la
lumiére du RE (en position N-terminale), et un domaine
kinase (en position C-terminale). Activée, PERK phos-
phoryle elF2a. (eukaryotic translation initiation factor
2, subunit) sur sa sérine 51. Ceci conduit a Iarrét de
la traduction des ARNm par empéchement de I"assem-
blage des ribosomes 80S, et ainsi a la diminution de la
synthése protéique. Paradoxalement, cette voie permet
néanmoins la synthese d’ARNm spécifiques qui pos-
sedent un IRES (internal ribosomal entry site) ou pré-
sentent un petit uORF (upstream open reading frame)
dans leur région 5’UTR (5’ untranslated region), comme
I’ARNm codant ATF4 (activating-transcription factor 4),
un facteur de transcription clef impliqué dans la réponse
UPR. ATF4 active les genes de 'UPR « adaptatif » dont
les produits participent a I'aide au repliement des pro-
téines (genes codant les chaperonnes), & leur élimina-
tion si nécessaire (génes de I’autophagie), au maintien
de I’homéostasie d’oxydo-réduction — induction d’une
forte réponse anti-oxydante via la phosphorylation
d’un autre substrat de PERK, NRF2 (nuclear factor
[erythroid-derived 2]-like 2) [6] — et au métabolisme
des acides aminés [7]. Si le stress devient chronique ou
intense (UPR chronique), ATF4 favorise I’expression du
facteur de transcription pro-apoptotique CHOP (C/€BP
homologous protein), qui augmentera I"expression des
membres pro-apoptotiques de la famille Bel-2 (B-cell
lymphoma 2) et conduira & "apoptose de la cellule.

ATF6

ATF6 est une protéine transmembranaire dont la partie
cytosolique est un facteur de transcription possédant
un domaine BZIP. Il existe deux isoformes d’ATF6 :
ATF60L, exprimé de fagon ubiquitaire, et ATF6[3 présent
uniquement au niveau intestinal. A la suite d’un stress,
ATF6 se localise au niveau de I"appareil de Golgi dans
lequel il est clivé par les protéases résidentes S1P et S2P
(site-1/2-protease), libérant un fragment cytosolique
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« ATF6 clivé » qui, migrant vers le noyau, régule la transcription des
génes de PUPR [8]. ATF6 clivé ne module pas seulement 'expression
des genes impliqués dans le repliement des protéines et I’€ERAD, il peut
également activer la transcription de CHOP, induisant alors I'apoptose
de la cellule. ATF6 clivé active également I’expression d’XBP1 non
épissé, communiquant ainsi avec la voie IRE1aL.

Des études réalisées chez la souris indiquent que la voie IRElaL est
essentielle au développement du foie: la délétion du gene codant
IRElao conduit @ une létalité embryonnaire due a une hypoplasie hépa-
tique. Bien que PERK et ATF6aL ne soient pas indispensables pour le
développement du foie, les souris dont les genes codant PERK et ATF6aL
ont été invalidés, ainsi que les souris dont le géne codant IRElaL a été
invalidé spécifiquement au niveau hépatocytaire, sont incapables de
résister a un stress hépatique aigu induit par une injection de tunica-
mycine ou & un stress chronique par exposition a un régime gras [9].
Ces souris développent des maladies hépatiques, ce qui suggére un role
majeur de ces trois voies de 'UPR dans le maintien de ’homéostasie
hépatique.

Le réle ambivalent de I’"UPR dans la physiopathologie
des NAFLD : ami ou ennemi ?

La durée et 'intensité de la réponse UPR apparait déterminante dans
I’engagement des mécanismes d’abord protecteurs et qui progressent
ensuite vers une réponse qui s’avere délétére. La réponse UPR transi-
toire est en effet un mécanisme protecteur, gardien de la physiologie
hépatique. Elle protége les hépatocytes de I’exposition excessive aux
nutriments, aux xénobiotiques ainsi qu’aux stress intracellulaires. Une
activation transitoire de ’UPR est ainsi observée en situation post-
prandiale. Uactivation transitoire du RIDD d’IREla conduit également
a la dégradation des ARNm codant pour deux cytochromes P450 res-
ponsables de la métabolisation de I"acétaminophene en un métabolite
cytotoxique pour le foie. Le RIDD réprime aussi les miR-34 et miR-
200, ce qui protege I’homme et la souris exposés a un régime gras de
’apparition de la stéatose [10].

Le foie est donc protégé par cette réponse UPR transitoire protectrice.

Son activation chronique contribuera a la tran- (=) Voir la Synthese
de F. Foufelle et

P. Ferré, m/s n° 3,
mars 2007, page 291

sition de la stéatose vers la NASH, en favorisant
les désordres inflammatoires, métaboliques et les
processus de mort cellulaire [11] (=¥).

Son activation soutenue (UPR résistant) contribuerait, elle, & la pro-
gression des NAFLD vers les stades dramatiques de la maladie hépa-
tique (cirrhose, CHC) (Figure 1).

Le premier lien entre I"obésité, I'activation du stress du RE et I"appari-
tion de la stéatose fut mis en évidence par I"équipe du Dr Hotamisligil
a Harvard, qui rapporta une augmentation des marqueurs de stress du
RE au sein de foies stéatosiques isolés a partir de souris génétiquement
obéses (ob/ob et db/db) ou rendues obéses par un régime alimentaire
riche en graisses (HFD pour high fat diet) [12]. Uactivation de I’'UPR a
également été observée chez les patients présentant une stéatose. Les
marqueurs de I’'UPR sont en effet amplifiés dans les foies stéatosiques
de patients obéses. Leur diminution est corrélée a la perte de poids des
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patients ainsi qu’a la réduction de la teneur en lipides
hépatiques consécutives a une chirurgie bariatrique
[13]. Lactivation de I’'UPR est également observée dans
les foies de patients obeses atteints de NASH. Il en est
de méme chez des souris nourries avec un régime défi-
cient en méthionine et choline (MCD) qui présentent
les caractéristiques physio-pathologiques de la NASH,
mais sans obésité [14], et chez des souris nourries avec
des régimes HFD/fructose ou HFD/sans choline qui pré-
sentent les caractéristiques de la NASH et de I’obésité.
Une activation directe de la voie IRELaL-XBP1 a d’autre
part été observée in vivo au cours du développement de
la résistance a Iinsuline dans le foie [15]. De plus, la
surexpression hépatique des chaperonnes résidentes du
RE, comme GRP78/BiP (78-kDa glucose-regulated pro-
tein), améliore la sensibilité a I'insuline et normalise la
stéatose chez les souris obéses [16] en inhibant le stress
du RE, ce qui apporte une preuve directe que le stress du
RE dans le foie contribue au développement des NAFLD
associées a I'obésité.

Le réle des lipides dans la mise en place
de la réponse UPR

€n situation d’obésité, I"activation chronique de la
réponse UPR pourrait étre enclenchée par des stress
a la fois environnementaux extra-hépatiques (acides
gras libres, céramides, cytokines) et intracellulaires,
tels que I'accumulation de lipides per se au sein des
hépatocytes, une caractéristique physiopathologique
des NAFLD. Bien que les triglycérides soient la catégorie
de lipides la plus abondante, les analyses lipidomiques
ont révélé la présence de diacylglycérols et de céra-
mides dans des biopsies de foies humains stéatosiques
[17]. Ces lipides inhiberaient la voie de signalisation
de Iinsuline hépatique, contribuant a I"apparition de
la résistance a I'insuline et du stress du RE. Savoir si
la résistance a I'insuline hépatique ou la stéatose se
développent en premier reste débattu. Il est cependant
établi que la résistance a I'insuline est un facteur de
risque dans la progression des NAFLD [18].

LU'accumulation anormale de lipides dans les hépa-
tocytes perturberait I’lhoméostasie du calcium (Ca?)
dans le RE, activant chroniquement le stress du RE dans
le foie. En effet, chez les souris obeses, 'accumulation
excessive de lipides dans le foie entraine un déséqui-
libre dans la composition lipidique de la membrane du
RE avec un rapport plus élevé de phosphatidylcholine
(PC) par rapport a la phosphatidyléthanolamine (PE),
altérant la fluidité de la membrane. Ce changement de
ratio PC/PE est a I’origine d’une diminution de "activité
de SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca? ATPase),
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la pompe qui permet 'entrée du Ca? dans le RE. Il s’ensuit une réduc-
tion de la concentration de calcium dans le RE, une accumulation
de protéines mal repliées, puisque la majorité des chaperonnes sont
dépendantes du Ca?, et, par conséquent, I'induction de la réponse
UPR. Réciproquement, la surexpression de SERCA ou la correction de
la composition des membranes en phospholipides dans le RE réduit

ce stress et corrige la stéatose chez des animaux (=) Voir la Nouvelle

obeses. Ainsi, les perturbations lipidiques et de  de M. Flamment et
I’homéostasie calcique seraient promotrices du
stress du RE hépatique dans I'obésité [19] (=P).

Comment "obésité altere I'activité de la pompe SERCA, reste cependant

F. Foufelle, m/s n° 1,
janvier 2012, page 13

a explorer. Une récente étude suggere que les lipides peuvent induire
directement un stress du RE par I'intermédiaire des senseurs IRElQL et
PERK qui pourraient agir comme des capteurs détectant via leur domaine
transmembranaire, les caractéristiques biophysiques des membranes
lipidiques reposant sur le rapport des chaines acyle insaturées et satu-
rées qui affectent la fluidité et I’épaisseur de la membrane [20].

Le RE établit des zones de contacts étroits avec les mitochondries :
les membranes associées aux mitochondries (MAM) (Figure 3), qui
permettent le transfert de Ca®* et d’espéces lipidiques entre les 2 orga-
nelles. Ainsi, au sein de la membrane du RE, le récepteur de I'inositol
triphosphate, IP3R, participe & la libération passive de Ca®, permet-
tant a la mitochondrie de se charger en calcium d’abord via le canal
VDAC (voltage-dependent anion-selective channel 1) présent sur
sa membrane externe, puis via le canal MCU (mitochondrial calcium
uniporter) localisé sur sa membrane interne. €n situation d’obésité,
le nombre de MAM augmente, surchargeant les mitochondries en Ca?*
et altérant leurs fonctions, notamment la phosphorylation oxyda-
tive. Cette altération de la phosphorylation oxydative est associée a
I’apparition de la stéatose, a un dysfonctionnement du cycle d’acide
tricarboxylique, a accumulation d’intermédiaires lipidiques toxiques
(céramides, diacylglycérols) conduisant a la production de ROS (reac-
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Figure 3. Les MAM, un lieu d’échange entre le
réticulum endoplasmique et la mitochondrie. Le
réticulum endoplasmique peut former des struc-
tures d’échanges avec la mitochondrie, nommées
MAM (mitochondria-associated membrane) per-
mettant le passage du calcium (Ca?) et d’especes
lipidiques de la lumiére du RE vers la mitochondrie.
Au cours de I"obésité, le nombre de MAM augmente,
surchargeant la mitochondrie en calcium. Cette
surcharge altére les fonctions mitochondriales,
engendrant un défaut de phosphorylation oxydative
et du cycle d’acide tricarboxylique, conduisant a la
production d’espéces réactives de I’oxygene (ROS),
I’apparition de la stéatose puis sa transition vers
la NASH via Pinduction d’inflammation, de mort

cellulaire et de fibrose.

tive oxygen species), a I'apparition de I'inflammation,
de la fibrose et a la transition stéatose-NASH [21]. Les
lipides jouent ainsi un rdle essentiel dans la mise en
place de la réponse UPR et de la stéatose, puis dans son
maintien vers des stades déléteres.

La réponse UPR chronique favorise la transition
stéatose-stéatohépatite

Suite a Iétablissement de la stéatose qui vulnérabilise
les hépatocytes, la mise en place de 'UPR « chronique »
favoriserait la transition vers la stéatohépatite en aggra-
vant les désordres métaboliques et en induisant des pro-
cessus inflammatoires, de mort cellulaire et de la fibrose,
les caractéristiques physiopathologiques de la stéatohé-
patite. Les patients atteints de NASH présentent en effet
une inflammation qui est corrélée a la gravité histologique
de leurs atteintes hépatiques [22]. Les biopsies de foie de
ces patients révelent également un nombre significative-
ment plus élevé d’hépatocytes en apoptose (positifs au
marquage TUNEL [terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling], activation des caspases exécu-
trices de I'apoptose — caspases-3 et -7 — et augmenta-
tion de ’expression du récepteur de mort Fas) par rapport
aux foies de patients minces ou stéatosiques [23].

La réponse inflammatoire dépendante du stress
du RE dans la NASH

Le stress du RE active les voies NFKB et JNK
Lors d’un stress chronique, IRElQL activée peut former
un complexe avec TRAF2 activant les protéines kinases
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Figure 4. Mécanismes de mort cellulaire
dépendants du stress du réticulum endo-
plasmique. Lors d’un stress au niveau du
réticulum endoplasmique (RE), un flux
calcique de la lumiere du RE vers la mito-
chondrie intervient, entrainant I'ouver-

ture du canal PTP (permeability transition

pore) mitochondrial, une dérégulation du
potentiel membranaire mitochondrial et
une perméabilisation de la mitochondrie
au niveau de sa membrane externe MOMP
(mitochondrial outer membrane permea-
bilization). Ces dérégulations aboutissent
a la libération du cytochrome c, I'acti-

vation de la caspase-9, puis des cas-

pases-3/ -6/ -7 et a I'apoptose. Les pro-
téines anti- et pro-apoptotiques régulent
également la libération du cytochrome ¢
au niveau de la mitochondrie, inhibant
ou favorisant I'induction de "apoptose.
Bcl2 (B-cell lymphoma 2), BelXL (B-cell
lymphoma extra large), Bax (Bcl-2-asso-
ciated X protein) et Bak (Bcl-2 homolo-

gous antagonist killer) peuvent aussi &tre ancrés au niveau du réticulum endoplasmique ot ils régulent la libération de calcium. U'activation des

voies IREla (inositol-requiring enzyme 1 @), PERK (protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase) et ATF6 (activating-transcription factor

6) conduit a "accumulation d’un facteur de transcription pro-apoptotique CHOP (C/EBP homologous protein), qui augmente I’expression des pro-

téines pro-apoptotiques BH3-only proteins (PUMA [p53-upregulated modulator of apoptosis], NOXA [phorbol-12-myristate-13-acetate-induced

protein], BIM [Bcl-2 interacting mediator of cell]) et diminue Iexpression des protéines anti-apoptotiques Bcl?2 et Bel-XL.

impliquées dans I'inflammation. Le complexe IREI0L/TRAF2 active ASK1
(apoptosis signal-regulating kinase 1), puis NFKB et les kinases de la
famille JNK impliquées dans I’activation transcriptionnelle de voies
pro-inflammatoires et pro-apoptotiques (Figure 4). Lactivation de
NFiB conduit dans un premier temps a I’induction de réponses inflam-
matoires qui favorisent la survie des cellules. Mais, au cours de la
NASH, NFB favorise ensuite les Iésions hépatiques, la fibrose et I’évo-
lution vers le CHC. 'activation de PERK réduit également la traduction
d’IkB, renforcant I'activité de NFKB [24].

Chez le patient obese, la perméabilité intestinale est augmentée, ce
qui favorise le passage dans le sang de composés bactériens comme le
lipopolysaccharide (LPS), augmentant leurs niveaux circulants (endo-
toxémie). Dans les hépatocytes, le LPS activerait via NFKB une réponse
pro-inflammatoire « a bas bruit » et a visée anti-apoptotique. Cette
activité légerement augmentée de NFkB contribuerait a la protection
des hépatocytes. Néanmoins, au-dela d’un certain seuil, elle serait
a I’origine de la sécrétion de facteurs inflammatoires et chimiotac-
tiques, participant ainsi a ’aggravation de I'inflammation hépatique,
I’induction de "apoptose et I"apparition de fibrose [25]. Dans les foies
de souris soumises a un régime déficient en méthionine et choline
(induisant la NASH), NFkB serait un médiateur important qui parti-
cipe au développement des Iésions de la NASH. Dans des hépatocytes
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primaires humains exposés aux acides gras saturés,
I'activation de la signalisation NFKB par CHOP (CCAAT/
enhancer-binding protein [C/EBP] homologous protein)
serait un mécanisme impliqué dans la progression de
la stéatose vers la NASH, entrainant la sécrétion de
cytokines impliquées dans la mort cellulaire et I'inflam-
mation [26].

Stress du RE et production de protéines de la phase
aigué de I'inflammation

Uaugmentation de la sécrétion de protéines de phase
aigué par les hépatocytes (comme la CRP [C-reactive
protein]) est un indicateur d’inflammation hépatique
qui peut étre associé au stress du RE. CREBH (C-AMP
response element-binding protein) est un facteur de
transcription impliqué dans la phase aigué de I'inflam-
mation qui est exprimé uniquement dans le foie. Suite a
un stress du RE dans les hépatocytes, CREBH subit une
protéolyse intra-membranaire permettant la transac-
tivation des genes de ’UPR et des génes des protéines
inflammatoires. Ainsi, comparés aux patients atteints
de stéatose, les patients NASH présentent des taux de



CRP sériques significativement plus élevés [27]. Lhepcidine, une hor-
mone peptidique sécrétée par le foie en réponse au stress du RE et a
I’inflammation, également induite par CREBH, régule ’homéostasie du
fer et une surcharge en fer a été observée chez les patients présentant
une NASH avec un risque accru d’aggravation vers la fibrose. Les cyto-
kines pro-inflammatoires, telles que le TNFou (tumor necrosis factor
alpha) ou I'IL-6 (interleukine-6), ou encore le LPS, peuvent induire
I’expression de CREBH, perpétuant ainsi un état inflammatoire lors
d’un stress du RE.

Le réle de I’inflammasome

Les inflammasomes sont des complexes multi-protéiques qui détectent
des signaux de danger et conduisent a la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires lors de stress cellulaires. inflammasome NLRP3 (NOD-
like receptor family, pyrin domain-containing 3), I'un des plus étudiés,
est activé dans les foies de patients et de souris NASH [28]. Son
activation nécessite deux signaux successifs : un premier, qui induit la
transcription et la traduction des cytokines pro-IL-13 et pro-IL-18;
et un second, qui sert de médiateur a son assemblage avec la protéine
adaptatrice ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing
a CARD) et les caspases-1 et -11. Le complexe ainsi formé permettra
I’activation des caspases qui y sont associées, conduisant au clivage
des pro-cytokines en cytokines IL-1f et IL-18, qui sont des médiateurs
pyrogéniques, déclenchant la réponse inflammatoire. L'inflammasome
NLRP3 joue un role important dans "apparition de la stéatose. Les
souris déficientes pour la caspase-1, la caspase-11, NLRP3 ou ASC
(incapables de produire les cytokines) soumises & un régime riche en
graisses sont protégées de la stéatose et de la résistance a I'insuline
[29]. Pactivation soutenue de NLRP3 conduit a la mort cellulaire par
pyroptose, une mort cellulaire programmée dépendant de la caspase-1
(ou -11) et conduisant a un gonflement cellulaire, & la formation de
pores dans la membrane, par clivage (en N-terminal) de la gasdermine
D en un fragment de 31 kDa (gasdermine D-N) & I’origine de cette for-
mation de pores, favorisant la libération de I’IL-1[ et de I’lL-18 [30].
Les souris déficientes en gasdermine D sont résistantes a la NASH et,
inversement, la surexpression de la gasdermine D favorise la NASH,
chez la souris saine.

Les souris qui expriment une forme constitutivement active de NLRP3
développent rapidement une NASH. Ces souris présentent une augmen-
tation de la mort hépatocytaire par pyroptose, une aggravation de
I’inflammation hépatique, une forte activation des cellules stellaires
et de la fibrose [31]. Au contraire, 'inhibition de NLRP3 par traitement
pharmacologique améliore la physiopathologie des NAFLD et la fibrose
chez les souris diabétiques et obéses [32]. De nombreuses études ont
établi un lien entre le stress du RE et I’activation de NLRP3 [28]. Ainsi,
chez les souris génétiquement obéses, une endotoxémie? qui accentue
les activités hépatiques d’IRElal et de PERK, conduit a la surexpres-
sion de CHOP, induisant I’expression a la fois des caspases-1 et -11
et de PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis), un membre
pro-apoptotique de la famille Bcl-2 déclenchant la pyroptose et

? Présence d’endotoxine (LPS) dans le sang.
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I’apoptose hépatocytaire. U'acide tauroursodéoxycho-
lique (TUDCA), qui inhibe le stress du RE, protege contre
cette activation de NLRP3 dépendant des caspases et
d’IRELoL et de PERK [28].

Uinflammasome peut également étre activé indirec-
tement par IRElal et son activité RIDD capable de
dégrader le miARN miR-17 qui réprime TXNIP (thioredo-
xin-interacting protein). TXNIP se lie et active NLRP3.
L'accroissement de son expression contribue ainsi a
I'activation de I’inflammasome, augmentant la réponse
inflammatoire et favorisant la mort cellulaire [33].
TXNIP favorise aussi la production des ROS, qui contri-
buent également a 'activation de I'inflammasome. De
méme, la sur-activation de la fonction RNase d’IRE1aL,
chez des souris déficientes pour BI-1 (Bax inhibitor 1)
Iinhibiteur endogene de I’activité RNase d’IREla, sou-
mises a un régime riche en graisses, conduit a la NASH
en lien avec une augmentation de expression hépa-
tique de TXNIP [34], a activation de P'inflammasome
et de la pyroptose dans les hépatocytes. L'inflammation
et la mort cellulaire dépendant de I’inflammasome
(pyroptose, apoptose) jouent un rdle central dans la
progression de la stéatose vers la NASH.

Stress du RE, production de ROS et inflammation

Le stress oxydatif, causé par la surproduction de ROS
et de radicaux libres, contribuerait au développement
des NAFLD. Au cours de la stéatose, Iaccumulation
d’acides gras et la surcharge en Ca® altérent la fonc-
tion des mitochondries (oxydation et respiration)
entrafnant une augmentation de la production de ROS.
Des voies oxydatives alternatives sont alors activées
dans les peroxysomes (B-oxydation) et les micro-
somes (w-oxydation), amplifiant les niveaux de radi-
caux libres, ce qui altere 'oxydation des acides gras,
augmente la production de glycérol-3-phosphate et
la lipogenése, aggravant la stéatose [35]. Le stress
oxydatif pourrait agir comme un déclencheur dans la
transition stéatose-NASH. La réponse anti-oxydante
est orchestrée par le facteur nucléaire NRF2, fortement
exprimé dans les organes détoxifiants comme le foie.
Suite @ un stress du RE, PERK phosphoryle NRF2 et le
stabilise, ce qui permet de réduire les niveaux élevés
de ROS [6]. Lactivation de la réponse au stress du RE,
jouerait ainsi, via NRF2, un rdle cytoprotecteur vis-a-
vis de Iinflammation induite par le stress oxydatif. Les
souris déficientes pour NRF2 sous régime déficient en
méthionine et choline, présentent une aggravation des
caractéristiques de la NASH et de I'inflammation, résul-
tant d’une augmentation significative du stress oxy-
datif par rapport a des souris sauvages. Inversement,
une activation soutenue de NRF2 protége les souris
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de la NASH en inhibant le stress oxydatif, la libération de cytokines
inflammatoires et les facteurs induisant la fibrose [36]. Chez des rats
présentant une NASH, I’activation pharmacologique de NRF2 réduit
significativement la fibrose, faisant de NRF2 une cible thérapeutique
potentielle pour le traitement de patients NASH atteints de fibrose
hépatique. NRF2 peut également réprimer la transcription de genes
codant des agents pro-oxydants, comme TXNIP qui relie inflammasome
et stress oxydant. Dans "ensemble, le stress du RE intervient dans la
régulation positive ou négative du stress oxydatif renfor¢ant I'inflam-
mation et la mort cellulaire. Le stress du RE coopere donc étroitement
avec le stress oxydatif dans la pathophysiologie de la NASH.

Stress du RE et cellules immunitaires
Le foie est également constitué de cellules de I'immunité innée qui,
en constituant sa premiere ligne de défense, participent au maintien
de son homéostasie. |l s’agit des macrophages résidents du foie (ou
cellules de Kupffer), des cellules dendritiques et du couple de cellules
NK/NKT (natural killer et natural killer T). Dans la NASH, le nombre de
cellules de Kupffer n’est pas modifié mais leur phénotype est altéré.
Activées, les cellules de Kupffer s’engagent dans

. . . , . (=) Voir la Nouvelle
un profil pro-inflammatoire (appelé M1) et il a

de A. UHermitte
etal.,m/sn°1l,
novembre 2016,

été montré que la voie de I’UPR, notamment avec
IRE€LlaL, joue un rdle dans la polarisation M1 des
macrophages [37-40] (=9).

De méme, une diminution du nombre de cellules NKT est observée au
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cours de I’obésité et de la NASH, et les cellules présentes montrent un
profil pro-inflammatoire (de type Thl). Il a été proposé que lors de
I’obésité, I'activation du stress du RE puisse conduire a une diminution
de I'expression par les hépatocytes de la molécule CD1d, impliquée
dans I’activation des cellules NKT, participant au défaut d’activation
de ces cellules [41].

Une diminution du nombre de lymphocytes T CD4" et de lymphocytes
T régulateurs (Treg) est également observée au cours de la NASH,
résultant en une perte d’activité régulatrice de la réponse immuni-
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Figure 5. L’inhibition pharmacologique
d’IRE1 0 : une nouvelle piste thérapeutique.
Lors de I'obésité, la voie de signalisation
IRE1at (inositol-requiring enzyme 1 o) par-
ticipe a l'installation de la résistance a 'in-
suline et a "accumulation intrahépatique
des lipides contribuant a I"apparition de la
stéatose. Son activation soutenue conduit
a 'inflammation et a des processus de mort
cellulaire (apoptose et pyroptose), des
caractéristiques physiopathologiques de la
NASH (stéatohépatite non alcoolique), un
facteur a risque du CHC (hépatocarcinome).
Le ciblage pharmacologique de I'activité
endoribonucléase d’IREla apparait étre
une piste thérapeutique pertinente dans le
traitement de la NASH.

taire. Inversement, une activation des lymphocytes T
CD8" a été rapportée. La voie IRE1/XBP1 joue un rdle
dans I"activation des lymphocytes Treg favorisant
I’orientation vers un profil Th17 inflammatoire et elle
est impliquée dans I"activation des lymphocytes T CD8".
Des liens existent donc entre I’activation de I’UPR et les
perturbations du systéme immunitaire [42], qui restent
encore a explorer dans la NASH.

Stress du RE et processus de mort cellulaire associés
a la NASH

Lapoptose dépendant du stress du RE

Lorsque les voies de ’UPR ne parviennent pas a résoudre
le stress induit par "accumulation des protéines, les
voies activées conduisent a I’apoptose de la cellule. Les
voies de I'UPR convergent vers I'activation du facteur
de transcription pro-apoptotique CHOP, augmentant
Iexpression des membres pro-apoptotiques de la
famille Bcl-2 et conduisant a "apoptose. CHOP est
impliqué dans les mécanismes d’expression de protéines
de la famille BH3-only proteins, telles que PUMA, NOXA
(ou « dommage » en latin), BIM (bcl-2-interacting
mediator of cell death) qui activent directement les
membres de la famille Bel-2 (et/ou répriment les molé-
cules anti-apoptotiques de la méme famille) condui-
sant a "apoptose. Ces protéines activent, par exemple,
directement BAX (Bcl2-associated X protein) et BAK
(Bcl-2 homologous antagonist/killer), contribuent &
la formation de pores au niveau de la mitochondrie,
induisant la libération du cytochrome ¢, I’activation
des caspases exécutrices de I'apoptose (caspases-3,
-6, et -7) et aboutissant & la mort par apoptose [43]
(Figure 4). Ainsi, la voie de I’apoptose mitochondriale



amplifie les mécanismes pro-apoptotiques qui ont été engagés au
niveau des voies de I’UPR. BAX et BAK interagissent également avec le
domaine cytosolique d’IR€1aL, ce qui conduit a 'apoptose. Cette inte-
raction semble nécessaire a I’activité d’IRELat, la liaison de BI-1 (Bax
Inhibitor 1) sur IRElaL au site de fixation de BAX et BAK, protégeant
de I'apoptose induite par BAX/BAK. La formation du complexe IRElo/
TRAF2 permettrait également I'activation de la caspase-12 impliquée
dans Iinitiation de "apoptose en lien avec le stress du RE.
’hypothese que I'apoptose induite par la réponse au stress du RE dans
les cellules hépatiques joue un role important dans I’apparition de la
NASH est renforcée par la mise en évidence de I’augmentation de mar-
queurs du stress du RE, notamment CHOP, au sein de biopsies hépa-
tiques de patients NASH [44]. Cette observation a été confirmée par
une premiere étude de notre équipe réalisée chez des patients NASH,
qui a révélé que I"expression de CHOP était corrélée au score d’activité
des NAFLD et des Iésions hépatiques [28]. Les résultats d’une seconde
étude réalisée sur des biopsies hépatiques de patients et dans des
modeles animaux de NASH, ont suggéré que I’activité RNase d’IREla
jouerait un réle central dans "apparition de la maladie [34].

€n effet, les souris déficientes pour B/-1 [45, 46] développent les
caractéristiques physiopathologiques de la NASH sous régime gras,
et I'inhibition pharmacologique de Iactivité RNase d’IREla corrige la
NASH (apoptose, nécroptose, inflammation) chez les souris déficientes
pour BI-1, mettant en évidence un rdle central de I'activité RNase
d’IREla. Une étude réalisée sur des biopsies hépatiques de patients
NASH a néanmoins révélé des incohérences quant aux voies de signali-
sation induites en aval de I'activation de PERK, notamment une acti-
vation d’elF2a mais non de I’axe ATF4-CHOP. De méme, pour IRE1a, la
voie JNK serait activée dans la NASH, et XBP1 ne serait pas modifié.
Confirmant un r6le pro-apoptotique des kinases de la famille JNK dans
la pathogenése de la NASH, les souris déficientes pour JNKI, et nourries
avec un régime riche en graisses, sont protégées contre le développe-
ment de la résistance a Iinsuline hépatique et de la stéatohépatite,
notamment en raison de la diminution de I’apoptose des cellules [47].

Lipotoxicité et mort cellulaire

L'accumulation de lipides dans les foies stéatosiques augmente la
lipotoxicité et aggrave les symptomes de la NASH. Les analyses lipi-
domiques réalisées chez des patients atteints de NASH, ont révélé que
le taux d’acides gras libres (AGL) sériques qui contribuent davantage
aux lésions hépatiques (lipotoxicité) que les triglycérides, était plus
important chez ces patients. Chez des souris soumises a un régime riche
en graisses, I'inhibition de la synthése des triglycérides par la DGAT2
(diglyceride acyltransferase 2) entraine une accumulation d’acides gras
libres associée a une élévation du cytochrome P4502€1 (CYP2€1), des
marqueurs de la peroxydation lipidique/stress oxydatif et de la nécro-
inflammation lobulaire et de la fibrose [48]. De nombreuses études ont
rapporté que les acides gras libres saturés, comme I'acide palmitique ou
I’acide stéarique, par opposition aux acides gras libres insaturés, comme
I’acide oléique, sont toxiques pour les hépatocytes, activant I’'apoptose
dépendant du stress du RE, et qu’ils sont impliqués dans la pathogenese
de la NASH. Les rats nourris avec un régime riche en graisses saturées,
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présentent ainsi une augmentation de I’expression de
CHOP et de la caspase-3 active [49]. De méme, dans
des lignées cellulaires hépatocytaires, I’acide palmi-
tique active spécifiquement les voies PERK et IRElq,
augmentant ainsi I’expression de CHOP, qui a son tour
induit I'expression de DR5 (death receptor 5) conduisant
a P’activation de la caspase-8 et de BID tronquée (tBID).
A noter également que Pinvalidation de BAX et BAK dans
le foie, conduit a I'absence d’apoptose en réponse @ un
stress du RE, avec une modification de la signalisation de
I'UPR [50] (Figure 4). Lactivation de la voie IRElaL par
I’acide palmitique via JNK et/ou CHOP favorise I'activa-
tion des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2
(et/ou répriment les molécules anti-apoptotiques de la
méme famille) conduisant & I'apoptose.

Cibler le stress du RE dans la NASH :
une perspective thérapeutique ?

L'utilisation d’inhibiteurs des protéines senseurs pour-
raient permettre de diminuer 'activation des voies de
mort cellulaire, d’inflammation et les perturbations
métaboliques. Ces molécules représenteraient ainsi des
perspectives thérapeutiques novatrices.

Plusieurs composés pharmacologiques sont disponibles
pour inhiber I'activité RNase d’IRElo.. Parmi eux, on
trouve des inhibiteurs de I'activité RNase, a base de
salicylaldéhyde (4u8c, STF-083010, MKC-3946). Le 4p8c
et le STF-083010 ont donné des résultats prometteurs
dans un modele de NASH [34]. Des composés inhi-
biteurs de I'activité kinase d’IREla sont également
disponibles (Sunitinib, APY29) mais n’ont pas été tes-
tés dans la NASH. Récemment, il a été démontré que
la fonction RNase d’IRElaL pouvait étre inhibée via sa
fonction kinase par une nouvelle classe pharmaco-
logique d’inhibiteurs appelés KIRA (kinase-inhibiting
rnase attenuators). L'impact de ces composés dans
la NASH reste donc a explorer. ASKI est inhibée par le
selonsertib, actuellement en essai clinique de phase Il
chez les patients NASH.

Des inhibiteurs de PERK ont également été développés.
Le GSK-265157, un dérivé du GSK-2606414 compétiteur
du domaine de fixation de ’ATP, a donné des résultats
encourageants dans des modeles murins de cancer
hépatique. Cependant, sa sélectivité est questionnée en
raison de sa capacité a inhiber RIPK1 et la nécroptose.
Le séquencage a haut débit a permis de détecter de
petits inhibiteurs moléculaires d’ATF60L appelés céa-
pines qui piegent la protéine dans le RE, empéchant
ATF6oL de se localiser dans le Golgi, bloquant ainsi son
activation protéolytique. Les céapines n’ont pas encore
été testés dans des modeles murins de NAFLD.
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La sélectivité des nouveaux inhibiteurs d’IRElo et PERK nécessite
d’étre mieux définie. Au vu des rdles cruciaux d’IR€lo et d’XBP1 dans
le métabolisme des lipides hépatiques, des processus de détoxifica-
tion et de la survie cellulaire, des potentiels effets hépatotoxiques,
il est important d’examiner les éventuels effets secondaires de ces
molécules.

Une meilleure compréhension des subtilités de la

(=») Voir la Syn-
these de S. Taouji et
€. Chevet, m/s n° 6-7,
juin-juillet 2015,
page 667

signalisation UPR chez les patients atteints de
NAFLD permettra a plus long terme de stratifier
les patients pouvant bénéficier d’une intervention
thérapeutique ciblée « a la carte » [53] (=P).

Conclusion

L'implication du stress du RE dans la pathophysiologie des complica-
tions hépatiques joue un role capital, particulierement dans la transi-
tion stéatose-NASH. Etudier le stress du RE permettrait de découvrir
de nouvelles cibles thérapeutiques puisqu’il n’existe aucun traitement
pharmacologique. Cibler "activité RNase d’IRElaL apparait comme une
perspective thérapeutique pertinente (Figure 5). 0

SUMMARY

Endoplasmic reticulum stress response and pathogenesis of non-
alcoholic steatohepatitis

The incidence of chronic liver disease is constantly increasing, owing
to the obesity epidemic. Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is
currently affecting 20-30% of the general population and 75-100% of
obese individuals. NAFLD ranges from simple steatosis to damaging
non-alcoholic steatohepatitis (NASH), potentially developing into
hepatocellular carcinoma. No efficient pharmacological treatment is
yet available. During obesity, the hepatic ER stress response can arise
from extracellular stress (lipids, glucose, cytokines) and from intracel-
lular stress including lipid buildup in the hepatocyte (steatosis), a hall-
mark of NAFLD. The chronic activation of the hepatic €R stress response
may be a crucial event in the steatosis-NASH transition, triggering cell
death, inflammation and accelerating metabolic disorders. We discuss
these aspects and we propose that targeting the €R stress response
could be effective in treating NAFLD. ¢
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