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Titre : Les cellules stellaires : cible thérapeutique pour la fibrose hépatique.
o Deécouverte de I'association hypertrophie des cellules stellairesfiibrose hépatique

e Stratégies thérapeutiques par ARN interférence

Résumé : La fibrose hépatique, caractérisée par un
dépdt excessif de matrice extracellulaire, est une
conséquence majeure des maladies hépatiques
chroniques comme la stéato-hépatite non alcoolique
(NASH) qui connait une incidence croissante en raison
de laugmentation de la prévalence du syndrome
métabolique. Aucun traitement efficace n'existe
actuellement pour bloguer le processus de fibrogénése
pouvant conduire a une cirrhose ou a un hépato-
carcinome. Les cellules stellaires hépatiques (HSCs)
jouent un réle clé dans la fibrose, en se dédifférenciant
en myofibroblastes responsables de la production
excessive de collagéne. Dans un premier temps, ce
travail de thése a permis de mettre en évidence la
présence d'amas de HSCs hypertrophiées, contenant
une accumulation de gouttelettes de rétinoides, dans
un modele murin de fibrose métabolique (CDAHFD).
Ces cellules présentent un phénotype particulier
caractérisé par 'expression simultanée de marqueurs
de HSCs quiescentes et activées et sont colocalisées
avec les fibres de collagéne. Une hypertrophie de
HSCs a également été mise en évidence dans 3 autres

modeles murins de fibrose et chez des patients
présentant une fibrose liée a différentes étiologies
(obésité, NASH, hépatite C et alcoolisme). De plus, une
corrélation positive significative a été mise en évidence
entre le stade de fibrose et le score d'hypertrophie des
HSCs dans une cohorte de patients obéses atteints de
fibrose hépatique. Ces résultats suggérent que les
HSCs hypertrophiées sont étroitement associées a la
fibrose hépatique. Dans un second temps, plusieurs
formulations de lipoplexes ont été développées pour
Fadministration de siRNA anti collagéne 1 a des HSCs
in vivo. Sur des souris saines, malgré 'absence de
ligand de ciblage, la modification de la composition
lipidique du lipoplexe permet dorienter le siRNA vers
un type cellulaire particulier. Les résultats préliminaires
montrent que 'ajout de cholestérol au lipoplexe permet
d’augmenter l'interalisation des siRNA par les HSCs.
Des études supplémentaires sont nécessaires pour
confirmer cette hypothése et évaluer [lefficacité
thérapeutique de ces vecteurs sur des souris
CDAHFD.

Mots clés : Fibrose hépatique, NASH, HSCs, Hypertrophie, modéle métabolique, siRNA, lipoplexes.

Title: Hepatic stellate cells: therapeutic target for liver fibrosis

Abstract: Hepatic fibrosis, characterized by
excessive deposition of extracellular matrix, is a
major consequence of chronic liver diseases
such as non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
which is undergoing a dramatic evolution due to
the increased prevalence of metabolic syndrome.
No effective treatment currently exists to block
the process of fibrogenesis that can lead to
cirrhosis or hepato-carcinoma. Hepatic stellate
cells (HSC) play a key role in fibrosis, by
dedifferentiating into myofibroblasts responsible
for the excessive collagen production. Initially,
this thesis work revealed the presence of
hypertrophied HSCs clusters, containing an
accumulation of retinoid droplets, in a murine
model of metabolic fibrosis (CDAHFD). These
cells exhibit a particular phenotype characterized
by simultaneous expression of quiescent and
activated HSCs markers and are colocalized with

Discovery of the association stellate cell hypertrophy / liver fibrosis
Therapeutic strategies by RNA interference

collagen fibers. The presence of HSC hypertrophy was
also demonstrated in 3 other murine models of fibrosis
and in patients with fibrosis associated with different
etiologies (obesity, NASH, hepatitis C and alcoholism).
In addition, a significant positive correlation was
established between the stage of fibrosis and the score
of HSC hypertrophy in a cohort of obese patients with
hepatic fibrosis. These results suggest that HSC
hypertrophy is associated with hepatic fibrosis.
Secondly, several formulations of lipoplexes were
developed to deliver siRNA anti-collagen 1 to HSCs in
vivo. In healthy mice, despite the absence of a targeting
ligand, the modification of lipoplex lipid composition
allows to target SIRNA to a specific cell type. Preliminary
results show that the addition of cholesterol into the
lipoplex can increase the level of SIRNA internalization
by HSCs. Further studies are required to confirm this
hypothesis and to assess the therapeutic efficacy of
these vectors in CDAHFD mice.

Keywords: Liver fibrosis, NASH, HSCs, Hypertrophy, metabolic model , siRNA, lipoplexes.
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Chapitre I : Foie et fibrose

1. Le foie

1.1 Généralités

Le foie est 'organe solide le plus volumineux du corps humain. |l est situé du c6té droit sous
le diaphragme (Figure 1). Son poids est d’environ 1,5kg chez I'adulte, ce qui représente 2%
du poids corporel. Il contient environ 10% du volume sanguin total, et environ 1,4L de sang
traverse le foie chagque minute (pour un adulte). Il présente une vascularisation particuliére,
dite « mixte » puisqu’un tiers du sang provient de I'aorte via I'artére hépatique, apportant au
foie 'oxygeéne et I'énergie, et deux tiers du sang proviennent du tube digestif via la veine porte

apportant les éléments nutritifs absorbés au niveau des intestins.

(Esophage

Lobe droit du foie Lobe gauche du foie

Conduit hépatique

Vésicule biliaire commun

Canal cystique

Canal biliaire
commun

\\L ot l Intestin gréle
Duodénum

Pylore Pancréas

Figure 1 : Anatomie du foie et sa relation macroscopique avec le tractus intestinal et le systéeme vasculaire.
Image adaptée de (Tanwar et al., 2020).

1.2 Fonctions

1.2.1 Le métabolisme des glucides

Le foie assure le stockage des glucides sous forme de glycogéne, par la voie de la
glycogénogenése. Lors d’une période de jelne, le glycogéne est transformé en glucose par
les cellules hépatiques puis libéré dans la circulation sanguine afin de maintenir la glycémie

entre 0,8 et 1g/L. Cette voie métabolique est appelée : la glycogénolyse. En cas d’épuisement
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de ses réserves en glycogéne, le foie est également capable de synthétiser du glucose a partir

d’éléments non-glucosidiques, notamment les acides aminés.
1.2.2 Le métabolisme des lipides

Les lipides sont stockés dans les cellules hépatiques sous forme de triglycérides, cette voie
est appelée la lipogenese. Les triglycérides peuvent étre hydrolysés, en cas de besoin
énergétique, en acides gras. Ces derniers vont servir a la production d’énergie via le cycle de
Krebs, aprés leur oxydation en acétylcoenzyme A. De plus, le foie est impliqué dans la
synthése des lipoprotéines qui assurent le transport dans la circulation sanguine des acides
gras, des triglycérides et du cholestérol. Le foie assure également la synthése des
phospholipides et du cholestérol et le stockage des vitamines liposolubles comme les

vitamines A, D, E et K.
1.2.3 Le métabolisme des protéines

Les cellules hépatiques sont capables de synthétiser des protéines, en particulier des
enzymes, mais également de les éliminer sous forme d’urée qui sera excrétée dans l'urine. Le
foie assure la production de la majorité des protéines plasmatiques, telles que I'albumine, la
protéine la plus abondante du sang, ’hémoglobine, la globuline, le fibrinogéne, les facteurs de

coagulation et les inhibiteurs de protéases.
1.2.4 La production de la bile

La bile est composée principalement de bilirubine (produit de dégradation de 'hémoglobine),
des acides et sels biliaires, du cholestérol, des phospholipides. Chaque jour, le foie produit
environ 1L de bile, sécrétée par les cellules hépatiques de maniére continue. Cette bile est
stockée dans la vésicule biliaire, puis libérée au niveau du duodénum aprés un repas. La bile
a pour rble de solubiliser les graisses, en agissant comme émulsifiant, pour permettre leur
absorption. Elle permet également I'excrétion des déchets endogénes liposolubles tels que le
cholestérol et les pigments biliaires (issus de la dégradation de ’hémoglobine par le foie), mais

aussi exogenes tels que les métabolites des xénobiotiques.
1.2.5 La détoxification

Les substances toxiques arrivant au foie sont soit endogénes, comme les produits de
dégradation des protéines ou d’autres molécules, soit exogénes tels que les médicaments,
l'alcool, les drogues et les pesticides. Le foie assure la dégradation de ces produits toxiques
en produits non toxiques. Ces derniers sont éliminés dans le sang, s’ils sont hydrosolubles, et
transportés vers les reins pour étre excrétés dans les urines, comme l'alcool (éthanol) qui est

transformé en acétate avant son élimination. En revanche, si ces produits sont liposolubles,
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comme la bilirubine, ils seront excrétés dans la bile au niveau des intestins puis éliminés dans
les selles. Les cytochromes (CYP) 450 sont des enzymes qui jouent un role essentiel au cours

du processus de biotransformation des xénobiotiques dans le foie.
1.2.6 La régénération

Le foie posséde une capacité régénérative tres importante. Il est capable de reconstituer les
lobules hépatiques méme aprés une hépatectomie importante ou une lésion tissulaire toxique,
ischémique ou encore due a une infection aigué (Duarte et al., 2015). Il posséde un
mécanisme remarquable de prolifération des hépatocytes qu’il met en place en situation

pathologique.
1.3 Organisation du foie

Le foie humain est constitué principalement de quatre lobes : le lobe hépatique droit (le plus
volumineux), le lobe gauche (plus petit), et entre les deux on retrouve le lobe carré et le lobe
caudé. La vésicule biliaire est située au niveau du lobe hépatique droit. Le foie est composé
de millions de lobules hépatiques, de structure hexagonale, qui représentent l'unité

fonctionnelle du foie (Figure 2).

B Lames d’hépatocytes
Lames 2 c® Ve
d’hépatocytes — eine
i B, i =3 i centro-
\\ i b 5. lobulaire
—_ = O T ,
P /| / \ Triades it
h/ 4 { 3 portales Velinlf clentro~ hépatique
¢ R obulaire
71k gt
Sinusoides ; N Veine
Lobule — : PULE
hépatique Sinusoides hépatiques Canal biliaire
-
Canalicule biliaire Triade portale

Figure 2 : Représentation schématique de I'architecture du foie et du lobule hépatique.
Image adaptée de (Lecluyse et al., 2012).

Chaque lobule est composé de milliers d’hépatocytes. Les espaces portes sont situés a la
périphérie de chaque lobule, ils comprennent trois éléments : le canal biliaire (ou est sécrétée
la bile), une branche de l'artére hépatique (apportant le sang oxygéné de l'aorte), et une
branche de la veine porte (apportant le sang riche en éléments nutritifs absorbés au niveau
des intestins). La veine hépatique, également appelée veine centro-lobulaire est située au
centre du lobule. Le sang provenant de la veine porte et de 'artére hépatique circule dans le
réseau des capillaires sinusoides qui bordent les travées d’hépatocytes et convergent vers la

veine centro-lobulaire (Figure 2). Les cellules endothéliales des sinusoides ne sont pas
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jointives afin de permettre les échanges, entre le sang et les hépatocytes, de macromolécules
mais également la migration de petites cellules, notamment les cellules de Kupffer et les
hématies. Entre les cellules endothéliales et les travées d’hépatocytes, se situe I'espace de

Disse, ou I'espace péri-sinusoidal (Figure 3).
1.4 Les cellules hépatiques

Le foie est composé principalement d’hépatocytes, qui constituent environ 66% des cellules
hépatiques, de macrophages résidents du foie appelés cellules de Kupffer, de cellules
endothéliales sinusoidales, de cellules stellaires, de cholangiocytes, de neutrophiles... Les

principales cellules hépatiques seront détaillées ci-dessous (Figure 3).
1.4.1 Les hépatocytes

Les hépatocytes contiennent environ 90% de la masse protéique totale (D’Ambrosio et al.,
2011a). Ces cellules épithéliales volumineuses ont des microvillosités permettant d’augmenter
leur surface d’échange avec le sang. Les travées d’hépatocytes sont souvent sous forme de
monocouche cellulaire séparée de part et d’autre des capillaires sinusoides par les espaces
de Disse. Les hépatocytes peuvent étre mono ou binucléés, avec un noyau rond qui
représente entre 5 et 10% du volume total de la cellule. Leur division est trés rare (environ 1
événement sur 20000) dans un foie sain. Les hépatocytes assurent les principales fonctions
exocrines et endocrines du foie, avec une activité métabolique trés importante. On retrouve
donc un cytoplasme riche en réticulum endoplasmique, lysosomes et mitochondries. Selon
leur localisation dans le lobule, les hépatocytes peuvent présenter des voies métaboliques
différentes voire opposées. Par exemple, les hépatocytes péri-portaux vont assurer plus
particulierement I'oxydation des acides gras, la néoglucogenése, alors que les hépatocytes

péri-centro-lobulaire vont plutét assurer la glycolyse et la lipogenése.
1.4.2 Les cellules endothéliales sinusoidales

Les cellules endothéliales sinusoidales du foie sont des cellules non parenchymateuses qui
forment les capillaires sinusoides. Comme évoqué précédemment, ces cellules ne sont pas
jointives ; I'endothélium présente des pores avec dimportantes fenestrations permettant
I'échange bidirectionnel de lipoprotéines et d'autres nutriments entre le sang et les cellules
hépatiques. Elles favorisent également I'élimination des déchets présents dans le sang des
sinusoides. Elles présentent une activité d’endocytose importante. Contrairement aux
hépatocytes, ces cellules ont une plus petite taille et possédent un noyau aplati (Figure 3)
(Arriazu et al., 2014; DeLeve et al., 2004).
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1.4.3 Les cellules de Kupffer

Les cellules de Kupffer ou macrophages résidents du foie sont situées dans la lumiére des
capillaires sinusoides et possédent de longs prolongements cytoplasmiques (Figure 3). Ces
cellules jouent un réle vital dans le maintien de ’homéostasie hépatique. En effet, elles
présentent une capacité importante de phagocytose et participent a [I'élimination des
pathogénes présents dans le sang provenant de la veine porte. Elles jouent également un role
important dans la défense immunitaire, notamment en sécrétant des cytokines inflammatoires

et en agissant comme cellules présentatrices d’antigénes (Dou et al., 2020).
1.4.4 Les cellules stellaires

Les cellules stellaires hépatiques (HSCs), également appelées cellules de Ito ou encore
lipocytes, représentent 6 a 8% des cellules du foie. Elles contiennent 1% des protéines
hépatiques et sont localisées dans I'espace péri-sinusoidal (D’Ambrosio et al., 2011a) (Figure

3). Leur principal role est le stockage des rétinoides (vitamine A). Ces cellules seront décrites

plus en détail dans la section 3 de ce chapitre.
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Figure 3 : Schémas décrivant la structure du lobule hépatique et du sinusoide.
Image adaptée de (Friedman, 2003).

1.5 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) du foie forme un microenvironnement complexe constitué
d’'un réseau organisé de macromolécules situées autour des espaces portes, de la veine
centro-lobulaire et, en faible quantité, dans I'espace de Disse. Dans le lobule hépatique, les

sinusoides sont dépourvus de membrane basale. La MEC est caractérisée par une
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configuration particuliere qui, en plus des fenestrations de I'endothélium sinusoidal, semble
idéalement adaptée pour faciliter I'échange bidirectionnel rapide de macromolécules entre le
plasma et les hépatocytes. En plus de son réle structural, la MEC fournit un environnement
optimal pour le fonctionnement cellulaire, elle est impliquée dans la régulation du
comportement des cellules hépatiques (prolifération, migration, adhérence et survie) et dans
le maintien du phénotype cellulaire. Elle joue également un role de réservoir de facteurs de
croissance et de cytokines, et module les réponses des cellules aux stimuli. Dans un foie sain,
la MEC représente 3% du poids du foie, et est composée de différentes classes de
macromolécules qui incluent les différents types de collagéne, les glycoprotéines comme la
laminine et la fibronectine, et les protéoglycanes (Friedman, 1993; Hernandez-Gea and
Friedman, 2011; Iredale et al., 2013; Lee and Friedman, 2011; Zhu et al., 2013).

L'interaction entre la MEC et les cellules hépatiques est essentielle pour I'homéostasie
cellulaire. La modification de la matrice entraine une perturbation de la fonction hépatique.
L’interaction MEC/cellules se fait grace a des récepteurs intégrines et non intégrines qui
permettent un échange bidirectionnel d'informations entre les cellules et leur environnement
(Wight and Potter-Perigo, 2011). Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires
hétérodimériques composés de sous-unités a et 3 et possédent un domaine globulaire qui leur
permet de lier les composants de la MEC (Hernandez-Gea and Friedman, 2011; Patsenker
and Stickel, 2011).

Il existe un processus dynamique entre la synthése et la dégradation de la MEC. L’équilibre
entre ces deux phénomenes est maintenu grace aux enzymes présentes dans la matrice,
notamment les métallo-protéases matricielles ou MMPs (Matrix Metalloproteases) et leurs
inhibiteurs. Les MMPs ont pour rble de dégrader les composants de la matrice. Elles
appartiennent a la famille des endopeptidases zinc-dépendantes regroupant 25 membres
classés en cing catégories en fonction de la spécificité de leur substrat : les collagénases, les
gélatinases, les stromélysines, les métallo-élastases, et les métallo-protéases de type

membranaire.

Plusieurs types de cellules hépatiques peuvent exprimer les MMPs, comme les cellules
stellaires, les hépatocytes, les cellules de Kupffer et les neutrophiles (Iredale, 1997). Ces
MMPs sont sécrétées sous forme de proenzymes inactives, puis clivées a la surface cellulaire
ou dans le milieu extracellulaire pour étre activées. Leur activité est également modulée par
une famille d'inhibiteurs de protéases endogenes appelés TIMPs (Tissue Inhibitors of Matrix
Metalloproteases). A ce jour, quatre inhibiteurs de MMPs ont été identifiés se liant de maniére
réversible au site actif de toutes les MMPs, mais avec des affinités différentes (Campana and
Iredale, 2017; Roderfeld, 2018).

Page | 36



Introduction Chapitre | : Foie et fibrose

1.5.1 Le collagene

Le collagéne est la principale protéine fibrillaire présente dans la MEC, il représente environ
30% des protéines totales du corps et posséde une structure trés caractéristique. En effet, il
est composé de 3 chaines polypeptidiques de procollagéne a qui se lient entre elles pour
former une triple hélice appelée tropocollagéne. Il existe environ une trentaine de chaines a
différentes selon leur composition en acides aminés. Ainsi, I'association entre les 3 chaines
peut étre homo ou hétéro-trimérique, ce qui signifie que les 3 chaines ne sont pas forcément
identiques. Par exemple, le collagene de type | est constitué de deux chaines a1 et une chaine
02. L’'assemblage cbte a cbte et bout a bout des molécules de collagene forme des
microfibrilles. Ces dernieres fusionnent en fibrilles matures apres leur réticulation via la lysyl
oxydase. L’assemblage des fibrilles forme les fibres de collagene. Le collagéne possede une
composition en acides aminés particuliére : une répétition de 3 acides aminés (Gly-X-Y)n, X
étant une proline et Y une hydroxyproline le plus fréquemment (Figure 4). Cette séquence
spécifique offre une certaine stabilité et rigidité a la molécule de collagéne. A ce jour, 28 types
de collagénes codés par 49 genes ont été identifiés. En fonction de leur structure moléculaire
et de leur organisation supramoléculaire, les différents types de collagéne ont été regroupés

en plusieurs sous-familles.

= Les collagénes fibrillaires (1, II, Ill, V, XI, XXIV, XXVII) : ce sont les plus abondants et
les plus largement distribués dans l'organisme. lls jouent essentiellement un rble
mécanique et sont souvent associés en fibrilles.

= Les collagénes FACITs ou Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple helix (IX,
XIl, X1V, XVI, XIX, XX, XXI, XXII) : c’est la plus large sous-famille de collagéne. lls ne
forment pas eux-mémes des fibrilles, mais lient la surface des fibrilles de collagéne
préexistantes contribuant a I'élargissement des fibrilles. ;

» Les collagenes formant des réseaux (IV, VI, VIII, X) : ces types de collagene sont
constitués de chaines triple hélice flexibles leur permettant de former des associations
linéaires, axiales et latérales, au sein des réseaux de protéines. Les collagénes de type
VIII et X sont des molécules hétéro-trimériques a chaine courte, trés homologues, qui
forment des réseaux hexagonaux (Arriazu et al., 2014).

= Les collagénes des fibrilles d’ancrage (VII),

» Les collagénes transmembranaires (X1, XVII, XXIII, XXV),

» Les collagénes a domaines en triple hélice multiples ou multiplexines (XV, XVIII)

» Les autres collagénes (XXVI, XXVIII).

Une analyse par spectrométrie de masse réalisée sur des biopsies hépatiques humaines a

mis en évidence que les collagénes représentaient plus de 60% des molécules de la MEC du

Page | 37



Introduction Chapitre | : Foie et fibrose

foie humain, tandis que les protéines non collagenes et les protéoglycanes contribuaient
respectivement a 28,8% et 6,4% des composants de la matrice (Baiocchini et al., 2016). Dans
un foie sain, on trouve majoritairement les collagénes de type IV et VI, qui ont un role
essentiellement structural pour maintenir I'intégrité du foie. Le collagéne de type IV est présent
dans l'espace de Disse non associé a la laminine (Mak et al., 2013). Le collagéne de type VI,
majoritairement produit par les HSCs dans un foie sain, est un hétéro-trimére de trois chaines
a différentes (a1, a2, a3) qui, une fois sécrété, s'agrége en filaments pour former un réseau
micro-fibrillaire liant plusieurs protéines matricielles (Arriazu et al., 2014; Gelse et al., 2003; Li
et al., 2015a). Le collagéne XVa1l a été identifié comme étant un marqueur des

myofibroblastes portaux (Lemoinne et al., 2015).
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Figure 4 : Structure et assemblage du collagene fibrillaire.

(1) La molécule de collagéne fibrillaire standard est caractérisée par des séquences N- et C-terminales, et des
répétitions Gly-X-Y. (2) Formation de la structure hélicoidale centrale du procollagene. Les trois chaines a
(Illustration montre deux chaines a1 et une chaine a2, qui est représentative du collagéne de type ) sont
assemblées pour former la triple hélice. (3) Le procollagene est sécrété par les cellules dans I'espace extracellulaire
et (4) converti en collagéne par I'élimination des domaines N- et C-terminaux via les métallo-protéases. Le collagene
est ensuite assemblé en microfibrilles striées. Ces dernieres fusionnent en fibrilles matures par croissance
longitudinale et axiale. Pour former des fibres matures, la lysyl oxydase catalyse la formation de réticulations
covalentes intramoléculaires et intermoléculaires entre les molécules de collagéne. Image adaptée de (Mouw et
al., 2014).

1.5.2 Les autres composants de la MEC

La MEC hépatique contient également des glycoprotéines comme la laminine, I'entactine et la
fibronectine et des protéoglycanes tels que la ténascine, la décorine et le biglycane (Zhu et
al., 2013).

1.5.2.1 La fibronectine

La fibronectine est une glycoprotéine de haut poids moléculaire qui se lie a la fois aux
récepteurs intégrines présents sur la membrane cellulaire et aux composants de la MEC

comme le collagéne et les protéoglycanes (Figure 5). Elle joue un réle majeur dans
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l'adhérence, la migration et la différenciation cellulaire. |l a été décrit qu’une altération de son
expression, de sa dégradation et de son organisation était associée a la fibrose et au cancer
En effet, en réponse a des atteintes hépatiques, la fibronectine est sécrétée par les cellules

endothéliales sinusoidale et contribue a la modification de la MEC (Arriazu et al., 2014).

Dimeére de fibronectine

N N
Liaison au
collagene Dimere de fibronectine plié
Liaison
cellulaire
N N
S-S S-S
5—5 S-S
C G C C

Figure 5: Structure de la fibronectine.

La fibronectine forme un dimere par le biais de liaisons disulfures a son extrémité C-terminale. La molécule de
fibronectine se plie pour révéler des sites de liaison cryptiques pour d'autres molécules de fibronectine, et pour des
récepteurs de surface cellulaire lors de l'interaction avec les cellules. Image adaptée de (Mouw et al., 2014)

1.5.2.2 Lalaminine
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Figure 6 : Structure de la laminine.

Les laminines sont formées par l'incorporation de chaines a, 8 et y dans une structure cruciforme, en forme de Y
ou en forme de tige. Elles interagissent avec les récepteurs de surface cellulaire, tels que les intégrines,
principalement via les domaines globulaires de leurs chaines. Image adaptée de (Mouw et al., 2014).

La famille des laminines représente au moins six glycoprotéines hétéro-trimériques codées
par huit genes différents. Elle est composée de trois chaines protéiques (a, B, y) et possede

des domaines impliqués dans l'interaction avec les intégrines présentes a la surface cellulaire
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(Figure 6). Comme la fibronectine, les laminines modulent la différenciation, la migration et
l'adhérence des cellules, ainsi que le phénotype et la survie dans presque tous les tissus
(Arriazu et al., 2014). Il a été décrit que dans un foie sain, la laminine est exprimée uniquement
au niveau des membranes basales des espaces porte et des veines centro-lobulaires, ou elle
joue un role de support pour les cellules endothéliales. Cependant, elle est absente des
sinusoides et donc de I'espace de Disse et n’entre pas en contact avec les hépatocytes
(Haussinger and Kordes, 2019; Mak et al., 2013; Zhu et al., 2013).

1.5.2.3 Les protéoglycanes
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Figure 7 : Représentation de certains protéoglycanes et GAG.

La décorine et le biglycane sont des protéoglycanes majeurs caractérisés par des différences dans leur structure
amino-terminale et des répétitions riches en leucine (LRR) hautement conservées dans la molécule centrale. Les
principaux GAG comprennent I'héparane sulfate et la chondroitine sulfate, dont les structures chimiques sont
représentées a droite. Image adaptée de (Mouw et al., 2014).

Les protéoglycanes, tels que la décorine et le biglycane, sont des protéines hautement
hydrophiles associées a des chaines de glycosaminoglycanes (GAG) (Figure 7). Les chaines
GAG de protéoglycanes sont constituées d'unités disaccharidiques répétitives, chacune
contenant un acide uronique et une hexosamine acétylée ou sulfatée (D-glucosamine, N-
acétyl-D-glucosamine ou N-acétyl-D-galactosamine). Les GAG sont également présents seuls
dans le foie, non associés aux protéoglycanes. Parmi ces GAG on trouve les héparanes
sulfate (acide glucuronique et N-acétyl-D-glucosamine), les dermatanes sulfate (acide
iduronique et N- acétyl-galactosamine), les chondroitines sulfate (acide glucuronique et N-
acétyl-galactosamine), I'acide hyaluronique et I'héparine. L’héparane sulfate est le principal
GAG présent dans le foie, suivi de la chondroitine sulfate (Figure 7) et du dermatane sulfate,
et semble interagir avec la laminine et la fibronectine de la MEC. En raison de leur capacité a
retenir 'eau, les protéoglycanes contribuent a 'assemblage de la MEC et a la régulation de sa
rigidité dans le foie. lls participent également a la régulation de nombreuses cascades de

signalisation via la séquestration des facteurs de croissance tels que le facteur de croissance
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des fibroblastes (FGF), le facteur de croissance des hépatocytes (HGF) et le facteur de
croissance de I'endothélium vasculaire (V-EGF), et la présentation de ces derniers a leurs
récepteurs présents a la surface des cellules (Arriazu et al., 2014; Baghy et al., 2016; Zhu et
al., 2013).

2, Maladies hépatiques métaboliques

2.1 Maladies non alcooliques du foie

Le syndrome métabolique regroupe plusieurs pathologies notamment l'obésité, le diabete de
type 2, la résistance a linsuline, les maladies coronariennes, I'hypertension artérielle,
I'hypertriglycéridémie et les atteintes hépatiques de type stéatose non alcoolique (Smith and
Adams, 2011). La cause principale du syndrome métabolique est la suralimentation, qui
engendre un déséquilibre entre les apports nutritionnels et les dépenses énergétiques. Des
prédispositions génétiques peuvent également étre impliquées dans l'apparition ou dans

I'évolution de ces pathologies (Gonzalez-Bulnes et al., 2012).

En raison de 'augmentation de la prévalence du syndrome métabolique, les maladies non-
alcooliques du foie (NAFLD, Non Alcoholic Fatty Liver Disease) ont connu une incidence
croissante au cours de ces derniéres années et représentent actuellement un enjeu de santé
publique (Estes et al., 2018). Les NAFLD présentent un spectre allant de la simple stéatose
hépatique a la stéato-hépatite non alcoolique ou NASH (Non Alcoholic SteatoHepatitis),
accompagnée éventuellement par une fibrose. Cette derniére peut aboutir & une cirrhose voire

a un hépatocarcinome pour les stades les plus séveéres de la maladie.

La stéatose hépatique est caractérisée par une accumulation de lipides dans les hépatocytes
(Figure 8). Le transport de ces lipides vers les tissus périphériques est dérégulé voire
interrompu. L’'obésité constitue la principale cause de la stéatose hépatique qui peut rester
bégnine, n’entrainant pas de dommages aux cellules hépatiques, mais peut également induire
une inflammation chronique du foie. L’association de la stéatose hépatique a I'inflammation et
a la souffrance hépatocellulaire définit la stéato-hépatite non alcoolique ou NASH (Figure 8).
La NASH peut présenter des degrés plus ou moins variables de fibrose. Parmi les patients
NASH, environ 40% développent une fibrose hépatique (Lanthier, 2018).
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Figure 8 : Le spectre de la maladie de la stéato-hépatite non alcoolique.

(A) Schéma de la progression des NAFLD. L'accumulation de triglycérides (TG) dans les gouttelettes lipidiques des
hépatocytes provoque une stéatose. La stéatose associée a l'inflammation, a la mort cellulaire et a la fibrose est
appelée NASH, qui peut évoluer en cirrhose. Les personnes atteintes de cirrhose ont un risque accru de carcinome
hépatocellulaire. (B) Coupes histologiques illustrant un foie sain, la stéatose, la NASH et la cirrhose. Les fibres de
collagene sont colorées en bleu (trichrome de Masson). La triade portale (PT), ainsi que la veine centro-lobulaire
(CV) sont représentées. Image adaptée de (Cohen et al., 2011).

2,2 Fibrose hépatique

La fibrose hépatique est une conséquence des maladies chroniques du foie, qu’elles soient
métaboliques (NAFLD, NASH), virales (Hépatite B, C), alcooliques, toxiques ou autre (Figure
9). Elle est caractérisée par une accumulation de tissu cicatriciel (essentiellement des fibres
de collagene) dans le foie, associée a une inflammation chronique du foie. Cette accumulation
est due a un déséquilibre entre la synthése et la dégradation des composants matriciels.
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Figure 9 : développement et progression de la fibrose hépatique.

Une lésion hépatique déclenchée par des infections virales chroniques, une consommation excessive d'alcool, des
troubles métaboliques ou une maladie auto-immune entraine le développement d'une fibrose hépatique.
L'accumulation de tissu cicatriciel dans le foie et l'inflammation conduisent a une fibrose progressive aboutissant
finalement a une cirrhose associée a une perte de la fonction hépatique et une hypertension portale, ou un
carcinome hépatocellulaire. Image adaptée de (Bansal et al., 2016).

On peut distinguer plusieurs stades de fibrose allant d’une fibrose |égére a une fibrose sévére.
Elle est cliniguement silencieuse, a progression lente et principalement asymptomatique. Les
premiers symptémes de linsuffisance hépatique dans la plupart des cas indiquent une
évolution de la maladie en cirrhose et cela se produit généralement apres 15 a 20 ans, lorsque
les pronostics de survie et de récupération sont considérablement réduits. Malgré les fortes
capacités de régénération du foie, il lui est alors impossible d’assurer certaines de ses
fonctions, pourtant vitales a I'organisme. A ce stade, des complications se manifestent par la
formation d’ascite, une hypertension portale, une insuffisance hépatocellulaire voire une
encéphalopathie (due a la diminution de la capacité du foie a détoxifier le sang) (Figure 9). Par
ailleurs, les patients atteints de cirrhose peuvent ne pas présenter de complications pendant
plusieurs années, on parle alors de cirrhose compensée, qui est asymptomatique dans 40%
des cas. Une cirrhose décompensée est associée a une espérance de vie courte. Le risque
d’hépatocarcinome (CHC) est évalué a 7,5% a 5 ans en cas de cirrhose. La fibrose hépatique
représente une étape charniére dans I'évolution de la NASH vers une cirrhose et un
hépatocarcinome (Bansal et al., 2016; Lanthier, 2018; Zhao et al., 2019).

A I'heure actuelle, il n'existe aucune molécule anti-fibrotique approuvée pour la fibrose
hépatique, la seule option thérapeutique envisageable est la transplantation hépatique pour

les patients qui sont au dernier stade de la maladie.
2.3 Epidémiologie

Les maladies chroniques du foie (CLD) quelle que soit leur étiologie représentent un probléme
de santé publique majeur qui a touché 1,5 milliard de personnes dans le monde en 2017, et

qui est la cause d’environ 2 millions de décés par an (Stanaway et al., 2018).
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Il a été décrit que la prévalence des principales causes de CLD est restée stable, a I'exception
de celle des NAFLD, qui augmente régulierement. Les NAFLD représentent 75% des cas de
CLD aux Etats-Unis, entre 2005 et 2008 contre 47% entre 1988-1994 (Younossi et al., 2011).
Aujourd’hui, les NAFLD représentent la premiére cause de CLD dans le monde (Setiawan et
al., 2016). On estime que leur prévalence est de 30% dans les pays développés et d’environ
10% dans les pays en développement (Smith and Adams, 2011). De plus, ces chiffres ne
cessent de croitre en raison de l'augmentation de lincidence de l'obésité. En effet, la
prévalence de NAFLD est de 16,4% chez les individus de poids normal (indice de masse
corporelle (IMC) <25 kg / m?), de 75,8% chez les individus obéses (IMC> 30kg / m?), et va
jusqu’a 96% chez les obéses morbides subissant une chirurgie bariatrique (Estes et al., 2018;
Friedman et al., 2018a).

Les NAFLD évoluent en NASH chez environ 10% des patients, soit 2,5 a 5% de la population
adulte. Parmi les patients NASH, environ 40,8 % développent une fibrose hépatique (Lanthier,
2018; Younossi et al., 2016). On estime que la prévalence d’une fibrose avancée (F2-F4) dans
une population européenne, agée de 18 a 75 ans, sans maladie hépatique connue, est de
2,6%. L'extrapolation de ces données a I'ensemble de la population européenne (738 millions
en 2016) indique qu'environ 10 millions de citoyens européens, sans aucune maladie
hépatique connue, présentent une fibrose hépatique importante (Caballeria et al., 2018). En
France, la prévalence d’une fibrose avancée (F2-F4) est de 2,8% dans la population générale,
avec la maladie alcoolique du foie et la NASH qui constituent les principales causes de cette
fibrose (Poynard et al., 2010).

Le dernier stade de la fibrose est la cirrhose, I'une des principales causes de mortalité et de
morbidité dans le monde qui cause environ 1 million de décés par an (Lurie et al., 2015; Maepa
et al., 2018; Schuppan and Kim, 2013). Sa prévalence est de 0,27% chez les adultes
américains, et de 0,4% dans une population européenne agée de 18 a 75 ans, sans aucune
maladie hépatique connue, ce qui représente environ 1,5 millions de citoyens européens
(Caballeria et al., 2018; Friedman et al., 2018a). En France, la prévalence de la cirrhose était
de 0,3% en 2010 (Poynard et al., 2010). Aux Etats-Unis, le taux de mortalité en cas de cirrhose

est tres élevé, il représente 26,4% (Scaglione et al., 2015).

Dans certains cas, la fibrose évolue directement en cancer du foie. Il a été rapporté que 35 a
50% des hépatocarcinomes (CHC) survenant dans la NASH se manifestent avant que les
patients ne soient cirrhotiques, ce pourcentage est trés élevé si on le compare aux autres
maladies du foie (Friedman et al., 2018a). En Angleterre, le nombre de patients atteints de

CHC associé a I'népatite C, & une maladie alcoolique du foie ou & aucune maladie hépatique
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chronique a augmenté de 2 a 3 fois en 10 ans contre une augmentation >10 fois pour le CHC
associé aux NAFLD (Dyson et al., 2014).

En résumé, la prévalence des NAFLD augmente avec le syndrome métabolique. La
stéatose bégnine peut rester stable pendant plusieurs années sans provoquer de
complications hépatiques. En revanche, chez les patients atteints de NASH, la maladie
évolue souvent vers une fibrose et une cirrhose avancées ou encore un
hépatocarcinome, accompagnés de taux de mortalité élevés, d’ou la nécessité d’'un

suivi adéquat des patients.

2.4 Evaluation clinique de la fibrose hépatique

La fibrose précoce est difficile a diagnostiquer car elle est souvent asymptomatique (Poilil
Surendran et al., 2017). En pratique clinique, l'identification de la fibrose sévere ou de la
cirrhose est le critere d'évaluation le plus important lors de la prise en charge des patients
atteints de NAFLD (Castera, 2018).

2.4.1 Technique invasive : La biopsie hépatique

La biopsie hépatique est considérée comme le « gold standard » pour déterminer I'étendue de
la maladie du foie et le degré de fibrose. Malgré ses limites, elle reste la technique la plus

fiable pour I'évaluation de la maladie (Poilil Surendran et al., 2017).
2.4.1.1 Technique

Pour réaliser une biopsie hépatique, on utilise une aiguille pour retirer un petit échantillon de
tissu hépatique sous anesthésie locale (Poilil Surendran et al., 2017). La taille de I'échantillon
varie de 1 a 3 cm de longueur et de 1,2 a 2 mm de diamétre (Castera, 2018). L'échantillon est
ensuite fixé puis évalué par le médecin pathologiste aprées coloration histologique des coupes.
Il existe 2 types de coloration permettant d’'observer les fibres de collagéne, le Sirius Red ou
le Trichrome de Masson. Le médecin peut alors observer et déterminer le degré de stéatose
(présence de gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes), d’inflammation (présence de foyers
d’infiltration de cellules inflammatoires) et de formation de septa fibreux dans les différentes
zones lobulaires (péri-portale, péri-centrale, péri-sinusoidale...). Selon I'étiologie de la fibrose,
il existe différents systémes de score permettant d’évaluer le degré de la maladie (ex HAI,
Scheuer, ISHAK ou METAVIR) (Poilil Surendran et al., 2017). Pour évaluer les NAFLD, le
score NAS (NAFLD Activity Score), décrit par Kleiner et al., est le plus utilisé actuellement
(Kleiner et al., 2005). Il permet de quantifier la stéatose (0 a 3), le ballonnement hépatocytaire

(0 a 2) et 'inflammation (0 a 3) selon des critéres bien définis. La classification de la fibrose
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différe de la classification de METAVIR, utilisée pour les maladies hépatiques virales. Le stade
1 est défini par une fibrose sinusoidale péri-centro-lobulaire, discréte (1a), modérée (1b) ou
péri portale (1c). Le stade 2 correspond a une fibrose sinusoidale péri-centro-lobulaire et péri-
portale. Le stade 3 est défini par la présence de septa fibreux, et le stade 4 correspond & une

cirrhose (Tableau 1).

Grade Stéatose Inflammation Ballonnement Fibrose
0 <5% 0 Aucun Absence
1 5-33% <2 Quelques-uns Péri-centro-lobulaire (a : discréte, b :
modérée), ¢ : péri-portale.
2 34-66% 2-4 Nombreux Péri-centro-lobulaire et portale
3 67-100% >4 - Septa fibreux
4 - - Cirrhose

Score NAS = somme des grades de stéatose-inflammation-ballonnement
0-2 : pas de NASH, 3-4 : Borderline, 5-8 : NASH

Tableau 1 : Score de NAS et fibrose

2.4.1.2 Limites

La biopsie hépatique n’est pas toujours précise et présente plusieurs limites bien connues
(Poilil Surendran et al., 2017) :

i) Il s'agit d'une procédure invasive associée a des douleurs transitoires, de 'anxiété
et de linconfort dans environ 30% des cas, et des complications rares mais
potentiellement mortelles (hémorragie dans 0,3% des cas et mortalité dans 0,01%)
(Castera, 2018). Des effets secondaires liés a l'anesthésie locale peuvent
également se manifester ;

i) Erreur d’échantillonnage due a la petite taille de I'échantillon de biopsie qui
représente seulement 1/50 000 de la masse totale du foie et peut donc étre non
représentatif de I'organe (Castera, 2018). Par exemple, il a été démontré que
seulement 65% des biopsies de 15 mm et 75% des biopsies de 25 mm étaient
correctement évaluées. Cette erreur d’échantillonnage peut également étre due a
I'hétérogénéité de la fibrose. En effet, une différence d'au moins un stade de fibrose
a été signalée entre les lobes droit et gauche chez environ 30% des cas (Castera,
2018) ;

i) La variabilité intra et inter-observateurs peut atteindre 30%, conduisant & une sur-
ou sous-estimation de la fibrose. Le degré d'expérience du pathologiste
(spécialisation, années de pratique et pratique universitaire) peut également influer
sur l'accord entre observateurs (Castera, 2018). Pour pallier a ces limites,
I'utilisation de la technique de microscopie par génération de seconde harmonique
(Second Harmonic Generation, SHG) pourrait étre d’'un grand intérét pour

'évaluation du score de fibrose de maniére automatisée basée sur les
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caractéristiques architecturales du collagéne et éviter les erreurs de lecture (Chang
et al., 2018).

La SHG est une technique d'imagerie optique non linéaire qui permet de visualiser le collagene
fibrillaire sur des coupes de foie, sans réaliser de colorations histologiques ou de marquages
spécifiques. L'intérét de la SHG pour étudier la fibrose a été proposé pour la premiére fois
dans les années 2000 (Pena et al., 2007). Cette technique présente plusieurs avantages tels
gue la sensibilité et la spécificité élevées du signal détecté pour le collagéne, la combinaison
possible avec la microscopie de fluorescence, et enfin la quantification des dépodts de
collagéne. Plusieurs groupes de recherche ont ensuite développé des méthodes de
guantification du collagéne et de scores de fibrose sur des modeles animaux mais également
chez 'hnumain (Gailhouste et al., 2010; Strupler et al., 2007; Sun et al., 2008; Tai et al., 2009).
Cependant, a I'heure actuelle, I'utilisation de cette technique comme outil d'imagerie est limitée
aux laboratoires de recherche. La prochaine étape serait de l'utiliser comme un outil de

diagnostic dans le domaine médical.
2.4.2 Techniques non invasives

Ces techniques reposent sur deux approches différentes mais complémentaires : la mesure
des niveaux de biomarqueurs sériques, et l'estimation de la rigidité hépatique a l'aide de

techniques d'élastographie par ultrasons (Castera, 2018).

Les outils de diagnostic non invasifs sont mieux tolérés, plus slrs et beaucoup moins chers
gue la biopsie hépatique. Par conséquent, leur utilisation est en augmentation, et dans certains
pays le nombre de biopsies effectuées, au moins pour I'évaluation des hépatites B et C, a

fortement diminué (Lurie et al., 2015).
2.4.2.1 Dosages sanguins

Plusieurs marqueurs biochimiques peuvent étre dosés afin d’évaluer la fibrose, comme les
niveaux sériques d’aminotransférase, de phosphatase alcaline, de prothrombine, d’acide
hyaluronique, et de TIMP-1. Cependant, ces margueurs ne sont pas strictement spécifiques
du foie et peuvent refléter la présence de fibrose dans d’autres organes. C’est pourquoi de
nouveaux tests ont été développés. Ce sont des combinaisons de plusieurs paramétres
sanguins, optimisés pour déterminer les stades de la fibrose, tels qu'évalués par biopsie
hépatique (Castera, 2018). La méthode la plus utilisée et qui semble la mieux corrélée avec le
degré de fibrose est le Fibrotest de la société Bio Protective (Paris, France) combinant le
dosage de 5 marqueurs différents (gamma-glutamyl transpeptidase, haptoglobine, bilirubine,
apolipoprotéine Al (Apo Al), alpha-2-macroglobuline) (Imbert-Bismut et al., 2001). D’autres

tests sanguins existent également comme APRI, Fib-4, Fibrometer, HepaScore (Lurie et al.,
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2015). Cependant, les tests biologiques discriminent difficlement les degrés intermédiaires de
fibrose. Ainsi, si un test sanguin indique une fibrose du foie, une biopsie hépatique sera

souvent effectuée (Poilil Surendran et al., 2017).
2.4.2.2 Elastographie

L’élastographie impulsionnelle a vibration contrélée, mesure la rigidité du foie liée a son
élasticité, ce qui correspond a une propriété physique intrinséque du parenchyme hépatique.
En effet, I'élasticité du foie diminue avec I'accumulation de collagéne dans la MEC, ce qui se
traduit par une augmentation de la raideur du foie. Le Fibroscan de la société EchoSens (Paris,
France) a été la premiere méthode d’élastographie utilisée pour évaluer |'élasticité du foie
(Sandrin et al., 1999). Un transducteur ultrasonique est placé au-dessus du foie, a la surface
de la peau, a travers un espace intercostal. Il produit une vibration mécanique qui génére des
ondes de cisaillement élastiques qui se propagent a travers le tissu (Figure 10). La vitesse
avec laquelle ces ondes se propagent dans le foie est ensuite mesurée et exprimée en
kilopascals. Cette vitesse est directement liée a I'élasticité du tissu. Plus le tissu est rigide, plus
l'onde de cisaillement se propage rapidement. Le Fibroscan permet d’analyser 1/500 du
volume du foie, il est indolore, rapide et simple a utiliser. De plus, il présente une
reproductibilité importante, avec des résultats immédiatement disponibles. Par ailleurs, des
études ont montré que I'élastographie est assez sensible pour faire la différence entre
I'absence de fibrose et une fibrose Iégeére, ou encore entre une fibrose modérée et une cirrhose
importante. Cependant, elle n'est pas suffisamment précise pour différencier les stades de la
fibrose légere, en particulier entre FO-1 et F2. L’élastographie présente d’autres limites qui
incluent la nécessité d'un équipement colteux et le manque de seuils standardisés pour le
diagnostic des stades de la fibrose. De plus, elle ne peut pas étre effectuée chez les patients
souffrant d'obésité et d'ascite en raison d'une mauvaise pénétration (Lurie et al., 2015).

Biopsie hépati Dosages sanguins
i Elastographie

Transducteur
Cotes

Sonde

‘,' Vibration

Figure 10 : Représentation des principales techniques d’évaluation de la fibrose hépatique.
Image adaptée de (Friedman, 2010).
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Les méthodes non invasives pour I'évaluation de la fibrose hépatique sont maintenant
utilisées dans la pratique clinique de routine et incluses dans les directives nationales et
internationales. Une utilisation encore plus large de ces techniques permettrait sirement
d’éviter une grande partie des biopsies hépatiques. De plus, une combinaison entre les
marqueurs sériques et les techniques physiques (comme le Fibrotest et le Fibroscan)
pourrait étre trés efficace pour I'évaluation et le suivi de la fibrose. Cependant, ces
méthodes restent moins précises que la biopsie hépatique, en particulier dans les premiers
stades de la maladie (Castera, 2018; Chen et al., 2019; Lurie et al., 2015).

2.5 Physiopathologie de la NASH

Une théorie, émise en 1998 par Day et James sur la pathogenése de la NASH, repose sur un
processus hommé « two hits hypothesis ». Elle suggére que les atteintes hépatiques
interviennent en deux temps: un premier mécanisme induisant une accumulation de
triglycérides dans les cellules hépatiques ; suivi par un deuxieme mécanisme responsable
d’'une apoptose hépatocellulaire et de la formation de septa fibreux (Day and James, 1998).
Cette hypothése a été bien admise, pendant plusieurs années, par les scientifiques, pour
expliquer la physiopathologie de la NASH. Cependant, avec I'évolution de la compréhension
des NAFLD et de la NASH, de nouvelles hypothéses ont été émises, notamment la théorie
nommée « the multiple parallel hits hypothesis » (Smith and Adams, 2011; Tilg and Moschen,
2010). Cette derniére repose sur le fait qu’il existe de nombreuses voies moléculaires
contribuant au développement de la NASH, et que leurs manifestations cliniques sont trés
hétérogenes. En effet, il n'est méme pas certain que la NASH soit toujours précédée par une
stéatose simple (NAFL). De plus, les facteurs pathogénes ne sont probablement pas

identiques chez tous les patients (Friedman et al., 2018a).
2.5.1 La stéatose hépatique

La stéatose est caractérisée par une accumulation de lipides dans les hépatocytes. Les
triglycérides constituent les principaux lipides stockés dans le foie des patients NAFLD (Tilg
and Moschen, 2010). Selon la morphologie des gouttelettes lipidiques présentes dans les
hépatocytes, la stéatose peut étre soit macro-vésiculaire, caractérisée par la présence de
grosses vésicules lipidiques avec un noyau cellulaire a la périphérie, soit micro-vésiculaire,
avec plusieurs petites vésicules lipidiques et un noyau central. Chez la majorité des individus
NAFLD, la stéatose est principalement macro-vésiculaire, bien qu'elle puisse étre mixte dans

certains cas (Tilg and Moschen, 2010).
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Figure 11 : Métabolisme des triglycérides dans le foie.

Les trois principales sources d'acides gras libres (FFA) sont l'alimentation, la syntheése endogéne et les tissus
périphériques. Les FFA ont quatre destins possibles. lls peuvent étre métabolisés par (-oxydation dans les
mitochondries, estérifiés et stockés sous forme de TG dans des gouttelettes lipidiques, utilisés pour former d'autres
lipides (non représentés), ou liés a I'apoB dans les VLDL et sécrétés dans le sang. Les processus qui augmentent
les entrées des FFA et de TG ou réduisent leurs sorties provoquent une stéatose hépatique. L'apport en glucides
augmente les niveaux de glucose et d'insuline, qui activent deux facteurs de transcription dans le foie favorisant la
lipogenése de novo : ChREBP et SREBP-1c. L'insuline inhibe la lipolyse dans le tissu adipeux en supprimant
I'ATGL. (Abréviations : ATGL, adipocyte TG hydrolase ; Chylo, chylomicron ; FFA, Free Fatty acids ou acides gras
libres ; TG, triglycérides). Image adaptée de (Cohen et al., 2011).

Insuline

La stéatose est la conséquence d’'un déséquilibre du flux lipidique qui peut étre di a un ou
plusieurs mécanismes : (1) une augmentation de I'apport en graisses alimentaires de l'intestin
au foie, en particulier chez les individus obeéses chez qui la consommation de graisses
saturées est trés élevée ; (2) une augmentation de la libération des acides gras libres par le
tissu adipeux (viscéral ou sous cutané), due a une lipolyse accrue (Anty and Gual, 2019) ; (3)
une augmentation de la lipogenése de novo dans le foie : les acides gras peuvent étre

Y

néosynthétisés a partir du glucose lorsque les capacités de stockage du glycogéne sont
saturées. C’est la voie de la lipogenése hépatique. Plusieurs facteurs de transcription
lipogéniques ont été décrits comme étant surexprimés dans les NAFLD notamment XBP1,
SREBP-1c et ChREBP (Figure 11) (Tilg and Moschen, 2010). Chez les patients NAFLD, la
voie de la lipogenése contribuerait pour environ 30 % du stockage de triglycérides dans le foie
(Donnelly et al., 2005); (4) une diminution de l'oxydation des acides gras dans les
hépatocytes : la voie de B-oxydation dans la mitochondrie est altérée chez l'individu insulino-
résistant et/ou obése présentant une stéatose. Cette voie ainsi que I'expression des protéines
de transport des acides gras (FATPs) sont régulées par le récepteur activé par les
proliférateurs de peroxysome a (PPAR-a) dont I'expression est diminuée chez les patients

ayant une stéatose hépatique (Bechmann et al., 2012) ; (5) une diminution de la sécrétion
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hépatique des triglycérides et leur export vers les autres organes. L'ApoB facilite I'exportation
de lipides du foie en incorporant des triglycérides, avant d'étre sécrétée en VLDL (Very Low
Density Lipoprotein ou en francais lipoprotéine de trés basse densité) dans le sang (Figure
11). Dans des modéles animaux, mais également chez I'humain, des études ont montré que
l'incorporation de triglycérides dans I'apoB est altérée et que la synthése ou I'excrétion d'apoB
est réduite dans les NAFLD (Smith and Adams, 2011). Un seul mécanisme parmi ceux cités
ci-dessus, serait suffisant pour induire une stéatose hépatique (Savage and Semple, 2010).
Cette stéatose serait un facteur protecteur pour le foie si elle n’est pas associée a des lésions
hépatocytaires, et reste bégnine chez la majorité des patients (Anty and Gual, 2019).
Cependant, des complications apparaissent lorsqu’elle progresse en stéato-hépatite ou NASH
(Tilg and Moschen, 2010).

2.5.2 La stéato-hépatite ou NASH

La NASH est distinguée de la simple stéatose par la présence de lésions hépatiques,
notamment le ballonnement et I'apoptose hépatocellulaire, d’infiltrats inflammatoires et

éventuellement de dépbts de collagéne (Cohen et al., 2011).

Le stockage des triglycérides dans les hépatocytes est un phénoméne physiologique.
Cependant, 'accumulation excessive des acides gras libres ou encore des métabolites
lipidiques comme les céramides a un effet toxique sur les hépatocytes (Friedman et al.,
2018a). Le rapport des acides gras mono-insaturés sur les acides gras saturés s’avere étre
un déterminant majeur des lésions hépatocellulaires dans les NAFLD. Dans des modéles
animaux et sur des lignées cellulaires d'hépatocytes, I'accumulation d’acides gras saturés
entraine une stéatose, des lésions hépatiques et une apoptose hépatocellulaire. Des études
menées sur des souris suggerent que les acides gras saturés interagissent avec les TLR (Toll-
like receptors) entrainant une inflammation (Figure 12) (Alkhouri et al., 2009). Les cytokines
pro-inflammatoires, en particulier le TNF-a et I'IL-6, jouent un réle important dans le
développement de la NASH. Des taux élevés de ces deux cytokines ont été retrouvés dans le
sang des patients atteints de NASH, et leur inhibition a induit un effet bénéfique sur un modeéle
NAFLD chez le rongeur (Cohen et al., 2011).

Les acides gras libres ou FFA (Free Fatty acids) peuvent également se fixer et activer les
récepteurs de mort cellulaire, tels que le récepteur Fas et TRAIL5, déclenchant 'apoptose des
hépatocytes (Figure 12) (Alkhouri et al., 2009). lls sont également susceptibles de rendre les
hépatocytes plus sensibles aux stimuli et d’activer les récepteurs PPAR-qa, ce qui entrainera
la génération des especes réactives d’oxygene (ROS) et l'apoptose des cellules (Poilil
Surendran et al., 2017).
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Les acides gras libres et le cholestérol sont également considérés comme des lipides agressifs
pour la mitochondrie. Lorsqu’ils s’accumulent a I'intérieur, ces lipides toxiques peuvent altérer
le fonctionnement mitochondrial (Figure 12) (Tilg and Moschen, 2010). Des défauts de
structures mitochondriales et une altération fonctionnelle ont été démontrés chez des patients
atteints de NASH (Cohen et al., 2011). Des études in vitro ont également montré que ces
lipides entrainaient une augmentation de la perméabilité de la membrane mitochondriale et la
formation de ROS (Alkhouri et al., 2009).
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Figure 12 : Les voies de lipotoxicité dans les NAFLD

Les acides gras libres peuvent activer plusieurs voies d’apoptose, y compris 'augmentation de I'expression des
récepteurs de mort cellulaire tels que Fas et TRAIL receptor 5 (DR5), au niveau de la membrane plasmique. La
perméabilisation lysosomale et le stress du RE, couplés au dysfonctionnement mitochondrial entrainent I'activation
de la voie mitochondriale de I'apoptose. Ces acides gras toxiques peuvent également activer la signalisation TLR4
entrainant une régulation positive de plusieurs cytokines pro-inflammatoires. Enfin, d'autres types de lipides tels
que le cholestérol libre et la céramide peuvent également induire un dysfonctionnement mitochondrial et activer la
voie mitochondriale de I'apoptose. (Abréviations : FFA, acides gras libres ; RE, réticulum endoplasmique). Image
adaptée de (Alkhouri et al., 2009).

Le stress oxydatif est un facteur nocif clé dans la physiopathologie de la NASH. Les principales
sources de ROS dans le foie sont les hépatocytes, les cellules de Kupffer et les neutrophiles
via l'activation des NADPH oxydases (NOX), en réponse aux pathogénes et aux stimuli

inflammatoires (Arriazu et al., 2014).

L’autre mécanisme potentiellement impliqué dans la NASH est le stress du réticulum
endoplasmique (RE) d0 a la génération des ROS (Figure 12). Ce stress résulte de
'accumulation de protéines mal-conformées dans le RE, ce qui induit une réponse UPR
(unfolded protein response). Cette réponse entraine une activation de NFkB, de c-Jun N-
terminal kinase et des voies de stress oxydatif impliquées dans la progression de la stéatose
en NASH (Cohen et al., 2011).
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2.5.3 La fibrose hépatique

La fibrose hépatique est un processus complexe qui fait intervenir plusieurs types cellulaires.
En effet, en réponse aux différents stimuli tels que les cytokines, les chimiokines, les corps
apoptotiques, les ROS, des voies pro-inflammatoires et pro-fibrogéniques sont activées. Ces
derniéres induisent une augmentation de la production de la MEC ainsi qu’une diminution de
sa dégradation (Figure 13). Il a été décrit que le foie, dans les stades avancés de la maladie,
contient environ 6 fois plus de MEC qu’un foie sain. La diminution de la dégradation de la MEC
est due a une baisse de la production des protéases dégradant la matrice, mais aussi a une
diminution de leur activité en raison de la surexpression de leurs inhibiteurs spécifiques : les
TIMPs (Bataller and Brenner, 2005).

Hépatite virale
Alcool
Médicaments et toxines
Obésité et résistance a l'insuline
Troubles métaboliques
Maladies auto-immunes

Collagene de
typeletlll
Protéines de la

MEC, TIMPs

Conditions physiologiques Fibrose hépatique

Figure 13 : Homéostasie de la MEC.

Dans des conditions physiologiques, I'homéostasie de la MEC implique un équilibre coordonné entre la synthése
et la dégradation des protéines de la matrice. Au cours de la fibrose, cet équilibre est perturbé et la composition de
la MEC est généralement modifiée par le dép6t de collagéne fibrillaire de type | et d'autres protéines, entrainant
des changements pathologiques dans I'architecture hépatique. Image adaptée de (Arriazu et al., 2014).

Des changements qualitatifs des composants de la MEC sont également observés. Ainsi, les
collagénes de type IV et VI, présents a I'état physiologique dans la matrice, sont remplacés
par les collagenes de type | et Il et la fibronectine. La distribution des dép6bts fibreux de la
MEC différe selon I'étiologie des lésions hépatiques (Arriazu et al., 2014; Bataller and Brenner,
2005; Hernandez-Gea and Friedman, 2011). Dans I'hépatite virale chronique et les troubles
cholestatiques chroniques, le tissu fibreux est initialement situé autour des veines portes,
tandis que dans une maladie hépatique induite par I'alcool, ou dans les NAFLD, il se situe
dans les zones péri-sinusoidales en région péri-centrale. Une fibrose a point de départ portale
est rarement observée au cours de la NASH (Anty and Gual, 2019). L’accumulation de la MEC
dans l'espace de Disse induit une perte de la fenestration des cellules endothéliales
sinusoidales, ce qui provoque une altération de I'échange métabolique bidirectionnel normal

entre le sang provenant de la veine porte et les hépatocytes (Figure 14). Ce processus est
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appelé « la capillarisation des sinusoides ». Les cellules endothéliales sinusoidales
contribuent également aux Iésions hépatocytaires en sécrétant la fibronectine et en favorisant
l'activation des HSCs via la production de TGF-3 (Bataller and Brenner, 2005).
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Figure 14 : Matrice et altération cellulaire dans la fibrose hépatique.

Le parenchyme hépatique sain contient des cellules épithéliales (hépatocytes) et des cellules non
parenchymateuses (HSCs, cellules de Kupffer (KC)) et un endothélium sinusoidal fenestré. (A) Les sinusoides sont
séparés des hépatocytes par une matrice semblable a une matrice de basse densité dans l'espace de Disse, qui
assure |'échange métabolique. (B) En cas de lésion, les HSCs deviennent activées et sécrétent de grandes
guantités de MEC, entrainant un épaississement progressif des septa. Le dép6t de MEC dans l'espace de Disse
entraine la perte des fenestrations endothéliales et des microvillosités hépatocytaires, ce qui induit a la fois une
altération de I'échange métabolique bidirectionnel normal entre le flux veineux porte et les hépatocytes, et le
développement d'une hypertension portale. Image adaptée de (Hernandez-Gea and Friedman, 2011).
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Les cellules stellaires hépatiques (HSCs) sont les cellules majoritairement responsables de la
production de cette MEC pathologique. Les atteintes hépatiques chroniques activent les HSCs
et entrainent leur dédifférenciation en myofibroblastes possédant des propriétés contractiles,
pro-inflammatoires et pro-fibrogéniques (Bataller and Brenner, 2005). L’activation des cellules

stellaires sera détaillée dans la partie 3.2 de ce chapitre.

En plus des HSCs, les fibroblastes portaux, présents dans le tissu conjonctif des espaces
portes autour des canaux biliaires, peuvent potentiellement devenir des myofibroblastes
fibrogéniques. Leur contribution & la fibrose est particulierement importante dans les maladies
biliaires. Des études récentes ont également proposé que les cellules épithéliales (les
hépatocytes, les cholangiocytes et les cellules endothéliales) peuvent étre a l'origine des
myofibroblastes dans le foie par transition épithélio-mésenchymateuse. Ce processus permet
a une cellule épithéliale, étroitement attachée avec une polarité apicale et basale, de migrer
et de s'accumuler dans le tissu Iésé et d'acquérir un phénotype de cellule mésenchymateuse
(capacité de migration et de production de MEC). Enfin, des cellules dérivées de la moelle
osseuse, comme les cellules souches mésenchymateuses et les fibrocytes circulants, peuvent

étre recrutées dans le foie pour devenir des myofibroblastes (Figure 15) (Brenner et al., 2012).
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Figure 15 : Origine des myofibroblastes au cours de la fibrose hépatique.

La fibrose hépatique est caractérisée par la prolifération de myofibroblastes (MF) contractiles et fibrogénes. La
source primaire et la mieux caractérisée de MF est les HSCs activées. D'autres cellules peuvent également se
trans-différencier en MF. Ces cellules comprennent des cellules dérivées de la moelle osseuse, des fibroblastes
portaux et la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) des hépatocytes et des cholangiocytes. (Abréviations :
BMP-7, protéine morphogénétique osseuse 7 ; EMT, transition épithélio-mésenchymateuse ; Hh, hérisson ; MET,
transition mésenchymateux-épithéliale). Image adaptée de (Hernandez-Gea and Friedman, 2011).
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3. Les cellules stellaires hépatiques

Les cellules stellaires hépatiques sont des cellules mésenchymateuses, connues également
sous le nom de cellules étoilées du foie, lipocytes, cellules péri-sinusoidales, cellules de Ito ou
encore fat storing cells. Avec les cellules de Kupffer et les cellules endothéliales, ces cellules
font partie des cellules non parenchymateuses (Blaner et al., 2009). Elles ont été décrites pour
la premiére fois par Carl von Kupffer en 1876 et ont été officiellement appelées cellules
stellaires hépatiques en 1995. Comme évoqué précédemment, ces cellules sont localisées
dans [l'espace péri-sinusoidal (espace de Disse), entre les hépatocytes (cellules
parenchymateuses) et les cellules endothéliales. Dans un foie sain, elles représentent un tiers
des cellules non parenchymateuses, environ 10% des cellules hépatiques totales et 1,4% du
volume total du foie (Refaat et al., 2016; Tsuchida and Friedman, 2017). Les HSCs présentent
un phénotype quiescent non prolifératif (Tsuchida and Friedman, 2017). Elles possedent une
structure fusiforme avec un noyau ovale ou allongé, un réticulum endoplasmique rugueux
modérément développé, un appareil de Golgi juxta-nucléaire et d'importants prolongements
cytoplasmiques. Ces derniers jouent un réle vital dans la détection et la transmission des
signaux chimiotactiques, pour générer une force contractile. Grace a ses prolongements
cytoplasmiques, la cellule stellaire entre en contact avec les cellules voisines, ce qui peut
faciliter le transport intercellulaire des médiateurs solubles et des cytokines (Friedman, 2008a).
La caractéristique la plus connue des HSCs, dans un foie sain, est leur stockage des rétinoides
(vitamine A) sous forme de gouttelettes de vitamine A ou rétinoides. Ce n’est, cependant, pas

la seule.
3.1 Roles des cellules stellaires dans un foie sain

3.1.1 Le stockage de la vitamine A

Dans un foie sain, 70% des rétinoides totaux de I'organisme sont stockés dans le foie, dont
90 & 95% dans les gouttelettes cytoplasmiques des HSCs, sous forme d’esters de rétinyle,
principalement du palmitate de rétinyle (Blaner et al., 2009). La composition de ces gouttelettes
est affectée par l'apport alimentaire. Elles contiennent non seulement des rétinoides, mais
également des quantités importantes de triglycérides, de phospholipides, de cholestérol et

d'acides gras libres (voir 3.4 Les rétinoides) (Friedman, 2008a).
3.1.2 Le remodelage de la MEC

Les HSCs sont impliquées dans les processus de synthése et de dégradation de la MEC. Dans
un foie sain, elles produisent plusieurs composants de la MEC, notamment les collagénes de

type Il et IV et la laminine. Les HSCs sécretent également les enzymes impliqguées dans le
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remodelage de la MEC, comme les MMP-1, MMP-8 et MMP-13, et leurs inhibiteurs
spécifiques, tels que TIMP-1 et TIMP-2 (Refaat et al., 2016).

3.1.3 Le développement et la régénération du foie

En entourant les sinusoides, les HSCs peuvent contrbler le flux sanguin a travers ces
capillaires. Il a été décrit qu'une seule cellule stellaire entoure généralement plus de deux
sinusoides proches, et qu’elles sont capables de sécréter des protéines vasoactives comme
la substance P, le neuropeptide Y et la somatostatine (Friedman, 2008a; Geerts, 2001). Elles
jouent également un role dans la régénération du foie, en particulier aprés une hépatectomie,
en produisant des protéines morphogénétiques comme I'épimorphine, impliquée dans la
régénération hépatique, le HGF et la pléiotrophine, qui stimulent la prolifération et la
régénération des hépatocytes. Enfin, les HSCs stimulent la croissance des cellules
endothéliales sinusoidales et vasculaires en exprimant V-EGF, et produisent plusieurs
molécules régulant 'homéostasie, notamment le TGF-B, I'endothéline-1 et I'érythropoiétine
(Refaat et al., 2016).

3.1.4 L’immuno-régulation

Les HSCs sécréetent des cytokines inflammatoires comme le TGF-B1, la cytokine la plus
fibrogénique, et le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), le plus puissant
médiateur chimiotactique et mitogéne. Les HSCs peuvent amplifier la réponse inflammatoire
en induisant une infiltration de leucocytes mono- et poly-nucléaires. Elles produisent
également des chimiokines et expriment des récepteurs qui peuvent stimuler la prolifération

des lymphocytes ou l'apoptose (voir 3.2.4.2 Les chimiokines, page 61) (Brun et al., 2005).
3.2 L’activation des HSCs au cours de la fibrose hépatique

L’activation des HSCs en un phénotype de type myofibroblaste est un événement clé de la
mise en place de la fibrose hépatique. Elle est divisée en deux phases majeures : l'initiation et

la perpétuation qui peuvent parfois étre suivies d’'une phase de résolution (Friedman, 2004).
3.2.1 Phase d’initiation

Durant la phase d’initiation ou la phase pré-inflammatoire, les cellules hépatiques (hépatocytes
endommageés et cellules de Kupffer), ainsi que les cellules inflammatoires recrutées, liberent
des médiateurs, tels que les ROS, les peroxydes lipidiques et les corps apoptotiques, qui vont,
par stimulation paracrine, activer des facteurs de transcription dans les HSCs (Figure 16).
Ainsi, l'initiation fait référence a des changements précoces de I'expression des genes qui
rendent les cellules stellaires plus sensibles aux signaux recus des cellules adjacentes via la

surexpression de certains récepteurs, en particulier les récepteurs au TGF-f3 et au PDGF. Par
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conséquent, les cellules subissent une transformation d’un état quiescent en un état activé
(Friedman, 2008a; Lee and Friedman, 2011).

INITIATION PERPETUATION
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Figure 16 : Processus d'activation des cellules stellaires hépatiques.

En cas datteinte hépatique, les stimuli qui impliquent l'activation des HSCs proviennent des hépatocytes
endommagés, des cellules endothéliales sinusoidales, des cellules de Kupffer et des plaquettes. En réponse a ces
signaux, les HSCs sont capables de produire le TGF-(. La perpétuation conduit a des cellules plus actives capables
de se contracter, de proliférer, de produire des protéines de la MEC, de migrer et d'interagir avec le systéeme
immunitaire. Cela déclenche des réponses inflammatoires et fibrogéniques et diminue I'apport sanguin.
L’élimination des stimuli pro-fibrogéniques peut conduire a la résolution de la maladie par apoptose des HSCs
activées, ou par la réversion en un phénotype inactivé. Image adaptée de (Yanguas et al., 2016).

3.2.2 Phase de perpétuation

La perpétuation impligue au moins six changements distincts dans le comportement des
HSCs, y compris la prolifération, la chimiotaxie, la fibrogénése, la contractilité, la dégradation
de la matrice et la perte de rétinoides (Figure 16). Durant la phase de perpétuation, les HSCs
sont maintenues dans un état dit « activé » sous I'effet des différents stimuli pro-inflammatoires
et pro-fibrogéniques, autocrines et paracrines. Elles proliférent, migrent et s’accumulent dans
les zones Iésées. Elles subissent une transformation phénotypique caractérisée par une perte
des gouttelettes de rétinoides, une expression de I'actine du muscle lisse a (a-Smooth Muscle
Actin, a-SMA), un réticulum endoplasmique rugueux plus important, accompagné d'un
appareil de Golgi bien développé, suggérant une synthése protéique active. Elles produisent
de maniére excessive de nombreux constituants de la MEC dont I'expression est multipliée
par 50, quand les HSCs sont dédifférenciées en myofibroblastes. Enfin, les HSCs activées, a
leur tour, sécrétent des chimiokines et des cytokines inflammatoires, expriment des molécules
d'adhérence cellulaire, et modulent I'activation des cellules immunitaires. Par conséquent, un

cercle vicieux se produit dans lequel les cellules parenchymateuses et non-parenchymateuses

Page | 58



Introduction Chapitre | : Foie et fibrose

se stimulent mutuellement (Bataller and Brenner, 2005; Cheng and Mahato, 2007; Friedman,
2003, 2008a; Hernandez-Gea and Friedman, 2011; Raghow, 1994; Senoo et al., 1998).

3.2.3 Phase de résolution

Les HSCs activées peuvent, dans certains cas, aller soit vers un processus d’apoptose ou de
sénescence, soit vers une réversion en cellules stellaires normales avec un phénotype
similaire a I'état quiescent ; c’est ce qu’on appelle la phase de résolution (Friedman, 2008b;

Lee and Friedman, 2011). Ces processus seront décrits dans le chapitre 2, page 92.
3.2.4 Mécanismes impliqués dans I’activation des HSCs
3.2.4.1 Les cytokines inflammatoires

Les cytokines inflammatoires jouent un réle clé dans la fibrose, étant donné que l'inflammation
persistante précede presque toujours la fibrose. Aprés une lésion hépatique, plusieurs types
de cellules peuvent sécréter des cytokines inflammatoires y compris les cellules de Kupffer,
les hépatocytes, les HSCs, les cellules naturelles tueuses (NK) et les lymphocytes

(Hernandez-Gea and Friedman, 2011).

Le TGF-B représente un facteur clé dans la régulation de la prolifération des HSCs, et joue un
role déterminant lors de la fibrogénese en stimulant la synthése du collagene (Figure 17)
(Shen, 2003). Le TGF-B est majoritairement produit par les HSCs et, en plus faible quantite,
par les cellules de Kupffer et les cellules endothéliales (De Bleser et al., 1997). Ces deux types
cellulaires participent également a la conversion du TGF-B natif en une forme active pro-
fibrogénique (Friedman, 2003). Les cellules de Kupffer, par exemple, sécrétent du MMP-9

responsable de 'activation du TGF-.

Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) est considéré comme le deuxiéme plus
important médiateur de prolifération des HSCs (Chen et al., 2019). Il joue un réle important
dans linitiation et la progression de la fibrose hépatique (Beljaars et al., 2003). Il est
essentiellement produit par les cellules de Kupffer, les cellules endothéliales et les HSCs
elles-mémes (Refaat et al., 2016). Durant le processus de fibrose, I'expression des PDGFs,
en particulier des PDGF-A et PDGF-B, augmente de maniere significative dans les HSCs
activées, les cellules endothéliales et les macrophages. Les PDGF exercent leurs actions via
deux récepteurs PDGFR- a et 3, qui appartiennent a la famille des récepteurs tyrosine kinase,
et qui sont généralement localisés dans les cellules de Kupffer, les cellules endothéliales
vasculaires et les cellules stellaires (Ying et al., 2017). Les récepteurs au PDGF sont exprimés
a un niveau trés faible dans les cellules hépatiques d’un foie sain, mais sont significativement
surexprimés dans un foie fibrotique, en particulier PDGFR-B, & la fois dans des modeéles

animaux, mais aussi sur des biopsies humaines de patients atteints de fibrose (Borkham-
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Kamphorst and Weiskirchen, 2016; Breitkopf et al., 2005; Campbell et al., 2005; Ying et al.,
2017).
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Figure 17 : Principales voies d’activation de HSCs.

Les lésions hépatiques sont suivies de la sécrétion de cytokines qui modulent l'activation de plusieurs voies de
signalisation intracellulaires, principalement par leur liaison a des récepteurs spécifiques. (1) La dimérisation du
récepteur TGF-BR, apres la liaison au TGF-B, recrute les protéines Smad2 et Smad3, qui sont ensuite
phosphorylées et libérées dans le cytosol, ou elles peuvent s'associer a Smad4. Ces hétérodiméres peuvent
ensuite se transloquer dans le noyau et réguler la transcription des genes fibrogéniques. (2) PDGF module sa
régulation transcriptionnelle en partie par l'activation de la voie ERK apreés la liaison au récepteur PDGFR. (3) TNF,
par sa liaison a son récepteur peut activer la voie NF-kB. (4) L'adiponectine, par sa liaison a son récepteur, AdipoR,
peut agir via la signalisation des récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR-q). (5, 6) La
leptine et I'interféron (IFN)-y peuvent activer STAT3 et réguler la transcription de nombreux génes cibles impliqués
dans la fibrose hépatique. (7) Plusieurs autres facteurs de croissance peuvent activer les récepteurs tyrosine
kinase, conduisant au recrutement de la phosphoinositol 3-kinase (PI3K) et a la phosphorylation de I'AKT. L'AKT
activé régule la synthese des protéines fibrogéniques via la voie mammifere cible de la rapamycine (mTOR).
(Abréviations : JAK, Janus kinase ; NF-kB, facteur nucléaire Kb ; TK, tyrosine kinase). Image adaptée de
(Hernandez-Gea and Friedman, 2011).

La contribution du TNF-a aux lésions hépatiques et a l'inflammation hépatocellulaires a été
largement étudiée. Bien qu'il ne participe pas a l'activation des HSCs, le TNF-a joue un role
important dans la prolifération cellulaire et dans la régulation de I'expression de TIMP-1 et
MMP-9 via le récepteur 1 de TNF-a (TNFR1) (Arriazu et al., 2014).
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Le facteur de croissance endothélial vasculaire (V-EGF) est libéré a la fois par les HSCs et
par les cellules endothéliales sinusoidales dans le foie. Il est surexprimé pendant I'activation
des HSCs et stimule la prolifération et la migration cellulaire. Il favorise la fibrogénése, mais
pourrait également étre impliqué dans la réparation du tissu hépatique et la résolution de la
fibrose (Tsuchida and Friedman, 2017). Le facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF)
est une puissante cytokine fibrogénique faiblement exprimée dans le foie sain. Une
augmentation de son expression a été mise en évidence au cours de la fibrose. Le CTGF
contribue a la prolifération, la migration, I'adhérence et la survie des cellules ainsi qu’a la
production de la MEC (Tsuchida and Friedman, 2017). D'autres facteurs de croissance comme
le HGF, le FGF et I'|GF (insulin-like growth factor) sont également impliqués dans la fibrose
hépatique (Hernandez-Gea and Friedman, 2011).

De plus, il a été décrit que les adipokines (cytokines du tissu adipeux) et l'interféron y (IFN-y)
semblent contribuer a la régulation de la transcription de nombreux génes impliqués dans
linflammation et la fibrose. Les adipokines, comme la leptine qui aurait un effet pro-
fibrogénique, sont des polypeptides sécrétés principalement par les adipocytes et, en plus
faible quantité, par les macrophages, les fibroblastes et les monocytes infiltrants (Hernandez-
Gea et Friedman, 2011). Les voies de signalisation des différentes cytokines sont

représentées dans la Figure 17.
3.2.4.2 Les chimiokines

Les chimiokines sont une classe de petites molécules chimiotactiques avec des fonctions de
type cytokine, qui sont bien connues pour étre impliquées dans les réponses inflammatoires
au sein de différents organes. Les différentes cellules effectrices de la fibrose hépatique sont
des cibles et des sources potentielles de chimiokines, chacune exprimant une combinaison
différente de récepteurs et de ligands. Les HSCs expriment plusieurs récepteurs dont CXCR3,
CCR5 et CCRY7 et sécretent de nombreuses chimiokines, telles que le peptide chimiotactique
monocytaire MCP-1, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL1, CXCL8, CXCL9 et CXCL10. Ces
chimiokines favorisent la migration des cellules fibrogéniques vers le site de la lésion,
notamment, CCR5, dont le ligand, RANTES, est induit par la signalisation NFkB, qui stimule
la migration et la prolifération des HSCs (Lee and Friedman, 2011).

3.2.4.3 Les interactions immunitaires

En plus des cellules décrites précédemment, d'autres types de cellules sont impliqués dans la
progression et la résolution de la fibrose y compris les cellules tueuses naturelles (NK), les
cellules T et les cellules dendritiques. Les HSCs interagissent directement avec les diverses

cellules immunitaires via les molécules d'adhérence, notamment la molécule d'adhérence
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intercellulaire 1 (ICAM-1) et la molécule d'adhérence de cellules vasculaires 1 (VCAM-1) dont
'expression est augmentée dans les HSCs activées facilitant le recrutement de cellules

inflammatoires dans le foie I1ésé (Lee and Friedman, 2011).
3.2.4.4 Les régulations épigénétiques

Un r6le potentiel des modifications épigénétiques (modification des histones, méthylation de
I'ADN et inhibition par les ARN non codants) dans l'activation des HSCs, la prolifération
cellulaire et la transcription des genes tels que le a-SMA et le collagéne de type |, a également
été décrit dans la littérature (Figure 18) (Hernandez-Gea and Friedman, 2011).
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Figure 18 : Régulation de I'expression des génes dans les HSCs pendant la fibrose.

Les facteurs de transcription (FT) peuvent favoriser ou bloquer le recrutement et la liaison de I'ARN polymérase
(ARN pol) a une séquence d'ADN spécifique et ainsi contrdler le taux d'expression des genes. Des changements
dans I'expression des génes peuvent également se produire sans modification des séquences d'ADN via au moins
trois processus épigénétiques distincts : la désacétylation des histones (HDAC), la méthylation de I'ADN et
I'extinction de I'expression par des microARN non codants (miRNA). L'activation des cellules immunitaires a la suite
d'une Iésion hépatique est également un stimulus important pour I'activation des HSCs qui se produit principalement
par la sécrétion de molécules pro-inflammatoires et pro-fibrogéniques. Les cytokines et les composants de la MEC
jouent également un réle important dans l'initiation de la fibrose et la perpétuation de l'activation des HSCs. Image
adaptée de (Hernandez-Gea and Friedman, 2011).

3.2.4.5 Les récepteurs nucléaires

Les HSCs expriment un groupe de récepteurs nucléaires, jouant le role de facteurs de
transcription, notamment les récepteurs RXR et RAR sensibles aux rétinoides, le récepteur
Farnésoide X (FXR), qui régule la transcription de plusieurs genes impliqués dans la synthése
et le transport des acides biliaires et du cholestérol et les récepteurs nucléaires activés par les
proliférateurs des peroxysomes (PPAR), qui sont des régulateurs clés du métabolisme du
glucose et des graisses. lls sont associés, pour la plupart d’entre eux, au maintien de la

quiescence des cellules stellaires. PPAR-y est fortement exprimé par les HSCs quiescentes
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ou il renforce leur phénotype adipogene. Il a été décrit que son expression diminue lors de
l'activation des HSCs, ce qui est crucial pour permettre la transdifférenciation vers un

phénotype myo-fibroblastique (Bansal et al., 2016; Mann and Mann, 2009).
3.2.4.6 Les voies neuroendocrines

En cas de lésion hépatique chronique, le systéeme neuroendocrinien local est régulé a la
hausse, et les HSCs activées expriment des récepteurs spécifiques, principalement ceux
impliqués dans la signalisation des cannabinoides endogénes. Ces derniers sont une famille
de molécules dérivées de l'acide arachidonique qui activent des voies de signalisation a
travers les récepteurs CB1 et CB2. La fibrose hépatique est associée a une surexpression des
endocannabinoides et de leurs récepteurs (Hernandez-Gea and Friedman, 2011; Lee and
Friedman, 2011).

3.2.5 Remodelage de la MEC

En réponse aux cytokines inflammatoires, les HSCs activées vont commencer a sécréter les
enzymes impliquées dans le remodelage de la matrice, notamment les MMP-2, 3, 9, et 13.
Ces 4 types de MMPs ainsi que MMP-10 ont été décrits comme étant surexprimés dans un
modeéle de fibrose induite par le CCls chez le rat. De plus, une surexpression de MMP-2 et
MMP-14 a été mise en évidence dans les HSCs activées in vitro. Ces deux types de MMPs,

favoriseraient la migration, la prolifération et I'activation des HSCs (Roderfeld, 2018).

Parmi les quatre inhibiteurs spécifigues de MMPs identifiés, TIMP-1 est considéré comme
l'inhibiteur le plus puissant. Durant la fibrose hépatique, TIMP-1 est surexprimé dans les HSCs
activées en réponse aux différentes cytokines empéchant la dégradation de la MEC par les
MMPs (Cong et al., 2013).

Comme décrit dans le paragraphe 1.5 de ce chapitre, la MEC sert également de réservoir pour
de multiples cytokines et facteurs de croissance solubles qui sont généralement liés a des
composants spécifiques de la MEC via des interactions non covalentes de faible affinité. La
décorine et le biglycane sont capables de lier le TGF-B, la laminine et la fibronectine lient le
TNF-q, tandis que le collagéne lie le PDGF, le HGF et I'lL-2 (Hernandez-Gea and Friedman,
2011). Lors d'une lésion hépatique, ces facteurs guident, par exemple, les cellules
inflammatoires mais aussi les myofibroblastes vers le site cible de l'inflammation, entrainant
une production excessive de MEC. La plupart de ces interactions sont schématisées dans la
Figure 19 et soulignent que la MEC est un site de stockage clé pour de nombreuses molécules

de signalisation impliquées dans la fibrose (Karsdal et al., 2015).
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Figure 19 : Liaison de certains facteurs de croissance et cytokines a la MEC.

Interactions entre les facteurs de croissances ou cytokines inflammatoires et la MEC, et leur association avec
I'néparane sulfate ou le collagéne ainsi que leurs cellules cibles. La libération de facteurs de croissance et de
cytokines biologiquement actifs stockés dans la MEC peut déclencher le recrutement et la prolifération des cellules
inflammatoires et favoriser un dépét excessif de la MEC par des myofibroblastes (comme c'est le cas avec le TGF-
B1 lié a la décorine/biglycane). (Abréviations : OsM, oncostatine-M). Image adaptée de (Karsdal et al., 2015).

Au cours de la fibrose hépatique, les collagénes de type 1 et 3 représentent les deux
composants les plus abondants de la MEC. Il a été décrit que les cytokines pro-fibrogéniques
notamment IL-4/IL-13 et TGF-B induisent 'augmentation de leur expression dans un foie
fibrotique, notamment via les 2 voies de signalisation SMAD et p38 MAPK (Bhogal et al., 2005;
Refaat et al., 2016; Tsukada et al., 2005). Une augmentation de I'expression du collagéne de
type XV alpha 1 a également été démontrée dans le foie de rats des deux modéles de fibrose
BDL et CCl,4 et sur des biopsies hépatiques de patients atteints de fibrose avancée ou de

cirrhose (Lemoinne et al., 2015).

La dédifférenciation des cellules stellaires est la principale source cellulaire de
myofibroblastes sécrétant des protéines matricielles au cours de la fibrogénése hépatique.
Les signaux paracrines des cellules épithéliales lIésées (ROS, cytokines, chimiokines) ainsi
gue les interactions avec les cellules immunitaires peuvent induire I'activation des HSCs,
de maniere directe ou indirecte. La signalisation intracellulaire dérégulée, les changements
épigénétiques et la réponse au stress cellulaire représentent des voies cibles pour inhiber
les HSCs en induisant I'inversion phénotypique, la sénescence cellulaire, I'apoptose, et /
ou I'élimination par les cellules immunitaires (voir Chapitre 2, 2.4 L’élimination des HSCs

activées, page 91).
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3.3 Les différents marqueurs des HSCs

3.3.1 La desmine

La desmine, un filament intermédiaire typique des cellules contractiles, est largement utilisée
comme «un marqueur clé» pour identifier les HSCs dans le foie, depuis sa découverte en 1984
(Yokoi et al., 1984). Cette protéine est décrite comme étant exprimée a la fois par les cellules

stellaires quiescentes et aprés leur dédifférenciation en myofibroblastes (Friedman, 2008a).
3.3.2 La GFAP

D’autres marqueurs permettent d’identifier les cellules stellaires, notamment la protéine acide
fibrillaire gliale (glial fibrillary acidic protein, GFAP), qui est une protéine constitutive des
filaments intermédiaires, initialement découverte dans les astrocytes du systeme nerveux
central. Les HSCs sont les seules cellules du foie exprimant la GFAP, celle-ci est colocalisée
avec la desmine dans les HSCs quiescentes. Chez le rat, I'expression de la GFAP diminue en
au cours de la fibrose hépatique, comme cela a été démontré dans un modéle de fibrose
induite par le CCls (Niki et al., 1996).

3.3.3 Le cRBP1

Un autre margqueur des cellules stellaires est la protéine cellulaire de liaison au rétinol (cellular
retinol binding protein, cRBP1) impliquée dans le métabolisme de la vitamine A. Dans un foie
sain, les HSCs quiescentes expriment cRBP1. Dans un modéle de fibrose induite par le CCl,
chez le rat, les HSCs activées présentent toujours une forte expression du cRBP1. De plus,
lors de la transformation in vitro des HSCs en myofibroblastes, ces derniéres continuent a
exprimer le cRBP1 (Uchio et al., 2002).

3.3.4 Synaptophysine

La synaptophysine (SYN) est une glycoprotéine membranaire impliquée dans I'exocytose des
neurotransmetteurs et un marqueur neuroendocrinien. Cette protéine a été identifiée comme
étant exprimée par les HSCs sur des biopsies hépatiques humaines (conditions normales et
pathologiques) mais également par les HSCs de rats atteints d’hépatite ou de cirrhose
hépatique induite par le CCls. Il a ainsi été démontré que la SYN pouvait étre utilisée comme
un nouveau marqueur pour les HSCs quiescentes et activées (Cassiman et al., 1999). Des
chercheurs I'ont utilisée pour différencier les fibroblastes portaux des HSCs dans des foies
fibrotigues humains, de rat et de souris (Iwaisako et al., 2014). Dans une autre étude, réalisée
sur des rats atteints de NAFLD induite par un régime HF, une augmentation de I'expression
de la SYN a été observée dans le foie ainsi qu'une diminution de son expression apres

intervention thérapeutique (Xiao et al., 2014).
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3.3.5 Le récepteur a 'IGF-IIR (insulin-like growth factor)

Le récepteur a I'lGF-II (insulin-like growth factor), également connu sous le nom de récepteur
au mannose-6-phosphate (M6P-R), fait partie de la voie de signalisation a I'|GF. Il est impliqué
dans la régulation de l'activité de I'|GF-II, et dans le transport des protéines possédant une
“étiquette” M6P vers les lysosomes ou elles sont dégradées. Ce récepteur n’est pas lié a
l'activité tyrosine kinase ni a la prolifération et semblerait étre impliqué dans l'activation du
TGF-B. L'IGF-IIR est 20 fois plus exprimé dans les HSCs activées que dans les HSCs
guiescentes (Beljaars et al.,, 1999). Son expression est souvent corrélée aux lésions
hépatiques chroniques (Hellemans et al., 2004). De plus, I'internalisation modulée par I'|GF-
IIR, dans les HSCs activées, est 3 fois plus rapide que I'endocytose cellulaire qui ne fait pas

intervenir des récepteurs membranaires (York et al., 1999).
3.3.6 Le a-SMA (a-Smooth Muscle Actin)

La transformation des cellules stellaires en myofibroblastes s’accompagne de I'expression de
l'actine a du muscle lisse (a-Smooth Muscle Actin, a-SMA), caractéristique des cellules
musculaires lisses vasculaires, des myofibroblastes ou des fibroblastes contractiles. C’est
I'une des six isoformes d'actine exprimées dans les tissus des mammiferes ; elle est localisée
dans des faisceaux de microfilaments et joue un rdle dans la différenciation et la maturation
des myofibroblastes. Cette protéine est égalementimpliquée dans la génération des propriétés
contractiles de ces cellules. L’expression de a-SMA est considérée comme le marqueur le plus
fiable de la présence de myofibroblastes ou de HSCs activées car il est absent des autres
cellules hépatiques résidentes dans le foie sain ou Iésé, a I'exception des cellules musculaires
lisses entourant les vaisseaux. Il reflete donc la présence des myofibroblastes responsables
de la fibrose. Ce marqueur est utilisé quel que soit le type de fibrose étudié (pulmonaire, rénale,

hépatique...) (Friedman, 2008a).
3.4 Les rétinoides

Le rétinol peut également étre utilisé comme un marqueur spécifique des HSCs car ce sont

les seules cellules responsables de son stockage dans le foie.
3.4.1 Mise en réserve et mobilisation du rétinol

La vitamine A, essentielle a la croissance et a la différenciation de plusieurs cellules, est
stockée dans le foie puis sécrétée vers les tissus cibles (reins, yeux...). Dans I'organisme, elle
est présente sous quatre formes de rétinoides : (1) le rétinol, la forme majeure de transport ;

(2) les esters de rétinyle, la forme de stockage ; (3) I'acide rétinoique, le métabolite actif majeur
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de la vitamine A, issu de I'oxydation du rétinol ; et enfin (4) le rétinal, le métabolite intermédiaire

lors de la formation de I'acide rétinoique a partir du rétinol (Johnson, 1994).
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Figure 20 : Représentation schématique de I'absorption, du transport, du stockage de la vitamine A dans
le foie et de la redistribution aux tissus périphériques.

Les esters de rétinyle sont les principales sources alimentaires de vitamine A. lls sont absorbés dans l'intestin et
transportés sous forme d'esters de rétinyle via les chylomicrons (CM) vers le foie. Les esters de rétinyle sont
hydrolysés pour former du rétinol. Les hépatocytes produisent la protéine de liaison au rétinol 4 (RBP4) qui
transporte le rétinol dans la circulation. Le rétinol est ensuite soit transporté vers les HSCs pour étre stocké sous
forme d'esters de rétinyle, soit transporté vers les tissus périphériques ou il est converti en acides rétinoiques qui
activent les facteurs de transcription (récepteur de I'acide rétinoique (RAR) ou récepteur du rétinoide X (RXR)). En
cas d'apport insuffisant en vitamine A, le rétinol est libéré des HSCs pour maintenir des niveaux stables de rétinol
circulant (~ 2 uM chez I'humain). Image adaptée de (Saeed et al., 2018).

Le rétinol alimentaire est absorbé par les entérocytes ou il est estérifié avec des acides gras
puis transporté par les chylomicrons vers les hépatocytes via la circulation lymphatique
mésentérique. Parvenu aux hépatocytes, cet ester de rétinyle est hydrolysé en rétinol puis lié
a des protéines de liaison au rétinol (retinol-binding protein, RBP) permettant le transfert du
rétinol aux HSCs. Une petite quantité reste dans les hépatocytes. En paralléle, les HSCs
peuvent également absorber les rétinoides liés aux RBPs directement depuis la circulation
sanguine. Dans le cytosol des HSCs, le rétinol est rapidement lié au cRBP1 puis ré-estérifié
et stocké sous forme d’ester de rétinyle. L’ester de rétinyle majoritairement présent dans les
HSCs est le palmitate de rétinyle (Friedman, 2008a). Le stockage et le transport des rétinoides
sont influencés par le statut en vitamine A. En cas de carence en vitamine A, I'ester de rétinyle
est hydrolysé, au niveau des HSCs, en rétinol qui retourne vers les hépatocytes pour étre
complexé aux RBPs, puis sécrété dans la circulation sanguine (Yamamoto et al., 2003). La
libération directe dans le plasma de rétinol lié aux RBPs a partir des HSCs peut également se
produire. De plus, en cas de déficience en vitamine A, les rétinoides provenant de

l'alimentation et transportés vers le foie sont rapidement liés aux RBPs dans les hépatocytes,
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et exportés vers la circulation sans transfert vers les HSCs (Friedman, 2008a). Les RBPs sont
considérées comme des transporteurs plasmatiques du rétinol, facilitant son transfert entre les
tissus, principalement des sites de stockage vers les tissus périphériques (Figure 20). A jeun,
plus de 95% des rétinoides dans la circulation se trouvent sous forme de rétinol lié aux RBPs.
Le reste des rétinoides dans la circulation peut étre sous forme d’esters de rétinyle associés
aux lipoprotéines (VLDL, LDL et HDL) ou d'acide rétinoique lié a I'albumine (D’Ambrosio et al.,
2011a).

Dans les tissus cibles, le rétinol est oxydé pour former le métabolite actif : I'acide rétinoique,
qui se lie a des récepteurs nucléaires, les RAR (retinoic acid nuclear receptors) et les RXR
(retinoid X receptors), modulant I'expression de plusieurs génes comme par exemple les

génes de la différenciation tissulaire lors de 'embryogenese.
3.4.2 Utilisation du rétinol comme marqueur des HSCs

Le rétinol posséde des propriétés d’auto-fluorescence, ce qui offre la possibilité de l'utiliser
pour identifier et visualiser les cellules stellaires, sans traitement particulier (Friedman, 2008a).
Les propriétés d’auto-fluorescence du rétinol ont notamment été utilisées pour améliorer la
purification des HSCs a partir d’'une suspension cellulaire issue d'une digestion du foie de
souris (Mederacke et al., 2015). Le nombre de gouttelettes de rétinol varie selon I'espéce et
I'abondance des réserves de vitamine A dans I'organisme. Les gouttelettes de vitamine A dans
les HSCs présentent un schéma hétérogéne et des tailles variables en fonction de la position
intra-lobulaire des cellules. La fluorescence du rétinol est plus concentrée dans les régions
péri-portales que dans les régions péri-centrales. Une caractéristique bien connue des
animaux arctiques, en particulier des ours polaires, des phoques et des renards arctiques, est
la forte concentration en vitamine A hépatique, de sorte que les premiers explorateurs qui ont
mangé du foie d'ours polaire non cuit souffraient d'un syndrome d'hypervitaminose A, qui se
caractérise par de graves lésions hépatiques (Nollevaux et al., 2006; Senoo et al., 2007).
Cependant, il n'y a pas de caractéristiques distinctes de ces mammiféres arctiques identifiées
a ce jour qui différencient leurs voies de stockage de la vitamine A de celles des humains. La
raison pour laquelle ces animaux sont protégés de la toxicité hépatique due a la vitamine A

n'est pas claire (Friedman, 2008a).

Les gouttelettes de rétinoides sont constituées d’environ 40% d’ester de rétinyle tandis que
les 60% restants sont des espéces lipidiques non-rétinoides, comme les triglycérides, les
esters de cholestérol, le cholestérol, les phospholipides et les acides gras libres. Il a été
suggéré que la formation et le maintien de ces gouttelettes lipidiques sont des processus
dépendants des rétinoides (D’Ambrosio et al., 2011b). En effet, 'apport alimentaire en

rétinoides, mais pas en triglycérides, régule la composition lipidique des gouttelettes, mais

Page | 68



Introduction Chapitre | : Foie et fibrose

également le nombre et la taille de ces dernieres (Blaner et al., 2009; Moriwaki et al., 1988).
L’enzyme LRAT ou Lecithin-retinol acyltransferase, responsable de la synthése des esters de
rétinyle dans le foie, semble étre nécessaire pour la formation de gouttelettes lipidiques dans
les HSCs. En effet, les cellules stellaires des souris déficientes en LRAT sont dépourvues de
gouttelettes lipidiques (Blaner et al., 2009).

L’une des caractéristiques phénotypiques de l'activation des HSCs est la perte de gouttelettes
de rétinoides (Figure 21). Dans des HSCs en culture, I'ester de rétinyle stocké dans les
gouttelettes lipidiques est d'abord hydrolysé puis libéré dans le milieu sous forme de rétinol
(D’Ambrosio et al., 2011b). Cependant, le réle des rétinoides dans les HSCs quiescentes reste
inconnu. On ne sait pas non plus si la perte de rétinoides est nécessaire pour l'activation des
HSCs, ni s'il s’agit d’'une cause ou d’'une conséquence de l'activation (D’Ambrosio et al., 2011b;
O’Mahony et al., 2015). De plus, il a été récemment démontré gque les changements dans
I'expression des génes qui accompagnent l'activation des HSCs et la perte des gouttelettes
de rétinoides sont régulés difféeremment dans les modeles d'activation in vitro et in vivo (De
Minicis et al., 2007).

Figure 21 : Activation et transdifférenciation des HSCs primaires en culture.

Des HSCs isolées ont été cultivées sur un support plastique non revétu pendant (a) 1 jour, (b) 2 jours ou (c) 5 jours.
Pendant la culture, la teneur en vitamine A diminue et les cellules acquiérent un phénotype typique en forme étirée.
(d) Les HSCs ont été colorées avec un conjugué de rhodamine phalloidine (rouge) et une contre-coloration au
DAPI (bleu). (e) Immunocytochimie des HSCs, desmine (rouge). Image issue de (Weiskirchen et al., 2017).

Page | 69



Introduction Chapitre | : Foie et fibrose

4.Les modeles de fibrose

4.1 Les modéeles in vivo de fibrose hépatique

L'utilisation de modéles animaux est cruciale pour déterminer les mécanismes sous-jacents a
l'initiation, la progression et la résolution de la fibrose mais également pour développer de
nouvelles thérapies anti-fibrotiques. A ce jour, aucun modeéle animal ne peut récapituler toutes
les caractéristiques physiopathologiques hépatiques et extra-hépatiques de la fibrose. Ici,
nous nous concentrons sur les modéles de maladies hépatiques les plus utilisés chez les

rongeurs.
4.1.1 Les modéles chirurgicaux

Le modéle de ligature des voies biliaires (bile-duct ligation, BDL), basé sur la double ligature
du canal biliaire, est le modéle chirurgical le plus courant ; il induit une fibrose biliaire péri-
portale et des Iésions cholestatiques (Aydin and Akgali, 2018). Ce modéle a d'abord été établi
chez le rat et a ensuite été appliqué a la souris (Yanguas et al., 2016). L’obstruction des voies
biliaires entraine une pression biliaire accrue et une accumulation d’acides biliaires induisant
une toxicité dans les hépatocytes et les cellules épithéliales biliaires, ainsi qu’une accumulation
de lymphocytes B et T dans les voies portales. Une inflammation se met donc en place, avec
la sécrétion de cytokines inflammatoires telles que le TGF-B, en particulier par les cellules
épithéliales biliaires (Yanguas et al., 2016). Cette inflammation entraine une fibrose et une
cholestase (ou diminution de la sécrétion biliaire). En plus des cellules stellaires, les
fibroblastes portaux semblent étre impliqués dans la fibrose portale et représentent une source
importante de myofibroblastes dans le modéle BDL (Yanguas et al., 2016). La reproductibilité
de ce modeéle est faible du fait d’'un taux de mortalité élevé (20%), 5 a 6 semaines apreés la
ligation de la voie biliaire chez le rat (Yanguas et al., 2016). Ce modele a donc été suggéré
pour une utilisation dans les études de fibrose hépatique a court terme associées a la
cholestase (Aydin and Akgali, 2018).

4.1.2 Les modeles chimiques
4.1.2.1 Tétrachlorure de carbone (CCly)

Le modeéle hépatotoxique induit par administration de tétrachlorure de carbone (CCl,) est le
plus largement utilisé dans les études sur la fibrose hépatique et la cirrhose chez les rongeurs
(Aydin and Akgali, 2018). Il consiste a injecter une solution de CCls aux animaux, de maniére
chronique. Cette molécule induit des dommages hépatiques séveres : une nécrose
hépatocellulaire, un recrutement des cellules inflammatoires dés les premiers jours de

traitement et une fibrose hépatique au bout de quatre semaines (Docherty and Burgess, 1922;
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Li et al., 2015b). Ce modele peut étre appliqué au rat et a la souris. Cependant, la sensibilité
des souris a la fibrose hépatique induite par le CCls dépend de la souche. Ainsi, les souris
balb/c présentent plus de fibrose lors de I'administration de CCls que les souris C57BL/6. Le
CCls est généralement administré aux rongeurs par voie intrapéritonéale. D’autres voies
peuvent également étre utilisées comme la voie sous-cutanée, orale ou par inhalation. Bien
que le modéle d’induction de fibrose par le CCls soit un modeéle rapide et sévere, il entraine
des dommages hépatiques toxiques et est alors peu représentatif des maladies métaboliques
du foie, qui ont une évolution plus lente et progressive (Aydin and Akgali, 2018; Yanguas et
al., 2016).

4.1.2.2 Ethanol

Puisque la consommation d'alcool est 'une des plus grandes causes de maladies chroniques
du foie dans le monde, le modéle d’induction de fibrose par administration d’éthanol est le plus
couramment utilisé pour étudier les maladies alcooliques du foie. L'administration d'éthanol
induit la production de ROS et la peroxydation lipidique conduisant a l'apoptose des
hépatocytes et a l'inflammation, ce qui entraine l'activation des HSCs, 'augmentation de la
synthése de collagéne et conduit & une fibrose hépatique. Une des limites de ce modéle est
la faible appétence pour I'alcool des animaux, ce qui limite leur consommation spontannée.
De plus, ce modeéle ne peut étre utilisé pour étudier la fibrose hépatique métabolique (Aydin

and Akcall, 2018; Yanguas et al., 2016).
4.1.2.3 Thioacétamide

La thioacétamide est une molécule chimique qui nécessite une activation métabolique par les
isoenzymes du CYP450 pour devenir toxique. Le métabolite toxique serait impliqué dans la
régulation négative des enzymes de la -oxydation des acides gras et de la dégradation de la
méthionine. Il semble également induire une régulation positive des protéines liées a la
peroxydation lipidique et au stress oxydatif. Par conséquent, 'administration de thioacétamide
entraine des dommages oxydatifs élevés, associés a l'activation des HSCs, et une légére
infiltration de cellules inflammatoires. Une hypertrophie du foie, une nécrose centro-lobulaire
et une élévation du taux sérique des enzymes hépatiques (ALAT, ASAT) sont également
observées. En régle générale, la thioacétamide est administrée par voie intrapéritonéale
pendant une période comprise entre 8 et 12 semaines, ou par voie orale, pendant 16 semaines
(Aydin and Akgali, 2018; Yanguas et al., 2016).

4.1.2.4 DMN et DEN

La diméthylnitrosamine (DMN) et la diéthylnitrosamine (DEN) sont deux produits chimiques

cancérigenes, souvent utilisés pour générer une fibrose hépatique chez les animaux. La
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biotransformation de ces produits génere des ROS, qui a leur tour vont réagir avec les acides
nucléiques, les lipides et les protéines, entrainant un dysfonctionnement cellulaire et une
nécrose suivis d'une fibrose. La DEN est systématiquement administrée par voie orale
pendant 12 semaines ou par voie intrapéritonéale pendant 2 semaines. La DMN est
administrée par voie intrapéritonéale aux souris pendant 3 semaines (Aydin and Akgali, 2018;
Yanguas et al., 2016).

4.1.3 Les modeles génétiques

Les modéles génétiques sont souvent utilisés pour étudier I'implication de certaines voies de
signalisation dans la génération dela fibrose hépatique, ou la conséquence de leur
dérégulation, permettant ainsi I'étude de nouvelles cibles. Un exemple de ces modéles
génétiques est le modele de souris déficientes en Mdr2, qui est un orthologue de souris du
géne humain MDR3 (ABCB4), codant le transporteur phospholipidique canaliculaire. La
perturbation génétique du gene Mdr2 chez la souris provoque une absence totale de
phosphatidylcholine dans la bile, entrainant différentes Iésions hépatiques. Ainsi les souris
Mdr2 -/- présentent un niveau élevé de nécrose hépatocytaire et d'inflammation portale, ainsi
gu'une fibrose hépatique. Elles sont capables de développer une fibrose biliaire a 4-8
semaines et un CHC a 4-6 mois (Aydin and Akgali, 2018; lkenaga et al., 2015).

Parmi les modéles génétiques, on trouve également le modéle de carence en leptine (souris
ob/ob). La leptine est une hormone peptidique sécrétée principalement par les adipocytes du
tissu adipeux blanc, qui joue un role vital dans la régulation de I'équilibre énergétique.
Lorsqu’elle est absente, la graisse est redistribuée du tissu adipeux vers le foie et d'autres
tissus non adipeux. L'accumulation de graisse dans le foie induit une lipotoxicité des
hépatocytes ainsi qu'une apoptose. Les souris ob/ob présentent facilement une résistance
sévere a l'insuline, mais développent rarement une NASH, sans un stimulus supplémentaire
(LPS, régime gras, MCD, etc.) (Santhekadur et al., 2018).

En effet, il est toujours difficile de développer une fibrose hépatique chez les animaux
génétiguement modifiés sans un deuxieme stimulus (Aydin and Akgali, 2018). Pour cela,
l'ajout de régimes spécifiques est souvent nécessaire pour induire les changements
biochimiques de la NASH (Santhekadur et al., 2018).

4.1.4 Les modéles métaboliques
4.1.4.1 Methionine Choline Deficient (MCD)

Le modéle alimentaire déficient en méthionine et en choline (Methionine Choline Deficient,
MCD) est le modele le plus utilisé pour étudier la NASH. C’est un modéle rapide qui induit une

stéatose hépatique principalement macro-vésiculaire, des les premiers jours, une stéato-
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hépatite aprés 10 jours de régime, qui évolue en fibrose péri-sinusoidale au bout de 8 a 10
semaines, chez le rat et la souris (Santhekadur et al., 2018; Takahashi, 2012). La méthionine
la choline sont deux éléments trés importants d’'un point de vue nutritionnel, et entrent dans la
voie de mobilisation des triglycérides intra-hépatiques. La méthionine est un acide aminé
essentiel, précurseur de la biosynthése de choline. La déficience en choline empéche la
synthese de phosphatidylcholine (PC), qui joue un role dans la sécrétion des VLDL contenant
les triglycérides. Une diminution de la PC provoque donc I'accumulation intrahépatique des
triglycérides (Noga and Vance, 2003). Ce régime imite le stress hépatique causé par la
transition d’acides gras du tissu adipeux vers le tissu hépatique, ainsi que la production accrue
de triglycérides, entrainant une stéatose hépatique et une lipotoxicité (Yanguas et al., 2016).
En réponse aux lésions hépatocytaires, les cellules de Kupffer activées augmentent leur
production de TNF-a, ce qui induit le recrutement de monocytes. De nombreux foyers nécro-
inflammatoires contenant des lymphocytes et des neutrophiles, une inflammation, un stress
oxydatif, des dommages mitochondriaux et une apoptose sont observés. Les HSCs s’activent,
ce qui oriente la pathologie vers une fibrose. Le taux sérique d’ALAT est également augmenté
(Takahashi, 2012). Bien que le modéle MCD reproduise le phénotype histologique de la NASH
sur une période relativement courte, il n'imite pas complétement la pathologie humaine
(Santhekadur et al., 2018). En effet, certaines caractéristiques pathologiques humaines des
NAFLD, dont I'obésité et I'insulino-résistance ne sont pas retrouvées chez les animaux soumis
au régime MCD. On observe méme une perte de poids importante (souvent, plus de 20%
apres 3 semaines de régime), liée en partie a la perte de la masse musculaire (Ramadori et
al., 2015). Le degré de NASH chez les rongeurs soumis au régime MCD peut dépendre de
I'espéce, du sexe et de la souche de I'animal. Ainsi, les souris males C57BL/6 développent
plus d'inflammation et de nécrose, et présentent plus de caractéristiques histologiques de la
NASH que d’autres souches (Takahashi, 2012).

4.1.4.2 High-Fat Diet (HFD)

Un autre modéle de maladie hépatique métabolique décrit dans la littérature est le modéle
alimentaire hyper-lipidémique (High-Fat Diet, HFD). Il est composé de 71% de matiéres
grasses, contre 10% pour un régime standard. Il provoque une prise de poids importante chez
les animaux et induit une stéatose hépatique, accompagnée d’une inflammation, d’insulino-
résistance et de diabéte. Les animaux soumis a ce régime développent une NASH, aprées un
temps long, autour de 16 semaines, et dont le degré de gravité est peu avancé. La fibrose
hépatique n’est pas systématiquement induite, ou peut étre trés lente & se mettre en place,
puisque ce modeéle nécessite 50 semaines pour voir se développer une fibrose bénigne chez
la souris, avec une grande variabilité interindividuelle, ce qui limite son utilisation (Aydin and
Akgall, 2018; Charlton et al., 2011; Santhekadur et al., 2018; Yanguas et al., 2016). Les souris
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males consanguines C57BL/6 sont les rongeurs les plus appropriés pour développer une
NASH en utilisant un régime HF, tandis que les rats ne répondent pas a ce régime. Un autre
régime HF, riche en cholestérol, a été proposé pour le rat. Il induit une NASH avec une fibrose
en 9 semaines, les rats développent parfois une cirrhose. Néanmoins, le principal inconvénient

de ce modéle est le manque d'obésité et de résistance a l'insuline (Yanguas et al., 2016).
4.1.4.3 High Fat High Carbohydrate (HFHC)

En 2010, I'équipe de Kohli a développé un nouveau modele de NASH. Ce dernier consiste a
soumettre les souris a un régime alimentaire associant I'hyperlipidémie et un apport élevé en
sucre, (High Fat High Carbohydrate, HFHC) en ajoutant du fructose dans I'eau de boisson de
souris soumises a un régime hyperlipidémique (HFD). Il s’agit d’'un régime de type « Western
Diet » qui mime lalimentation trop grasse et trop sucrée consommée dans les pays
développés (Lustig et al., 2012). Ce régime induit une prise de poids des animaux
accompagnée d’'une insulino-résistance. Il a été décrit que les souris soumises a ce régime
développent une inflammation sévére ainsi qu’'une stéatose hépatique. Cependant, une fibrose
marquée a été observée chez seulement 50% des souris aprés 16 semaines de régime (Kohli
et al.,, 2010). L’évolution de la pathologie dépend de I'dge des souris et des mécanismes

différents ont été observés entre les méles et les femelles (Marin et al., 2016).
4.1.4.4 Choline-Deficient L-amino acid-defined High-Fat Diet (CDAHFD)

Récemment, un modéle alimentaire associant une déficience en choline, supplémenté en
méthionine (0,1%) et riche en lipides (Choline-Deficient L-amino acid-defined High-Fat Diet,
CDAHFD) a été développé. Ce modeéle induit une stéatose accompagnée d’une infiltration de
cellules inflammatoires. Les souris soumises au régime CDAHF présentent une fibrose Iégeére
dés la 9°™ semaine du régime. Ce modéle semble moins sévére pour les animaux que le
régime MCD puisque les souris ne présentent pas de perte de poids trop importante. En effet,
'addition au régime alimentaire d’une faible quantité de méthionine semble limiter la perte de
poids des animaux (Matsumoto et al., 2013). Une étude qui consistait a tester différentes
concentrations en méthionine (de 0,1 a 0,6%) a montré qu’'une NASH avec une fibrose Iégére
est induite en 12 semaines, lorsque le régime comprend 0,2% de méthionine, sans provoquer
de perte de poids. Une fibrose plus importante est observée pour 0,1% de méthionine, avec
une légere perte de poids des animaux. Enfin, avec un régime contenant une concentration
en méthionine supérieure a 0,4%, la NASH est absente (Chiba et al., 2016). Par conséquent,
la concentration en méthionine, dans un régime CDAHFD, semble cruciale pour
I'établissement de la NASH et de la fibrose (Figure 22). Bien que le régime CDAHFD augmente
la stéatose hépatique, il ne semble pas induire d'hypertrophie de la graisse viscérale, ni

d’insulino-résistance périphérique (Matsumoto et al., 2013).
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Figure 22 : Analyse histologique des coupes de foie de souris soumises au régime CDAHF.

(A) Cette figure illustre I'analyse histologique avec les colorations HE, Sirius Red et immunohistochimie du F4/80
(Macrophages), des coupes de foie de souris soumises (pendant 12 semaines) a un régime HFD ou HFD + 0,1%,
0,2%, 0,4% ou 0,6% de méthionine. (B) Le score de fibrose a été déterminé comme le rapport de la zone positive
au Sirius Red sur la surface totale de la coupe. Image issue de (Chiba et al., 2016).

Au cours de ces 5 derniéres années, prés d’une trentaine d’études ont été réalisées en utilisant
ce modéle, depuis son développement en 2013 par I'équipe de Matsumoto. Il a été démontré
qgu’apres trois jours de régime CDAHF, les souris présentaient déja des taux sériques d’ALAT
et d’ASAT significativement élevés. Ces taux peuvent étre augmentés par I'’hyperglycémie
induite par 'administration de streptozotocine parallelement au régime (Harada et al., 2017).
Ce modéle peut également étre utilisé pour étudier I'apparition d’un hépatocarcinome,
consécutif & une NAFLD et une NASH. En effet, au bout de 36 semaines de régime CDAHF,
les souris développent un hépatocarcinome sans perte de poids importante associée, méme
apres 60 semaines de régime (lkawa-Yoshida et al., 2017). Une combinaison entre le régime
CDAHF et le modéle génétique de diabete de type 2, db/db, (présentant une mutation dans le

géne codant le récepteur de la leptine et une carence en leptine) a également été étudiée. En
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plus de la stéatose hépatique, de I'inflammation et de la fibrose, ces souris ont développé une
obésité et une hypercholestérolémie (Horas H Nababan et al., 2017). Ce régime a également
été combiné avec le modele toxique DEN sur des souris C57BI/6. Aprés 24 semaines de
régime, les souris présentaient un hépatocarcinome avec la formation d’importants nodules
tumoraux (Li et al., 2019).

Base mécanique

Augmentation de la pression biliaire
Infiltration de cellules inflammatoires

Avantages

Réversibilité apres
soulagement de I'obstruction

Inconvénients

Taux de mortalité élevé
Reproductibilité faible

5‘ Génération de ROS Proche des lésions Variabilité entre les animaux
m Activation des fibroblastes portaux cholestatiques humaines
Induction d’une fibrose péri-portale et de
lésions cholestatiques
Biotransformation par le CYP2E1 en Haute reproductibilité L'administration ip peut induire
métabolites toxiques réactifs Développement rapide de la une péritonite chronique
5 Nécrose hépatocellulaire FH/cirrhose L'administration sc peut induire
O Recrutement des cellules inflammatoires Imite les CLD associées ades = une nécrose au site d'injection
dommages toxiques Modeéle sévére, peu représentatif de
la FH métabolique
s Biotransformation par le CYP450 en Imite la FH alcoolique Mangque de capacité a développer
= métabolites toxiques réactifs une ALD en raison de la faible
< Réponse immunitaire améliorée appétence pour 1’alcool des
o Syntheése accrue de collagéne animaux
Biotransformation par le CYP450 en Peut étre utilisé pour
2 métabolites réactifs confirmer les résultats Réversibilité lente
— Réponse immunologique obtenus a partir d'autres
modéles
= Biotransformation par le CYP2EL en Bon modele pour étudier le Pas idéal pour I'étude de la FH
& métabolites réactifs CHC DMN/DEN : molécules
> Genération de ROS et induction de cancerigenes
= nécrose
[a)
Lipotoxicité Proche de la NASH humaine. | Absence d'obésité et d’insulino-
Apoptose des hépatocytes et libération des | Induction rapide de la fibrose | résistance périphérique
8 signaux de danger Perte de poids importante
S Activation des cellules de Kupffer et
recrutement des monocytes
Activation des HSCs
Prise de poids importante Obésité et insulino-résistance  Tres lent pour développer une FH
] Induction d’une stéatose hépatique périphérique légere chez la souris
LL , . q
T accompagnée d’une inflammation Pas de FH chez le rat
Variabilité interindividuelle
Associer I’hyperlipidémie et un apport Insulino-résistance Lent pour développer une FH
@) élevé en sucre périphérique Variabilité males/femelles
E Prise de poids importante Faible reproductibilité
T Induction d’une stéatose hépatique
accompagnée d’une inflammation sévere
Induction d’une stéatose Imite les principales Le développement du CHC peut
E Infiltration de cellules inflammatoires caractéristiques de la NASH entraver I'étude de la FH
T Induction d’une FH humaine Manque d’obésité, et d’insulino-
<o( Légere perte de poids Reproductibilité importante résistance périphérique
@) FH métabolique marquée et

relativement rapide

Tableau 2 : Les principaux modeéles in vivo de fibrose hépatique.

Abréviations : ALD, maladie hépatique alcoolique ; CLD, maladies chroniques du foie ; CYP, cytochrome P ; FH,
fibrose hépatique ; CHC, carcinome hépatocellulaire ; ip, intrapéritonéale ; Sc, sous-cutanée ; TAC : thioacétamide.
Adapté de (Yanguas et al., 2016).
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Le Tableau 2 résume les principales caractéristiques des différents modéles in vivo de fibrose
hépatique, ainsi que les avantages et les inconvénients de chaque modele. La limite majeure
des modéles de NASH induisant une fibrose marquée est 'absence d’obésité et d’insulino-

résistance.
4.2 Modéeles in vitro de fibrose hépatique

Outre les modeles animaux de fibrose hépatique, les modéles in vitro sont des outils précieux
pour I'étude de l'activation des HSCs et de la fibrogénése. Bien qu’ils ne puissent jamais mimer
completement la situation in vivo, ces modeles fournissent un systeme facile pour étudier les
effets des composés pro- et anti-fibrotiques in vitro. Les cellules primaires et les lignées
cellulaires sont les modeéles les plus utilisés in vitro pour mimer ces processus complexes.
Cependant, d’autres modéles existent basés sur différentes matrices ou encore sur des co-

clutures de différents types de cellules hépatiques, que nous ne détaillerons pas ici.
4.2.1 HSCs primaires

Plusieurs modeles d’activation des cellules stellaires, in vitro, ont été décrits dans la littérature.
La premiere approche repose sur des HSCs primaires isolées d'un foie de souris ou de rat.
Une fois mises en culture sur un support plastique, les cellules stellaires vont spontanément
s’activer et se dédifférencier en myofibroblastes. Elles perdent leur morphologie
caractéristique, leur capacité a stocker le rétinol et expriment des marqueurs de fibrose comme
le a-SMA, aprés une semaine de culture (Kim et al., 2013).

La limite de ce modéle est la procédure de purification des HSCs, trés délicate en raison de
leur faible pourcentage dans le tissu hépatique. La méthode de prédilection de nombreux
chercheurs pour isoler les HSCs est la centrifugation sur gradient de densité. Cette méthode
implique la perfusion in situ du foie par des enzymes telles que la collagénase et la pronase,
afin de dissocier les cellules hépatiques de la MEC environnante et de digérer le foie en
cellules individuelles. Cette dissociation enzymatique est suivie par des étapes de
centrifugation séquentielles a différentes forces g pour séparer les différents types de cellules
hépatiques. Une étape de centrifugation de la suspension cellulaire sur gradient de densité
(de type Nycodenz, histodenz ou Percoll) est ensuite réalisée afin d’isoler les HSCs des autres
cellules hépatiques. Ce principe de centrifugation sur gradient de densité pour isoler les HSCs
repose sur la présence, dans ces dernieres, de gouttelettes lipidiques intracellulaires
contenant de la vitamine A. Cela confere aux HSCs une densité plus faible que celle des autres
cellules hépatiques, facilitant ainsi leur séparation (Figure 23). La suspension cellulaire
obtenue peut encore étre enrichie en HSCs grace aux propriétés d’auto-fluorescence de la

vitamine A. Ainsi, en utilisant le tri cellulaire par fluorescence (FACS) avec un laser ultraviolet
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capable d'exciter la vitamine A, les HSCs peuvent étre isolées avec une sélectivité élevée.
Cette propriété d’auto-fluorescence permet également d’analyser, de maniére rapide, la pureté
des HSCs sous une lumiére UV au microscope a fluorescence, sans réaliser de marquage
spécifiqgue (Figure 24) (Rombouts, 2015; Van de Bovenkamp et al., 2007; Yanguas et al.,
2016).
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Figure 23 : Apercu schématique du protocole d'isolement des HSCs murines.

La souris est anesthésiée et la cavité abdominale est ouverte (1). Le foie est exposé en placant l'intestin sur le coté
(2). Le foie est ensuite perfusé a travers la veine porte avec différentes solutions enzymatiques (3). Les cellules
hépatiques sont dispersées dans une boite de culture stérile (4). Les amas de cellules restants sont dissous par
agitation a 37°C (5). Par la suite, la solution est filtrée (6). Aprés plusieurs étapes de centrifugation, la suspension
cellulaire est complétée par une solution de Nycodenz sous GBSS (7). Aprés centrifugation, les HSCs sont
localisées dans l'interphase blanche, tandis que les hépatocytes et les cellules sanguines se situent au bas du
gradient (8). Image adaptée de (Weiskirchen et al., 2017).

Cependant, cette méthode de centrifugation sur gradient de densité est difficilement utilisable
pour isoler des HSCs a partir d’'animaux jeunes, car le nombre de HSCs est faible chez ces
animaux. Elle est également délicate a utiliser sur des animaux NAFLD dont les HSCs
contiennent une faible teneur en lipides puisque I'étape de purification par centrifugation
repose sur la faible densité des HSCs. Le protocole d’isolement de HSCs doit étre adapté pour

les modeles de fibrose et de stéatose (Rombouts, 2015; Yanguas et al., 2016).
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Figure 24 : Apercu schématique du protocole de purification des HSCs via le tri cellulaire par fluorescence.
La suspension de HSCs est placée dans la machine FACS (1). Le tri des HSCs se fait par excitation a la lumiere
UV d'un laser & 355 nm (2) et en mesurant I'émission du rétinol cellulaire (3). Le tri est contr6lé a l'aide d'un matériel
et d'un logiciel appropriés (4). Image adaptée de (Weiskirchen et al., 2017).

Les HSCs primaires activées spontanément par une mise en culture présentent un profil
d'expression génique différent de celui obtenu aprés activation in vivo sur les modéles murins
de fibrose induite par le CCls ou par BDL (De Minicis et al., 2007).

Une limitation supplémentaire de l'utilisation des cellules primaires est la durée pendant
laquelle les cellules peuvent étre maintenues en culture. De plus, malgré I'amélioration des
techniques d'isolement et une pureté accrue, les cultures de HSCs peuvent étre contaminées
par d'autres types de cellules hépatiques, ce qui souligne l'intérét de se tourner vers des

lignées immortalisées de HSCs (Kim et al., 2013; Yanguas et al., 2016).
4.2.2 Les lignées cellulaires
4.2.2.1 HSC-Té6

Plusieurs lignées immortalisées de HSCs ont été développées, comme la lignée HSC-T6,
issue de HSCs de rat. Ces cellules présentent un phénotype myo-fibroblastique et sont
capables, en présence de rétinol, d'accumuler des esters de rétinyle dans leur cytoplasme,
sous forme de gouttelettes lipidiques. L'expression des collagénes de type I, Il et IV, de la
fibronectine, de la laminine, de la vimentine, de la desmine, du a-SMA, du GFAP, des TIMP-1
et -2 et du TGF-B1, suggére un phénotype de HSCs activées (Yanguas et al.,, 2016).
Cependant, ces cellules expriment des récepteurs nucléaires de rétinoides, y compris les
récepteurs RAR a, B et y, caractéristiques des HSCs quiescentes (Kim et al., 2013). Par
conséquent, elles peuvent se comporter a la fois comme des cellules activées et quiescentes

(Yanguas et al., 2016). Les cellules HSC-T6 ont été utilisées pour étudier les voies de
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signalisation impliquées dans I'expression du collagéne, et pour identifier de nouvelles cibles

thérapeutiques pour la fibrose hépatique (Yanguas et al., 2016).
4.2.2.2 La lignée humaine LX-2

Une autre lignée trés étudiée est la lignée humaine de HSCs immortalisées LX-2 qui présente
plusieurs avantages dont un potentiel de transfection élevé. Ces cellules expriment le a-SMA,
la vimentine, la GFAP et les principaux récepteurs impliqués dans le processus de la fibrose
hépatique, comme le récepteur au PDGF, mais aussi des protéines impliguées dans le
remodelage de la MEC comme MMP-2 et TIMP-2. Cette lignée surexprime également le
procollagéne a1 en réponse a une stimulation par le TGF-B. Les cellules LX-2 présentent donc
un phénotype similaire aux HSCs activées. Cependant, elles conservent les caractéristiques
clés des HSCs quiescentes dont la capacité d’absorption, d’accumulation et de conversion du
rétinol en ester de rétinyle. Une comparaison de I'expression de 9 000 génes par les HSCs
humaines activées et les cellules LX-2 a révélé une homologie de 97,2% de I'expression des

génes étudiés (Herrmann et al., 2007; Xu, 2005).
4.2.2.3 GRX

GRX est une lignée cellulaire murine. En culture, ces cellules présentent un phénotype myo-
fibroblastique. Cependant, en présence d'insuline ou de rétinol, elles adoptent un phénotype
lipocytaire, de stockage de graisses. Cette capacité a absorber et a métaboliser le rétinol est
similaire a celle des HSCs. Les deux phénotypes de GRX, myo-fibroblastique et lipocytaire,
expriment les collagénes de type |, lll et IV, la fibronectine, la laminine, la vimentine, la
desmine, la GFAP et le a-SMA, mais I'expression des différents types de collagéne, de la
desmine et de la GFAP dans le phénotype lipocytaire reste faible. Par conséquent, la lignée
GRX est un outil pertinent pour I'étude des modifications survenant lors de la fibrose hépatique,
ainsi que l'action de molécules anti-fibrotiques sur la réversion du phénotype activé des HSCs
(Yanguas et al., 2016).

Le Tableau 3 résume les principales caractéristiques, les avantages et inconvénients des
modeles in vitro de la fibrose hépatique. En combinant I'utilisation des modéles animaux et
des cultures cellulaires de cellules stellaires, les mécanismes sous-jacents au développement
de la fibrose hépatique peuvent étre étudiés et I'efficacité d’agents thérapeutiques potentiels

peut étre évaluée.
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Caractéristiques

Cellules dérivées d'un foie sain
(HSCs quiescentes)

Cellules dérivées d'un foie
fibrotique (myofibroblastes)

pHSCs

Phénotype myo-fibroblastique

Caractere quiescent lorsqu'elles

sont cultivées sur Matrigel ®

LX-2

Phénotype myofibroblastique
Phénotype lipocytaire (en
présence de rétinol)

En absence de rétinol :
phénotype myo-fibroblastique
En présence de rétinol :
phénotype myo-fibroblastique
avec des gouttelettes lipidiques
dans le cytoplasme

GRX

HSC-T6

Avantages

Lien étroit avec la situation in vivo

Lien étroit avec les HSCs primaires au
niveau de I'expression génique

Utiles pour I'étude de la sécrétion des
composants de la MEC

Potentiel de transfection élevé
Viables dans des milieux sans sérum
Utiles pour I'étude des changements
lipidiques et des molécules anti-
fibrotiques

Peut se comporter comme des HSCs
activées et quiescentes

Utile pour I'étude des voies de
signalisation impliquées dans
I'expression, la chimiotaxie et la
contraction du collagéne

Tableau 3 : Les principaux modeéles in vitro de fibrose hépatique.

Adapté de (Yanguas et al., 2016).

Inconvénients

Activation des cellules lorsqu’elles
sont mises sur un support plastique.
Durée de vie limitée

Hétérogénéité de la culture cellulaire

/

Aucune différence de I’expression
génique entre les deux phénotypes

Manque de corrélation avec les HSCs
activées in vivo

La fibrose hépatique résulte d'une réponse de cicatrisation a une lésion hépatique
chronique qui peut étre due aux hépatites virales, a l'alcool ou encore aux maladies
hépatiques non alcooliques. Les cellules stellaires hépatiques sont les cellules
majoritairement responsables de la production du tissu cicatriciel. La compréhension
de la physiopathologie de la fibrose hépatique nécessite la mise en place de différents
modéles expérimentaux in vivo et in vitro pour mimer les interactions cellulaires
hépatiques complexes et les voies de signalisation impliquées dans tous les aspects
de la maladie. |déalement, chaque modéle de fibrose hépatique devrait refléter les
principales caractéristiques pathologiques et moléculaires de la maladie humaine. De
plus, les modéles in vivo doivent étre hautement reproductibles et faciles a mettre en
place permettant ainsi d’évaluer I'efficacité d’agents anti-fibrotiques en pré-clinique.
Malheureusement, ce type de modeéle fait défaut. Par conséquent, tester les candidats-
médicaments sur plusieurs modéles différents aiderait sans aucun doute au
développement de stratégies thérapeutiques efficaces pour la fibrose qui n’a

actuellement pas de traitement.
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Chapitre II : Les approches thérapeutiques pour
la fibrose hépatique

La progression de la compréhension de la pathogenése de la fibrose hépatique a permis le
développement de nouvelles approches thérapeutiques qui comprennent, a la fois I'étude de
I'efficacité d’agents thérapeutiques potentiels sur des cibles moléculaires essentielles a la
fibrogénése et/ou a la fibrolyse, mais aussi la distribution ciblée de ces agents aux cellules
impliquées dans ces processus, en particulier les cellules stellaires hépatiques. Alors que la
majorité de ces nouvelles stratégies est encore expérimentale, quelques candidats-
médicament sont en cours d’évaluation dans des études cliniques. A I'heure actuelle, il n’existe
encore aucune molécule anti-fibrotique commercialisée démontrant des effets cliniques

positifs sur la fibrose hépatique chez ’humain.
1. La réversibilité de la fibrose

Apreés une lésion hépatique aigué, le foie peut restaurer sa masse compléte et son architecture
d'origine dans un intervalle relativement court, méme lorsqu'une grande partie de l'organe est
endommagée (Trautwein et al., 2015). En revanche, une lésion hépatique chronique,
déclenchée par différentes étiologies, induit des dommages tissulaires répétitifs, entrainant
une altération de la capacité de régénération du foie (Bataller and Brenner, 2005; Lee et al.,
2015b). La fibrose hépatique avancée a longtemps été considérée comme un processus
irréversible (Benyon and Iredale, 2000; Ismail and Pinzani, 2009; Kumar and Sarin, 2007).
Cependant, plusieurs études récentes ont confirmé que le processus de fibrogénese
hépatique est dynamique, et que la régression d’une fibrose avancée, et méme d’une cirrhose,
est possible, a la fois sur des modéles animaux et chez 'humain (Benyon and Iredale, 2000;
Huang et al., 2017). Plusieurs études cliniques et précliniques ont montré que la suppression
de la cause principale des lésions hépatiques est la stratégie la plus efficace pour la régression
de la fibrose, en particulier dans les premiers stades de la maladie. Nous allons décrire ci-
dessous quelques preuves cliniques de la réversibilité de la fibrose, selon I'étiologie de la
maladie.

1.1 Fibrose due aux Hépatites virales

La suppression du virus de I'hépatite B (VHB) ou C (VHC) peut entrainer la régression de la
fibrose et méme de la cirrhose. En effet, le traitement par la lamivudine, une molécule antivirale

impliquée dans la suppression de la réplication du VHB, induit une diminution de la fibrose
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hépatique chez les patients atteints d'hépatite B (Kweon et al., 2001). De méme, le traitement
par le tenofovir disoproxil fumarate pendant 240 semaines de patients VHB+ atteints de fibrose
ou de cirrhose induit une régression de la fibrose, chez 51% des patients. Une diminution de
la cirrhose a également été observée chez 74% des patients atteints de cirrhose (Marcellin et
al., 2013). Enfin, la combinaison d'interféron PEGylé et de ribavirine entraine une diminution
importante de la teneur en collagéne dans le foie chez 89% des patients VHC+ atteints de
cirrhose, ainsi qu’une régression significative de la cirrhose chez 61% d’entre eux. Cependant,
aucun changement significatif de I'inflammation portale et de la capillarisation des sinusoides

n’a été observé (D’Ambrosio et al., 2012).
1.2 Fibrose induite par I’alcool

Les preuves de régression de la fibrose dans les maladies hépatiques alcooliques (ALD) sont
limitées. A ce jour, il n’y a que l'abstinence d’alcool qui est associée a la régression de la
fibrose ou de la cirrhose chez les patients atteints d’ALD. Le sevrage alcoolique chez 135
patients atteints d’'une ALD a induit une diminution significative de la raideur hépatique
mesurée par Fibroscan, chez prés de la moitié des gros buveurs, aprés seulement 7 jours
d'abstinence. Une réduction du stade estimé de la fibrose a été observée chez 23% des
patients (Trabut et al., 2012). De méme, chez des patients atteints de cirrhose alcoolique,
I'abstinence d'alcool a 1 mois aprés le diagnostic de la cirrhose, était le plus important facteur
déterminant la survie a 7 ans. Cette derniére était de 72% pour les patients abstinents, contre
44% pour les patients continuant a boire (Verrill et al., 2009). Cependant, il n'y a que trés peu
d’études caractérisant les changements morphologiques et / ou les voies moléculaires
associées a la régression de la fibrose chez les patients atteints d’ALD, aprés une abstinence

prolongée (Lackner and Tiniakos, 2019).
1.3 Fibrose induite par la NASH

A I'heure actuelle, aucun traitement efficace n’existe pour la NASH. Cependant, des études
clinigues ont montré que la perte de poids, obtenue soit par modification du mode de vie, soit
par chirurgie bariatrique, peut réduire les caractéristiques histologiques de la NASH (stéatose,
ballonnement des hépatocytes, inflammation) ainsi que la fibrose hépatique (Lee et al., 2019).

La mise en place de I'exercice physique dans les programmes de changement de style de vie
s'est avérée plus durable dans le temps que l'intervention alimentaire seule dans la NASH
(Musso et al., 2010). Il a été démontré qu’'une perte de poids =7%, obtenue en combinant
régime alimentaire et exercice pendant 48 semaines, améliore de maniére significative la
stéatose, I'inflammation et le ballonnement hépatocellulaire chez des patients en surpoids ou

obéses et atteints de NASH (Promrat et al., 2010). Une diminution de la stéatose hépatique a
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également été observée chez tous les patients atteints de NASH, qui avaient perdu plus de
10% de leur poids, en adoptant des changements de style de vie, sur 52 semaines. 90%
d’entre eux avaient une résolution de la NASH et 45% présentaient une régression de la
fibrose (Vilar-Gomez et al., 2015).

La perte de poids, aprés chirurgie bariatrique réalisée sur des patients obéses dont certains
étaient atteints de NASH, diminue la stéatose et I'inflammation. 25 mois en moyenne apres la
chirurgie, une diminution du stade de fibrose a également été observée chez 15 patients, parmi
les 18 qui présentaient un score de fibrose initial de 2 ou plus (Dixon et al., 2004). De méme,
une disparition de la NASH a été observée, 1 an apres la chirurgie bariatrique, chez 94% de
patients souffrant d'obésité morbide et qui présentaient une NASH |égére avant la chirurgie,
tandis que ce pourcentage était de 70% chez les patients atteints de NASH sévére au départ.

Quant a la fibrose, elle a été réduite chez 33,8% des patients (Lassalilly et al., 2015).

En effet, la perte de poids peut améliorer les caractéristiques histologiques de la NASH ; une
perte de poids de 5% peut réduire la stéatose et les paramétres métaboliques associés.
Cependant, des degrés plus élevés de perte de poids sont nécessaires pour améliorer la
fibrose (Musso et al., 2010). Ainsi, une méta-analyse réalisée sur 32 études de cohorte,
comprenant 3093 échantillons de biopsie, a montré que la perte de poids liée a la chirurgie
bariatrique entrainait une réduction de la stéatose et de I'inflammation chez 66% et 50% des
patients, respectivement, tandis qu’une résolution de la fibrose était observée chez seulement
40% des patients (Lee et al., 2019).

Pour conclure, la régression de la fibrose est désormais une réalité en milieu clinique. Les
études confirment que la fibrose hépatique est un processus dynamique lié a la capacité
de récupération et de remodelage du foie. Cliniguement, les preuves les plus
convaincantes de la régression de la fibrose proviennent des études a grande échelle sur
les thérapies antivirales pour le traitement de I'hépatite B. Par ailleurs, des études
cliniques, comme celles décrites ci-dessus, indiquent clairement que la perte de poids
favorise une certaine réversibilité de la fibrose induite par la NASH, bien que le
pourcentage des patients présentant une réduction de la fibrose reste faible. Des études
prospectives sur un nombre plus important de patients sont nécessaires pour examiner les
avantages thérapeutiques de la chirurgie bariatrigue ou du changement de mode de vie
pour les patients atteints de NASH. Les futurs études pourront également évaluer si la
combinaison de régimes efficaces pour la perte de poids avec des candidats-médicaments

présente des avantages synergiques sur I'histologie hépatique (Musso et al., 2010).
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2, Stratégies thérapeutiques basées sur les mécanismes

de la fibrogénese hépatique

Le traitement de la fibrose hépatique devrait idéalement inclure le traitement de la maladie
sous-jacente. Cependant, pour certains patients, méme si la cause de la maladie est éliminée,
la fibrose hépatique peut persister et méme progresser, comme cela a été rapporté chez 4%
de patients guéris du VHC, pour qui une progression de la fibrose s’est produite (Jb et al.,
2019), ou chez certains patients atteints de NASH aprés chirurgie bariatrique (Lee et al., 2019).
De plus, le traitement de la maladie sous-jacente n'est pas toujours possible, notamment pour
les maladies cholestatiques, pour lesquelles les traitements spécifiques a I'étiologie font défaut
(Lemoinne and Friedman, 2019). En outre, l'inversion d'une maladie avancée peut ne pas étre
suffisamment rapide pour prévenir les complications (Schuppan, 2015). Ainsi, les traitements
anti-fibrotiques sont toujours indispensables, quelle que soit la cause sous-jacente de la
maladie du foie (Lemoinne and Friedman, 2019). Il est donc important de clarifier les différents
mécanismes moléculaires a cibler, afin d’établir et de valider cliniquement des agents anti-
fibrotiques qui empécheraient la progression de la fibrose, voire induiraient sa régression
(Schuppan, 2015).

Les fondements de la thérapie de la fibrose hépatique reposent sur six points (Figure 25) :

@ L’inhibition de 'apoptose des hépatocytes
(ii) L’inhibition de I'inflammation et de la réponse immunitaire
(iii) L’inhibition de 'activation et de la prolifération des HSCs
(iv) L’élimination des myofibroblastes activés via

= | ’apoptose ou la sénescence

= L’inversion phénotypique

= L’action des cellules immunitaires
(V) L’inhibition de la production de la MEC

(vi) L’induction de la dégradation de la matrice en excées
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Figure 25 : Représentation des différentes stratégies thérapeutiques basées sur les mécanismes de la
fibrogénese.

2.1 L’inhibition de ’apoptose des hépatocytes

La mort des cellules hépatocytaires par apoptose est un déclencheur majeur de l'inflammation
et de l'activation des HSCs au cours I'évolution de la fibrogénése hépatique, toute étiologie
confondue (Roehlen et al., 2020). Réduire ou inhiber I'apoptose des hépatocytes pourrait
améliorer les caractéristiques pathologiques de la fibrose. Ainsi, la caspase 3, une enzyme
pro-apoptotique, appartenant a la famille de protéases a cystéine, a été identifiée comme étant
le principal acteur de la mort des cellules apoptotiques. Une réduction significative de
I'expression des génes pro-fibrogéniques et des dépodts de collagéne a été observée chez des
souris caspase 3 (- / -) soumises a un régime MCD, par rapport aux souris Wild Type soumises
au méme régime. Ces changements étaient associés a une diminution des niveaux d'apoptose
et a une réduction significative de I'expression des cytokines impliquées dans la signalisation

inflammatoire (Thapaliya et al., 2014).

L’utilisation des inhibiteurs des caspases a été proposée comme approche thérapeutique pour
la fibrose hépatique, et a été étudiée dans plusieurs modéles précliniques (Canbay et al., 2004;
Gracia-Sancho et al., 2019; Roychowdhury et al., 2012; Witek et al., 2009). En effet, un groupe
de chercheurs a montré que linhibition de I'apoptose des hépatocytes par VX-166, un

inhibiteur de la pan-caspase, chez des souris db/db suivant un régime MCD, diminue
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I'expression du a-SMA et du collagene, confirmant 'amélioration de la fibrose hépatique. Une
diminution de la stéatose hépatique a également été observée (Witek et al., 2009).
L’administration de I'Emricasan, un autre inhibiteur de la pan-caspase, a des rats atteints de
cirrhose avancée induite par le CCli, a induit des effets hépato-protecteurs, avec une
amélioration significative de la fonction hépatique. Une réduction de l'inflammation hépatique
et de la fibrose, ainsi qu’'une amélioration du phénotype des cellules hépatiques (hépatocytes,
cellules endothéliales sinusoidales, HSCs et macrophages) ont été observées. Cette étude a
encourageé I'évaluation clinique de 'Emricasan dans le traitement des maladies hépatiques

chroniques avancées (Gracia-Sancho et al., 2019).

Une autre approche pour réduire I'apoptose des hépatocytes associée aux lésions hépatiques
consiste a inhiber les signaux de stress. La kinase régulatrice du signal d'apoptose (ASK1),
appartenant aux voies de MAPK, est impliquée dans l'apoptose hépatique, l'inflammation et la
fibrose (Roehlen et al., 2020). L’administration d’un inhibiteur sélectif d'’ASK1, a induit une

amélioration de la fibrose hépatique dans un modéle murin de NASH (Budas et al., 2016).

2.2 L’inhibition de DPlinflammation et de la réponse

immunitaire

L'inflammation chronique est la principale cause de fibrogénése hépatique et s'est avérée
présente dans la majorité des maladies hépatiques chroniques, quelle que soit I'étiologie (Jung
and Yim, 2017). L'élimination des stimuli pro-inflammatoires peut conduire a un passage d'un
état pro-inflammatoire a un état anti-inflammatoire et réparateur, induisant la résolution de la
fibrose hépatique (Zoubek et al., 2017). Le TGF-B1 représente la plus importante molécule
pro-inflammatoire impliquée dans la fibrogénése (Jung and Yim, 2017). Cependant, l'inhibition
systémique du TGF-B1 entraine une inflammation accrue (Samarakoon et al., 2013). Une des
stratégies proposées par les chercheurs était de cibler des étapes spécifiques de Il'activation
du TGF-B1, notamment via I'inhibition de l'intégrine a,Bs. Cette derniére sert de corécepteur
pour l'activation du TGF-B1 natif et semble étre surexprimée au cours de la fibrose. L'inhibition
pharmacologique par un antagoniste spécifique de l'intégrine a.fs, entraine une réduction
significative de l'activation du TGF-B1 et de la production du collagene, inhibant ainsi la

progression de la fibrose hépatique sur un modéle de rats BDL (Patsenker et al., 2008).

Enfin, un certain nombre d'agents ayant une activité anti-inflammatoire, utilisés dans d’autres
maladies inflammatoires chroniques, sont également étudiés pour éliminer les stimuli induisant
l'activation des HSCs et le développement de la fibrose. Ainsi, les corticostéroides, les

antagonistes du TNF-a ou de NFkB, les antagonistes des enzymes de conversion de
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l'angiotensine et / ou les antagonistes des récepteurs de l'angiotensinogene Il peuvent

présenter une activité anti-fibrotique intéressante (Friedman, 2008b).

Outre I'élimination des stimuli pro-inflammatoires, les macrophages jouent un réle clé, a la fois,
dans la fibrogénése, mais aussi dans la fibrolyse et représentent un autre composant important

de la régression de la fibrose hépatique (Schuppan, 2015; Sun and Kisseleva, 2015).

Progression Régression

Monocyte Ly6Chigh
inflammatoire

Recrutement via les
chimiokines, les facteurs
de croissance, etc.

Y

Macrophage Ly6Chigh
pro-fibrogénique © ©
| |
PDGF, TGEB, TNF, IL-1B TRAIL, MMP9/12/13
/ ‘ .
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\
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Figure 26 : R6le des macrophages dans la progression et larégression de la fibrose hépatique.

Interaction entre les macrophages et les HSCs pendant la progression et la résolution de la fibrose hépatique. Une
Iésion hépatique aigué ou chronique déclenche le recrutement de macrophages inflammatoires (Ly6C"9") dans le
foie, qui induisent I'activation des HSCs via des facteurs solubles, comme les facteurs de croissance, les cytokines
et les chimiokines. Les HSCs activées (myofibroblastes) produisent de la MEC en continu. Si la lésion hépatique
est arrétée (par ex. en éliminant I'agent causal) les macrophages acquiérent un phénotype Ly6C'*" réparateur et
perdent leur capacité a stimuler les myofibroblastes. Par conséquent, ces derniéres subissent une apoptose ou
une inversion phénotypique. Image adaptée de (Trautwein et al., 2015).

En général, les macrophages sont divisés en 2 sous-types en fonction de leur état d'activation.
Les macrophages M1 sont fonctionnellement pro-inflammatoires et antimicrobiens, tandis que
les macrophages M2 sont anti-inflammatoires (Yao et al., 2019). Lors de linversion de la
fibrose hépatique, les macrophages intrahépatiques subissent des changements de leur
phénotype, adoptant un caractére fibrolytique, réparateur. En effet, les macrophages associés
a la résolution de la fibrose hépatique présentent un phénotype en dehors de la classification
M1/M2, et ont été appelés SAM ou « scar-associated Macrophages » (Roehlen et al., 2020).
lls sont caractérisés par une faible expression de Ly-6C, alors que les macrophages ayant un

caractére pro-fiborogénique présentent une expression élevée de Ly-6C. Ce phénotype
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réparateur est également caractérisé par une augmentation de la production de MMP (MMP-
9, MMP-13), et de l'expression de récepteurs associés a la phagocytose, ainsi qu’une
sécrétion atténuée de TGF-B1 (Issa et al., 2004; Popov et al., 2010; Ramachandran et al.,
2012). La production de MMP, par ces macrophages, contribue a la dégradation de la MEC
existante, lors de la régression de la fibrose hépatique (Figure 26) (Sun and Kisseleva, 2015).
Par conséquent, cibler les macrophages ayant un caractére pro-fibrogénique, soit en les
inhibant, par exemple, en utilisant des anticorps dirigés contre le récepteur aux chimiokines
CCR2, ou en changeant leur phénotype pour acquérir un caractere fibrolytique, est une
stratégie thérapeutique intéressante pour diminuer I'inflammation lors de la fibrose (Baeck et
al., 2014; Schuppan, 2015)

2.3 L’inhibition de ’activation et de la prolifération des HSCs

L’inhibition de la transformation des HSCs quiescentes en myofibroblastes activés, et de leur
prolifération, est une stratégie particuliérement intéressante, compte tenu du réle central que
jouent ces cellules dans la fibrogénése. Au cours des dix derniéres années, un certain nombre
d'études ont abordé ce processus. Cependant, la voie la plus efficace pour linhibition de

l'activation des HSCs reste inconnue (Huang et al., 2017).
2.3.1 Stress oxydatif

Une des approches pour inhiber I'activation des HSCs est de réduire le stress oxydant. En
effet, en plus des cytokines inflammatoires, le stress oxydatif, ou la génération de ROS, joue
un réle important dans 'activation de HSCs. Les antioxydants peuvent atténuer la génération
de ROS. Un certain nombre d'antioxydants, par exemple, la S-adénosylL-méthionine (SAMe),
la silymarine, la phosphatidylcholine, la N-acétyl-cystéine (NAC) et la vitamine E, peuvent

induire une réduction de I'activation des HSCs (Sanyal, 2010).

Les nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydases, ou NOX, sont des
complexes enzymatiques liés a la membrane qui produisent des ROS dans les HSCs. NOX1,
2 et 4 exercent des rbles clés dans l'activation des HSCs au cours de la fibrogénése hépatique
et NOX4 est impliquée dans l'apoptose des hépatocytes. L'utilisation de GKT137831, un
double inhibiteur de NOX1 / 4, peut induire une diminution de la production de ROS par les
HSCs in vitro et in vivo, et une réduction de I'expression des génes pro-fibrogéniques, ainsi
qu’une atténuation significative de la fibrose hépatique dans les modéles CCl, et BDL (Aoyama
et al.,, 2012). L'effet de GKT137831 sur la fibrose est actuellement évalué en clinique
(NCT03226067).
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2.3.2 Récepteurs nucléaires

Comme décrit dans le premier chapitre, page 62, I'expression de PPAR-y diminue lors de
lactivation des HSCs, permettant leur transdifférenciation vers un phénotype myo-
fibroblastique. La restauration de I'expression de PPAR-y dans les HSCs activées conduit a
une inversion partielle de leur phénotype fibrogénigue. Cette inversion est associée a une
diminution de la capacité de prolifération et une réduction de I'expression du collagéne (Mann
and Mann, 2009). L'utilisation des agonistes de PPAR-y ou de FXR peut exercer un effet anti-
fibrotique in vitro et in vivo, en réduisant l'activation des HSCs et I'expression du collagene
(Fiorucci et al., 2004; Yang et al., 2006). Des agonistes de PPAR-y et de FXR sont

actuellement évalués en clinique (voir 5. Essais cliniques en cours).
2.3.3 Voie Wnt / B-caténine

De nombreuses études indiquent que la signalisation Wnt / B-caténine est impliquée dans
I'activation des HSCs et contribue a la fibrose hépatique (Roehlen et al., 2020). Il a été décrit
qgue linhibition de cette voie de signalisation avec linhibiteur 1CG-001, qui perturbe
spécifiguement l'interaction entre le CBP (CREB binding protein) et la B-caténine, atténue, de
maniére considérable, I'accumulation de collagéne et I'activation des HSCs in vivo dans un
modéle murin de fibrose induite par le CCls. De plus, une inhibition de linfiltration des
macrophages et de l'inflammation intrahépatique a également été mise en évidence (Akcora
et al., 2018).

2.3.4 Systéeme endocannabinoide

Le systeme endocannabinoide joue un réle important dans diverses maladies du foie, y
compris les hépatites virales, les NAFLD et les maladies hépatiques alcooliques. Les
récepteurs cannabinoides CB1 et CB2 sont régulés positivement dans les maladies
chroniques du foie et plusieurs études ont démontré, I'antagonisme entre CB1 et CB2, c'est-
a-dire que CBL1 favorise, tandis que CB2 supprime, les Iésions hépatiques (Bansal et al., 2016).
L'utilisation des antagonistes de CB1 et des agonistes de CB2 a donc été étudiée comme
approche thérapeutique potentielle pour les maladies du foie. L'inhibition de CB1 a permis une
diminution de l'activation des myofibroblastes et une atténuation de la fibrose hépatique dans
un modeéle murin de fibrose induite par le CCl, (Giannone et al., 2012). Cependant, les effets
secondaires psychoactifs tels que la dépression, chez 'humain, limitent 'utilisation de ces

molécules (Bansal et al., 2016).
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2.4 L’élimination des HSCs activées

Comme évoqué dans le premier chapitre, lors de la fibrose, de nhombreuses sources de
myofibroblastes hépatiques ont été identifiées, notamment les fibroblastes portaux, les
fibrocytes dérivés de la moelle osseuse et les HSCs qui constituent plus de 80% des cellules
productrices de collagéne. Le sort de ces myofibroblastes au cours de la régression de la
fibrose a été recemment révélé : certains d’entre eux subissent une sénescence ou une
apoptose, tandis que d'autres reviennent & un phénotype de type quiescent (Figure 27).
L'élimination des myofibroblastes ou leur inactivation représente une approche thérapeutique

intéressante (Liu et al., 2013).
2.4.1 Induction de ’apoptose ou la sénescence des HSCs

Les HSCs activées sont caractérisées par une expression élevée des récepteurs de mort, et
sont sensibles a l'apoptose, en particulier, en réponse a la réduction des signaux pro-
fibrogéniques (Oh et al., 2016; Sun and Kisseleva, 2015). Plusieurs mécanismes peuvent
contribuer a 'apoptose des HSCs : (1) I'activation des voies de mort cellulaire via notamment
Fas ou TNFR-1 et les caspases 3 et 8; (2) la régulation positive des protéines pro-apoptotiques
(comme p53, Bax et caspase 9); et (3) la diminution de I'expression des génes pro-survie tels
que Bcl-2 (Iredale, 2001). Ainsi, la stimulation de l'apoptose des HSCs activées est une
stratégie thérapeutique potentielle pour la fibrose (Huang et al., 2017). Par exemple, l'injection
intraveineuse de TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand) PEGylé
induit I'apoptose des HSCs activées in vivo et améliore la fibrose induite par le CCls chez le
rat, en régulant a la baisse plusieurs marqueurs fibrotiques (Oh et al., 2016). Cependant,
induire la mort cellulaire, comme mode de traitement pour une maladie, comporte un risque,
car la plupart des thérapies sont peu susceptibles d'agir spécifiguement et uniquement sur les
cellules cibles. Le risque est donc la stimulation de 'apoptose dans des cellules autres que les

cellules cibles, avec des effets indésirables potentiels (Douglass et al., 2008a).

En plus de l'apoptose, il a été montré qu'une proportion des HSCs activées expriment des
marqueurs de sénescence (un arrét du cycle cellulaire di a un raccourcissement des
télomeres) lors de la régression de la fibrose (Krizhanovsky et al., 2008). Des protéines telles
que I'lL-22, le facteur de croissance analogue a l'insuline | (IGF-I) et des médicaments comme
I'atorvastatine, la tétraméthylpyrazine ou le célécoxib agissent comme des inducteurs de
sénescence dans les HSCs (Zoubek et al., 2017). L'acide rétinoique induit également la
sénescence des HSCs, et peut favoriser l'inversion de la fibrose hépatique, en modulant le
potentiel fibrogénique des HSCs ; il peut également agir en synergie avec le récepteur PPAR-
y (Panebianco et al., 2017). Ainsi, un arrét de la prolifération des HSCs est observé, associé

a laugmentation de I'expression des enzymes dégradant la MEC, une diminution de

Page | 91



Introduction Chapitre Il : Les approches thérapeutiques pour la fibrose hépatique

I'expression des protéines de la MEC ainsi qu’une accumulation de cellules immunitaires
accélérant I'élimination des HSCs (Krizhanovsky et al., 2008). Cependant, les mécanismes

spécifiques impliqués dans la sénescence restent a élucider (Huang et al., 2017).

2.4.2 Induction de I'inversion phénotypique des HSCs
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Figure 27 : Le devenir des HSCs pendant la progression et la résolution de la fibrose hépatique.

Lors d'une lésion hépatique, les HSCs subissent une transdifférenciation d'un phénotype quiescent a un phénotype
myo-fibroblastique. Le processus est orchestré par des interactions avec les cellules parenchymateuses et non
parenchymateuses voisines (cellules immunitaires, cellules endothéliales sinusoidales, etc.), les composants de la
MEC, les interactions médiées par les intégrines et la rigidité de la matrice. Les HSCs activées se caractérisent par
une capacité accrue de proliférer et de produire des médiateurs pro-inflammatoires et pro-fibrogéniques et sont
responsables de la sécrétion de la MEC qui caractérise la fibrose hépatique. L’élimination des HSCs activées est
une étape clé dans la régression de la fibrose. Les HSCs peuvent subir une apoptose (favorisée par les cellules
NK, les cellules dendritiques et les macrophages pro-résolution), ou une réversion vers un phénotype inactivé ou
intermédiaire avec une sensibilité accrue aux futurs stimuli pro-fibrogéniques. Image adaptée de (Mallat and
Lotersztajn, 2013).

D'autres études expérimentales, in vitro et in vivo notamment sur le modele CCls, ont montré
gue les HSCs activées (aHSCs) peuvent échapper a l'apoptose et subir une inversion

phénotypique vers un statut « inactif » aprés I'arrét des Iésions hépatiques (Kisseleva et al.,
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2012; Troeger et al., 2012). Cependant, ces HSCs inactivées (iHSCs) acquiérent un nouveau
phénotype intermédiaire « pré-activé ». Elles sont plus sensibles aux stimuli pro-fibrogéniques,
et contribuent plus efficacement a la fibrose hépatique (Liu et al., 2013). De plus, elles sont
caractérisées par une diminution de I'expression des génes fibrogéniques (tels que a-SMA,
Collal, Collal, TIMP-1 et TGF-BR1), et une réexpression des géenes lipogéniques, en
particulier PPAR-y, ce qui est similaire aux HSCs quiescentes (QqHSCs). En revanche, d'autres
géenes associés a la quiescence (comme GFAP, Adiporl, Adpf et Dbp) ne sont pas ré-exprimes
dans les iIHSCs, ce qui suggere que, malgreé les similitudes entre les gHSCs et les iIHSCs, une
expression génique différentielle est observée (Kisseleva et al., 2012; Troeger et al., 2012).
Cette expression génique différentielle peut étre utilisée pour distinguer les différentes
populations d’HSCs en fonction de leur stade d’activation (QHSC, iHSC, aHSC) (Sun and
Kisseleva, 2015). L'inactivation des HSCs est également associée a une régulation positive
des génes anti-apoptotiques, tels que Hspala/b, qui participent a la survie des HSCs en
culture et in vivo (Jung and Yim, 2017). En revanche, des recherches supplémentaires seront
nécessaires pour comprendre comment contrdler la réversibilité des HSCs, et développer des

stratégies permettant de les orienter vers un état quiescent (Figure 27).
2.4.3 Elimination des myofibroblastes par les cellules immunitaires

En paralléle des macrophages, les cellules tueuses naturelles (NK) et les cellules T yd
spécifiques du foie (NKT), sont également impliquées dans la régression de la fibrose, en
induisant I'apoptose des HSCs (Liu et al., 2013). Des études ont montré que ces lymphocytes
peuvent synthétiser et sécréter une variété de cytokines et tuer directement les HSCs via la
production d'IFN-y et d'IL-30, et améliorer ainsi la fibrose hépatique (Radaeva et al., 2006).
Les cellules NK peuvent également induire une apoptose précoce des HSCs activées par des
voies modulées par le ligand TRAIL et par I'expression de l'acide rétinoique inductible (RAE1)
dans les HSCs (Radaeva et al., 2006). L'IL-22 produite par les cellules T activées peut induire
la sénescence des HSCs et améliorer la fibrogénése hépatique, en induisant I'expression a la
fois de I'lL-10R2 et de I'lL-22R1 (Huang et al., 2017). Sur la base de ces voies induisant
I'élimination des HSCs, la sénescence des HSCs par activation des lymphocytes T est une

nouvelle stratégie intéressante pour le traitement de la fibrose.
2.5 Inhibition de la production de la MEC

L'inhibition de la production matricielle constitue la cible principale de la plupart des thérapies
anti-fibrotiques étudiées, soit directement en bloquant la synthése de la matrice, ou
indirectement en inhibant I'activité des cytokines pro-fibrogéniques, en particulier le TGF-81

(Friedman, 2008b). Plusieurs études ont utilisé des siRNA pour inhiber la production des

Page | 93



Introduction Chapitre Il : Les approches thérapeutiques pour la fibrose hépatique

éléments de la MEC notamment le collagene, ces approches seront décrites plus loin (voir
Chapitre 1V).

Les lysyl oxydases (LOX) sont des enzymes sécrétées par les HSCs et les myofibroblastes
portaux qui comprennent cing isoformes : LOX et les enzymes de type LOX (LOXL1 a 4). Ces
enzymes sont responsables de la réticulation covalente intra et intermoléculaire des fibres de
collagéne et d’élastine, altérant leur dégradation par les MMPs, ce qui contribue a la rigidité
de la MEC (Figure 28). Cette derniére favorise a son tour I'activation et la prolifération des
myofibroblastes via les intégrines, qui cooperent étroitement avec les facteurs de croissance,
et d'autres composants fonctionnels présents dans I'environnement extracellulaire, comme le
TGF-B1 (Patsenker and Stickel, 2011; Roehlen et al., 2020).
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Figure 28 : Mécanisme proposé pour I’augmentation de la rigidité de la MEC induite par LOXL2.

(A) Voie classique d'accumulation de la MEC et de développement de fibrose hépatique impliquant le recrutement
de cellules inflammatoires, la sécrétion de cytokines inflammatoires et la transdifférenciation des HSCs. (B) La voie
complémentaire de la fibrose impliquant la lipotoxicité accrue des hépatocytes et LOXL2 dans les HSCs, facilitant
la stabilisation de la MEC. Image adaptée de (Dongiovanni et al., 2017).

Il a été décrit que l'activité de LOX augmente aprés une lésion hépatique, elle est multipliée
par 30, chez les souris atteintes de fibrose induite par le CCl.. Cette augmentation est associée
a une réticulation accrue de la MEC et une augmentation de la raideur du foie (Perepelyuk et
al., 2013). L’inhibition des LOX par le 3-amino-propio-nitrile a diminué le nombre et l'activité

des myofibroblastes, entrainant une réduction de la fibrose, dans un modéle de souris atteintes
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de fibrose hépatique induite par le CCls (Ikenaga et al., 2017; Liu et al., 2016). Cependant,
malgré ces résultats prometteurs, les essais cliniques portant sur l'anticorps simtuzumab
bloquant LOXL2 chez les patients atteints de NASH, n'ont donné que des résultats décevants
sans effet sur la fibrose (Harrison et al., 2018a; Meissner et al., 2016; Muir et al., 2019). Une
étude ultérieure a montré qu’il existait une différence entre les isoformes. En effet, aucune
augmentation significative de 'activité de LOXL2 n’a été observée apres une lésion hépatique
précoce, tandis qu’une expression accrue de LOXL1 a été mise en évidence. Ce qui suggére
un réle minime de LOXL2 dans les stades précoces de la maladie. Cette enzyme semble étre
impliquée plutdt dans la progression de la fibrose que dans son initiation (Perepelyuk et al.,
2013). Les études futures devraient répondre a cette observation en ciblant spécifiquement
LOX ou LOXL1 (Roehlen et al., 2020).

2.6 Induction de la dégradation de la MEC

Augmenter la dégradation de la matrice cicatricielle, par administration directe de protéases
matricielles, par stimulation des cellules qui les produisent, ou encore par régulation négative
de leurs inhibiteurs pourrait offrir de nouvelles approches thérapeutiques de la fibrose
hépatique. En effet, une thérapie anti-fibrotique doit provoquer la résorption de la matrice

existante, en plus d'empécher le dép6t de nouvelles molécules matricielles (Friedman, 2008b).

La dégradation de la MEC est étroitement liée a la perte de HSCs activées, ce qui entraine
une diminution des niveaux de TIMPs et une augmentation de l'activité des MMPs (Sun and
Kisseleva, 2015). Un anticorps ciblant I'inhibiteur TIMP-1, testé sur un modeéle préclinique de
fibrose hépatique induite par le CCls, a induit une atténuation de la fibrose, une diminution de
l'activation des HSCs et une baisse de l'activité de MMP-2 chez les rats traités avec cet
anticorps (Parsons et al., 2004). Comme évoqué précédemment, les macrophages
réparateurs se sont également révélés essentiels a I'élimination de la MEC, en raison de la
sécrétion de MMP fibrolytiques (MMP-12 et 13) et de leur localisation idéale pour moduler la
dégradation de la MEC (Jung and Yim, 2017; Zoubek et al., 2017).

En revanche, le remodelage de la MEC peut étre limité par la réticulation des fibres de
collagéne et d'une MEC riche en fibres d'élastine. En effet, la présence d’'une forme non
clivable de collagéne de type | pourrait empécher la résolution spontanée de la fibrose méme
apres l'arrét des lésions hépatiques (Issa et al., 2003). De plus, la rigidité de la MEC, et
l'augmentation des interactions entre les myofibroblastes et le collagéne favorisent I'activation
et la survie des myofibroblastes. Cet état physiopathologique peut conduire a un « point de

non-retour » pour la fibrose hépatique (Liu et al., 2013).
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La réversibilité de la fibrose hépatique offre de nouvelles approches thérapeutiques
potentielles. Cependant, de nombreuses questions restent sans réponse. Le mécanisme
sous-jacent de l'inactivation des HSCs reste a déterminer. Les facteurs qui déterminent le
sort des HSCs activées pendant la régression de la fibrose hépatique sont encore
inconnus, de méme que le basculement entre les deux phénotypes différents de

macrophages (Sun and Kisseleva, 2015).

3. Essais cliniques en cours pour le traitement de la

fibrose hépatique

Un obstacle majeur au développement de médicaments pour la fibrose hépatique est la
nécessité d'un temps de traitement trés long pour démontrer l'efficacité dans les essais
cliniques et représente donc un coit tres élevé (Douglass et al., 2008a). De nombreuses
molécules thérapeutiques ciblant différentes voies métaboliques sont actuellement testées
pour le traitement de la fibrose hépatique. A I'heure actuelle, il existe plus de 150 études
cliniques en cours pour la NASH. Seuls les principaux essais cliniques seront détaillés ci-

dessous.
3.1 Acide norursodésoxycholique (NorUDCA)

L'acide norursodésoxycholique (NorUDCA) est un homologue de I'acide ursodésoxycholique
(UDCA), un acide biliaire secondaire, ayant une activité hépato-protectrice, anti-inflammatoire
et anti-fibrotique. Une étude clinique de phase 2 a été réalisée afin d’évaluer l'efficacité de
deux doses de NorUDCA par rapport au placebo, administrées par voie orale pendant 12
semaines chez 198 patients atteints de NASH. Une réduction dose-dépendante de I'ALAT
sérique a été observée a la fin du traitement par NorUDCA. Cette diminution était significative
dans le groupe recevant la plus forte dose du traitement avec une bonne tolérance chez les
patients (EudraCT 2013-004605-38) (Traussnigg et al., 2019). Un essai de phase 2b évaluant
le norUDCA dans la NASH est en cours (EudraCT 2018-003443-31).

3.2 Agonistes de FXR

L'acide obéticholique (OCA), un dérivé de I'acide biliaire, est un puissant agoniste du récepteur
farnésoide X (FXR), un récepteur nucléaire jouant un role crucial dans la physiopathologie des
maladies du foie en régulant le métabolisme du glucose, des lipides et des acides biliaires.
L’efficacité de 'OCA a été évaluée, dans un essai de phase 2, chez 283 patients atteints de

NASH, non cirrhotiques, apres administration par voie orale pendant 72 semaines entre 2011
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et 2012. Cette premiere étude contrélée par placebo en double aveugle a montré que 'OCA
conduit, chez 45% des patients traités, a une amélioration significative des caractéristiques
histologiques, définie comme une diminution du score d'activité de la NASH d'au moins deux
points, sans aggravation de la fibrose, entre le début et la fin du traitement. Cependant, 23%
des patients traités par 'OCA ont développé un prurit, 'un des principaux effets indésirables
de 'OCA (NCT01265498) (Neuschwander-Tetri et al., 2015).

Dans I'étude de phase 3, réalisée entre 2015 et 2018 sur 931 patients ayant une NASH
prouvée histologiguement, deux doses de 'OCA ont été évaluées, 10 mg et 25 mg. La
résolution de la NASH n’était pas significative. Cependant, une régression de la fibrose
hépatique était observée chez 18% et 23% des patients traités par 'OCA a 10 mg et 25 mg,
respectivement, contre 12 % dans le groupe placebo. Il est important de noter que le
pourcentage de patients se plaignant de prurit était de 51% dans le groupe OCA 25 mg
entrainant un arrét du traitement chez 9 % d'entre eux (NCT02548351) (Younossi et al., 2019).

Un deuxieme effet indésirable de 'OCA est 'augmentation des taux de LDL, ce qui est
problématique chez des patients atteints de NASH, qui présentent un risque élevé de
développer une maladie cardiovasculaire. Une récente étude de phase 2 randomisée, en
double aveugle, contrblée contre placebo, a évalué la combinaison de 'OCA avec des statines
chez des patients atteints de NASH, dés la quatrieme semaine de traitement par 'OCA. Les
résultats ont montré que I'augmentation du cholestérol LDL induite par 'OCA, dés la quatriéme
semaine de traitement, pouvait étre facilement atténuée par l'atorvastatine a 10 mg
(NCT02633956) (Pockros et al., 2019).

D’autres agonistes de FXR, non acides biliaires, qui devraient induire moins d’effets
indésirables, sont actuellement évalués dans la NASH, notamment le Cilofexor (ou GS-9674)
(NCT02854605), I'EDP-305 (NCT03421431), ou le Tropifexor TXR (ou LJIN-452)
(NCT02855164). Le Tropifexor a été évalué dans un essai clinique de phase 2, sur 198
patients atteints de NASH, ayant suivi le traitement pendant 12 semaines. Une diminution de
I'ALAT et une bonne tolérance chez les patients sans effets secondaires prononcés ont été

obtenues (Sanyal et al., 2019).

Le NGM282 est un analogue du facteur de croissance des fibroblastes FGF-19, une hormone
induite par FXR, qui régule la synthése des acides biliaires et I'homéostasie du glucose.
L’efficacité et I'innocuité du NGM282 ont été évaluées lors de I'essai de phase 2, entre 2015
et 2016, sur 82 patients recevant NGM282 a 3 mg ou 6 mg, ou un placebo en sous-cutané.
Aprés 12 semaines de traitement, 74% des patients recevant une dose de 3 mg, et 79% de
ceux recevant une dose de 6 mg, ont présenté une réduction significative d’au moins 5% de

la teneur absolue en graisse hépatique, par rapport a la valeur initiale, avec un profil de
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sécurité acceptable, contre 7% dans le groupe placebo (NCT02443116) (Harrison et al.,
2018b). Cependant, il n’a pas été deécrit si une amélioration histologique accompagnait ces
changements. Pour répondre a cette question, une deuxieme étude a été réalisée, sur 43
patients atteints de NASH confirmée par biopsie recevant NGM282 a une dose de 1 mg ou 3
mg en sous-cutané. A la semaine 12, le traitement par NGM282 a entrainé une réduction
significative du score d'activité de la NASH, de la teneur en graisse hépatique, accompagnée
d’'une amélioration des marqueurs sériques de la fibrose. Parmi les patients recevant NGM282
a 1 mg ou 3 mg, 25% et 42%, respectivement, présentaient une ameélioration de la fibrose
hépatique d'un stade ou plus, sans aggravation de la NASH (Harrison et al., 2020a). Comme
I'OCA, NGM282 induit une augmentation du taux de LDL, qui peut également étre atténuée
par l'ajout de statine (Rinella et al., 2019).

3.3 Agonistes de PPAR

Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) sont une autre famille
de récepteurs nucléaires impliqués dans le métabolisme des maladies du foie. Plusieurs
agonistes de PPAR ont été évalués, et sont actuellement en phase 2 pour le traitement de la
NASH, notamment Seladelpar (NCT03551522); Lanifibranor (NCT03008070, NCT03459079);
Saroglitazar (NCT03863574, NCT03061721, NCT03617263, NCT03639623).

Elafibranor est un agoniste de PPAR a / & qui a été évalué dans un essai contr6lé randomisé
international de phase 2 incluant 276 patients NASH non cirrhotiques, recevant Elafibranor a
80 mg ou 120 mg, ou un placebo pendant 52 semaines. Elafibranor & 120 mg/jour a induit une
atténuation de la NASH sans aggravation de la fibrose, chez 19% des patients contre 12%
dans le groupe placebo. Chez les répondeurs, une réduction du stade de fibrose a été
observée contre une augmentation chez les non répondeurs. Les enzymes hépatiques, les
lipides, les profils de glucose et les marqueurs de linflammation systémique ont été
significativement réduits dans le groupe Elafibranor a 120 mg, par rapport au groupe placebo.
Elafibranor a été bien toléré et a amélioré le profil de risque cardio-métabolique des patients
(NCT01694849) (Ratziu et al., 2016). Une étude de phase 3 a été menée par Genfit, afin
d’évaluer I'efficacité d’'une administration quotidienne d’Elafibranor a 120 mg, sur 1070 patients
atteints de NASH et de fibrose au stade 2 ou 3. Récemment (Mai 2020), les résultats de
I'analyse intermédiaires de phase 3 a la 72°™ semaine de traitement ont été publiés. Les
données de sécurité et de tolérabilité d’Elafibranor concordent avec celles des études
précédemment menées. Cependant, les résultats de I'évaluation d’efficacité étaient trés
décevants. L'essai n'a pas atteint les critéres d’évaluation principal (résolution de la NASH
sans aggravation de la fibrose) et secondaire (I'amélioration de la fibrose d’au moins un stade)

et n’a montré aucune différence significative par rapport au placebo (Genfit, 2020).
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3.4 Agents ciblant le métabolisme lipidique

Le firsocostat (GS-0976), un inhibiteur de l'acétyl-CoA carboxylase, une enzyme clé dans la
lipogenése de novo, a été évalué dans un essai de phase 2 chez des patients atteints de
NASH pendant 12 semaines. Une réduction de la stéatose, évaluée par IRM, et de la rigidité
du foie évaluée par élastographie, a été observée, accompagnée par une diminution des
marqueurs de lésions hépatiques, nhotamment TIMP-1, des taux sériques d'ALAT, et la teneur
en lipides hépatiques (NCT02856555) (Lawitz et al., 2018). Dans un autre essai randomisé
contrdlé contre placebo de 126 patients atteints de NASH, I'administration de GS-0976 a 20
mg pendant 20 semaines, a réduit la stéatose hépatique d’au moins 30% chez 48% de patients
contre 15% du groupe placebo. Une diminution dose-dépendante de certains marqueurs de
fibrose tels que TIMP-1 a été observée. Comme pour les traitements cités précédemment, une
élévation des taux sériques de triglycérides a également été observée, mais qui est sensible
aux statines (NCT02856555) (Loomba et al., 2018a).

L'aramchol est un conjugué d'acide gras et d'acide biliaire qui inhibe le stéaroyl coenzyme A
désaturase 1 (SCD-1), une enzyme clé de la lipogenése. Dans une étude de phase 2b réalisée
contre placebo, Aramchol a induit une réduction de la graisse hépatique, une diminution des
ALAT et ASAT, une résolution de la NASH sans aggravation de la fibrose et une réduction du
stade de fibrose sans aggravation de la NASH. Aramchol a également fait preuve d'excellents
profils de sécurité et de tolérance (Ratziu et al., 2018). Il est actuellement évalué dans un essai

de phase 3 pour des patients NASH, y compris des patients cirrhotiques (NCT02279524).
3.5 Thérapies antidiabétiques

Etant donné que de nombreux patients atteints de NASH présentent également un diabéte de
type 2, et que ce dernier est associé a un risque accru de progression de la fibrose hépatique
(et un risque plus élevé de CHC) dans la NASH, les thérapies antidiabétiques ont une
justification solide pour leur utilisation dans les essais cliniques pour le traitement de la fibrose

hépatique (Lemoinne and Friedman, 2019).

L'efficacité du liraglutide, un agoniste du peptide 1 de type glucagon GLP-1, a été évaluée
dans une étude de phase 2, chez 52 patients atteints de NASH. Aprés 48 semaines de
traitement, 39% des patients ayant recu du liraglutide, en sous-cutané, présentaient une
résolution de la NASH sans aggravation de la fibrose contre 9% dans le groupe placebo
(NCT01237119) (Armstrong et al., 2016). Le sémaglutide, un autre agoniste du GLP-1, a induit

une réduction des taux d'’ALAT chez les patients diabétiques de type 2 (Newsome et al., 2019).

La pioglitazone, a été évaluée dans un essai clinique de phase 2 pour la NASH, et a induit une

réduction d'au moins 2 points du score d'activité de la NASH sans aggravation de la fibrose
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chez 58% des patients et une résolution de la NASH pour 51% d’entre eux. Le traitement par
la pioglitazone a également induit une amélioration du score de fibrose, une réduction de la
teneur en triglycérides hépatiques de 19% a 7%, respectivement, et une amélioration
significative de la sensibilité du tissu adipeux, hépatique et musculaire a l'insuline. Toutes les
améliorations métaboliques et histologiques observées a 18 mois ont persisté pendant 36 mois
de traitement. Aucune différence d'événements indésirables entre les groupes n’'a été

observée (Cusi et al., 2016).

Une autre étude a été réalisée sur des adultes atteints de NASH prouvée par biopsie (52
atteints de diabete de type 2 et 49 atteints de prédiabete), recevant de la pioglitazone ou un
placebo pendant 18 mois. Une réduction du score d'activité de la NASH, sans aggravation de
la fibrose, a été observée chez 48% des patients atteints de diabéte de type 2 contre 46%
sans diabéte, ce qui montre I'efficacité de la pioglitazone chez les patients atteints ou non de
diabéte de type 2. Cependant, une réduction significative de la fibrose n'a été observée que
chez les patients atteints de diabéete de type 2. Une augmentation de la sensibilité du tissu
adipeux a l'insuline était plus importante chez les patients atteints de diabéte de type 2 que
chez les patients atteints de prédiabéte. D'autres études sont nécessaires pour déterminer les
mécanismes par lesquels la pioglitazone réduit les maladies du foie chez les patients atteints
de diabéte de type 2 (NCT00994682) (Bril et al., 2018).

L’effet de la canagliflozine, un inhibiteur du co-transporteur sodium-glucose 2 (SGLT2), sur la
fonction hépatique, a été étudié chez des patients atteints de diabéte type 2 avec une NASH
confirmée par biopsie (fibrose hépatique stade 1-3). Apres 12 semaines de traitement, une
réduction des marqueurs de la fibrose hépatique tels que les taux sériques d’ALAT et d’ASAT
a été observée. Une amélioration significative des marqueurs de la fonction hépatique ainsi
gue des paramétres métaboliques, a été mise en évidence. Aucun événement indésirable

grave ou lié au foie n'a été signalé, des essais plus importants sont prévus (Seko et al., 2018).
3.6 Traitements ciblant 'inflammation et ’apoptose

Au cours de la NASH, l'apoptose des hépatocytes entraine une accumulation de cellules
inflammatoires. Les caspases jouent un rble central dans I'apoptose, l'inflammation et la
fibrose, en produisant des microparticules pro-inflammatoires hémodynamiquement actives,

qui provoquent une inflammation intrahépatique.

Une étude contrdlée de phase 2 contre placebo a évalué l'efficacité, I'innocuité et la tolérance
de 'Emricasan, un inhibiteur de la pan-caspase, chez des sujets atteints de NAFLD non
cirrhotiques et ayant des niveaux d'ALAT élevés. Aprés 28 jours de traitement, les taux

sériques d’ALAT, de cytokératine-18, de cytokératine-18 clivée et de caspase 3/7 ont diminué,
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de maniere significative, montrant la diminution de I'apoptose des hépatocytes, chez les sujets
traités par 'Emricasan en comparaison des patients recevant le placebo (NCT02077374)
(Shiffman et al.,, 2019). L'Emricasan a également induit un effet anti-inflammatoire
intrahépatique et une diminution des taux d’ALAT et d’ASAT, chez des patients atteints de
cirrhose compensée, causée par la NASH ou I'hépatite C (Garcia-Tsao et al., 2019). Une autre
étude de phase 2 sur 86 patients atteints de cirrhose (associée a l'alcool, au VHC ou a la
NASH) a évalué I'effet de 'Emricasan pendant trois mois de traitement. Une amélioration de
la fonction hépatique, accompagnée d’'une diminution significative des taux sériques de
cytokératine 18 et de caspase 3/7, a été observée dans le groupe Emricasan en comparaison
du groupe placebo (NCT02230670) (Frenette et al., 2019). Plusieurs essais de phase 2
évaluent actuellement l'efficacité de I'Emricasan dans la NASH (NCT02077374,
NCT02686762, NCT02960204, NCT03205345).

Le sélonsertib, un inhibiteur sélectif de la kinase 1 régulatrice du signal d'apoptose (ASK1), a
été évalué seul ou en association avec le simtuzumab (bloquant LOXL2), dans un essai de
phase 2 incluant 72 patients atteints de NASH et de fibrose hépatique au stade 2 ou 3. Le
simtuzumab seul n‘ayant eu aucun effet sur I'histologie hépatique, les patients traités par le
simtuzumab seul ont été évalués en tant que groupe placebo. Apres 24 semaines de
traitement, une amélioration de la fibrose hépatique a été constatée, associée a une réduction
de la raideur hépatique, évaluée par élastographie par résonance magnétique, de la teneur en
collagéne et de l'inflammation lobulaire sur les biopsies hépatiques, ainsi qu’'une amélioration
des biomarqueurs sériques de l'apoptose et de la nécrose. Il n'y avait aucune différence
significative dans les événements indésirables entre les groupes de traitement (Loomba et al.,
2018b). Deux grands essais de phase 3 ont été menés chez des patients NASH atteints de
fibrose avancée (NCT03053050) ou de cirrhose (NCT03053063) pour évaluer le sélonsertib.

Le cénicriviroc, un double antagoniste des récepteurs de chimiokine (CCR2/CCR5), ayant des
effets anti-inflammatoires, a été évalué pour le traitement de la NASH avec fibrose hépatique
(stades 1 a 3), dans une étude de phase 2b sur des patients traités pendant un an par le
cénicriviroc ou un placebo. Une diminution significative de la fibrose hépatique sans
aggravation de la NASH a été constatée dans le groupe cénicriviroc en comparaison du groupe
placebo. Cette amélioration était plus importante chez les patients dont I'activité de la maladie
et le stade de fibrose étaient plus élevés au départ. Les biomarqueurs de l'inflammation ont
été réduits, et la sécurité et la tolérance étaient comparables a celles du placebo
(NCT02217475) (Friedman et al., 2018b). L'étude de phase 2 a maintenant été étendue en
tant qu'essai ouvert (NCT03059446), et un essai de phase 3 (NCT03028740) est actuellement
en cours pour des patients NASH présentant une fibrose hépatique significative, mais pas de

cirrhose.
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3.7 Traitements ciblant la fibrose

Un essai de phase 2b a été réalisé chez 219 patients atteints de NASH avec une fibrose
avancée recevant des injections sous-cutanées hebdomadaires de simtuzumab (bloquant
LOXL2) pour une durée prévue de 240 semaines. L'étude a été arrétée aprés la semaine 96,
en raison d'un manque d'efficacité. Le simtuzumab n'a pas induit de réduction significative de
la teneur en collagéne hépatique, ni du stade de la fibrose par rapport au groupe placebo
(NCT01672866) (Harrison et al., 2018a).

Le GR-MD-02 est un inhibiteur de la galectine-3, une protéine impliquée dans la fibrogénése,
en se liant aux oligosaccharides associés aux glycoprotéines. Le GR-MD-02, évalué chez des
sujets atteints de NASH avec fibrose hépatique, serait sans danger pour les patients et il a pu
améliorer les biomarqueurs de la fibrose hépatique (Harrison et al., 2016). Néanmoins, deux
essais différents de phase 2 évaluant l'efficacité du GR-MD-02 dans la NASH étaient négatifs.
Dans l'essai de phase 2 incluant 30 patients NASH atteints de fibrose avancée
(NCT02421094), GR-MD-02 n'a induit aucun effet significatif sur les biomarqueurs non
invasifs, de l'inflammation ou de la fibrose hépatique, sur une période de 4 mois (Harrison et
al., 2018c). Dans l'essai de phase 2 incluant 162 patients NASH atteints de cirrhose et
d'hypertension portale (NCT02462967), GR-MD-02 a amélioré le ballonnement des
hépatocytes mais pas la fibrose hépatique ni I'hypertension portale (Chalasani et al., 2018).

Une autre stratégie pour moduler la fibrose hépatique consiste a inhiber les intégrines, les
récepteurs régulant les interactions entre les cellules et la MEC, et contribuant dans certains
tissus a l'activation du TGF-B1. GSK3008348, un inhibiteur de l'intégrine a.fs, qui €était bien
toléré chez les participants sains (NCT02612051) (Maden et al., 2018), est actuellement
évalué dans la fibrose pulmonaire et, sur la base de ces résultats, pourrait étre un candidat

pour le traitement de la fibrose hépatique (Lemoinne and Friedman, 2019).

Un seul essai clinique, utilisant des siRNA pour le traitement de la fibrose est actuellement en
cours pour évaluer l'efficacité de nanoparticules lipidiques couplées a la vitamine A et
contenant des siRNA spécifiques de HSP47 sur des patients ayant une fibrose hépatique
modérée. Cette protéine de choc thermique de 47 kDa ou HSP47, est une protéine
chaperonne spécifique du collagéne chez 'humain. C’est un médiateur dans la production du
collagéne, qui assure la formation de la triple hélice a du procollagene dans le réticulum
endoplasmique pour faciliter sa sécrétion (Nagata, 1998; Sato et al., 2008a). Cette molécule
candidat, ND-L02-S0201, développée en partenariat entre Bristol-Myers Squibb et Nitto
Denko, a présenté une bonne tolérance dans les premiéres phases de l'essai clinique
(NCT02227459).
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L'activité anti-fibrotique de nombreux candidats médicaments a été démontrée in vitro
et dans des modeles animaux, confirmant que la fibrose peut régresser, méme lorsque
la maladie sous-jacente n'est pas guérie. Cependant, I'efficacité globale de la plupart
d’entre eux, dans les essais cliniques, a été étonnamment modeste, avec seulement
une minorité de patients présentant une réponse au traitement, et des résultats
largement décevants des essais cliniques de phases 2 et 3. Bien que certains
candidats médicaments ont démontré une amélioration de la stéatose ou de
linflammation, leur effet sur la fibrose était soit non significatif, soit accompagné d’effets
indésirables entrainant l'arrét du traitement (Tableau 4). Par conséquent, aucun

candidat anti-fibrotique, a I'heure actuelle, n’a été approuvé en clinique.

Plusieurs facteurs peuvent expliquer cet échec en clinique. Tout d’abord, la fibrose hépatique
résulte d'une interaction complexe entre la Iésion hépatocellulaire et la réaction inflammatoire
conduisant a l'activation des HSCs et a la production de la MEC (Zoubek et al., 2017).
Cependant, les modéles conventionnels in vitro de la fibrose hépatique ne reproduisent pas
parfaitement ['évolution multicellulaire et multidirectionnelle de la fibrose chez I'humain
(Roehlen et al., 2020). De plus, les candidats thérapeutiques sont généralement testés sur
des modéles animaux tels que le modéle CCls ou BDL qui ne reflétent que partiellement la
maladie humaine. Par conséquent, il a été proposé d’évaluer les candidats-médicaments anti-
fibrotiques, en préclinique, dans deux a trois modéles de fibrose validés et complémentaires
avant de les tester en clinique (Schuppan et al., 2018; Torok et al., 2015). En outre, I'utilisation
de nouveaux modéles de fibrose hépatique, qui prennent en compte la physiopathologie
complexe de la maladie, pourrait également faire progresser le développement de composés
anti-fibrotiques a I'avenir (Roehlen et al., 2020). Un autre facteur a prendre en considération
est 'absence de biomarqueurs non invasifs robustes. En effet, I'évaluation de I'efficacité des
candidats anti-fibrotiques dans les essais cliniques nécessite de réaliser un acte invasif : la
biopsie hépatique. Outre ses limites décrites dans le premier chapitre, cette technique ne
permet pas d’obtenir des données intermédiaires en cours d’essai clinique. De plus, les
biomarqueurs non invasifs actuels ne donnent pas de résultats aussi robustes que la biopsie
hépatique. Ainsi, il est trés utile de développer de nouveaux biomarqueurs qui soient en
corrélation avec I'histologie et qui permettront d’obtenir des preuves précoces de I'efficacité du
médicament. Cela favoriserait une évaluation plus rapide des effets des candidats anti-
fibrotiques, et pourrait raccourcir le chemin vers lI'approbation des médicaments pour la fibrose
(Friedman, 2015). Enfin, la courte durée des essais, empéche toute conclusion sur l'efficacité
et l'innocuité a long terme des traitements proposés. Ces essais ne permettent pas de savoir
si 'amélioration histologique et métabolique observée se traduira par un bénéfice clinique en

termes de morbidité et de mortalité hépatiques (Musso et al., 2010).
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Mécanisme Mode d*action moléculaire dans les
anti- Agent Raisonnement études précliniques Résultats clés des essais cliniques
fibrotique
Diminution de l'activation des HSCs et = Phase 2 : Amélioration de l'inflammation ou de la fibrose hépatique
Inhibiteur de pan- L'apoptose hépatocytaire induit amélioration de la fonction hépatique et de la tendance a l'aggravation du ballonnement des hépatocytes
caspase l'inflammation et I’activation des chez le rat traité au CCls (Gracia- chez les patients NASH atteints de fibrose F1-F3 (Harrison et al.,
Emricasan HSCs Sancho et al., 2019) 2020b). Petit effet réducteur sur HVPG chez les patients NASH

cirrhotiques (Gracia-Sancho et al., 2019)

Phase 2 : Amélioration du degré histologique de fibrose chez les

Inhibition de ’apoptose des hépatocytes

Modulation de I'apoptose des Amélioration de la stéatose et de la patients atteints de NASH F2-3 (Loomba et al., 2018b). Diminution
Inhibiteur hépatocytes via l'activation de INK  fibrose dans le modele de souris NASH de la raideur hépatique par ERM et amélioration des marqueurs
d'ASK1, et p38 MAP kinases (Budas et al., 2016) non invasifs de fibrose et d'inflammation (Loomba et al., 2017)
Sélonsertib Phase 3 : évaluation en cours de Sélonsertib chez les patients
NASH atteints de fibrose avancée ou de cirrhose (NCT03053050;
NCT03053063)
- Antioxydant Le resveératrol réduit I'inflammation, la Phase 2 : effets protecteurs significatifs de resvératrol sur les
E naturel avec Activité anti-inflammatoire et fibrose (Kessoku et al., 2016) et la marqueurs de I'inflammation hépatique et du grade de stéatose
g plusieurs cibles, antioxydante stéatose (Nishikawa et al., 2015) dans hépatique dans les 12 semaines de traitement, aucun effet sur la
é Resvératrol un modele murin de NASH fibrose (Faghihzadeh et al., 2014)
é Activation des HSCs (NOX1) et Effet anti-fibrotique dans les modeles
5 Double inhibiteur induction de I'apoptose des murins CCls et BDL via la suppression Phase 2 : effets significatifs sur les paramétres sérologiques de
g NOX1/ 4, hépatocytes (NOX4) par production = de la production de ROS dans les HSCs | cholestase aprés 6 semaines de traitement de PBC. Etude en cours
2 GKT137831 de radicaux superoxyde in vitro et in vivo (Aoyama et al., 2012) (NCT03226067)
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Réduction de I'évolution et de la

Inhibition de I'activation des HSCs

contractilité

des septa fibreux

Régulation transcriptionnelle des
génes pro-fibrogéniques dans les
Agoniste de FXR, HSCs. Amélioration de la barriére
acide obéticholique

(OCA)

mugqueuse intestinale et

homéostasie de I'axe intestin-foie

Implication de la signalisation

Petite molécule
Inhibiteur de CBP /
B-caténine, PRI-724

Wnt / B-caténine dans l'activation
des HSC:s et la fibrose hépatique

Nanoparticule Réle de HSP47 comme protéine

lipidique contenant chaperonne pour la formation de

un siRNA anti- collagene de type 1.
HSP47, BMS 986263
Anticorps Contribution de LOXL2 & la
monoclonal rigidité de la MEC et des fibres de

spécifique de
LOXL2, AB0023

(Simtuzumab)

collagéne
Implication dans I'expression du
collagéne de type 3, et la
sensibilité au PDGFR

Régulation négative de la synthese du
collagene 1 dans les HSCs, effet anti-
fibrotique puissant dans les modeles animaux

de fibrose hépatique (Fiorucci et al., 2004)

Inhibition de I'activation des HSCs chez les
souris transgéniques VHC+ ainsi que de la
fibrose hépatique dans le modele murin CCls
(Tokunaga et al., 2017). Effets bénéfiques sur
la résolution de la fibrose en activant des
sous-populations de macrophages anti-
fibrotiques (Osawa et al., 2015). Diminution
de I'apoptose des hépatocytes ainsi que le
degré de fibrose dans le modele de souris
NASH (Osawa et al., 2018)

Effets anti-fibrotiques significatifs dans 3
modeles in vivo de fibrose hépatique (Sato et
al., 2008b)

Activité anti-fibrotique puissante dans le
modele murin de fibrose hépatique via
I'inhibition de la réticulation du collagene et
son effet d'activation en aval sur la
signalisation TGF-B1 qui contribue a la
stimulation des myofibroblastes (Barry-
Hamilton et al., 2010)

Phase 2 : Amélioration de la fibrose aprés 72 semaines de
traitement par OCA (Neuschwander-Tetri et al., 2015)
Phase 3 : amélioration de la fibrose dose-dépendante chez
23% des patients traités par OCA a 25 mg contre 12% des
participants sous placebo. Réduction de I'inflammation et
du ballonnement hépatocellulaire (Younossi et al., 2019)
mais augmentation des effets indésirables (NCT02548351)
Phase 1 : amélioration histologique dose-dépendante
(diminution> 2 points du score d'index d'activité
histologique) chez 3/12 patients, mais détérioration de 2
points chez 2/12 patients avec cirrhose associée au VHC
(Kimura et al., 2017)

Phase 2 : PRI-724 chez les patients atteints de cirrhose
hépatique liée a I'hépatite B ou C en cours (NCT03620474)

Phase 1b / 2 : étude ouverte d'escalade de dose de BMS 986
263 chez des patients atteints de fibrose modérée a sévére :
terminée, pas encore publiée (NCT02227459)

Phase 2 : Aucun effet sur la fibrose chez les patients
NASH, ou infectés par le VIH et/ou le VHC et atteints de
fibrose hépatique (Harrison et al., 2018a; Meissner et al.,

2016; Muir et al., 2019)
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Phase 2 : amélioration du stade de fibrose (> 1 stade) sans

Diminution dose-dépendante du recrutement aggravation de la NASH, en particulier chez les patients
des monocytes / macrophages (Lefebvre et présentant une activité élevée de la maladie (NAS> 5,
Recrutement de monocytes et de al., 2016; Mossanen et al., 2016; Puengel et ballonnement important des hépatocytes, fibrose F2-F3)
Inhibiteur de CCR2 / macrophages modulés par CCR2 / al., 2016). Diminution significative de (Friedman et al., 2018b).
o CCR5, Cenicriviroc CCRS5 pendant la réponse pro- I'inflammation lobulaire, du ballonnement Aucun effet sur l'inflammation lobulaire, mais diminution
E fibrogénique précoce hépatocellulaire ainsi que de I'expression du des marqueurs sérologiques de I'inflammation systémique
é collagéne 1 et de a-SMA dans le modeéle de (Friedman et al., 2018b)
= souris NASH (Lefebvre et al., 2016) Phase 3 : en cours, patients NASH atteints de fibrose
% (NCT03028740)
é Fonction de la galectine-3 comme Réduction dose-dépendante du NAS, de la Phase 2 : Aucun effet sur la fibrose aprés 52 semaines de
§ chimioattractant pour les fibrose et de la pression portale dans les traitement chez les patients NASH.
macrophages et les monocytes, modeles murins et rat de NASH Effets protecteurs significatifs sur le gonflement des
Inhibiteur de la galectine-3, accélérant ainsi davantage les potentiellement en raison d'un impact sur la hépatocytes ainsi que sur le développement significatif de
Belapectin réponses immunitaires pro- polarisation des macrophages et d'une HPVG et de varices dans un sous-groupe de patients
inflammatoires et pro-fibrogénes. activation réduite des HSCs (Traber and atteints de cirrhose NASH (Chalasani et al., 2020)
Activateur de MMP-2 et MMP-9 Zomer, 2013; Traber et al., 2013)

Tableau 4 : Exemples d’essais cliniques pour le traitement de la fibrose hépatique.

Quelques exemples de composés en développement clinique pour le traitement de la fibrose hépatique ciblant différentes voies : par inhibition de I'apoptose hépatocytaire, par
réduction du stress oxydatif, par inhibition de I'activation des HSCs, par réduction de I'évolution et de la contractilité des septa fibreux, ou par modulation immunitaire. Abréviations :
ERM : Elastographie par résonnance magnétique, HVPG : Gradient de pression veineuse hépatique, PBC : Cirrhose biliaire primitive, CBP : CREB binding protein. Adapté de
(Roehlen et al., 2020).
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Pour conclure, les études précliniques et cliniques ont montré que la fibrose hépatique
et méme la cirrhose sont potentiellement réversibles. L'élimination de 'agent causal de
la maladie hépatique peut ralentir ou inverser la fibrose hépatique, mais survient
généralement trop lentement pour éviter les complications potentielles, en particulier
dans les stades avancés de la maladie. La compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans la physiopathologie de la fibrose a permis d’accélérer le
développement de nouvelles stratégies anti-fibrotiques, qui sont actuellement testées
dans des essais cliniques, en particulier pour le traitement de la NASH. Ces candidats-
médicaments ciblent différentes voies responsables de I'apparition et/ou de la
progression des lésions hépatiques chroniques, comme le métabolisme du glucose,
des lipides et des acides biliaires, l'apoptose, linflammation et la fibrose. Le
développement d’'un médicament anti-fibrotique efficace aurait un impact majeur sur la
santé mondiale et pourrait également réduire l'incidence croissante du carcinome

hépatocellulaire (Lemoinne and Friedman, 2019).
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Chapitre III : TARN interférence

1. La découverte de PARN interférence

L'ARN interférence (ARNI) est un mécanisme par lequel un petit ARN double brin (ARNdb)
peut inhiber, de maniere spécifique, I'expression d’un gene. Ce processus peut étre induit de
maniere endogéne par le biais de microARN (miRNA) ou introduit de maniére exogéne par le
biais de petits ARN interférents (siRNA) (de Fougerolles, 2008; Refaat et al., 2016). L'ARNi a
été observé pour la premiére fois chez le nématode Caenorhabditis elegans par Fire et Mello
en 1998. Leurs travaux, publiés dans la revue Nature, ont montré que lintroduction
expérimentale d'un ARNdb, de grande taille, dont I'un des deux brins possédait une séquence
complémentaire au transcrit d’ ARNm ciblé, induisait une répression puissante et spécifique de
I'expression de ce géne (Fire et al., 1998). Cette découverte a été récompensée par le prix
Nobel de médecine et de physiologie en 2006, qui a été remis aux deux chercheurs
américains, Andrew Fire et Craig Mello. En 2001, une étude réalisée par Elbashir et al. a
montré que des siRNA pouvaient inhiber, de maniére spécifique, I'expression de leurs genes
cibles dans différentes lignées cellulaires de mammiféres, sans déclencher de réponse non
spécifique (Elbashir et al., 2001). Par la suite, I'inhibition de I'expression génique via des siRNA
synthétiques a été mise en évidence in vivo, pour la premiére fois, chez la souris adulte, en
ciblant un ARN pathogéne du VHC, exprimé chez la souris, démontrant le potentiel
thérapeutique des siRNA (McCaffrey et al., 2003). Les travaux qui ont suivi ont démontré que
ce mécanisme de régulation de I'expression génique existe aussi bien chez les plantes que
chez les animaux et les humains. L’ARN interférence est devenue une méthode essentielle
pour I'étude des geénes et de leurs fonctions, mais également une nouvelle approche
thérapeutique pour le traitement de nombreuses maladies humaines (Kim and Rossi, 2008;
Okumura et al., 2008; Refaat et al., 2016).

2.Le mécanisme de PARN interférence

Le mécanisme d’interférence commence par la reconnaissance de longs ARNdb par une
enzyme de type RNase lll, appelée Dicer, entrainant leur clivage en de plus petits fragments
d’ARNdb d’une longueur de 21 nucléotides. Les 2 nucléotides a chacune des extrémités 3' ne
sont pas appariés. Un siRNA peut également étre synthétisé chimiquement et introduit dans
la cellule, de maniere exogene. Les siRNA sont ensuite pris en charge par un complexe
ribonucléoprotéique appelé RISC (RNA-induced silencing complex) contenant la protéine

Argonaute-2 (Ago-2), qui sépare le siRNA en deux ARN simple brin et clive le brin sens. Ce
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clivage conduit a une forme activée de RISC avec une molécule d'ARN "guide" simple brin qui
possede une région essentielle, appelée « seed region », permettant de diriger le complexe
effecteur vers TARNm cible. C’est cette étape qui permet la spécificité du mécanisme d’ARN
interférence grace a la reconnaissance spécifique entre ’TARNm et le brin guide du siRNA qui
se fait par complémentarité de leurs séquences. La protéine Ago-2 a été identifiée comme
étant responsable du clivage de 'ARNm cible, entrainant sa dégradation par les RNases ou
l'inhibition de sa traduction. Le complexe RISC activé est ensuite recyclé et participe a
plusieurs processus catalytiques. L'inhibition de I'expression du géne cible dure généralement
de cinq a sept jours, a la fois in vitro et in vivo. La durée d'action d'un siRNA dépend
probablement de nombreux facteurs, tels que I'organe cible, le gene cible et I'espéce (Kim and
Rossi, 2008; Kurreck, 2009; Refaat et al., 2016).

2.1 Les siRNA et les shRNA

Il existe 2 approches principales pour I'administration des petits ARNdb. L’approche la plus
simple est basée sur les siRNA synthétiques administrés via divers vecteurs, directement dans
le cytosol des cellules cibles, sous forme de duplex de 19 a 21 pb de longueur (Figure 29).
Bien que les siRNA soient faciles a utiliser et produisent souvent un effet inhibiteur important,
leur action, dans les cellules de mammiféres est transitoire et est limitée par le taux de division
cellulaire. Les siRNA se dégradent et se diluent progressivement a mesure que les cellules se
divisent. Par conséquent, la persistance de l'activité inhibitrice varie avec le statut prolifératif

des cellules.

En 2002, plusieurs groupes de recherche ont développé simultanément des systemes
d'expression dans lesquels le siRNA est généré en continu dans les cellules. Cette deuxieme
approche est basée sur 'administration aux cellules de systémes de plasmides et de vecteurs
viraux, contenant des cassettes d’expression codant des ARN courts en épingle a cheveux
(short hairpin, shRNA). Ces derniers sont transcrits par 'ARN polymérase lll, et sont ensuite
transformés en siRNA par la machinerie cellulaire (Figure 29). Dans la cellule, les shRNA sont
traités de maniére similaire aux voies de maturation des microARN. Les shRNA se composent
de deux séquences d'ARN complémentaires, de 19 a 22 pb, liées par une courte boucle de 4
a 11 nucléotides. Le shRNA est d’abord coupé par Dicer puis rejoint la voie des siRNA. Cette
approche permet une expression intracellulaire stable des shRNA, et est particulierement
indiquée pour les applications qui nécessitent une extinction a long terme de I'expression du
géne cible. En principe, un traitement unique par des shRNA serait suffisant pour obtenir un
effet thérapeutique significatif. Cependant, I'utilisation de cette stratégie présente plusieurs
défis, notamment le contr6le précis des concentrations de shRNA au niveau intracellulaire,

ainsi que la capacité de stopper sa production lorsque le traitement n'est plus nécessaire. Pour
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cela, des systemes de désactivation inductibles peuvent étre utilisés. Un autre probleme
associé a l'utilisation des shRNA est 'insertion de la séquence administrée dans le génome si

le vecteur viral est insertionnel.

Bien que le siRNA et le shRNA utilisent finalement un mécanisme cellulaire similaire (RISC),
le choix de la méthode a utiliser dépend de plusieurs facteurs tels que le type cellulaire, les
exigences de temps et le besoin d'une expression transitoire ou stable (Fewell and Schmitt,
2006; Kim and Rossi, 2008; Kurreck, 2009; Moore et al., 2010; Rao et al., 2009; Rhinn et al.,
2009).
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Figure 29 : Structure d'un siRNA et modele simplifié du mécanisme d'ARNi.

A) Les deux brins du siRNA forment un duplex de 19 nucléotides. Les deux nucléotides des extrémités 3’ ne sont
pas appariés. La position a laquelle 'TARNm cible complémentaire est clivé est indiquée par une fleche. Seed Region
est la région par laguelle commence l'interaction avec I'ARNm cible. B) Apres internalisation des siRNA dans les
cellules via des systémes d’administration, ils sont pris en charge par le complexe RISC. Le brin antisens guide
RISC vers 'ARNm cible complémentaire, qui est clivé par la protéine Ago2. Un shRNA peut étre introduit dans la
cellule en utilisant un plasmide ou un vecteur viral. Le sShRNA est exprimé en intracellulaire, exporté dans le cytosol
par I'Exportine-5, coupé par Dicer puis rejoint le mécanisme des siRNA.

2.2 Les microARN ou miRNA

Les miRNA sont des duplex d’ARN endogénes d’environ 21 nucléotides impliqués dans la
régulation post-transcriptionnelle des génes. Les miRNA sont impliqués dans plusieurs
phénomeénes physiologiques tels que le développement, le métabolisme, la différenciation
cellulaire, mais également pathologiques comme le cancer ou la fibrose. Le principal
mécanisme d'action des miRNA est la répression traductionnelle, bien qu'elle puisse

s'accompagner d'une dégradation de 'ARNm. La premiére étape dans la production des
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MiRNA est la transcription par 'ARN polymérase Il des genes codant les miRNA, dans le
noyau, pour former de longs précurseurs de miRNA ou pri-miRNA. Ces derniers ont une
structure particuliere en épingle a cheveux, ou tige-boucle, avec des extrémités simple brin en
5 et 3 comme le montre la Figure 30. La deuxiéme étape implique un systéme appelé
« microprocesseur » constitué de DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8) et d’'une
enzyme RNase de type Il « Drosha ». Cette enzyme est responsable du clivage du pri-miR
pour former des fragments plus courts de pré-miRNA d’environ 70 nucléotides (Figure 30).
Les pré-miR sont ensuite exportés dans le cytoplasme par I'Exportin-5, et pris en charge par
Dicer, qui les clivera en duplex d’ARN d’environ 22 nucléotides (Figure 30). Les miRNA
forment ensuite un complexe avec RISC, comme les siRNA. Cependant, contrairement a ces
derniers, les miRNA se lient préférentiellement aux régions non traduites 3' UTR
(UnTranslated Region) des séquences cibles, via de courtes séquences d'homologie. La
liaison a souvent lieu avec une complémentarité incompléte. Selon le degré d'homologie, le
résultat peut étre un clivage irréversible de la molécule cible ou simplement une répression de
la traduction (Kim and Rossi, 2008; Kurreck, 2009).
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Figure 30 : Représentation schématique des mécanismes d’ARN interférence.
Image adaptée de (Oliveira et al., 2019).
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3. Applications de ’ARN interférence

En peu de temps, I'ARN interférence est devenue un outil expérimental clé pour l'analyse de
la fonction des genes et la validation des cibles dans les systemes mammiferes, in vitro et in
vivo. De plus, il existe a I’heure actuelle un grand intérét des chercheurs a utiliser ’ARNi dans

un but thérapeutique (Leung and Whittaker, 2005).
3.1 Compréhension de la fonction génique

Il existe environ 35 000 genes humains codant des milliers de protéines (Novina and Sharp,
2004). Cependant, la compréhension du réle et de I'implication de certains génes dans les
processus physiologiques et/ou pathologiques reste a élucider. Jusqu’'a la découverte de
'ARN interférence, I'étude de la fonction génique, au niveau cellulaire, pouvait étre réalisée
en exprimant les génes étudiés dans des conditions données, ou en analysant I'effet de
I'extinction de leur expression. Cette derniére stratégie reposait sur la technique du « Knock
Out » (KO) de gene, qui consistait a éteindre I'expression d’'un géne donné par recombinaison

homologue, ou encore sur la technique de mutations dirigées spécifiqguement sur un gene.

Ces méthodes classiques pouvaient étre colteuses et parfois trés longues a mettre en oeuvre
(Figure 31). L'utilisation de I'ARNi représente maintenant un outil puissant pour I'analyse
fonctionnelle des génes, grace a la possibilité d’inhiber, de maniére spécifique, n’importe quel
géne du génome, dans un grand nombre de tissus (Leung and Whittaker, 2005). Cette
stratégie, qui nécessite de connaitre la séquence en nucléotides de TARNm cible, présente
plusieurs avantages. Premiérement, elle est relativement rapide et simple a mettre en place
(Figure 31). De plus, elle offre la possibilité d’inhiber plusieurs génes, ou une famille de géne
possédant un domaine conservé, a I'aide d’'une seule transfection. Il est également possible
d’obtenir une extinction spécifique d’un tissu, et variable dans le temps grace aux shRNA
possédant des promoteurs inductibles. L'ARNi peut également surmonter les difficultés de
création de souris a double knock-out de deux génes qui sont a proximité immédiate sur le
méme chromosome (Dorsett and Tuschl, 2004). Des études génomiques par criblage a haut
débit de la fonction génique peuvent également étre réalisées. Des banques de siRNA ou de
vecteurs exprimant des shRNA ont été générées, pour cibler des milliers de génes humains,
afin de déterminer leurs fonctions. Cela a permis d’identifier des génes impliqués dans des
phénomenes pathologiques comme lintégrine asBs et 'TEpCAM (epithelial cell adhesion
molecule) identifiés par 'ARN interférence comme étant impliqués dans l'invasion cellulaire et

les métastases (Lipscomb et al., 2003; Osta et al., 2004).
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L’étude de la fonction génique par 'ARN interférence est trés simple chez C. elegans, et ne
nécessite pas de vectorisation de 'ARN interférent. En effet, C. elegans est nourri par des
bactéries, exprimant un ARNdb, permettant linhibition de I'expression du géne cible.
L’utilisation de la technique d’ARNi dans ces vers a permis d’étudier environ 19 000 genes
impliqgués dans des phénomenes complexes tels que l'obésité et le vieillissement, avec des
banques de 12 000 ARNdb différents. Cela a conduit & I'identification du réle de certains génes
spécifiques dans le métabolisme du cholestérol, la formation du coeur chez la mouche du fruit,
et d’'autres processus cellulaires basiques (Kuttenkeuler and Boutros, 2004; Novina and
Sharp, 2004).

Cependant, l'utilisation de la technique d’ARNi pour I'étude de la fonction génique peut étre
limitée. Tout d’abord, I'extinction des génes n’est pas totale. De plus, L'expression continue de
shRNA pourrait entrainer une toxicité a long terme chez la souris qui se manifeste par des
Iésions hépatiques dose-dépendante (Grimm et al., 2006). Enfin, I'expression de niveaux
élevés de shRNA pourrait induire une compétition entre les siRNA exprimés et les miRNA
endogénes, en raison de la saturation de I'Exportin-5, conduisant a une interférence avec
I'exportation nucléaire des précurseurs de miRNA et donc, la fonction de ces derniers (Yi et
al., 2003).
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Figure 31 : Inhibition génique in vivo chez les mammiféres.

La figure décrit plusieurs méthodes d’extinction de I'expression génique chez la souris et compare leur temps de
préparation et leur durée d'action. (Abréviations : ESC, cellules souches embryonnaires). Image adaptée de
(Dorsett and Tuschl, 2004).
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3.2 Identification et validation de cibles thérapeutiques

Un défi clé et une premiere étape essentielle dans le développement de médicaments est
l'identification de nouvelles cibles qui, une fois inhibées, ralentiront ou inverseront la
progression de la maladie. Une des stratégies, pour lidentification des cibles, est de
développer des souris KO, mais cette technique nécessite un colt élevé et un temps long (voir
paragraphe précédent). Les siRNA ont une utilité considérable pour identifier de nouvelles
cibles, par exemple pour l'identification des oncogenes, qui stimulent la croissance et la survie
des cellules tumorales, car leur inhibition spécifique, par des siRNA, entrainera potentiellement
la mort sélective des cellules possédant ces mutations, sans affecter les cellules saines (lorns
et al., 2007; Rondinone, 2006) (Figure 32).

Plusieurs études ont démontré l'intérét des ARN interférents pour l'identification et la validation
de cibles médicamenteuses, notamment Zuber et al. qui ont réussi, par criblage de siRNA, a
identifier, in vivo et in vitro, la protéine Brd4 comme cible thérapeutique pour la leucémie
myéloide aigué (Zuber et al., 2011). Une fois les cibles potentielles identifiées, 'ARNi peut
également étre utilisée pour la validation des cibles dans des systémes cellulaires ou dans
des modéles animaux, en particulier grace au développement de vecteurs d'expression
stables et inductibles entrainant I'expression de shRNA (lorns et al., 2007; Rondinone, 2006).

Identification de la cible » Validation de la cible
Criblage Cellule

siRNA tumorale
- Modéle animal

St
/’ /Q\ » (shRNA knockdown)

A} . —:
Cellule
normale

siRNA

Figure 32 : Utilisation de I'ARNi pour P’identification et la validation de cibles thérapeutiques.
L'ARNI peut étre utilisée pour identifier de nouvelles cibles a l'aide de criblage & haut débit. Ces cibles peuvent étre
validées dans des modéles cellulaires et animaux a l'aide d'’ARNi. Image adaptée de (lorns et al., 2007).

3.3 Applications thérapeutiques

A I'heure actuelle, la majorité des recherches sur l'utilisation thérapeutique de 'ARNi s'est
concentrée sur les siRNA, qui présentent un grand potentiel dans le traitement de nombreuses
maladies comparé aux shRNA, en particulier en raison des problémes de sécurité (Khaja et
al., 2016). Le but de cette partie est de proposer une liste, non exhaustive, des applications

thérapeutiques possibles, avec une description de quelques exemples des études réalisées
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pour illustrer I'intérét thérapeutique des siRNA principalement dans le cancer, les maladies

oculaires, virales, métaboliques et héréditaires.
3.3.1 Cancer

La résistance aux médicaments anticancéreux constitue un obstacle majeur au traitement
efficace du cancer. Dans la leucémie myéloide chronique, cette résistance est généralement
due a des mutations dans le domaine kinase de la protéine de fusion BCR — ABL qui alterent
la liaison a I'imatinib, le principal traitement de ce type de cancer. L’utilisation de siRNA ciblant
la séquence de jonction de cette protéine, atténue la prolifération des cellules hémato-
poiétiques transformées, et sensibilise les cellules a I'imatinib (Chen et al., 2004). Les siRNA
offrent également la possibilité d’inhiber des variants oncogénes spécifiques tout en épargnant
les produits de type sauvage de ces genes. Ainsi, l'utilisation de siRNA a entrainé une
extinction ciblée de I'expression du suppresseur de tumeur p53 présentant une mutation

ponctuelle mais pas du produit de type sauvage (Martinez et al., 2002).
3.3.2 Maladies virales

Les maladies virales comme la grippe, le sida, I'hépatite et, comme nous 'avons connu plus
récemment la COVID-19, provoquent de graves épidémies dans le monde. L’ARN interférence
est une défense antivirale naturelle chez les plantes, les champignons et les invertébrés, et
offre une stratégie potentielle pour lutter contre I'infection virale chez les mammiféres. En effet,
les siRNA sont spécifiques et peuvent étre dirigés contre plusieurs souches d'un virus en
ciblant leurs régions géniques conservées. llIs peuvent étre utilisés contre tous les types de
génomes viraux. De plus, plusieurs siRNA peuvent étre utilisés simultanément pour maintenir
un effet antiviral important. Le potentiel antiviral des siRNA a d'abord été démontré contre le

virus respiratoire syncytial (Levanova and Poranen, 2018; Qureshi et al., 2018).

Au moins huit formulations de siRNA contre le VHB ont fait I'objet d'essais cliniques, dont
certaines développées par Arrowhead Pharmaceuticals, notamment 'ARC-520. Ce candidat-
médicament est composé de deux siRNA synthétiques ciblant la région commune a I'extrémité
3' de tous les transcrits du VHB, a partir de son ADN épisomique. L'ARC-520 a été bien toléré
chez les sujets sains, et a présenté une bonne activité antivirale (Schluep et al., 2017
Wooddell et al., 2017). D’autres composés a base de siRNA ont également été développés
par le laboratoire Alnylam Pharmaceuticals contre le VHB. Les médicaments & base de siRNA
semblent étre une option prometteuse pour traiter les infections virales séveres contre
lesquelles aucun vaccin efficace ou traitement spécifique n’est encore disponible (Levanova
and Poranen, 2018).
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3.3.3 Maladies oculaires

La preuve de concept de l'efficacité du siRNA dans I'ceil a été établie pour la premiere fois
dans des modéles animaux de néovascularisation oculaire en utlisant a la fois des
formulations salines et lipidiques (de Fougerolles et al.,, 2007). Une réduction de la
néovascularisation choroidienne induite par laser dans un modeéle de souris a été observée
en utilisant un siRNA ciblant le V-EGF encapsulé dans une formulation lipidique (Reich et al.,
2003).

3.3.4 Maladies métaboliques

L'hypercholestérolémie familiale (HF) est caractérisée par une concentration élevée de
cholestérol sérique en lipoprotéines de basse densité (LDL). Une mutation dans le géne
responsable de I'expression de la protéine PCSK9 (convertase subtilisine / kexine de type 9)
a été mise en évidence chez les patients. Etant donné que cette protéine dégrade le récepteur
LDL, son inhibition serait une stratégie efficace pour la thérapie de 'HF (Ogura, 2018). Pour
cela, l'inclisiran, un siRNA ciblant TARNm de la protéine PCSK9, a été développé par Alnylam
Pharmaceuticals et testé en clinique sur des patients atteints d’'HF (NCT02597127). Ce
candidat-médicament est capable de réduire considérablement les taux de cholestérol LDL

chez les patients a haut risque cardiovasculaire (Ray et al., 2017).
3.3.5 Maladies héréditaires

La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT), la maladie neurologique héréditaire la plus
courante, est caractérisée par une démyélinisation des nerfs périphériques, en raison des
mutations dans les genes des cellules de Schwann, en particulier le géne de la protéine 22 de
la myéline (PMP22), responsable de la formation et du maintien de la myéline compacte. Un
polymere lipidique commercial encapsulant un siRNA dirigé contre un allele mutant du gene
PMP22, a permis de restaurer la myélinisation des nerfs périphériques par les cellules de

Schwann et d’améliorer I'activité motrice des souris traitées (Lee et al., 2017).
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4.Intéréts et limites a I'utilisation thérapeutique des
siRNA

4.1 Les avantages des siRNA

Tout d’abord, les siRNA synthétiques exploitent la voie naturelle de la régulation des génes,
d'une maniére cohérente et prévisible, ce qui les rend particulierement intéressants, compares
aux autres techniques d’inhibition de I'expression protéique. lls sont également moins
susceptibles d'interférer avec la régulation des genes par des miRNA endogénes puisqu’ils
entrent dans la voie de I'ARNi plus tardivement (de Fougerolles, 2008). De plus, un siRNA
synthétique ne peut étre incorporé dans I'ADN. Le génome n'est donc pas confronté au
probléme de modification permanente. Cela permet d'arréter et de contrbler la thérapie a base
de siRNA a tout moment et a n‘importe quel stade du traitement, ce qui répond a un critére

important pour la sécurité du médicament (Tatiparti et al., 2017).

Comparé aux médicaments a base de petites molécules ou d'anticorps, le principal avantage
des siRNA est le large choix de cibles thérapeutiques potentielles. En théorie, il est possible
d’identifier un siRNA capable d’agir sur n’importe quelle cible par I'appariement de bases avec
’ARNm de la protéine d’intérét. Les siRNA présentent une spécificité élevée avec la séquence
de '’ARNm cible et peuvent donc réguler I'expression d’'une protéine donnée sans avoir une
action sur d’autres cibles, contrairement aux inhibiteurs de petites molécules ou aux anticorps
monoclonaux. En effet, une différence d’un seul nucléotide peut empécher I'appariement du
siRNA avec 'ARNm d’intérét et abolir I'effet inhibiteur. De plus, la prise en charge rapide des
siRNA par le complexe RISC permet de réduire les interactions non spécifiques (Chen et al.,
2018).

Les siRNA présentent une efficacité d’inhibition trés importante. En effet, une seule molécule
de siRNA peut inhiber plusieurs copies d’ARNm cibles. Méme a faible dose, les siRNA sont
capables d’induire une inhibition importante de I'expression protéique entrainant un effet
thérapeutique. Par exemple, le siRNA ciblant la transthyrétine (TTR), administré en sous-
cutané dans un modéle de souris, a démontré une inhibition génique efficace avec une dose
de 1 mg / kg (Wooddell et al., 2017). De plus, les siRNA induisent un effet d’inhibition rapide
et transitoire qui dure 3 a 7 jours, dans les cellules a division rapide et, pendant plusieurs

semaines, dans les cellules a division lente (Caillaud et al., 2020).

Les siRNA synthétiques peuvent étre fabriqués par des procédés qui se prétent & une

production a grande échelle avec une facilité de synthese, un développement rapide et de
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faibles colts de production par rapport aux thérapies a base de protéines ou d'anticorps (de
Fougerolles, 2008; Leung and Whittaker, 2005).

Malgré leurs nombreux avantages, il existe plusieurs obstacles a I'administration des siRNA
en raison de problémes liés a la fois aux propriétés intrinséques des siRNA, mais aussi aux
différentes barriéres extracellulaires et intracellulaires de l'organisme, ne permettant pas

toujours une administration efficace et sdre (Caillaud et al., 2020).

4.2 Obstacles liés a I'utilisation des siRNA

Endosome
recoce (pH 6,5)

Vecteurs Endosome
de siRNA ‘ fardlf (pH 5.5)

Relargage

endosomal

/ @,

Libération
des siRNA y

Dégradation
dans les
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Machinerie
\ de 'ARNi /

Figure 33 : Obstacles liés a 'utilisation thérapeutique de siRNA.

A) Les siRNA thérapeutiques font face a de multiples barrieres, de I'administration a la distribution au site cible
intracellulaire. Les barrieres majeures sont 1) administration systémique, 2) élimination rénale, 3) dégradation par
les nucléases, 4) reconnaissance par le systeme réticuloendothélial, 5) extravasation, 6) absorption cellulaire, 7)
relargage endosomal. B) Une fois internalisés, les siRNA peuvent ne pas atteindre leur ARNm cible en raison de
leur incapacité a s'échapper de I'endosome et seront alors dégradés dans les lysosomes. Image adaptée de
(Wittrup and Lieberman, 2015; Xu and Wang, 2015).
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4.2.1 Stabilité dans le sang

Le premier obstacle est la sensibilité des siRNA aux nucléases endogénes, les rendant
instables dans les fluides biologiques. De plus, en raison de leur taille inférieure a 10 nm, et
leur poids moléculaire inférieur & 40 kDa, les siRNA sont sujets au processus de filtration
rénale, entrainant leur élimination rapide dans les urines (Figure 33). Les siRNA sont
également absorbés par les cellules phagocytaires du systéme réticuloendothélial, diminuant
leur temps de circulation (Figure 33). La demi-vie d’'un siRNA non modifié dans le sérum est
d'environ 20 minutes (Chandela and Ueno, 2019; Leung and Whittaker, 2005).

4.2.2 Stimulation immunitaire

Bien que les ARN soient de faibles immunogénes, les siRNA sont capables, en revanche de
stimuler le systéme immunitaire inné, aprés reconnaissance en tant que fragment étranger par
les macrophages et les cellules de Kupffer, grace aux TLR (Toll-like Receptors) (de
Fougerolles, 2008; Wittrup and Lieberman, 2015). En effet, il a été décrit que les duplexes de
siRNA contenant des motifs immunostimulants, comme les motifs CpG ou certaines
séquences riches en GU (par exemple UGUGU), peuvent entrainer la production de cytokines
et d’'interférons (IFN-a, IL-6 et TNF-a) via une interaction avec les TLR. Cela peut induire des
effets secondaires ou une destruction des siRNA avant d’atteindre la cible, diminuant ainsi leur
efficacité (Akhtar and Benter, 2007; Tatiparti et al., 2017).

4.2.3 Barrieére vasculaire

Traverser la barriére vasculaire est une étape cruciale pour 'administration des siRNA aux
organes cibles, lors d’'une administration systémique. Cette étape est appelée extravasation
(Figure 33). Par conséquent, la connaissance et I'exploitation des caractéristiques vasculaires
du tissu cible sont fondamentales pour une administration réussie de siRNA. En effet, le
systeme vasculaire possédant un endothélium discontinu, avec des fenestrations, permet le
passage de molécules d’une taille <100 nm. Ces capillaires se trouvent essentiellement dans
le foie, la rate et dans certaines tumeurs solides. Cependant, il sera plus difficile de cibler les
organes présentant des jonctions serrées au niveau de I'endothélium de la lame basale qui
les entoure, limitant ainsi la sortie passive des siRNA de la circulation sanguine. Par exemple,
dans le systéme nerveux, la barriere hémato-encéphalique et la barriere hémato-nerveuse

constituent un obstacle au passage des médicaments a base de siRNA (Tatiparti et al., 2017).
4.2.4 Barriere cellulaire

Pour parvenir a une régulation génique, les siRNA doivent atteindre le cytoplasme des cellules

cibles. L’internalisation cellulaire des siRNA représente donc une étape limitante
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supplémentaire. La membrane cellulaire est constituée de phospholipides chargés
négativement, organisés en bicouche constituée également de protéines fonctionnelles.
L'internalisation cellulaire des siRNA est ainsi limitée, en raison de la répulsion provoquée par
sa nature anionique, son haut poids moléculaire et son hydrophilie empéchant son absorption
cellulaire (Chen et al., 2018; Tatiparti et al., 2017).

L’internalisation cellulaire des siRNA est généralement permise par leur formulation dans un
vecteur d’administration et suivra les voies classiques d’internalisation cellulaire, comme par
exemple I'endocytose. Cependant, les siRNA doivent atteindre le cytoplasme de la cellule, ou
se situe la machinerie de 'ARN interférence. La formulation des systémes d’administration de
siRNA détermine le mécanisme d’internalisation cellulaire et la fagon dont le siRNA s’échappe
de I'endosome (Figure 33). Ces mécanismes d’endocytose varient selon la charge de surface
et la taille des particules contenant les siRNA, leur structure chimique et leur fonctionnalisation
de surface. Les différents mécanismes d’endocytose par lesquels les siRNA peuvent entrer
dans les cellules sont: i) La macropinocytose, qui est un mécanisme d'internalisation non
spécifique, similaire a la phagocytose, mais se produisant dans toutes les cellules. Ce
mécanisme est caractérisé par une taille de vésicules de 100 nm a 5 ym ; ii) L'endocytose
médiée par la clathrine et les cavéoles, qui est également une endocytose médiée par les
récepteurs. Elle est définie par une taille de vésicules d'internalisation de 120 et 80 nm
respectivement (Caillaud et al., 2020). La fonctionnalisation de la surface des nanoparticules
par un ligand spécifique induit une endocytose médiée par les récepteurs exprimés par les
cellules cibles (Xu and Wang, 2015). Une fois lié a son récepteur, le ligand déclenche une
absorption cellulaire, dans des vésicules endocytaires liées a la membrane, qui fusionnent

avec les endosomes précoces.
4.2.5 Relargage de ’'endosome

Une fois a l'intérieur des cellules, les siRNA se situent dans les endosomes précoces. La
maturation en endosomes tardifs est corrélée a une diminution du pH, a l'activation des
enzymes impliqguées dans la dégradation des siRNA et enfin a la fusion avec les lysosomes
(Figure 33). Dans ces derniers, les siRNA sont dégradés par diverses nucléases avant qu'ils
n'atteignent I'ARNm cible, limitant ainsi la biodisponibilité des siRNA. Pour atteindre le
complexe RISC dans le cytoplasme, les siRNA doivent s'échapper de I'endosome. Idéalement,
la libération endosomale devrait se produire avant que les endosomes tardifs ne fusionnent
avec les lysosomes. Le mécanisme exact de libération endosomale de nombreux systemes

d’administration de siRNA est toujours mal compris (Tatiparti et al., 2017; Xu and Wang, 2015).
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4.2.6 Effets hors cible

Toutes les thérapies a base d’oligonucléotides présentent des effets hors cible qui peuvent
provoquer une toxicité. En effet, les génes peuvent partager des similitudes partielles sur leur
séquence. Par conséquent, si la séquence choisie de siRNA n’est pas assez spécifique, le
siRNA peut interagir avec d’autres ARNm et induire une inhibition non spécifique des génes.
De plus, une complémentarité partielle des séquences d'ARNmM endogénes avec des siRNA,
en particulier dans la région 3'UTR peut conduire a leur suppression via un mécanisme de
microARN, ce qui entrainerait une toxicité, ou des changements inattendus dans le
comportement cellulaire. Ces effets hors cible dépendent de la séquence et de la concentration
des siRNA (Akhtar and Benter, 2007; Refaat et al., 2016; Wittrup and Lieberman, 2015).

4.3 Les stratégies pour surmonter les obstacles

Les obstacles décrits ci-dessus pourraient étre surmontés grace a la conception appropriée
des siRNA ainsi que le développement de vecteurs ou systemes d’administration. Cela assure
'administration des siRNA sous une forme intacte aux cellules cibles, sans induire un effet
secondaire toxique ou immunologique. Les principales approches pour surmonter les
obstacles liés a I'administration de siRNA sont résumées dans le Tableau 5, et seront décrites
plus en détail dans la partie (Vectorisation). Quelques stratégies sont également schématisées
dans la Figure 34.
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Figure 34 : Représentation schématique de quelques stratégies communes pour surmonter les obstacles
liés a I’ladministration systémique et non virale de siRNA.

I) PEGylation des nanosupports pour éviter I'agrégation et les interactions non spécifiques avec les composants
sériques (cellules et protéines), Il) Utilisation de ligands de ciblage pour améliorer I'absorption cellulaire des
vecteurs par endocytose médiée par les récepteurs, Ill) Utilisation de matériaux « intelligents » pour permettre la
dissociation des chaines PEG de la surface des nanosupports et favoriser le relargage endosomal. Image adaptée
(Oliveira et al., 2019).
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Approche

Description

1. Atteindre la circulation ou le tissu cible

Administration parentérale

Pour les NPL et autres nanoparticules

Injection sous-cutanée

Atteindre le tissu cible via les vaisseaux lymphatiques (conjugués de siRNA)

Application topique

Pour cibler la peau, les yeux et les muqueuses

2. Eviter I'excrétion et augmenter le temps de circulation

PEGylation

Eviter I’excrétion rénale et I’élimination par le systéme RE

Conjugaison au cholestérol

Liaison aux apolipoprotéines endogénes et augmentation de leur temps de
circulation

Formulation de nanoparticules

Taille > seuil de filtration rénale (environ 100 nm)

3. Eviter la dégradation par les nucléases

Modifications du squelette

Ajout de nucléotide de type ADN, liaisons phosphorothioates et autres
modifications des ribonucléotides

Formulation de nanoparticules

Encapsulation du siRNA dans des vecteurs d’administration

4. Eviter la reconnaissance immunitaire

Modifications du squelette

Modifications 2"-O-méthyl et 2"-fluoro

PEGylation

Minimiser la liaison aux cellules phagocytaires et aux autres cellules du Sl

5. Extravasation

Cibler les tissus ayant un
endothélium discontinu

Foie, rate et certaines tumeurs solides

Transcytose endothéliale

Accéder a n'importe quel tissu en liant des récepteurs endothéliaux spécifiques a
induire une transcytose

Cibler les cellules endothéliales
0U sanguines

Pas besoin de traverser le systéme vasculaire

6. Absorption cellulaire

Ligand de ciblage

Conjugaison du siRNA ou du vecteur d’administration & un ligand du récepteur
(peptide, aptameére, fragment d'anticorps...)

Association avec un ligand
endogéne

Ex : cholestérol, liaison aux lipoprotéines sériques et absorption spécifique par les
hépatocytes

7. Libération endosomale

Lipides déstabilisants de la
membrane

Nanoparticules lipidiques contenant des lipides perturbateurs des bicouches
lipidigues activés par un faible pH endosomal

Peptides et polymeres
déstabilisants de la membrane

Démasquage des peptides ou polymeres endosomolytiques dans les endosomes
(deviennent chargés positivement) et déstabilisation de la membrane

Augmenter I'accumulation
endosomale

Compenser la faible libération par une une quantité suffisante de SiRNA
(seulement quelques centaines de siRNA sont nécessaires pour une suppression
maximale)

Tableau 5 : Les stratégies thérapeutiques pour surmonter les obstacles liés a I'utilisation des siRNA.
Abréviations : IV, intraveineuse ; NPL, nanoparticule lipidique ; PEG, polyéthyléne glycol ; RE, réticulo-endothélial,
Sl : systeme immunitaire. Adapté de (Saw and Song, 2020; Wittrup and Lieberman, 2015).
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4.4 Voies d’administration

La voie d’administration peut avoir un impact profond sur la biodisponibilité et la biodistribution
des médicaments a base de siRNA (Setten et al., 2019). Les voies qui seront décrites ci-

dessous concernent prinicpalement les siRNA vectorisés.
4.4.1 Voie systémique

Le mode d'administration le plus courant de la thérapie a base de siRNA est I'administration
systémique par injection intraveineuse ou par perfusion. Cette voie a été largement utilisée
pour 'administration des nanoparticules de siRNA. Elle permet une distribution dans toute la
circulation sanguine et un accés rapide aux tissus cibles, en évitant une élimination hépatique
rapide, par effet de premier passage. Cependant, en raison de la petite taille des
oligonucléotides, les siRNA peuvent sortir de I'organisme dans les 30 minutes via I'élimination
rénale, et les formulations de nanoparticules peuvent étre éliminées en quelques heures ou
jours par le systeme réticulo-endothélial. Le vecteur doit donc protéger les siRNA de la
dégradation par les nucléases et éviter leur élimination via le systéme réticulo-endothélial ou
la filtration rénale, mais aussi de I'absorption par les tissus non ciblés, en utilisant par exemple
des ligands de ciblage. Pour les patients et les médecins, I'administration 1V peut étre lourde
et nécessite souvent de longues visites a I'hdpital, en particulier en raison des effets
secondaires rares mais graves tels que I'embolie pulmonaire, qui peut étre provoquée par
l'injection intraveineuse de (grandes) particules cationiques ou agglomérats de particules.
Enfin, la voie systémique peut induire des réactions d'hypersensibilité fréquentes, qui peuvent
étre évitées par un traitement antihistaminique prophylactique. Malgré ces défis, les avantages
de la biodisponibilité et de la biodistribution de l'administration IV sont essentiels au
fonctionnement de certaines formulations (Buck et al., 2019; Cavallaro et al., 2017; Chen et
al., 2018; Setten et al., 2019).

4.4.2 Voie sous-cutanée

En raison des complications de l'administration IV, l'injection sous-cutanée dans le tissu
adipeux sous l'épiderme et le derme a gagné en popularité, en particulier avec |'utilisation
croissante de bioconjugués de siRNA. L'injection sous-cutanée est plus rapide et plus facile a
administrer, elle peut méme étre réalisée par les patients eux-mémes, ce qui réduit la lourdeur
du traitement. Les molécules administrées par voie sous-cutanée ont une libération plus lente
dans le sang. Cette voie a l'avantage de contourner I'effet de premier passage du foie, et de
permettre l'acces des siRNA a la circulation via les capillaires ou le drainage lymphatique
depuis I'espace interstitiel, ce qui laisse le temps aux récepteurs cellulaires impliqués dans

l'absorption des particules d’étre recyclés et d’éviter une saturation par les médicaments.
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Cependant, la lipophilie et la taille des vecteurs doivent étre soigneusement prises en compte
pour éviter la phagocytose par les cellules phagocytaires du systeme immunitaire (Setten et
al., 2019; Tatiparti et al., 2017).

4.4.3 Voie loco-régionale

Malgré les avancées réalisées dans la connaissance des ligands et des excipients, les
propriétés pharmacocinétiques intrinseques des médicaments a base de siRNA ne permettent
pas l'acces a tous les tissus malades par voie systémique ou sous-cutanée. Par conséquent,
la voie locale offre une approche alternative. Elle correspond a I'administration directe du
médicament a l'intérieur du tissu, augmentant ainsi sa biodisponibilité, compte tenu de la
proximité avec les tissus cibles. Cette voie permet également de limiter les effets secondaires
indésirables liés au siRNA ou au vecteur pouvant survenir lors de 'administration systémique.
En général, 'administration loco-régionale de siRNA présente moins de barriéres que
'administration systémique et la dose administrée du siRNA thérapeutique peut étre réduite.
Des stratégies d'administration localisées pourraient donc élargir I'utilisation thérapeutique des
siRNA dans les tissus ou l'efficacité de I'administration systémique de ces médicaments est
actuellement insuffisante. Cependant, en raison de l'accessibilité aux sites cibles, seuls
guelques tissus sont candidats a une thérapie localisée, comme les yeux, la peau, les
poumons et les tumeurs locales. Par exemple, I'administration locale de siRNA dans I'ceil a
été utilisée pour montrer que les siRNA ciblant la voie du V-EGF pourraient avoir un bénéfice
thérapeutique dans les maladies oculaires liées a la néovascularisation. Une administration
intracardiaque de siRNA ou encore des injections dans le liquide céphalo-rachidien ont
également été testées in vivo (Buck et al., 2019; Cavallaro et al., 2017; Setten et al., 2019).

4.4.4 Voie orale

La voie orale représente la voie la plus pratique et la plus fréquemment utilisée pour
ladministration des médicaments. Il s’agit d’'une voie non invasive, indolore et la plus
confortable pour le patient. Elle permet une bonne observance et une réduction des codts des
soins de santé. L’administration des siRNA par voie orale peut étre appliquée a la fois pour le
traitement des maladies du tube digestif comme les allergies alimentaires, les maladies
inflammatoires de l'intestin ou les cancers intestinaux, mais également pour des maladies
nécessitant une action sur un site éloigné. En effet, le sSIRNA peut accéder a la circulation
sanguine, grace a la vascularisation importante et la grande surface d’absorption de
I'épithélium intestinal. Cependant, 'administration orale des siRNA, et des acides nucléiques
en général, est confrontée a plusieurs obstacles. Tout d’abord, le pH dans le tractus gastro-
intestinal, en particulier I'environnement acide de l'estomac (pH 1,5-1,9), entraine une

dénaturation et une dépurination des acides nucléiques, conduisant a une diminution de leur
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efficacité. De plus, le péristaltisme du tractus gastro-intestinal réduit le contact des vecteurs
de siRNA avec les cellules épithéliales, diminuant ainsi leur absorption. Le mucus intestinal
ainsi que le glycocalyx, présent sur la membrane apicale des entérocytes, constituent des
barriéres physiques a l'absorption des siRNA et de leurs vecteurs. Traverser la barriére
intestinale se fait soit par voie paracellulaire a travers des jonctions serrées, ou par voie
transcellulaire notamment a travers les entérocytes. Une fois que les siRNA ont atteint le
cytoplasme des entérocytes, ils peuvent étre dégradés par les nucléases dans les lysosomes

de ces cellules avant d’'atteindre la circulation sanguine (Busignies et al., 2017).

Pour contourner ces obstacles des vecteurs de siRNA ont été développés afin d’assurer le
transport de ces derniers de la lumiére intestinale vers la circulation sanguine. Les vecteurs a
base de lipides cationiques, ne peuvent pas étre utilisés seuls pour I'administration des siRNA
par voie orale, en raison de leur instabilité dans I'environnement intestinal. Néanmoins, des
complexes siRNA/lipides cationiques peuvent étre encapsulés dans des nanoparticules en
utilisant un polymere composeé de liaisons thiocétal, qui sont stables a la dégradation par les
acides, les bases et les protéases et sensibles aux ROS. Ce polymeére permettrait la libération
des siRNA dans les tissus ou les niveaux de ROS sont élevés (Wilson et al., 2010).
Contrairement aux lipides, les approches a base de polymeéres sont plus utilisées pour
'administration orale de siRNA notamment le chitosane, en raison de sa forte affinité pour les
acides nucléiques, sa bioadhésion et sa biodégradabilité. Ce polysaccharide muco-adhésif
naturel semble augmenter le transport transcellulaire et paracellulaire des macromolécules a
travers les monocouches épithéliales intestinales. Les complexes chitosane/acides nucléiques
forment des particules de tailles variables (tailles moyennes de 100 a 600 nm), selon le poids
moléculaire du chitosane et du rapport chitosane/acide nucléique. Par ailleurs, des
modifications du chitosane ont été proposées, telles que la triméthylation afin d’améliorer sa
solubilité dans les milieux neutres et alcalins. Ces formulations a base de chitosane modifié
se sont révélées efficaces pour favoriser I'absorption intestinale des siRNA et leur transport
vers d’autres organes tels que le foie et la rate (Ballarin-Gonzéalez et al., 2013; Zhang et al.,
2013). Les différentes formulations développées pour I'administration orale de siRNA ont été
testées dans des modéles précliniqgues mais aucune d’entre elles n'a atteint, a I'heure actuelle,

le stade clinique (Busignies et al., 2017).
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5. Vectorisation

Pour surmonter les obstacles liés a I'utilisation des siRNA, des systémes d'administration sont
nécessaires pour protéger les siRNA de la dégradation par les nucléases et améliorer leurs
paramétres pharmacocinétiques. Ces systémes sont capables de prolonger le temps de
circulation sanguine, d’améliorer leurs propriétés de distribution aux cellules cibles et
d'optimiser l'absorption intracellulaire des siRNA afin d’améliorer leur efficacité. En plus
d’augmenter l'efficacité des siRNA, ces vecteurs doivent étre non toxiques, biocompatibles,
biodégradables et non immuno-stimulateurs (Caillaud et al., 2020; Cavallaro et al., 2017,
Kurreck, 2009). Les systemes de vectorisation de siRNA décrits dans la littérature sont tres
nombreux, c’est pourquoi nous allons nous concentrer principalement sur ceux qui ont été
testés en clinique. Ces systémes d’administration sont généralement divisés en deux classes :
les vecteurs viraux de cassettes d'expression de shRNA et les vecteurs non viraux de siRNA
synthétisés chimiquement.

5.1 Les vecteurs viraux

Les vecteurs Avantages Inconvénients Tropisme Stimulation
viraux immunitaire
Vecteurs Effet & long terme ; non Faible capacité d’encapsulation Indépendant du Trés faible
adéno-associés pathogeéne, non statut des
(AAV) inflammatoire cellules
Vecteurs de Effet a long terme dans Probléme de sécurité, Indépendant du Faible
lentivirus (LV) la plupart des tissus. oncogénicité potentielle statut des
Stable, efficace (néoplasie) cellules
Vecteurs de Stables, effet a long Probléme de sécurité, Cellules en Modérée
rétrovirus (RV) terme oncogénicité potentielle division
(néoplasie) uniguement
Vecteurs Stabilité et importante Capside virale peut induire des Indépendant du Haute
d'adénovirus efficacité dans la réponses inflammatoires et statut des
(AV) plupart des cellules immunitaires, courte durée cellules

d’action, toxicité hépatique

Tableau 6 : Comparaison des principaux vecteurs viraux utilisés pour Padministration de siRNA.
Adapté de (Gao and Huang, 2013; McCarthy et al., 2010; Pan et al., 2015).

Les vecteurs viraux sont des systemes d'administration trés efficaces, utilisant des virus
recombinants issus de la thérapie génique, qui consiste a introduire de ’ADN dans les cellules.
Ces vecteurs permettent 'administration de cassettes d'expression a base d'’ADN exprimant
les shRNA dans les cellules cibles. Les vecteurs viraux offrent des avantages tels que
l'inhibition génique soutenue et la facilité d'expression de plusieurs copies de molécules d’ARN
interférents, a partir d'un seul transcrit. De plus, ils présentent un excellent tropisme tissulaire.
L’efficacité de divers vecteurs viraux a été démontrée dans un large éventail de cellules de
mammiféres. Les vecteurs viraux peuvent étre introduits aux cellules cibles en ex vivo, puis
réinjecter ces cellules transduites au patient (Chen et al., 2018; Shim and Kwon, 2010).

Plusieurs systemes viraux d'administration de siRNA tels que les vecteurs de lentivirus (LV),
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les vecteurs adéno-associés (AAV), les vecteurs d’adénovirus (AV) et les vecteurs de
rétrovirus (RV) ont été développés et évalués. Les avantages et les inconvénients des

principaux vecteurs viraux sont détaillés dans le Tableau 6.

Compte tenu de leur efficacité de transfection élevée, les vecteurs d'adénovirus et de lentivirus
représentent les vecteurs viraux les plus largement utilisés (Calvente et al., 2015). Cependant,
des problémes de sécurité tels que l'insertion du matériel génétigue viral dans le génome des
patients (la mutagénese par insertion), l'immunogénicité et la production colteuse a grande
échelle limitent I'utilisation généralisée des vecteurs viraux pour I'administration de siRNA en
milieu clinique. Par conséquent, les homologues synthétiques (les vecteurs non viraux) ont été
explorés de plus en plus intensivement comme une alternative sire et efficace, facile a utiliser
et a préparer et pouvant fournir de grandes quantités de siRNA (Chen et al., 2018; Gao and
Huang, 2013; Shim and Kwon, 2010).

5.2 Les vecteurs non viraux

Les vecteurs non viraux sont généralement supérieurs aux vecteurs viraux en termes de
sécurité, notamment en raison de leur plus faible immunogénicité et de I'absence du risque
d'infection. lls présentent également d’autres avantages comme la simplicité d'utilisation ou
leur importante capacité d’encapsulation. Cependant, ils présentent une plus faible efficacité
de transfection comparé aux vecteurs viraux (Chen et al., 2016; Gao and Huang, 2013). Les
principaux avantages et inconvénients des deux classes de vecteurs sont résumés dans le
Tableau 7.
Vecteurs viraux Vecteurs non viraux
Haute efficacité de transduction Immunogénicité et antigénicité faibles

Aucun risque d'insertion chromosomique
Facilité de production

Q Capacité a infecter de nombreux types cellulaires Possibilité de fonctionnalisation pour une
g administration ciblée et/ou un échappement
S endosomal
< Faible toxicité
Evasion endosomale optimisée Protection du matériel génétique contre les facteurs
de dégradation
Une distribution efficace Reéduction des effets secondaires
@ Forte réponse immunitaire Faible efficacité de transfection
S Possibilité d'insertion chromosomique et Des doses élevées sont toxiques
s d'activation du proto-oncogéne
= Production difficile Manque de tropisme intrinséque
§ Possibilité de contamination par un virus vivant ~ Absence de mécanisme intrinséque d'échappement
= Taille plasmidique limitée endosomal

Tableau 7 : Avantages et inconvénients des vecteurs viraux et non viraux pour I'administration de siRNA.
Adapté de (Oliveira et al., 2019).
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5.2.1 La modification chimique des siRNA

Les nucléases sont capables de dégrader les acides nucléiques par coupure de la liaison
phosphodiester entre deux nucléotides. De plus, la présence du groupe hydroxyle (OH) en 2'
du ribose rend les molécules d'ARN moins stables chimiquement comparé a 'ADN. La

structure de la molécule d’ARN est représentée dans la Figure 35.
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Figure 35 : Structure d’un ARN.

La modification chimique de la base, du sucre ou du squelette du siRNA contribue a sa stabilité
en augmentant sa résistance aux nucléases. Cette modification des siRNA implique souvent
(2'OMe-guanine, 2'OMe-uracile ou 2'OMe-

adénosine), 2'O-fluoro, des acides nucléiques verrouillés ou déverrouillés ou des liaisons

l'incorporation de nucléotides 2'O-méthyl

phosphorothioates (Figure 36).
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Figure 36 : Modifications chimiques courantes du squelette de siRNA.

Les modifications courantes du cycle ribose comprennent le fluor (2'-F), le méthoxy (2'-OMe) (A), les acides
nucléiques verrouillés (LNA) et les acides nucléiques déverrouillés (UNA) (B). Les liaisons phosphodiesters entre
les nucléotides sont souvent remplacées par des liaisons phosphorothioates (C). Image adaptée de (Kanasty et
al., 2013).
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La modification chimique permet également d’éviter I'induction des cytokines (TNF-a, IL-6,
IFN-a) et de diminuer la toxicité et les effets hors cible pouvant survenir avec des siRNA non
modifiés (Judge et al., 2006; Kanasty et al., 2013). Des exemples de modifications chimiques
sont résumés dans le Tableau 8.
Modification Caractéristiques
Phosphorothioate (PS) = L'un des oxygénes phosphatés ne formant pas de pont est remplacé par un soufre
- Augmentation de la résistance aux nucléases

- Amélioration de la pharmacocinétique
Phosphorodiamidate Le ribose est remplacé par un cycle morpholine et les groupes phosphorothioate

morpholino ou phosphodiester sont remplacés par des groupes phosphorodiamidate
oligonucléotides - Molécule neutre, augmentation de la résistance aux nucléases
(PMO) - Utilisé pour I'arrét de la traduction ou les modifications d'épissage
2’-O-méthoxyéthyl (2°- = Modifications de la position 2*
MOE) et 2°-O-méthyl - Augmente la résistance aux nucléases
(2>-OMe)
Acides nucléiques Systéme bicyclique avec le carbone en 4’ attaché au groupe hydroxyle en 2’
verrouillés (LNA) - Améliore les propriétés d'hybridation et la résistance aux nucléases

Tableau 8 : Exemples de modifications chimiques de siRNA.
Adapté de (Oliveira et al., 2019).

Un autre facteur important pour la sécurité et I'efficacité du siRNA est le choix de la séquence.
En effet, toutes les séquences complémentaires d'un ARNm cible ne sont pas forcément
efficaces pour l'inhibition de son expression, une combinaison d'algorithmes informatiques et
de tests empiriques sont employés pour définir des séquences de siRNA potentiellement
spécifiques et puissantes. De plus, certaines séquences de siRNA peuvent présenter une
activité immunostimulante notamment les ségquences riches en CpG. Minimiser le contenu en
CpG des siRNA pourrait donc diminuer la toxicité et les effets secondaires de ces derniers
(Akhtar and Benter, 2007).

Bien que les siRNA chimiquement modifiés soient efficaces, spécifiques, stables et non
toxiques lors de I'administration intraveineuse, il existe un certain risque potentiel que
la modification chimique puisse compromettre l'efficacité du siRNA. De plus, les
molécules non naturelles, produites lors de la dégradation d'un siRNA chimiquement
modifié, peuvent générer des métabolites qui pourraient induire des effets toxiques.
Enfin, malgré la diminution de l'immunogénicité du siRNA par les modifications
chimiques et 'augmentation de sa stabilité vis-a-vis des nucléases, des systemes
d’administration sont nécessaires pour surmonter les autres barriéres biologiques
(Bajan and Hutvagner, 2020; Shim and Kwon, 2010).
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5.2.2 La bioconjugaison des siRNA

Pour améliorer la distribution des siRNA, la conjugaison directe de maniére covalente des
siRNA a des molécules comme les lipides, les aptaméres, les glucides ou les peptides, a été
l'une des premiéres approches employées. Afin de ne pas géner l'attachement au complexe
RISC et le maintien du brin guide (la partie active du siRNA), la conjugaison est généralement
effectuée sur le brin sens ou l'extrémité 3' du brin antisens, car I'extrémité 5 'du brin antisens
est nécessaire pour l'activité d’inhibition génique (Dong et al., 2019; Roberts et al., 2016). Cette
stratégie permet d'utiliser directement le siRNA conjugué et d’éviter I'éventuelle toxicité

pouvant étre apportée par les différents composants d’un vecteur.

La bioconjugaison de siRNA modifie ses caractéristiques intrinséques et diminue son
hydrophilie au profit de la lipophilie de la molécule associée, améliorant ainsi certains
parameétres pharmacocinétiques comme la demi-vie plasmatique, la stabilité et I'absorption
cellulaire. De plus, étant donné que les siRNA seuls ne présentent pas de ciblage intrinséque
vers des types cellulaires spécifiques, la conjugaison covalente peut étre utilisée pour leur

conférer des propriétés de ciblage cellulaire spécifique (Dong et al., 2019).
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Figure 37 : Exemples de bioconjugaison des siRNA. Espaceur au lieu de linkeur, aptamére,
Image adaptée de (Chandela and Ueno, 2019).

Bien que ces conjugués de siRNA se soient révélés trés prometteurs comme systéme
d’administration, la bioconjugaison seule ne protége pas les siRNA de la dégradation par les
nucléases sériques in vivo, en comparaison aux nanoparticules cationigues. Il faut donc utiliser
des conjugués de siRNA avec des oligonucléotides modifiés chimiqguement (voir paragraphe

précédent) (Kanasty et al., 2013).

Plusieurs molécules ou macromolécules ont été largement utilisées comme le cholestérol, la
N-acétyl-galactosamine (GalNAc), les aptameres et les anticorps (Figure 37). Conjugués a des
siRNA, ils présentent des caractéristiques différentes qui seront décrites dans les paragraphes

suivants.
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5.2.2.1 Conjugaison au cholestérol

Les premiers systemes d'administration a base de conjugués, ayant présenté une efficacité in
Vvivo, étaient associés au cholestérol et a d'autres molécules lipophiles (Kanasty et al., 2013).
Différents types de lipides peuvent été liés au siRNA pour améliorer la demi-vie plasmatique
et I'absorption intracellulaire. L’intérét du cholestérol est lié a son importance en tant que
composant structurel principal de la membrane cellulaire. Conjugué au siRNA, le cholestérol
peut favoriser le transport intracellulaire et fournir une résistance aux nucléases in vivo. De
plus, la capacité du cholestérol a circuler a travers les vaisseaux sanguins favorise
'administration systémique du conjugué cholestérol-siRNA. Dans le sang, l'interaction des
bioconjugués cholestérol-siRNA avec les lipoprotéines sériques permet une distribution ciblée
aux tissus exprimant le récepteur des lipoprotéines, principalement le foie et les cellules

cancéreuses (Chandela and Ueno, 2019).

D'autres conjugués lipophiles, comprenant les acides biliaires et I'a-tocophérol (vitamine E),
peuvent étre utilisés pour 'administration de siRNA. Les conjugués d'acide biliaire favorisent
l'absorption des siRNA via l'interaction avec des lipoprotéines telles que la lipoprotéine de
haute densité (HDL), qui dirige le siRNA vers le foie, les reins et les organes stéroidogenes,
et la lipoprotéine de basse densité (LDL) qui distribue le siRNA principalement au foie (Roberts
et al., 2016).

5.2.2.2 Conjugaison a un dérivé de galactose

Récemment, les conjugués N-acétyl-galactosamine-siRNA (GalNAc-siRNA) ont suscité
beaucoup d'intérét et font partie des systemes de bioconjugués les plus développés pour
I'administration des siRNA. En effet, la plupart des candidats-médicaments a base de siRNA,
actuellement en développement clinique, sont des oligonucléotides modifiés par conjugaison
au N-acétyl-galactosamine (GalNAc). Ce glucide, un dérivé du galactose, a une affinité de
liasison accrue au récepteur des asialo-glycoprotéines (ASGPR) (Figure 38). L'ASGPR,
fortement exprimé a la surface des hépatocytes, et conservé parmi les espéces, est un
récepteur de lectine de type C, permettant I'élimination des glycoprotéines circulantes
dégradées, via une endocytose médiée par la clathrine, suivie d'un recyclage des récepteurs.
Seulement 15 minutes sont nécessaires pour l'internalisation et le recyclage de I'ASGPR a la
surface de la cellule (Weng et al., 2019). Par conséquent, la bioconjugaison de GalNAc guide
le sSiRNA vers les hépatocytes et favorise une accumulation spécifique dans le foie, en ciblant
les récepteurs ASGPR (Kanasty et al., 2013).
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Figure 38 : Administration de siRNA aux hépatocytes médiée par GaINAc / ASGPR.

Le siRNA conjugué au GalNAc est reconnu par un récepteur aux asialoglycoprotéines (ASGPR), qui déclenche la
voie médiée par I'endocytose dépendante de clathrine. Le mécanisme exact d’échappement endosomal n'est pas
encore connu. Image adaptée de (Weng et al., 2019).

Les conjugués GalNAc-siRNA sont injectés par voie sous-cutanée et présentent une
accumulation hépatique plus élevée par rapport a ceux injectés par voie intraveineuse. Des
bioconjugués formés avec des siRNA chimiquement modifiés présentent une stabilité
systémique élevée et une pharmacocinétique améliorée. De plus, ils sont capables de réduire,
de maniére efficace et durable, I'expression du géne cible dans les hépatocytes. La formulation
la plus efficace a été développée par Alnylam Pharmaceuticals pour divers types de troubles

hépatiques (Wittrup and Lieberman, 2015).

Un systéme de conjugué GalNAc—siRNA, composé de siRNA chimiquement stabilisé avec un
ligand de ciblage trivalent s'est révélé prometteur dans le traitement de plusieurs maladies
telles que lI'amylose a transthyrétine, I'hypercholestérolémie ou encore I'hémophilie. Dans ce
systéme, l'extrémité 3' du brin sens du siRNA est attachée a un trimére de GalNAc au moyen
d'un espaceur (Figure 39). Cette multivalence est congue pour une liaison de haute affinité a
'ASGPR, améliorant ainsi 'absorption cellulaire par les hépatocytes (Ho et al., 2016; Kanasty
et al., 2013). Ces nouveaux conjugués siRNA-GalNAc ont présenté une efficacité élevée in
vitro et in vivo, et sont actuellement en cours d’essais cliniques pour le traitement de diverses

pathologies (voir Tableau 9 page 156).
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Figure 39 : Conjugué GalNAc-siRNA.
Structure du conjugué trivalent GalNAc-siRNA utilisé dans plusieurs candidats-médicaments d'Alnylam
Pharmaceuticals. Image issue de (Kanasty et al., 2013).

5.2.2.3 Conjugaison a un PEG

La PEGylation a été largement appliquée pour I'administration de bio-macromolécules. Le
PEG ou polyéthyléne glycol est un polymére qui permet de masquer les charges du siRNA.
Les conjugués PEG-siRNA ont des niveaux de stabilité plus élevés que le siRNA « nu » in
vitro en présence de sérum, et des temps de circulation significativement prolongés in vivo
aprés injection intraveineuse. De plus, la PEGylation améliore le profil de biodistribution du
siRNA avec une accumulation accrue dans le foie, les reins, la rate ainsi que les poumons et
une élimination rénale retardée (Roberts et al., 2016).

5.2.2.4 Conjugaison aux aptameres

Les aptameres sont des oligonucléotides (ADN ou ARN) simple brin court avec une structure
tridimensionnelle unique (Figure 37). lls peuvent se lier spécifiquement a diverses petites
molécules avec une affinité élevée. Leur interaction avec les cibles est similaire aux
interactions antigéne-anticorps, permettant I'absorption par des cellules spécifiques lorsque le
récepteur ciblé est exprimé. L'utilisation des aptaméres pour I'administration de siRNA est
facilitée par l'interaction de ces aptameres avec les protéines membranaires. Les conjugués
aptameére-siRNA sont formés par conjugaison non covalente et leur absorption intracellulaire
a lieu via une endocytose médiée par les récepteurs. Ces conjugués ont provoqué une
inhibition génique efficace in vitro et in vivo. lls ont un faible coGt de production, une toxicité et

une immunogénicité minimales (Chandela and Ueno, 2019; Chen et al., 2018).

L’utilisation d’'un conjugué aptamere-siRNA a été décrite pour la premiére fois en 2006. Des
siRNA, ciblant des génes oncogenes ou anti-apoptotiques, ont été liés a I'aptamére Al0,
ciblant I'antigéne membranaire spécifique de la prostate (PSMA) surexprimé par les cellules
cancéreuses de la prostate. Ces conjugués ont présenté une activité anti-cancéreuse efficace
(McNamara et al., 2006). Cependant, malgré des résultats prometteurs dans différentes

maladies, aucun essai clinique utilisant des conjugués d’aptaméres-siRNA n’est actuellement
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en cours. Cela pourrait s'expliqguer par le manque d'études pharmacocinétiques /
pharmacodynamiques approfondies et les interactions non spécifiques avec les protéines

sériques.
5.2.2.5 Conjugaison aux peptides a pénétration cellulaire (CPP)

Les CPP sont des peptides cationiques et/ ou amphipathiques, de moins de 30 acides aminés,
qui possedent la capacité de traverser la membrane plasmique. lls peuvent se lier aux siRNA,
de maniere non covalente grace a des interactions électrostatiques, pour produire un
complexe cationique global. Cette complexation rend moins nécessaire la modification
chimique du siRNA, préservant ainsi son activité et réduisant les procédures de purification.
Ces complexes présentent une charge globale positive qui aide a traverser la membrane
cellulaire et se sont également révélés utiles dans le relargage endosomal (Cavallaro et al.,
2017).

Les CPP et les siRNA peuvent également former des liaisons covalentes par le biais de
liaisons disulfures, qui sont clivées dans le cytoplasme. Ces conjugaisons covalentes semblent
améliorer I'absorption cellulaire. Cependant, la génération de conjugués covalents purs entre
les CPP cationiques et les siRNA anioniques peut entrainer des agrégations in vivo (Cavallaro
et al., 2017; Roberts et al., 2016).

Le CPP le plus étudié est le peptide activateur transcriptionnel trans-activateur (TATp) dérivé
du domaine de transduction des protéines (PTD) du virus de I'immunodéficience humaine de
type 1 (VIH-1), il est riche en acides aminés chargés positivement comme l'arginine ou la
lysine. L’administration des conjugués TAT-siRNA a entrainé une localisation péri-nucléaire
des siRNA et une activité inhibitrice efficace (Chiu et al., 2004). Des peptides amphipathiques
constitués de lysine et d'arginine, ainsi que des peptides riches en histidine se sont également
révélés efficaces pour la distribution des siRNA (Crombez et al., 2009; Kichler et al., 2013;
Langlet-Bertin et al., 2010).

Malgré des résultats prometteurs in vitro, les conjugués CPP-siRNA peuvent induire des
réponses immunitaires non spécifiques in vivo avec une augmentation significative de
I'expression de I'IFN-a, du TNF-a et de I'lL-12. Pour cela, la toxicité associée au peptide doit

étre prise en compte lors de la conception des conjugués CPP-siRNA (Roberts et al., 2016).
% Limites communes aux bioconjugués de siRNA

Malgré leurs nombreux avantages en tant qu’agents thérapeutiques, les bioconjugués de
siRNA peuvent présenter certains inconvénients limitant leur utilisation en clinique. Ces
conjugués présentent de faibles efficacités d'inhibition in vitro, ce qui peut empécher leur

développement en préclinique et clinique. De plus, ils présentent un codt élevé de production
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a grande échelle pour obtenir suffisamment de siRNA bioconjugués pour le développement
clinigue. Enfin, en raison de leur exposition aux enzymes sériques et aux cellules du systéme
immunitaire (monocytes, macrophages, cellules de Kupffer), ces bioconjugués présentent une
biodistribution plus faible par rapport aux nanoparticules lipidiques ou polymériques, ce qui
conduit & injecter des doses plus élevées de siRNA (Caillaud et al., 2020; Lee et al., 2017).
Une étude a démontré qu’'une dose de 50 mg / kg des siRNA conjugués au cholestérol doit
étre utilisée pour une inhibition génique in vivo contre 1-2,5 mg / kg pour des systémes a base
de liposomes (Lee et al., 2016).

5.2.3 La vectorisation physique

Une large diversité de matériaux a été explorée pour relever les défis de I'administration in
vivo des siRNA, et les nanoparticules cationiques a base de lipides ou de polymeres,
représentent le choix le plus couramment utilisé. La nature polyanionique du siRNA lui permet
de former des complexes avec des lipides ou des polyméres cationiques via des interactions
électrostatiques. En plus de la complexation, la nature cationique de ces vecteurs contribue,

dans la plupart des cas, a l'interaction avec les membranes cellulaires chargées négativement.
5.2.3.1 Les nanoparticules a base de polymeres

Les polyméres ont été étudiés en tant que vecteurs non viraux de siRNA en raison de leurs
diverses caractéristiques physico-chimiques et de la flexibilité de leur structure, ce qui permet
une modification facile pour affiner leurs propriétés. Ainsi, le poids moléculaire, la densité de
charge, la structure de la chaine latérale, I'nydrophobicité et le rapport molaire polymére-ARN
peuvent étre ajustés, pour optimiser I'apport de siRNA aux cellules cibles. De plus, divers
groupes chimiques peuvent étre attachés aux polyméres, modifiant leurs paramétres
intrinséques et leur conférant de nouvelles propriétés. Contrairement aux nanoparticules
lipidiques, les vecteurs polymériques ne contiennent que des polyméres cationiques sans

groupement hydrophobe, et sont entierement solubles dans I'eau (Ho et al., 2016).

Ces polymeéres, via des interactions électrostatiques, favorisent la condensation des siRNA
pour former des complexes appelés polyplexes. Une fois complexés, les siRNA se sont révélés
résistants aux nucléases, permettant ainsi de prolonger leur temps de circulation. Les
polyplexes peuvent étre absorbés par endocytose non spécifiqgue via des interactions
électrostatiques avec la membrane, et faciliteraient la perturbation de I'endosome via l'effet
d’éponge a protons. En effet, il a été proposé que les groupements amines des polymeéres
cationiques posséederaient un fort pouvoir tampon lorsqu'ils sont piégés dans I'environnement
endosomal acide. Cette propriété pourrait entrainer une accumulation d'ions dans I'endosome,

entrainant un gonflement osmotique provoquant la rupture de la membrane endosomale et la
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libération de son contenu piégé (Chandela and Ueno, 2019; Ho et al., 2016). On peut
distinguer deux catégories de polymeres : les polyméres synthétiques et les polymeéres

naturels.
5.2.3.1.1 Les polymeres synthétiques

Les polymeéres synthétiques présentent un intérét pour des applications thérapeutiques car
leurs propriétés structurelles et chimiques sont connues. Ces polyméres peuvent étre linéaires
ou ramifiés et fonctionnalisés de diverses maniéeres. En raison de leur petite taille, les
polymeres cationiques forment généralement des complexes avec les siRNA de maniére plus
efficace que les lipides. De plus, étant donné qu'ils sont principalement synthétiques, leurs
caractéristiques (taille, ramification et composition personnalisée) peuvent étre facilement
modifiées. Cependant, I'inconvénient majeur réside dans les effets secondaires indésirables
associés a la biocompatibilité et la bioactivité. Les polyméres les plus couramment utilisés sont
la polyéthylénimine (PEI), le L-lactide-co-glycolide (PLGA), le PEG, la Poly-L-lysine (PLL), et
le PLA (Roberts et al., 2016).

% Polyéthyléneimine (PEI)

La polyéthyléeneimine (PEI) est le polymeére le plus efficace et le plus couramment utilisé pour
I'administration d'oligonucléotides y compris les siRNA. La PEI présente une encapsulation
importante des siRNA, une bonne interaction avec la membrane cellulaire, favorisant ainsi
I'absorption cellulaire, et un taux de relargage endosomal élevé par « effet d'éponge a
protons ». Les PEI de haut poids moléculaire sont plus efficaces, dans la distribution des
siRNA, que les PEI de faible poids moléculaire, en raison de leur forte densité de charge créant
une liaison importante avec les siRNA, les protégeant ainsi de la dégradation enzymatique. La
PEI de faible poids moléculaire (25 kDa) est généralement utilisée in vitro pour la transfection

d'acide nucléique (Caillaud et al., 2020).

La PEI ramifiée présente une grande capacité de complexation avec les siRNA grace a sa
structure flexible, au nombre accru de charges par volume et aux multiples options de
repliement, augmentant ainsi la distribution des siRNA aux cellules cibles par rapport a la PEI
linéaire (Chandela and Ueno, 2019; Dong et al., 2019).

Malgré leur efficacité in vitro, les nanoparticules de siRNA & base de PEI ont une activité limitée
in vivo, en raison de la toxicité associée au vecteur ainsi qu’aux interactions non spécifiques
avec les protéines sériques lors de l'administration systémique. De plus, la liaison aux
immunoglobulines favorise la reconnaissance des nanoparticules par les cellules du systéme
réticulo-endothélial et leur élimination rapide de la circulation sanguine. Une cytotoxicité

retardée a également été observée, aprés internalisation cellulaire de particules a base de
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PEI, se manifestant par une réduction de la taille des cellules, la diminution du nombre de
mitoses et la vacuolisation du cytoplasme. Afin de réduire la toxicité et améliorer les
parameétres pharmacocinétiques, tout en conservant la puissante capacité de transfection, une
des stratégies consiste a protéger la densité de charge élevée des polyplexes par un
revétement PEG, réduisant ainsi les interactions non spécifiques. Cependant, la PEGylation
limite linternalisation cellulaire ainsi que le relargage endosomal (voir PEGylation). Il a
également été décrit que la modification de la PElI avec des composants neutres ou
anioniques, ainsi que les modifications hydrophobes réduisent les effets cytotoxiques et
améliorent la distribution des siRNA. Une autre approche consiste a modifier les systémes
polymériques avec des peptides, par exemple via l'inclusion de trimeres de tyrosine, afin de
diminuer la dose efficace du polymére et améliorer I'internalisation cellulaire et le relargage
endosomal (Dong et al., 2019; Roberts et al., 2016)

<+ Dendrimeéres

Les dendriméres sont des petites structures globulaires compactes biocompatibles, de nature
cationique avec un faible indice de polydispersité. lls sont caractérisés par de multiples
monomeéres ramifiés avec de nombreux groupes amine a la surface et un noyau central (Figure
40.A). lls ont été étudiés pour la vectorisation de siRNA grace a leur forte affinité de liaison
aux acides nucléiques, et a leur amélioration de I'efficacité des siRNA. Les dendriméres les
plus couramment utilisés pour former des complexes avec les siRNA appelés dendriplexes
sont les dendriméres poly (amidoamine) (PAMAM) et poly (propyléneimine) (PPI) (Chandela
and Ueno, 2019).

Lorsqu'ils sont introduits dans la circulation sanguine, les dendriplexes entrainent une toxicité
en raison de leur manque de biodégradabilité et leur interaction avec les composants sériques
(protéines et cellules). Une des stratégies pour réduire la toxicité de ces nanoparticules et
améliorer leur caractéristiques pharmacocinétiques est la PEGylation (Adesina and Akala,
2015). Les siRNA formulés avec des dendriméres PAMAM PEGylés se sont révélés résistants
aux nucléases et ont présenté une inhibition élevée de I'expression génique in vitro. Les
dendriméres peuvent également étre utilisés avec des peptides ou des anticorps spécifiques
pour une administration spécifique aux cellules cibles (Senel and Buyukkoroglu, 2019).
Comme pour les autres polymeéres, la stratégie d'incorporation de molécules comprenant des
lipides ou des peptides qui peuvent favoriser la libération endosomale du siRNA a également
été explorée. Ces molécules sont capables de fusionner avec les membranes endosomales
et perturber I'organisation de la bicouche entrainant la formation de pores et la libération des

systemes polymériques de 'endosome (Ho et al., 2016).
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5.2.3.1.2 Les polymeres naturels

Les polymeres cationiques naturels sont abondants et sont similaires aux composants des
MEC biologiques. lls sont considérés comme plus sOrs pour la vectorisation des
oligonucléotides en raison de leur importante biocompatibilité. lls comprennent des protéines,

des polyesters et des polysaccharides comme le chitosane ou la cyclodextrine.
% Chitosane

Le polysaccharide chitosane est un dérivé de la chitine, trouvée dans I'exosquelette des
crustacés. Comme la plupart des polysaccharides, le chitosane est un polymére biocompatible
et biodégradable, avec de faibles propriétés immunogénes. De plus, le chitosane est peu
colteux et présente une faible cytotoxicité. Sa nature polycationique, due a la présence de
groupements amines primaires (pKa = 6), favorise l'interaction avec les siRNA et la formation
de polyplexes. La présence de différents groupes fonctionnels (carboxyle, hydroxyle, amine),
dans la structure du chitosane, constitue un atout majeur pour sa fonctionnalisation,
permettant d’obtenir une hétérogénéité structurelle, mais aussi des copolymeres. Il a été
montré que le chitosane de haut poids moléculaire offre une meilleure complexation avec les
siRNA et une stabilité accrue, tandis que le chitosane de plus faible poids moléculaire, avec
des degrés spécifiques de désacétylation, offre une meilleure libération intracellulaire des
siRNA (Dong et al., 2019; Senel and Buyukkoroglu, 2019).

Cependant, l'efficacité de transfection in vitro du chitosane est plus faible comparé a la PEI. In
vivo, l'utilisation du chitosane seul ne permet pas de protéger les siRNA de la dégradation,
réduisant ainsi leur efficacité. Une modification de sa structure est nécessaire pour améliorer
ses caractéristiques in vivo. Pour cela, la PEGylation peut améliorer la solubilité et la stabilité
du chitosane dans les milieux biologiques et réduit les interactions non spécifiques (Senel and
Buyukkoroglu, 2019). Une autre approche est la modification du chitosane par des
polypeptides qui pourraient augmenter I'efficacité des nanoparticules et améliorer le relargage
endosomal (Forouzanfar et al., 2016). Enfin, la conjugaison des nanoparticules de chitosane
a des anticorps peut augmenter le ciblage des siRNA vers des cellules spécifiques (Gu et al.,
2017).

% Cyclodextrine

Le premier polymere utilisé dans des essais cliniques chez I'humain, pour 'administration de
siRNA, était basé sur la cyclodextrine (CDP). Les cyclodextrines sont des oligosaccharides
d’origine naturelle, cycliques neutres. Bien que les nanocomplexes composés uniquement de

CDP et de siRNA aient pu assurer une administration efficace in vitro, ces complexes
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nécessitent des composants supplémentaires pour la stabilisation et l'efficacité in vivo
(Roberts et al., 2016).

L'équipe du Pr. Davis a donc réalisé des modifications chimiques sur les polyméres de CDP,
pour les rendre cationiques, permettant leur complexation avec les siRNA. Le systéme
d'administration utilisé, pour le traitement du mélanome, se composait de : (i) une CDP linéaire
soluble dans I'eau, (ii) un conjugué adamantane - PEG (AD — PEG), (iii) un peptide conjugué
pour le ciblage des cellules tumorales et (iv) le siRNA (Figure 40.B) (Davis et al., 2010).
L'adamantane est une molécule hydrophobe qui forme un complexe d'inclusion stable avec le
noyau cyclique de la structure de la CDP, et qui permet la fixation du PEG a la surface de la
particule. L’ajout de fragments PEG a amélioré la stabilisation des nanoparticules in vivo,
empéchant I'agrégation avec les protéines sériques (Pun and Davis, 2002). La conjugaison
avec un peptide spécifique (la transferrine) a favorisé le ciblage des cellules tumorales (Bellocq
et al., 2003). L’administration in vivo de ces nanoparticules fonctionnalisées a montré qu’elle
peuvent faciliter la distribution des siRNA, y compris chez 'humain, avec une activité inhibitice
importante sans induire de toxicité ou de stimulation du systéme immunitaire (Hu-Lieskovan
et al., 2005). Des groupes imidazole peuvent également étre incorporés aux extrémités des
polyméres de CDP permettant de tamponner le pH endocytaire et de favoriser I'échappement
de I'endosome améliorant ainsi I'efficacité de la nanoparticule pour transfecter le siRNA
(Bartlett and Davis, 2007; Hu-Lieskovan et al., 2005; Mishra et al., 2006). Par la suite, plusieurs
autres groupes ont utilisé des systemes similaires a base de cyclodextrine modifiée pour
l'administration de siRNA (Kanasty et al., 2013).

Malgré de nombreuses années de développement, l'utilisation des polyplexes pour la
vectorisation de siRNA in vivo a été limitée. Peu de polymeéres ont été utilisés in vivo
et un nombre encore plus faible d’entre eux ont atteint des stades cliniques en raison

de leur tolérance limitée (Roberts et al., 2016).
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Figure 40 : Schéma des systéemes d’administration polymériques de siRNA.

A) Dendrimére. B) Cyclodextrine. Le systéeme d’administration a base de cyclodextrine contient un polymére
cationique contenant de la cyclodextrine (CDP), un conjugué adamantane (AD)-PEG (AD-PEG), un fragment de
ciblage de la transferrine humaine (Tf) conjugué a AD-PEG (AD-PEG-TT) et le siRNA. Image adaptée de (Chandela
and Ueno, 2019; Ferenc et al., 2013).

5.2.3.2 Les nanoparticules lipidiques

Les nanoparticules lipidiques (NPL) représentent actuellement les principaux systémes non
viraux utilisés pour I'administration de siRNA. La membrane cellulaire étant principalement
constituée de lipides et de phospholipides, les NPL ont naturellement tendance a bien interagir
avec la membrane plasmique pour l'absorption cellulaire. De plus, le risque de réactions
immunogeéenes indésirables aux lipides est inférieur a celui de la plupart des matériaux
polymeéres, qui ont des poids moléculaires plus élevés. Les NPL possedent généralement un
diameétre inférieur a 100 nm. De nombreux lipides et phospholipides biocompatibles et
biodégradables peuvent étre appliqués pour créer des NPL. Les deux principaux groupes de
NPL sont les lipoplexes et les particules lipidiques d'acide nucléigue stables (SNALP) (Roberts

et al., 2016).
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5.2.3.2.1 Les liposomes

Un liposome est composé de lipides amphiphiles qui s'auto-assemblent spontanément, en
solution aqueuse et au-dessus d’'une certaine concentration vésiculaire critique, pour former
une vésicule sphérique uni ou multi-lamellaire avec un noyau aqueux entouré par une ou
plusieurs bicouches lipidiques (Figure 41). Les liposomes différent des micelles qui ont un

noyau huileux interne (Oliveira et al., 2019).
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Figure 41 : Structure d’un liposome.
Image issue de (Balazs and Godbey, 2011).

La nature amphipathique des liposomes permet I'encapsulation d'une large gamme de
médicaments hydrophiles et hydrophobes. Ainsi, ils sont capables de piéger des substances
hydrophiles dans le compartiment aqueux interne et des composés lipophiles dans la bicouche
lipidiqgue. En tant qu'analogues des membranes biologiques, les liposomes sont
biocompatibles, biodégradables, non-immunogénes et peuvent fusionner avec la membrane
plasmique chargée négativement, et libérer le matériel génétique dans le cytoplasme. De plus,
ils présentent une efficacité d’encapsulation importante et une faible toxicité (Oliveira et al.,
2019).

Les liposomes peuvent étre utilisé pour encapsuler des siRNA dans leur cceur aqueux. En
effet, des liposomes composés de DOPC (1,2-dioleoylsn-glycero-3-phosphatidylcholine)
(Figure 43) ont été utilisés pour I'administration in vivo d’'un siRNA ciblant EphA2, un récepteur
de tyrosine kinase qui joue un réle important dans le cancer des ovaires. Cette formulation
s’est révélée trés efficace pour réduire I'expression d'EphA2, 48h aprés I'administration in vivo
d'une dose unique. Cela s'est traduit par une inhibition de la croissance tumorale dans un
modele de carcinome ovarien sans induire de toxicité (Landen et al., 2005). Un essai clinique
est actuellement en cours afin d’évaluer l'efficacité de cette formulation pour des tumeurs
solides (NCT01591356).
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5.2.3.2.2 Les lipoplexes

Les lipoplexes sont des complexes composés de lipides cationiques et d’acide nucléiques
(ADN, ARN, siRNA) formés grace aux interactions électrostatiques qui s’établissent entre les
charges positives des lipides cationiques et les charges négatives des acides nucléiques
(Felgner et al., 1997). Les lipoplexes sont caractérisés par une structure multi-lamellaire de
bicouches lipidiques chargées positivement d’environ 3,7 nm d'épaisseur, espacées de ~ 2
nm les unes des autres par des acides nucléiques chargés négativement (Oliveira et al., 2019;
Schroeder et al., 2010) (Figure 42).

Acides nucléiques

PP Bicouche lipidique
chargés négativement

chargée positivement

Figure 42 : Structure multilamellaire des lipoplexes a base de lipides cationiques et d’acide nucléique.
Image schématique de la disposition des lipides cationiques et des acides nucléiques l'intérieur des lipoplexes.
Image issue de (Réadler et al., 1997).

Les lipoplexes améliorent la stabilité des siRNA et facilitent les interactions avec les
membranes et donc [l'absorption cellulaire permettant ainsi de réduire, de maniére
considérable, la dose de siRNA pour une inhibition génique efficace (Scherman et al., 2017).
De plus, ils offrent une biocompatibilité, une bonne tolérance, de bonnes propriétés
pharmacocinétiques, ainsi qu’ une facilité de production pour les applications cliniques
(Oliveira et al., 2019).

0,

% Les lipides cationiques monovalents

Les lipides cationiques utilisés pour la thérapie génique sont composés de trois domaines de
base : une téte polaire chargée positivement, une chaine hydrophobe, et un espaceur qui joint
les régions polaires et non polaires. La capacité des lipides cationiques a vectoriser de I'acide
nucléique, initialement avec de I'ADN, a été démontrée en 1987 par Felgner et ses
collaborateurs. Le premier lipide cationique qui a été utilisé pour I'administration d’un plasmide
codant un géne est le DOTMA (N-[1-(2,3-dioléyloxy)propyl]-N,N,N-trime-thylammonium
chlorure) (Figure 43) (Felgner et al., 1987). Ce lipide cationique peut former des liposomes soit
seul, soit en présence d'autres lipides. Ces liposomes peuvent étre réduits en petites vésicules
uni-lamellaires (SUV) d’un diamétre <100 nm (Schroeder et al., 2010). Le DOTAP (1,2-
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dioléoyl-3-triméthylammonium-propane), un autre lipide cationique s’est révélé efficace pour

I'administration in vivo d’un siRNA ciblant le TNF-a (Sgrensen et al., 2003).

La nature du groupement cationique influe la capacité de condensation et de protection des
acides nucléiques, la cytotoxicité associée aux lipides ainsi que l'efficacité globale de
transfection. Il a été décrit que la chaine hydrophobe contribue au maintien de l'auto-
agrégation des lipides cationiques et que sa longueur ainsi que la présence ou pas de
saturation influe l'activité biologique de ces derniers. De plus, la nature de I'espaceur (par
exemple éther, ester, carbamate ou amide) influe la flexibilité conformationnelle, le degré de
stabilité et la biodégradabilité du lipide cationique. Ainsi, les groupements éthers,
chimiquement stables, semblent améliorer I'efficacité de transfection. Cependant, comme ils
sont non-biodégradables, ils peuvent provoquer une toxicité plus élevée, par rapport aux
esters qui, eux, sont biodégradables et moins toxiques mais pas trés stables, ce qui peut
diminuer 'efficacité de transfection (Oliveira et al., 2019). La Figure 43 illustre la structure des

prinicipaux lipides utilisés pour la transfection des siRNA.
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Figure 43 : Structures des différents lipides utilisés pour la transfection d’acides nucléiques.
Image adaptée de (Balazs and Godbey, 2011; Rhinn et al., 2009).
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Cependant, I'affinité de liaison des siRNA pour les lipides cationiques est faible, en raison de
la petite taille des siRNA et leur faible densité de charge, ce qui se traduit par une faible
efficacité d’encapsulation des siRNA (<40%), et des lipoplexes moins compacts que les
lipoplexes contenant de 'ADN plasmidique et donc moins stables in vivo, avec une efficacité

de transfection limitée (Fonseca et al., 2018; Kulkarni et al., 2018).

Pour améliorer la stabilité, des quantités plus élevées de lipides cationiques ont été utilisées.
Néanmoins, en raison de 'augmentation du nombre de charges positives, cette stratégie peut
entrainer une cytotoxicité dose-dépendante, qui inclue le rétrécissement des cellules, la
réduction du nombre de mitoses et la vacuolisation du cytoplasme. Des effets hors cible
comme l'activation du systéme du complément et les réponses immunitaires ou inflammatoires
peuvent également étre induits. De plus, cette charge de surface hautement positive du
complexe induit de fortes interactions non spécifiques avec les protéines sériques chargées
négativement, déclenchant une élimination rapide par le systéme réticulo-endothélial
(Fonseca et al., 2018).

0,

% Les lipides cationiques multivalents

Pour améliorer 'administration des siRNA in vivo, et diminuer la toxicité des lipoplexes, une
stratégie consiste a remplacer les lipides cationiques monovalents comme le DOTAP par des
nouveaux lipides cationiques multivalents comme le DOSPA (2,3-dioléyloxy-N- [2
(sperminecarboxamido) éthyl] -N, N-diméthyl-1- trifluoroacétate de propanaminium) (Figure
43) ou le lipide pentavalent MVL5 (N1-[2-((1S)-1-[(3-aminopropyl)amino]-4-[di(3-amino-
propyl)amino]butylcarboxamido)ethyl]-3,4-di[oleyloxy]-benzamide). Ces nouveaux lipides
fournissent une efficacité de complexation améliorée tout en réduisant la charge cationique
par liposome, et donc la toxicité. Cependant, la forte interaction entre le siRNA et les lipides
multivalents peut compromettre la libération du siRNA dans le cytoplasme aprés relargage
endosomal (Caillaud et al., 2020; Fonseca et al., 2018).

*

% Les lipides auxiliaires

Une stratégie alternative pour surmonter les limitations associées a I'administration
systémique de nanoparticules chargées positivement, est I'incorporation de lipides neutres
dans les lipoplexes. Ces derniers présentent une faible interaction avec les protéines sériques
augmentant ainsi le temps de circulation et diminuant la toxicité (Fonseca et al., 2018). De
plus, ces lipides appelés «lipides auxiliaires » tels que la 1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-
phosphoéthanolamine (DOPE), dont la structure est représentée dans la Figure 43, ou le

cholestérol facilitent la complexation des siRNA.
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Gréce a sa caractéristique fusogénigue, la DOPE contribue a la libération du siRNA dans le
cytosol par dégradation de la membrane endosomale, ce qui explique son utilisation courante
dans la formulation des lipoplexes. En effet, @ pH neutre ou basique, la DOPE forme une
bicouche lipidique organisée et stable. Cependant, dans un environnement acide, tel que la
voie endocytaire, sa stabilité diminue, conduisant & une perturbation du liposome, et a une
fusion avec la membrane endocytaire. D’autres lipides neutres sont fréquemment utilisés, pour
améliorer la stabilité et I'efficacité de transfection, comme la DOPC (Figure 43) qui réduit la
toxicité cellulaire ou encore le choléstérol qui augmente la stabilité sérique et favorise la fusion

membranaire et le relargage endosomal (Hosseini et al., 2019; Pozzi et al., 2012).
% L’ajout d’'un adjuvant anionique

Les lipides cationiques ont été initialement développés pour l'administration d’ADN.
Cependant, il existe des différences importantes entre le siRNA et 'ADN, notamment la taille
et la charge globales du siRNA qui sont inférieures a celles de I'ADN. De plus, le siRNA doit
atteindre le cytosol pour obtenir un effet thérapeutique, tandis que I'ADN doit traverser la

membrane nucléaire pour étre efficace (Schroeder et al., 2010).

Afin de favoriser 'autoassemblage du siRNA avec les lipides cationiques, et augmenter ainsi
I'efficacité d’encapsulation, notre équipe a développé une nouvelle formulation pour
'administration de siRNA, en incorporant dans le lipoplexe un adjuvant de type polymére
anionique. Cette procédure conduit a la formation de complexes plus efficaces permettant
I'extinction spécifique de I'expression génique in vitro, en utilisant une concentration réduite en
siRNA (Rhinn et al., 2009).
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Figure 44 : Représentation schématique de la formation de lipoplexes a base de liposome cationique et de
polymeére anionique.
Image issue de (Arruda et al., 2019).
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Dans un premier temps, I'adjuvant anionique était un ADN plasmidique dépourvu de cassette
d’expression. Cette formulation, contenant le liposome DMAPAP (2-(3-[Bis-(3- amino- propyl)-
amino]-propylamino)-N-ditetradecylcarbamoylme-thyl- acétamide) / DOPE et 'ADN (Figure
44), a démontré son efficacité dans plusieurs modeles animaux notmament pour
ladministration systémique d'un siRNA ciblant le TNF-a, rétablissant ainsi ['équilibre
immunologique dans un modéle murin d'arthrite (Khoury et al., 2006). Cette méme formulation
a été utilisée pour 'administration d’'une combinaison de trois siRNA ciblant trois interleukines
différentes (IL-1, IL-6 et IL-18), dans un modeéele murin de polyarthrite rhumatoide. Les
injections hebdomadaires de ces lipoplexes se sont révélées efficaces pour réduire, de
maniére significative, I'inflammation et les principales caractéristiques pathologiques de la
maladie (Khoury et al., 2008).

Cependant, 'ADN n’est pas une molécule inerte, son utilisation comme adjuvant anionique
dans la formulation des lipoplexes ne peut étre envisageable pour une application clinique, en
raison du risque lié aux séquences codantes susceptibles de conduire a une expression
indésirable in vivo. De plus, l'incorporation d’une forte dose d’ADN plasmidique dans les
lipoplexes peut induire une toxicité cellulaire importante. Pour cela, notre équipe a remplacé
'’ADN plasmidique par d’autres polyméres anioniques déja utilisés en clinique. Considérés
comme non toxiques et biodégradables, I'ajout de ces derniers dans les lipoplexes a permis
une diminution de la toxicité cellulaire et une amélioration de I'efficacité d’inhibition génique
par le siRNA. Parmi les sept polymeres anioniques testés (Figure 45), le polyglutamate et
l'alginate se sont révélés les plus efficaces in vitro. L’administration in vivo de lipoplexes de
siRNA préparés avec le polyglutamate, le polymére le plus utilisé dans les applications
biomédicales et pharmaceutiques, a induit une accumulation significativement accrue des
siRNA dans le foie et les poumons par rapport aux lipoplexes sans polymere (Schlegel et al.,
2011).
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Figure 45 : Représentation schématique des polymeres anioniques ajoutés dans les lipoplexes de siRNA.
Image issue de (Schlegel et al., 2011).
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Récemment, notre équipe a caractérisé les lipoplexes préparés avec l'alginate de sodium
comme adjuvant anionique, et a montré qu’ils présentaient un aspect microscopique distinct
et une meilleure homogénéité (Figure 46). Les siRNA étaient moins exposés dans ces
lipoplexes innovants comparés aux lipoplexes sans polymére anionique ajouté. Ces vecteurs
développés ne semblent pas présenter plus de toxicité in vitro ni in vivo, tout en ayant une
efficacité d’extinction génique in vitro beaucoup plus élevée. L'alginate de sodium semble donc
jouer un réle clé en structurant et en renforgant les lipoplexes de siRNA, conduisant a un

vecteur d'administration plus stable et plus efficace (Arruda et al., 2019).

100 nm

Sans adjuvant Adjuvant ajouté
(alginate de sodium)

Figure 46 : Structure de lipoplexes de siRNA avec ou sans adjuvant ajouté, imagés par microscopie
électronique a transmission.
Image issue de (Arruda et al., 2019).

< La PEGylation

Pour améliorer la stabilité des nanoparticules, une des stratégies les plus couramment
utilisées consiste a enrober le liposome avec du polyéthyléne glycol (PEG). La PEGylation
confére au lipoplexe une charge de surface neutre et permet de réduire les interactions non
spécifigues avec les composants sériques et de minimiser I'élimination médiée par les cellules
du systéme réticulo-endothélial, augmentant ainsi la demi-vie des siRNA. La PEGylation
diminue également 'immunostimulation et augmente I'efficacité d’inhibition génique par les
siRNA. L'utilisation de lipides cationiques, combinée a un revétement PEG, a permis a des
candidats prometteurs d'atteindre le stade des essais cliniques pour la thérapie de différentes

pathologies (Fonseca et al., 2018).

Cependant, excepté les sites ou la barriere endothéliale est fenestrée, comme le foie, la rate
et certaines tumeurs, 'augmentation de la taille des nanoparticules PEGylées empéche
I'absorption dans certains organes entourés d'endothélium continu. De plus, l'utilisation du
PEG peut induire la production d’anticorps IgM, dans le cadre d'une réponse immunitaire. Par
conséquent, une élimination sanguine accélérée des nanoparticules est observée lors d'une

deuxieme administration de liposomes PEGylés, affectant ainsi I'accumulation du siRNA dans
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I'organe cible. De plus, selon la longueur de la chaine acyle du lipide d'ancrage et du poids
moléculaire du fragment PEG, ce dernier peut limiter le contact nanoparticule-membrane.
Ainsi, une concentration élevée de chaines polyméres pourrait réduire linternalisation
cellulaire des liposomes, limiter I'échappement endosomal du siRNA et donc diminuer son

activité (Fonseca et al., 2018).
« La fonctionnalisation de surface

Malgré I'amélioration significative des paramétres pharmacocinétiques par la PEGylation, cela
n‘empéche pas l'accumulation des vecteurs de siRNA dans le systéme réticulo-endothélial.
Par conséquent, la fonctionnalisation en surface de nanoparticules, avec des ligands qui
seront reconnus spécifiquement par les cellules cibles, est une stratégie qui pourrait
augmenter l'efficacité thérapeutique et la sécurité des médicaments a base de siRNA. Ce
ciblage permet d’atteindre différents organes et/ou un type cellulaire spécifique dans un tissu
(Fonseca et al., 2018). Un bon exemple est le liposome couplé a la vitamine A pour cibler les
HSCs dans le foie (Sato et al., 2008b), cet exemple est décrit en détail dans le chapitre IV,

paragraphe 2.1).
5.2.3.2.3 Les particules lipidiques d'acide nucléique stables (SNALP)

En 2005, de nouvelles formulations lipidiques pour l'administration de siRNA ont été
développées appelées « particules lipidiques d'acide nucléique stables » (SNALP) ayant des
propriétés physico-chimiques distinctes des lipoplexes. Les SNALP sont généralement
composés d'une formulation constituée de lipides ionisables, de cholestérol, de lipides
auxiliaires (qui contribuent a l'absorption cellulaire et a la libération du siRNA de I'endosome),
d’un lipide PEG protecteur (pour stabiliser les particules et empécher la clairance systémique
rapide) avec des rapports molaires définis. Le lipide protecteur peut également servir
d'ancrage pour un ligand de ciblage. Contrairement aux liposomes, le coeur des SNALP est
plus dense aux électrons et I'encapsulation des siRNA est proche de 100%. L'absence de
charges des SNALP leur confere une certaine stabilité dans la circulation sanguine, avec une
demi-vie plasmatique accrue et une toxicité réduite. D'autres ligands, y compris des anticorps,
des fragments d'anticorps modifiés, des protéines, des peptides et de petites molécules
peuvent étre utilisés pour améliorer le ciblage via les interactions ligands-récepteurs,

augmentant ainsi la possibilité d’atteindre différents sites cibles (Fonseca et al., 2018).

R/

% Les lipides ionisables

La stratégie qui consiste a utiliser des lipides ionisables, sensibles au pH avec un pKa inférieur
a 7, permet d’augmenter l'efficacité d’encapsulation, de réduire la toxicité dans le sang et

d’améliorer la libération de siRNA dans la cellule. En effet, a des valeurs de pH faibles (pH ~
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4), ces lipides ionisables sont chargés positivement, permettant I'interaction avec les siRNA
chargés négativement. Cependant, a des valeurs de pH physiologiques, les lipides présentent
une densité de charge positive minimale, permettant d’augmenter les temps de circulation et
de réduire la toxicité. Une fois dans I'environnement acide des endosomes, le lipide ionisable
sera chargé positivement favorisant ainsi la déstabilisation des membranes endosomales et
la libération des siRNA dans le cytoplasme. Les lipides ionisables sont souvent des lipides a
base d’amines, et constituent des composants centraux des SNALP. Le premier lipide
cationique ionisable utilisé pour I'encapsulation des acides nucléiques était le 1,2-dioléoyl-3-
diméthylammonium propane (DODAP). Depuis lors, plusieurs autres nouveaux lipides
ionisables ont été synthétisés, dont le 1,2-dilinoléyloxy-3-diméthylaminopropane (DLIinDMA),
I'hneptatriaconta-6,9,28,31-tétraéne-19-yl-4- (diméthylamino) butanoate, (DLin-MC3-DMA) ou
encore le malate déshydrogénase. Les lipides ionisables se sont avérées étre un succes

significatif in vivo (Dong et al., 2019; Senel and Buyukkoroglu, 2019).
% Préparation des SNALP

La préparation des SNALP est plus compliquée que celle des lipoplexes, en effet, ils sont
préparés en mélangeant des lipides avec une solution d'éthanol a 40% dans un tampon acide
(pH = 4) pour former des liposomes chargés positivement, ayant une perméabilité
membranaire élevée, permettant la liaison avec les siRNA anioniques. Cette étape est suivie
par I'élimination des siRNA non complexés par dialyse contre un tampon neutre (pH 7,4)
(Caillaud et al., 2020).

5.2.3.2.4 Les lipidoides

Les lipidoides sont des systéemes d’administration de siRNA développés par Alnylam
Pharmaceuticals. lls sont composés d'un noyau amine polaire entouré de courtes chaines de
carbone hydrophobes. Les lipidoides sont similaires aux systémes de NPL cationiques
ionisables en raison de l'utilisation de molécules lipidiques, de cholestérol et de lipides PEG.
La différence la plus importante est la charge positive supplémentaire en raison du grand
nombre d'amines protonisables liées aux diverses chaines acyles. Le lien entre les différents
groupes chimiques est facilement biodégradable par les estérases. Les lipidoides représentent
une formulation prometteuse pour 'administration de siRNA, il a été décrit qu’ils induisaient
une inhibition génique puissante et persistante, dans une variété de cibles cellulaires a la fois
chez la souris, le rat mais aussi chez les primates non humains (Senel and Buyukkoroglu,
2019).
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5.2.3.3 Les lipopolyplexes (LPP)

Le lipopolyplexe (LPP) est un nanocomplexe composé d'acide nucléique, de liposome
cationique et de polycation (polymere ou peptide), formé par des interactions non covalentes.
lls ont été développés au départ en tant que vecteur non viral, pour 'administration d’ADN. lIs
combinent les avantages des polyplexes et des lipoplexes, avec une stabilité importante, une
cytotoxicité réduite, une efficacité de transfection génique extrémement élevée grace a la
synergie du polycation et du lipide cationique. En fonction de leurs composants
polycationiques, les LPP sont divisés en deux classes: les LPP a base de polymere

cationique, et les LPP a base de peptide cationique (Chen et al., 2016; Rezaee et al., 2016).
5.2.3.3.1 Les LPP a base de polymeére

En raison de leur importante capacité de condensation, divers types de polyméres ont été
étudiés dans des formulations LPP, telles que la PEI (ramifiée ou linéaire), la poly-I-lysine
(PLL), le poly (ester béta-aminé), la protamine, le chitosane, la poly-allylamine (PAA) et
d'autres constructions. Comme discuté précédemment, la PEI présente une forte capacité de
condensation de siRNA, mais sa mauvaise biocompatibilité limite son utilisation en clinique.
Des lipides comme DOTAP, DOSPER, DOTMA ou encore la lipofectamine®2000 sont donc

ajoutés pour diminuer sa cytotoxicité et améliorer son efficacité in vivo (Rezaee et al., 2016).
5.2.3.3.2 Les LPP a base de peptide

Les lipides cationiques possédent une grande capacité de condensation des siRNA et une
absorption cellulaire efficace avec une bonne biocompatibilité. Cependant, ils peuvent
présenter une faible efficacité d’inhibition génique, en raison de la difficulté a échapper de
'endosome. Par conséquent, des peptides cationiques ont été ajoutés a ces lipoplexes pour
améliorer leur transfection cellulaire et favoriser I'échappement endosomal grace a des effets
synergiques du peptide et du lipide. Ces peptides, biocompatibles et biodégradables,
présentent une bonne efficacité de condensation des siRNA via des interactions
électrostatiques. De plus, leurs méthodes de synthése et de purification sont bien

caractérisées (Chen et al., 2016; Rezaee et al., 2016).

Au fur et a mesure que la compréhension de la relation structure-fonction augmente,
des systémes d'administration de siRNA a base de lipides polyvalents avec des
propriétés multifonctionnelles telles que la protection, le ciblage, la fusion
membranaire, la libération de siRNA et une faible toxicité seront congus pour surmonter
les obstacles liés a 'administration de siRNA et améliorer les résultats thérapeutiques
(Ho et al., 2016).
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R/
L X4

Limites communes des nanoparticules de siRNA

Les nanoparticules lipidiques et polymériques représentent les formulations les plus

couramment utilisées pour encapsuler les siRNA. Cependant, elles présentent des

inconvénients dont certains ont déja été décrits ci-dessus et qui peuvent étre résumés en cing

points.

)

ii)

Les interactions électrostatiques entre les polyméres ou les lipides cationiques et
les siRNA sont considérées comme faibles et peuvent étre responsables d’une
« libération en rafale » de siRNA aprés une administration in vivo, conduisant a
l'apparition d’événements indésirables, et d’'une diminution de lefficacité des
SiRNA.

La charge cationique des lipides et des polymeéres utilisés pour la formulation des
nanoparticules peut entrainer des interactions non spécifiques avec les protéines
sérigues conduisant a une élimination rapide par le systéme réticulo-endothélial, et
une diminution de I'efficacité des siRNA.

La PEGylation, comme discuté précédemment, peut entrainer la production
d’anticorps anti-PEG conduisant a une élimination rapide des particules lors de la
deuxiéme injection. Elle peut aussi induire des réactions d’hypersensibilité liées a
I'activation du complément.

La fonctionnalisation de surface des nanoparticules, avec des ligands spécifiques,
peut entrainer des effets hors cibles en raison de la liaison aux récepteurs exprimés
a un niveau plus faible sur des cellules non ciblées.

Enfin, il a été décrit que la charge cationique et la structure chimique de ces
matériaux peuvent entrainer une cytotoxicité dose-dépendante, non seulement
dans les fluides biologiques et le cytoplasme, mais aussi dans le noyau avec une
altération de I'expression des génes conduisant a une perturbation des processus

cellulaires, c’est ce qu’on appelle la toxicogénomique.
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6. Les siRNA en essais cliniques et sur le marché

6.1 Les essais cliniques utilisant des siRNA

Depuis la découverte révolutionnaire de 'ARN interférence en 1998, un progrés remarquable
a été accompli dans le développement de systémes d’administration pour I'application
thérapeutique des siRNA. Certaines de ces formulations ont passé avec succes toutes les
étapes de développement préclinique, prouvant qu'elles ont été jugées suffisamment slres et
suffisamment efficaces pour étre administrées aux patients. Ainsi, les essais cliniques de
candidat-médicament a base de siRNA sont en augmentation constante et plus de 80 essais
ont été lancés depuis 2004 (Sixfold Bioscience, 2020), regroupant un champ tres large de
pathologies, comme les maladies oculaires, la cancérologie, les maladies virales ou encore
les maladies hépatiques. Un certain nombre de ces siRNA-médicament ont atteint la phase |l
du développement clinique (Figure 47), et deux d’entre eux ont récemment été approuvés par
la FDA et 'Agence européenne de médecine (EMA) pour le traitement de deux pathologies
héréditaires, ce qui prouve lavenir thérapeutique prometteur des siRNA (voir siRNA

commercialisés).
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Figure 47 : Le nombre d'essais cliniques a base de siRNA par phase, lancés entre 2004-2020.
Graphe issu de (Sixfold Bioscience, 2020).

Le premier candidat-médicament a base de siRNA qui est entré en essai clinique est le
Bévasiranib, un siRNA synthétique testé pour le traitement de la dégénérescence maculaire
lie a 'dge (DMLA) et 'o,edéme maculaire diabétique. Ce siRNA cible 'ARNm codant le V-
EGF. Le Bévasiranib est administré directement au tissu oculaire par injection intra-vitréenne,
pour inhiber la formation de nouveaux vaisseaux sanguins dans la rétine des patients. Les

résultats attendus ont été obtenus dans les essais de phase | et Il (NCT00722384,
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NCT00259753). Cependant, I'étude de phase Il a été interrompue pour sa faible efficacité a
réduire la perte de la vision (NCT00499590) (Dejneka et al., 2008; Zhou et al., 2019).

Depuis lors, des thérapies basées sur 'ARNi ont été développées pour d'autres maladies
oculaires, telles que la rétinopathie diabétique, la rétinite pigmentaire, la néovascularisation
cornéenne, les maladies oculaires fibrotiques ou le glaucome (Guzman-Aranguez et al., 2013)

L'ceil est considéré comme une bonne cible pour la thérapie a base d’ARNi en raison de la
possibilité d’administration locale des siRNA, en topique ou par injection intra-vitréenne,
diminuant ainsi les effets secondaires associés a la distribution systémique. Des siRNA nus
ou conjugués ont été testés sur des modeéles animaux expérimentaux, par administration
oculaire, et des essais cliniques ont été menés avec certains d'entre eux. Ainsi, 75% des
siRNA non vectorisés, qui ont été évalués en essai clinique entre 2004 et 2020, avaient pour
cible I'ceil (Figure 48) (Sixfold Bioscience, 2020).

Plusieurs siRNA sont également développés pour cibler le foie, notamment pour le traitement
de I'hépatite B. Cette infection hépatique grave, causée par le virus de I'hépatite B (VHB), ne
peut pas étre traitée de facon permanente avec les médicaments antiviraux actuellement
disponibles. Par conséquent, la thérapie a base de siRNA présente une stratégie prometteuse
en bloquant l'expression de tous les antigénes du virus, ainsi que la transcription de I'ARN du
VHB en ADN (Hu et al., 2019).

GalNAc siRNA non vectorisés

il (0%)

il (75%)

Foie (100%) i i Foie (71%)

Autre (0%) Autre (29%)
Autre (25%)

Figure 48 : Organes cibles des trois principaux systémes d'administration des siRNA thérapeutiques, par
pourcentage d'essais cliniques au cours de la période 2004-2020.
Image issue de (Sixfold Bioscience, 2020).
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Le foie constitue une cible privilégiée pour les thérapies a base de siRNA en raison de
I'efficacité des vecteurs ciblant les cellules hépatiques, notamment les nanoparticules
lipidiques et les conjugués siRNA-GalNAc. En effet, les formulations lipidiques des siRNA
s’accumulent préférentiellement dans le foie, en raison de leur capacité a se lier a 'ApoE, de
maniére non spécifique, et a déclencher une absorption de type LDL dans les hépatocytes
(Fonseca et al., 2018). Ces nanoparticules représentent le deuxieme vecteur d'administration
le plus courant (Figure 49). Elles ont été utilisées dans 19% des essais cliniques a base de
siRNA lancés entre 2004 et 2020, dont 71% ciblant le foie (Figure 48) (Sixfold Bioscience,
2020).

Les candidats médicaments utilisant des bioconjugués GalNAc-siRNA représentent 45% des
essais cliniques de siRNA développés entre 2004 et 2020, et un tiers de ceux actuellement en
cours (Saw and Song, 2020; Sixfold Bioscience, 2020). Cette utilisation de conjugués GalNAc-
siRNA dans les essais cliniques croit au rythme le plus rapide comparé aux autres systéemes
d’administration (Figure 49). Ainsi en 2019, le nombre d'essais cliniques utilisant la technologie
GalNAc était de 23, tandis que des systemes d’administration alternatifs ont été utilisés dans
1 & 4 essais cliniqgues (Sixfold Bioscience, 2020). En effet, en raison de l'innocuité des
conjugués GalNAc-siRNA, et de leur longue durée d'action pour le traitement des maladies
hépatiques mais aussi de celles impliquant des génes exprimés par le foie, Alnylam a renoncé
aux systemes d’administration lipidiques et s'est tourné vers ces bioconjugués. D'autres
sociétés pharmaceutiques travaillant sur les oligonucléotides comme Arrowhead, Dicerna, ou
Silence ont également développé plusieurs candidats médicaments, également des

bioconjugués GalNAc-siRNA, actuellement en cours d’essais cliniques (Tableau 9, page 156).

Conjugués GalNAc _ » Essais cliniques par systéme d’administration
siRNA non vectorisés _
NP lipidiques _
NP polymériques -
orc [l

Conjugués cholestérol .

Essais cliniques a base de

Cellules transfectées [ . i ———t e
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o vectorisés
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Figure 49 : Systémes d'administration de siRNA dans les essais cliniques.

Les systemes d'administration thérapeutique de siRNA utilisés dans les essais cliniques, pour la période 2004-
2020 (A). Nombre d'essais cliniques a base de siRNA par systéme d'administration actifs chaque année, au cours
de la période 2004-2020 (B). (Abréviations : DPC, dynamic polyconjugate ; NPL, nanoparticules lipidiques ; NP,
nanoparticules). Image adaptée de (Sixfold Bioscience, 2020).
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Bien que la majorité des candidats-médicaments actuellement en cours de développement
clinique ciblent le foie, il existe un grand potentiel pour des approches ciblant d’autres tissus
que le foie. En effet, Alnylam tente maintenant de développer des systémes d’administration
de type conjugués ligand-siRNA pour cibler le systeme nerveux central et les tissus oculaires
(Hu et al., 2019). Bien que les détails n’aient pas été publiés, Alnylam a annoncé le programme
d’ALN-APP, un siRNA ciblant la protéine précurseur amyloide (APP) pour le traitement de
I'angiopathie amyloide cérébrale héréditaire (hCAA) et de la maladie d'Alzheimer familiale a
début précoce (EOFAD).

En paralléle, Quark Pharmaceuticals a développé le QPI-1002, un siRNA conc¢u pour inhiber
I'expression de la protéine pro-apoptotique p53, pour prévenir les lésions rénales aigués chez
les patients a risque, aprés une chirurgie cardiaque. Les résultats des phases | et Il ont
démontré que le QPI-1002 était bien toléré chez les patients sans aucune toxicité (Demirjian
et al., 2017), et un essai de phase Il est actuellement en cours (NCT03510897).

A Tlavenir, développer des systémes d’administration ciblant des tissus extra-
hépatiques constituera la prochaine frontiere a franchir pour un développement plus
large de la thérapie d’ARN interférence. Ainsi, 'application thérapeutique des siRNA
pourrait concerner diverses pathologies, telles que les maladies pulmonaires,
cardiaques, ou encore le systéme nerveux central, en particulier pour les cibles qui
sont actuellement inaccessibles aux approches traditionnelles a petites molécules ou
anticorps. En plus des systémes de distribution, des voies d'administration spécifiques
telles que l'injection intra-vitréenne, I'administration intra-trachéale ou encore l'injection
céphalo-rachidienne pourront étre utilisées pour une administration localisée des

molécules de siRNA, permettant de contourner les limitations de la voie systémique.
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SiRNA Sponsor Indication Voie Systéme d’administration Phase Statut NCT
d’administration
Fitusiran Alnylam Pharmaceuticals Hémophilie A, B SC GalNACc - sSiRNA 11 Recrutement NCT03417245
(ALN-AT3SC) (Sanofi)
Inclisiran Alnylam Pharmaceuticals Maladies Cardiovasculaires SC GalNACc - sSiRNA 1 Actif, ne recrute pas | NCT03060577
(ALN-PCSSC) | (the Medicines Company) Athérosclérotiques
Hypercholestérolémie
VIR-2218 Alnylam Pharmaceuticals Hépatite B chronique SC GalNAc - siRNA 171 Recrutement NCT03672188
(Vir Biotechnologies)
Lumasiran Alnylam Pharmaceuticals Hyperoxalurie primaire Type 1 sC GalNAc - siRNA 11 Actif, ne recrute pas | NCT03681184
(A16ALN- (PH1)
GO01)
Vutrisiran Alnylam Pharmaceuticals Amylose & transthyrétine SC GalNAcC - siRNA 1 Actif, ne recrute pas | NCT03759379
(ALN- Héréditaire
TTRSCO02)
ARO-AAT Arrowhead Pharmaceuticals Déficit en o-1 antitrypsine SC GalNAc - siRNA | Actif, ne recrute pas | NCT03362242
ARO-HBV Arrowhead Pharmaceuticals Hépatite B SC GalNACc - siRNA 111 Actif, ne recrute pas | NCT03365947
KRAS G12D M.D. Anderson Cancer Cancer pancréatique : KRAS v mesenchymal-stromal-cell- | Actif, ne recrute pas | NCT03608631
SiRNA Center G12D derived exosomes with KRAS
G12D siRNA
EphA2- M.D. Anderson Cancer v EphA2-targeting DOPC- | Recrutement NCT01591356
targeting Center Tumeur solide maligne avancée encapsulated siRNA
DOPC-
encapsulated
siRNA
QPI1-1002 Quark Pharmaceuticals Chirurgie cardiaque 1\ NA 11 Recrutement NCT03510897
siG12D- Silenseed Ltd Adénocarcinome ductal Intra-tumorale polymer matrix siRNA 1 Recrutement NCT01676259
LODER pancréatique, cancer
pancréatique
ALN-AATO02 Alnylam Pharmaceuticals Déficit en a-1 antitrypsine sC GalNAc - siRNA 171 Actif, ne recrute pas | NCT03767829
Maladie hépatique
AMG 890 Amgen Maladies cardio-vasculaires SC GalNAc - siRNA | Actif, ne recrute pas | NCT03626662
ARO-ANG3 Arrowhead Pharmaceuticals Hypercholestérolémie SC GalNACc - siRNA | Recrutement NCTO03747224
Hypertriglycéridémie
ARO-APOC3 | Arrowhead Pharmaceuticals Hypertriglycéridémie SC GalNAc - siRNA | Recrutement NCTO03783377
DCR-HBVS Dicerna Pharmaceuticals Hépatite B SC GalNAc - siRNA | Recrutement NCT03772249
ND-L02-s0201 Nitto Denko Corporation Fibrose pulmonaire v NPL, vitamine A | Recrutement NCT03538301
idiopathique

Tableau 9 : Les principaux essais cliniques en cours de candidats-médicaments a base de siRNA.
Abréviations : DOPC, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine; DC, cellules dendritiques ; IV, injection intraveineuse ; NPL, nanoparticule lipidique; NA, Not available ; PD-
1, programmed cell death 1; SC, injection sous-cutanée. Adapté de (Hu et al., 2019; Saw and Song, 2020; Setten et al., 2019; Zhou et al., 2019).
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6.2 Les siRNA commercialisés

6.2.1 Patisiran

En ao(t 2018, 20 ans apres la découverte de I’ARN interférence, le Patisiran (Onpattro®), ou
ALN-TTRO2, le premier médicament a base de siRNA, a été approuvé par la FDA pour le
traitement de 'amylose transthyrétine héréditaire (HATTR) (Saw and Song, 2020).

Brin sens
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Figure 50 : Le mécanisme thérapeutique du patisiran.

Le patisiran est constitué d’un siRNA en complexe avec des excipients lipidiques. Les composants sont assemblés
a pH acide dans des NPL et injectés en IV une fois toutes les 3 semaines a des doses de 0,3 mg/kg. Le siRNA
cible la région 3' (UTR) du géne TTR, qui code la transthyrétine, pour inhiber tous les ARNm possibles, c’est-a-dire
présentant ou non des mutations dans la région codante. Cela entraine des réductions soutenues> 70% des
protéines TTR circulantes, arrétant efficacement le dép6t d'amyloides TTR. Pour le siRNA, «m» = bases 2'-O-
méthyl modifiées, «r» = ARN et «d» = ADN. Image adaptée de (Setten et al., 2019).

L’HATTR, également appelée polyneuropathie amyloide familiale a transthyrétine (TTR-FAP)
ou cardiomyopathie amyloide familiale (TTR-FAC), est une maladie rare, évolutive et mortelle.
A I'heure actuelle, il existe environ 3000 patients diagnostiqués atteints de HATTR aux Etats-
Unis, et environ 50 000 cas dans le monde. Les patients souffrent principalement de
neuropathie progressive et de cardiomyopathie, avec une survie médiane inférieure a 15 ans.
Cette maladie est caractérisée par le dép6t anormal de la protéine de transthyrétine amyloide
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(TTR) mal repliée, dans divers organes y compris le cceur, les reins et les nerfs périphériques.
La TTR est une protéine circulante synthétisée par le foie, son rble est de transporter
principalement le rétinol, et en plus faible proportion, I'hormone thyroidienne (thyroxine). Le
géne codant la TTR peut étre muté, entrainant un mauvais repliement, et une agrégation des
protéines, formant des fibrilles amyloides, qui se déposent dans les tissus. Une des stratégies
est donc d’inhiber I'expression du géne TTR par un siRNA spécifique (Saw and Song, 2020).
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Figure 51 : Modele de distribution médiée par des NPL de siRNA aux hépatocytes in vivo, utilisé pour
I’administration de patisiran.

Les étapes clés comprennent la dissociation des lipides-PEG de la surface des particules, le recrutement d'ApoE
endogene a la surface des nanoparticules, le passage via I'endothélium fenétré et la liaison aux récepteurs de LDL
et autres récepteurs de liaison d'ApoE sur les hépatocytes, l'internalisation des vecteurs via l'endocytose ,
protonation du lipide ionisable en raison du faible pH de I'endosome, interaction du lipide ionisable protoné avec
des lipides endogénes chargés négativement, ce qui entraine la déstabilisation de la membrane endosomale et la
libération du siRNA dans le cytoplasme, ou il peut interagir avec la machinerie d’ARNi. Image adaptée de (Akinc et
al., 2019).

Des nanoparticules lipidiques de type SNALP ont été utilisées pour la formulation de ce siRNA.
Ce dernier a été modifié avec des résidus de sucre O-Méthylé et quatre résidus 2'-désoxy
thymidine (Hu et al., 2019). Les composants lipidiques de cette formulation comprennent un
lipide aminé ionisable (Dlin-MC3-DMA, pKa = 6,44), un lipide PEGylé (le lipide PEG2000-C-
DMG), un lipide polaire (DSPC) et le cholestérol (Figure 50). Dans la circulation sanguine, les
lipides PEGylés sont éliminés et remplacés par des protéines sériques, telles que I'Apo E,

induisant l'internalisation par les hépatocytes. L'endocytose médiée par les récepteurs conduit
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a l'acidification des endosomes, induisant une ré-ionisation du principal lipide ionisable et la

libération du siRNA dans le cytoplasme (Figure 51) (Hu et al., 2019).

Les résultats de I'essai clinique de phase 3, APPOLO (NCT01960348), réalisé par Alnylam
Pharmaceuticals, ont démontré une inhibition moyenne de 87,8% de I'expression de la TTR
sérique par le Patisiran, accompagnée d’'une amélioration de tous les critéres d’évaluation
primaires et secondaires. Une réduction de 50% de I'hospitalisation et de la mortalité toutes
causes confondues ainsi qu’'une amélioration considérable des multiples manifestations
cliniques de la maladie ont également été constatées. Le taux de progression de la maladie a
également été remarquablement ralenti. La fréquence et la gravité des événements
indésirables étaient similaires chez les patients recevant du patisiran et chez ceux recevant
un placebo. Six ans apres le début des études cliniques, ce candidat-médicament a été
approuvé par 'lEMA et la FDA. Cependant le traitement reste co(teux, car le médicament est
actuellement au prix de 450000% par an, ce qui pourrait étre un fardeau énorme pour les
patients surtout qu'un traitement répétitif pourrait étre nécessaire en raison de I'effet transitoire
du siRNA (Hu et al., 2019; Saw and Song, 2020)

6.2.2 Givosiran

En Novembre 2019, un deuxiéme médicament a base de siRNA, administré en sous-cutané,
le givosiran (Givlaari®), a été approuvé par la FDA (suivi en janvier 2020 par I'EMA) pour le

traitement des adultes atteints de la porphyrie hépatique aigué (AHP).

La porphyrie hépatique aigué est une pathologie hépatique héréditaire rare, qui entraine
'accumulation des intermédiaires neurotoxiques, l'acide aminolévulinigue (ALA) et le
porphobilinogéne (PBG) pendant le cycle de production de I'héme (le site de liaison de
l'oxygéne de I'hémoglobine) dans les cellules hépatiques. Les patients atteints de cette
maladie présentent des douleurs abdominales sévéres, des nausées, des vomissements et
de la constipation (Al Shaer et al., 2020).

Le givosiran est un siRNA dirigé contre TARNm de I'aminolévulinate synthase 1 (ALAS1),
conjugué de maniére covalente a un ligand, le GalNAc, lié¢ a I'extrémité 3’ du brin sens,
permettant une distribution spécifique du siRNA aux hépatocytes (Scott, 2020). Les 2"-OH du
ribose dans certains monomeres sont méthylés (formant le 2'-O-méthyl-ribonucléoside), tandis
gue dans d'autres, ils sont substitués par I'atome de fluor hautement électronégatif (2'-F-
ribonucléoside), afin d’'améliorer la stabilité des siRNA contre les nucléases (Figure 52 et
Figure 53). Dans les cellules, le siRNA inhibe I'expression de I'ALAS1, arrétant ainsi la
production d'ALA et empéchant, par conséquent, I'accumulation des intermédiaires toxiques
(Al Shaer et al., 2020)
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Figure 52 : Structure chimique du Givosiran (Givlaari).
Image adaptée de (Al Shaer et al., 2020).

Les résultats de l'essai multinational ENVISION de phase Ill, réalisé par Alnylam
Pharmaceuticals, ont démontré une régulation négative de I'ARNm d'ALAS1, et une inhibition
de l'accumulation de PBG et d'ALA neurotoxique, avec une bonne tolérance chez les patients
(Scott, 2020). Cependant, des contrdles réguliers de la fonction hépatique et rénale sont

fortement recommandés (Al Shaer et al., 2020).
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Figure 53 : Systéeme d'administration de siRNA actuellement approuvés.

A) Une SNALP développée par Alnylam, qui est le vecteur d’administration de Patisiran (Onpattro). B) siRNA
conjugué au GalNAc pour former un conjugué siRNA- GalNAc pour un ciblage spécifique des hépatocytes par le
givosiran. Image adaptée de (Saw and Song, 2020).
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Trés rapidement apres sa découverte en 1998, I'ARNi a été considérée comme un
mécanisme thérapeutique puissant en raison de la spécificité et de I'efficacité élevées
du siRNA a faibles doses, pour I'extinction de I'expression d’'un géne cible en dégradant
son ARNm. Les différentes barrieres extracellulaires et intracellulaires de I'organisme
ainsi que les caractéristiques physico-chimiques des siRNA constituant un obstacle
majeur pour leur administration aux cellules cibles, plusieurs systémes de vectorisation
allant de la conjugaison a une molécule jusqu’a la vectorisation dans des
nanoparticules lipidiques ou polymériques ont été développés. Ces vecteurs ont permis
le développement des deux premiers médicaments a base de siRNA, 20 ans apreés leur
découverte. Plusieurs essais cliniques utilisant des siRNA sont actuellement en cours
pour le traitement de diverses pathologies acquises ou héréditaires, un seul essai
concerne la fibrose hépatique. Cependant, plusieurs stratégies anti-fibrotiques a base
de siRNA sont étudiées a des stades précliniques et les principales approches seront
décrites dans le chapitre suivant.
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Chapitre IV : Les stratégies thérapeutiques a
base d’ARN interférents

1. Stratégies pour une administration ciblée des agents

thérapeutiques aux HSCs

De nombreux agents thérapeutiques, y compris des petites molécules, des protéines, des
siRNA, des microRNA et des plasmides ont été étudiés pour le traitement de la fibrose
hépatique. Cependant, ces agents thérapeutiques ne peuvent pas atteindre facilement les
HSCs dans les foies fibrotiques en raison du faible nombre de ces cellules, de 'accumulation
de la MEC, de la fermeture des fenestrations de I'endothélium et de la réduction de I'espace
de Disse (Garcia-Bafuelos et al., 2002; Varin and Huet, 1985). Le développement de

stratégies pour cibler les HSCs est donc crucial pour le traitement de la fibrose hépatique.

Un certain nombre de stratégies de ciblage sont en cours d’évaluation, in vivo et in vitro, pour
leur capacité a administrer des agents thérapeutiques sélectivement aux myofibroblastes
hépatiques, et plus précisément, aux HSCs activées. Celles-ci comprennent la modification
des molécules thérapeutiques, ou de leurs vecteurs, par le mannose-6-phosphate, pour leur
absorption via le récepteur de facteur de croissance analogue a l'insuline Il (IGF-IIR), ou par
des peptides qui reconnaissent les récepteurs du collagéne de type VI ou encore des dérivés
du facteur de croissance plaquettaire (PDGF) (Figure 54). Les principaux récepteurs, leurs
ligands ainsi que les systemes d’administration utilisés pour un ciblage des HSCs sont
résumés dans le Tableau 10 et seront détaillés ci-dessous (Chen et al., 2019).
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IGF-IIR 3 E

X X

.......
950 00,02 0Tttt e tut A0
X p y
° “-‘ . O
\\,_ ¢ X
U
1 X

RBPR LDLR

o  TRAILR

Cellules stellaires hépatiques activées

Figure 54 : Récepteurs surexprimés dans les HSCs activées.
Image adaptée de (Chen et al., 2019).
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Marqueur spécifique Ligand utilisé Systéme Agent thérapeutique
des HSCs d’administration Référence
Récepteur au Peptide RGD cyclique Liposome IFN-alb (Du et al., 2007)
collagéne de type VI (C*GRGDSPC*) Copolyméres Oxymatrine (Yang et al., 2014a)
Conjugué HSA (Beljaars et al., 2000)
Liposome SIRNA (Sato et al., 2008b)
Récepteur aux RBPs Vitamine A Nanoparticule Oligonucléotide (Zhang et al., 2015)
polymérique (PEI)
PDGFR-B Peptide cyclique Conjugué HSA (Beljaars et al., 2003)
(C*SRNLIDC*) Liposome IFN-y (Lietal., 2012)
Synaptophysine SCAb Conjugué Tributyltin (Douglass et al., 2008b)
M6P Conjugué Y27632 (Beuge et al., 2011)
Nanocomplexe SiRNA (Zhao et al., 2018)
IGF-1IR Peptide Biotine-PEG-
NeutrAvidin
Aptameére Conjugué siRNA (Chen et al., 2017b)
Nanoparticule Curcumine (Chen et al., 2017a).

Polymérique (PLA)

Micelle Losartan (Thomas et al., 2015)
CD44 Acide hyaluronique Nanocomplexe de PEI SiRNA (Park et al., 2011)
Conjugué TRAIL (Yang et al., 2015)

Tableau 10 : Marqueurs spécifiques des HSCs pour une administration ciblée d'agents anti-fibrotiques.
Adapté de (Chen et al., 2019).

1.1 Récepteur au collagene de type VI

Le récepteur au collagéne de type VI est surexprimé par les HSCs activées et a été utilisé pour

administrer des agents thérapeutiques aux HSCs.

Un peptide cyclique RGD, ligand de ce récepteur, a été conjugué a I'albumine sérique humaine
(HSA) et a induit une accumulation préférentielle dans le foie des rats BDL avec un
internalisation importante dans les HSCs activées (Beljaars et al., 2000). Ce peptide a
également été conjugué a des copolymeéres biodégradables encapsulant I'oxymatrine, un
alcaloide possédant un effet anti-fibrotique. Le traitement des HSCs primaires en culture par
'oxymatrine ciblée a permis une augmentation de I'internalisation cellulaire en comparaison a
'oxymatrine encapsulée dans des copolyméres non conjugués ainsi qu’une inhibition de la
prolifération des HSCs et une réduction significative de I'expression du collagéne 1a1 et du
a-SMA. L’administration de I'oxymatrine ciblée a des rats BDL a induit un effet anti-fibrotique
important, par diminution des dépéts de tissu fibreux dans le foie des rats traités (Yang et al.,
2014a). De méme, lutilisation de liposomes conjugués au RGD, pour I'administration
d'oxymatrine dans un modéle murin de fibrose induite par le CCls, a permis d’améliorer

l'efficacité de ciblage des HSCs in vivo, d’induire leur apoptose et d’atténuer la fibrose
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hépatique (Chai et al., 2012). Enfin, le peptide RGD a également été conjugué a des
liposomes stériquement stables (SSL) et a permis une accumulation des liposomes dans les
HSCs de rats BDL, 10 fois plus élevée comparée aux liposomes SSL non modifiés. Le
traitement des rats BDL par les liposomes SSL-RGD contenant l'interféron a1b (IFN-a1b) a
induit un effet anti-fibrotique important comparé au traitement par les particules SSL-IFN-a1b

non conjuguées (Du et al., 2007).
1.2 Récepteur aux RBPs (RBPR)

Les HSCs possédent une capacité importante d’absorption de la vitamine A, via les récepteurs
aux protéines de liaison au rétinol (RBPs). Il a été décrit que la vitamine A est captée de
maniére aussi efficace par les HSCs activées que par les HSCs quiescentes (Sato et al.,
2008a). La vitamine A et les RBPs ont donc été utilisées comme ligands pour une

administration spécifique d’agents thérapeutiques aux HSCs.

La vitamine A conjuguée a des nanoparticules lipidiques fluorescentes a permis une
accumulation sélective dans les HSCs exprimant le a-SMA par rapport aux hépatocytes, dans
un modéle murin de fibrose induite par le CCls (Toriyabe et al., 2017). La vitamine A a
également été conjuguée a des nanoparticules polymériques incorporant des molécules
donneuses de NO (composé de S-nitroso-glutathion). Une internalisation importante de ces
nanoparticules conjuguées a été observée dans des HSCs primaires de rat et dans les cellules
LX-2, accompagnée d’une inhibition de I'expression du collagéne de type | et du a-SMA. Ces
nanoparticules conjuguées ont été ensuite PEGylées afin d'augmenter leur demi-vie sanguine,
puis injectées en IV a des rats BDL. L’étude de biodistribution a montré une accumulation
importante de ces nanoparticules dans les foies fibrotiques (Duong et al., 2015). Une étude
similaire, utilisant des nanoparticules lipidiques incorporant le rétinol et encapsulant la
silibinine, une molécule ayant un effet anti-hépatotoxique, a induit une accumulation hépatique
importante des nanopatrticules, contrairement aux formulations dépourvues de rétinol (Pan et
al., 2016). Le rétinol a également été conjugué a des nanoparticules polymériques a base de
PEI (RcP, retinol-conjugated polyethylenimine) et encapsulant un oligonucléotide ayant un
effet anti-fibrotique. Des expériences in vitro ont montré que les RcP sont captées par les
HSC-T6 via les récepteurs RBPR, avec une efficacité d’internalisation importante et présentent
une liaison sélective aux RBPs en présence du sérum. L'injection intraveineuse des RcP, a
des souris atteintes de fibrose hépatique, a induit une forte accumulation hépatique de ces
nanoparticules avec une internalisation importante dans les cellules non parenchymateuses,

en particulier les HSCs exprimant le a-SMA (Zhang et al., 2015).

Les RBPs ont également été utilisées pour un ciblage spécifique des HSCs. La fusion de RBP

au domaine IIl de I'albumine (RBP-R-IIl) induit une internalisation importante dans les HSCs
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primaires de rat en culture, contrairement a lalbumine seule (Park et al.,, 2012).
L’administration de RBP-R-IIl & de deux modéles murins de fibrose, CCls et BDL, a induit une
distribution préférentielle dans les HSCs, bien qu'un signal faible et non spécifique ait

également été détecté dans les cellules parenchymateuses (Lee et al., 2015a).

1.3 Récepteur a I'Insulin-like Growth Factor II / mannose-6-
phosphate (IGF-IIR/M6P)

Le récepteur a /lnsulin-like Growth Factor Il (IGF-1IR) est impliqué dans l'internalisation de
deux classes non liées de ligands, les hydrolases acides contenant du mannose 6-phosphate
(M6P) et le facteur de croissance IGF-II. Il a été décrit que l'internalisation via I'|GF-IIR de la
B-glucuronidase, un homo-tétrameére portant plusieurs fragments de M6P, est 3 a 4 fois plus
rapide que celle de I'lGF-Il (York et al., 1999). Comme I'|GF-IIR n'est pas lié a une activité
tyrosine kinase, ni a la prolifération, il est considéré comme un récepteur prometteur pour une

administration ciblée d’agents thérapeutiques, sans induire la prolifération des HSCs.

Le M6P a été conjugué a l'albumine sérique humaine (HSA) pour I'administration de la
doxorubicine (DOX), une molécule ayant un effet anti-prolifératif, aux HSCs. Le complexe ainsi
formé M6P-HSA-DOX, injecté a des rats BDL, se localise préférentiellement dans le foie
(environ 50% de la dose injectée), avec une accumulation importante dans les HSCs
(Greupink et al., 2006). De méme, la conjugaison de M6P et de Y27632, un inhibiteur de la
Rho kinase ayant des propriétés anti-fibrotiques, a I'HSA induit une distribution majoritaire
dans les HSCs des souris atteintes de fibrose induite par le CCls, accompagnée d’'une
réduction de I'expression du collagéne dans le foie (Beuge et al., 2011). Le M6P a également
été conjugué a l'interleukine-10 (IL-10), une cytokine anti-inflammatoire ayant une action anti-
fibrotiqgue. Chez des rats atteints de fibrose hépatique induite par le CCls, le M6P-IL-10
s’accumule dans le foie tandis que I'lL-10 seule s’accumule dans les reins. Cependant, en
raison de sa charge négative, le M6P a présenté une liaison aux récepteurs scavengers de
type A, présents a la surface des cellules de Kupffer et des cellules endothéliales sinusoidales,
en plus de sa liaison au récepteur IGF-1IR des HSCs (Rachmawati et al., 2007). Il a également
été démontré que l'utilisation de plusieurs fragments de M6P permet d’augmenter 'absorption
des particules conjuguées par les HSCs. En effet, 'albumine sérique bovine (BSA) a été
conjuguée a plusieurs fragments de M6P, pour transporter un oligonucléotide (triplex forming
oligonucleotide : TFO) spécifigue du collagene de type 1, vers les HSCs activées. En
augmentant le nombre de M6P par BSA de 14 a 27, I'accumulation hépatique de M6P-BSA-
TFO est passée de 55% a 68%, suite a I'administration systémique des nanoparticules a des
rats atteints de fibrose induite par DMN. Apres administration de (M6P)2-BSA-TFO et

Page | 165



Introduction Chapitre IV : Les stratégies thérapeutiques a base d’ARN interférents

isolement des cellules hépatiques, 42% des nanoparticules étaient internalisées par les HSCs

de foies sains, contre 82% dans les HSCs de foies fibrotiques (Ye et al., 2006).

Le peptide 431 a été identifié comme étant un ligand de I'lGF-1IR. La dimérisation de ce peptide
augmente son affinité de liaison aux cellules LX-2 d'environ 9 fois (Chen et al., 2015). Les
études utilisant ce peptide seront décrites plus loin (voir 2.1 Collagéne et protéines associées).

1.4 Récepteur au facteur de croissance dérivé des plaquettes 3
(PDGFR-p)

L'expression des récepteurs au PDGF est faible dans un foie sain, mais augmente de maniére

significative dans les HSCs activées lors d'une lésion hépatique (Kocabayoglu et al., 2015).

Un peptide cycligue CSRNLIDC a été développé, en se basant sur la séquence en acides
aminés du PDGF impliquée dans la liaison au récepteur. Des études in vitro ont montré que
la conjugaison de ce peptide a I'HSA induit une liaison au récepteur PDGFR-§ a la fois sur des
fibroblastes NIH/3T3 et des HSCs activées. Une étude de biodistribution de ce conjugué a
montré une accumulation importante dans le foie des rats BDL, contrairement a I'albumine non
conjuguée, avec une localisation majoritaire dans les HSCs activées (Beljaars et al., 2003).
L’administration des complexes peptide-HSA-PEG-IFN-y contenant l'albumine PEGylée,
conjuguée au peptide CSRNLIDC et a I'lFN-y & des souris atteintes de fibrose induite par le
CCl, induit également une accumulation rapide des complexes dans les HSCs et un effet anti-
fibrotique important, contrairement a I'lFN-y non conjugué, sans induire d’effets secondaires
liés a I'lFN-y (Bansal et al., 2011a, 2011b). Ce peptide cyclique a également été utilisé pour
transporter des liposomes encapsulant I'lFN-y aux HSCs et a permis une accumulation
principalement hépatique de I'lFN-y, chez des rats sains. Une localisation dans les HSCs
activées a été mise en évidence, aprés administration de liposomes conjugués, a des rats
atteints de fibrose hépatique induite par la thioacétamide. Une augmentation de la demi-vie de
circulation ainsi qu’une réduction des effets secondaires liés a I'lFN-y libre ont également été
observés (Li et al., 2012).

1.5 Synaptophysine (SYN)

Il'y a peu d’études sur cette glycoprotéine membranaire, mais un groupe de chercheurs a
développé un anticorps recombinant humain a chaine unique, dirigé contre un domaine
extracellulaire de la SYN. L’administration de cet anticorps a des souris atteintes de fibrose
hépatique a induit une liaison spécifique aux HSCs activées, positives au a-SMA, dans le foie
(Douglass et al., 2008a). Cet anticorps ne semble pas cibler les hépatocytes, ni les monocytes

ni les macrophages hépatiques. Une limitation potentielle de cette stratégie est le risque
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d’adressage des agents thérapeutiques également aux cellules neurales, en raison de
I'expression de la SYN par ces derniéres. Cependant, il n'y a aucune preuve montrant que cet

anticorps puisse traverser la barriére hémato-encéphalique (Douglass et al., 2008b).
1.6 Récepteur a ’AH (Cluster of differentiation CD44)

Le CD44 est le principal récepteur de I'acide hyaluronique (AH), un composant important de
la MEC. Il existe sous la forme de multiples variants d'épissage, exprimés par les lymphocytes
infiltrants, les cellules de Kupffer et les HSCs (Satoh et al., 2000). Une augmentation de son
expression a été observée avec 'activation des HSCs (Kikuchi et al., 2005). Une surexpression
de CD44 a été décrite chez des patients atteints de NAFLD ou d'une maladie hépatique

alcoolique et dans des modéles animaux de fibrose ou de cirrhose (Urashima et al., 2000).

L'’AH a été conjugué aux Quantum Dots (QDots), des nanocristaux fluorescents utilisés
comme sonde dans le domaine de la bio-imagerie moléculaire. In vitro, une absorption plus
importante des conjugués AH-QDot par les HSC-T6 et les cellules d'hépat-carcinome (HepG2)
gue par les hépatocytes sains (FL83B) a été observée. L’administration des conjugués AH-
QDot a des souris atteintes de cirrhose hépatique induite par le CCls a permis une
internalisation spécifique dans les HSCs et les cellules endothéliales sinusoidales (Kim et al.,
2010). La conjugaison de nanoparticules polymériques a base de polylactide, encapsulant la
curcumine, a I'AH a également permis une internalisation spécifique des nanoparticules par
les HSCs activées sans affecter les hépatocytes, chez des souris atteintes de fibrose
hépatique induite par la thioacétamide. Ce systeme d’administration a permis de réduire la
dose de la molécule sans diminuer l'efficacité thérapeutique (Chen et al., 2017a). Des résultats
similaires ont été obtenus, en administrant par voie orale, des micelles encapsulant le losartan
et conjuguées a I’AH, a des souris présentant une fibrose hépatique induite par un mélange
thioacétamide/éthanol. Une accumulation plus importante des micelles conjuguées a été
observée dans les foies fibrotiques que dans des foies sains (Thomas et al., 2015). De méme,
'administration de micelles chargées de silibinine et conjuguées a 'AH (SLB-AH) a des rats
atteints de fibrose hépatique induite par le CCls, a induit un effet de ciblage hépatique
significatif. Des tests de cytométrie en flux et d’immunofluorescence ont révélé une
internalisation spécifique des micelles SLB-AH dans les HSCs plutét que dans les autres types
de cellules hépatiques. De plus, les micelles présentaient un effet apoptotique sur les HSCs
activées (Li et al., 2020).
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Ainsi, les études décrites ci-dessus sur l'efficacité du ciblage des HSCs ont montré des
résultats prometteurs, a la fois in vitro et sur des modéles animaux. La conjugaison de
ligands spécifigues des HSCs aux agents anti-fibrotigues ou aux systéemes
d’administration pourrait contribuer, de maniére considérable, a la validation de ces agents
dans les essais cliniques. Les principaux ligands de HSCs décrits dans ce chapitre sont
des ligands non synthétiques, en raison de leur bonne biocompatibilité et biodégradabilité.
Cependant, la liaison de ces ligands a leurs récepteurs est souvent de faible affinité et
peut, pour certains d’entre eux, induire une activation des voies de signalisation en aval.
Ces limites peuvent étre contournées par I'utilisation de ligands artificiels, qui présentent
une affinité plus élevée et sont plus flexibles pour la modification chimique et le couplage
a des agents anti-fibrotiques. Parmi ces ligands artificiels, on trouve les aptaméres et les
peptides qui sont des ligands intéressants en raison de leur petite taille, de leur facilité de

production et de leur non-immunogénicité (Chen et al., 2019).

2.Les approches thérapeutiques a base d’ARN

interférents

Dans cette partie, nous allons développer, plus spécifiquement, les stratégies anti-fibrotiques
a base de siRNA. Ce type de molécules agit au niveau de '’ARNm, nous allons donc décrire

les différentes protéines cibles qui ont été visées par des siRNA.
2.1 Collagene et protéines associées

Des siRNA dirigés contre le procollagéne a1 (Colla1) ont été encapsulés dans des
nanoparticules a base de lipides cationiques et injectés en IV a des souris présentant une
fibrose hépatique induite par le CCls. Une diminution de 90% de I'expression du collagéne
ainsi qu’une réduction de la formation des septa fibreux ont été observées. Ces nanoparticules
induisaient également une régression significative de la fibrose biliaire sur un modéle de souris
Mdr2-/- sans entrainer de réponse immunitaire innée in vivo (Calvente et al., 2015). Des
hydrogels cationiques ont également été développés pour vectoriser des siRNA anti Collal.
Administrés a des souris atteintes de fibrose induite par le CCls, ces nanohydrogels ont induit
une diminution de I'expression du collagéne a la fois au niveau transcriptionnel et au niveau
protéique, sans aucune toxicité in vivo (Kaps et al., 2015). Le groupe de Schuppan a réalisé
une étude trés intéressante en concevant des souris transgéniques exprimant un shRNA dirigé
contre Colla1, régulé par la doxycycline, ce qui permet une suppression inductible tres

efficace du géne COL1A1 dans les myofibroblastes. Les souris traitées a la doxycycline et au
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CCl, ont présenté une diminution de 80 a 90% de ’ARNm du procollagéne al, et une réduction
de 40 a 50% de l'accumulation de collagene dans le foie. L'inhibition du procollagéne al a
également conduit a une diminution de I'expression des procollagenes de type lll, IV et VI et
d'autres paramétres liés a la fibrose comme I'expression de TGFB-1, TIMP-1, MMP-8, MMP-
13, et a-SMA. Ces observations étaient associées a une atténuation de linflammation
chronique, suggérant que le collagene de type | sert non seulement de composant cicatriciel
majeur, mais également de modulateur d'autres collagénes et de promoteur de l'inflammation

chronique (Molokanova et al., 2018).

Des siRNA anti Collal ont également été administrés, en utilisant des vecteurs conjugués a
la vitamine A notamment via des nanoparticules a base de matériaux de type lipide « SS-
cleavable proton-activated lipid-like materials (ssPalms) » couplées a la vitamine A (ssPalmA).
Injectées a des souris atteintes de fibrose hépatique induite par le CCls, ces nanoparticules
ont entrainé une inhibition significative de la production de collagéne, sans effets secondaires
observés, a la dose de 3 mg/kg de siRNA (Toriyabe et al., 2017). De méme, des nanoparticules
polymériques composées principalement de poly(lactide-co-glycolide)-polyspermine PEG-
vitamine A (PLGA-PSPE-PEG-VA) ont été utilisées pour 'administration d’'une combinaison
de silibinine et de siRNA anti Col1a1 a des souris traitées au CCls. Ces nanoparticules ont
induit une diminution du dépét de collagene et une amélioration de la fibrose hépatique, en
comparaison avec les souris injectées avec des nanoparticules ne contenant que la silibinine
ou le siRNA anti-Col1a1 (Qiao et al., 2018).

Une autre stratégie pour inhiber I'expression du collagéne consiste a cibler des protéines liées

a I'expression du collagéne, notamment aCP2, TANGO1 et HSP47.

L’accumulation anormale de la MEC lors de la fibrose hépatique est corrélée a la
'augmentation du turnover (t12) de TARNm de Collal. Ce ti, passe de 1,5h dans les HSCs
quiescentes a plus de 24h dans les HSCs activées (Lindquist et al., 2000; Sato et al., 2003).
Cette stabilisation de 'TARNm de Col1al est assurée par une protéine, appelée aCP2 et codée
par le géne PCBP2 (Poly(rC)-binding protein 2), qui se lie spécifiquement a la région 3UTR
de 'ARNm du Collal. Shukla et al. ont décrit qu’'un siRNA dirigé contre PCBP2 diminue de
maniéere significative la production de Collal dans des cellules HSC-T6 activées par l'alcool
(Shukla et al., 2011). Plus récemment, la méme équipe a montré que ce méme siRNA anti-
PCBP2 inversait plusieurs effets pro-fibrogéniques induits par I'alcool ou par les cytokines
inflammatoires, a la fois sur des HSCs primaires de rat, et sur la lignée HSC-T6. Une
diminution de I'accumulation du collagene de type I, ainsi qu’une réduction de la prolifération

et de la migration cellulaires ont été observées (Liu et al., 2017).
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Le recepteur a I'lGF-Il a été utilisé par plusieurs équipes pour I'adminisration de siRNA anti-
PCBP2 aux HSCs notamment en utilisant un aptamére spécifique de I'lGF-IIR, conjugué a
lextrémité 3’ du siRNA anti-PCBP2. Ces conjugués aptamere-siRNA ont présenté une
inhibition de I'expression de PCBP2 in vitro sur des cellules LX-2 ainsi qu’'une absorption
hépatique élevée in vivo chez des rats traités par le CCls (Chen et al., 2017b). L’administration
de siRNA anti-PCBP2 via des nanocomplexes hybrides peptides/siRNA conjugués a I'lGF-1l a
des rats atteints de fibrose hépatique induite par le CCls, a provoqué une inhibition significative
de I'expression de PCBP2 et du collagéne de type | dans le foie, a la fois au niveau
transcriptionnel et protéique, avec un effet anti-fibrotique important (Jain et al., 2019). Le
peptide 431 a également été utilisé comme ligand pour I'administration de nanocomplexes
composeés de biotine PEGylée et de siRNA anti-PCBP2 aux HSCs. Comparé a la vitamine A
et au cholestérol, le nanocomplexe conjugué au peptide 431 présentait un effet de ciblage plus
important sur les cellules LX-2, la lignée HSC-T6 et les HSCs primaires activées de rat,
accompagné d’une inhibition plus élevée de I'expression de PCBP2 et de la migration des
HSCs activées. Le nanocomplexe couplé au peptide 431 présentait la plus forte absorption
hépatique, et la plus faible accumulation dans les poumons et les reins, de rats atteints de
fibrose hépatique induite par le CCls, comparé aux nanocomplexes conjugués au cholestérol

ou a la vitamine A (Zhao et al., 2018).

TANGOL est une protéine jouant un role potentiel dans la sécrétion du collagene de type | par
le réticulum endoplasmique. Cette protéine est surexprimée dans les tissus hépatiques
cirrhotiques murins et humains. L’inhibition de cette protéine par un siRNA spécifique réduit
de 50% la sécrétion du collagene de type 1 par les cellules LX-2 en culture, sans affecter les
autres protéines de la matrice. Cette rétention du collagéne dans le RE favorise I'apoptose des
HSCs via la réponse UPR suggérant un effet anti-fibrotique de I'inhibition de TANGO1 (Maiers
et al., 2017).

Comme décrit précédemment (voir Chapitre Il 3.7 Traitements ciblant la fibrose, page 102),
HSP47 est une protéine chaperonne qui assure la formation de la triple hélice a du
procollagéne dans le réticulum endoplasmique. L’administration de siRNA ciblant la protéine
gp46, I'homologue chez le rat de la protéine humaine HSP47, encapsulés dans des liposomes
couplés a la vitamine A, a des rats atteints de cirrhose induite par DMN, induit leur
accumulation dans les HSCs activées. Ces liposomes ont induit une diminution de la sécrétion
du collagéne, une résolution presque compléte de la fibrose hépatique induite par le CCls ou
par BDL ainsi qu'un prolongement de la survie chez les rats atteints de cirrhose induite par
DMN (Sato et al., 2008a).
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2.2 Facteur de croissance transformant 3 (TGF-3)

Le TGF-B est le principal médiateur pro-fibrogénique. Comme évoqué dans le premier
chapitre, le TGF-B est produit par les cellules de Kupffer, les cellules endothéliales et les HSCs
aciveées. Il peut se lier aux récepteurs TGF-BRI et TGF-BRII et régule la transcription des génes
impligués dans la fibrogénése via la voie de signalisation SMAD (Fabregat et al., 2016; Xu et
al., 2016).

Des siRNA spécifiques du TGF-B1, ont été conjugués au PEG, pour augmenter leur stabilité,
et au M6P, pour permettre la distribution ciblée de siRNA aux HSCs. Le traitement des cellules
HSC-T6 en culture par ces conjugués induit une inhibition importante de I'expression du TGF-
B1 (Zhu and Mahato, 2010). Des siRNA anti-TGF-$ ont également été encapsulés dans des
systemes composés de PEI réductible conjuguée a I'AH pour un ciblage spécifique des HSCs.
Les résultats obtenus in vitro, sur des HSC-T6, ont confirmé I'absorption cellulaire efficace du
complexe par endocytose via les récepteurs a I'AH, avec une efficacité d’inhibition de TGF-
de 50 a 80% selon les conditions testées, sur des HSCs activées. Une diminution significative
du nombre de HSCs activées et du dépdt de collagene ainsi qu’une réduction de la formation
des nodules et une atténuation de la cirrhose hépatigue ont été observées, aprés
administration de ces complexes, a des souris traitées au CCls (Park et al., 2011). Il a
également été démontré que l'inhibition de I'expression du récepteur TGF-BRII par un shRNA,
réduit, de maniére significative, I'activation des HSCs in vitro en diminuant les niveaux
d’expression du a-SMA, ainsi que la production d’autres composants de la MEC notamment

les collagénes de type I, 11l et IV, et 'acide hyaluronique (Fu et al., 2011).

En raison du role complexe joué par le TGF-$ dans le foie, de son expression ubiquitaire, ainsi
que de celle de ses récepteurs dans tout 'organisme, il parait stratégique de chercher plutot a
cibler dans les HSCs, des médiateurs en aval dans la voie de signalisation du TGF-B, plutdt
gue le TGF-B lui-méme. Par exemple, le récepteur transitoire potentiel de la mélastatine 7
(TRPM7), une protéine du canal cationique impliquée dans la voie de signalisation TGF-
B/SMAD, semble jouer un réle important dans la prolifération des HSCs. Cette protéine est
surexprimée dans les foies fibrotiques humains et son expression est augmentée, au niveau
transcriptionnel et au niveau protéique, dans des HSC-T6 stimulées par le TGF-B. L'inhibition
de TRPM7 avec un siRNA spécifique diminue I'expression des marqueurs de myofibroblastes
induite par le TGF-B tels que a-SMA, ainsi que I'expression de Col1a1. De plus, son inhibition
entraine la dégradation des fibres de collagéne, via 'augmentation de I'expression de MMP-
13 et la diminution les niveaux de TIMP-1 et TIMP-2. Elle empéche aussi la phosphorylation
de SMADZ2/3 associée a la production de collagene, dans les HSCs activées in vitro et in vivo

chez des rats traités au CCls (Figure 55) (Fang et al., 2014). Gremlin 1 est une protéine
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impliqguée dans la phosphorylation de SMAD2/3, dans la voie de signalisation du TGF-B. Sa
surexpression semble favoriser I'activation des HSCs. L’administration d’'un siRNA spécifique
de Gremlinl & des rats traités au CCls4, inhibe I'activation des HSCs et atténue la fibrose
hépatique (Zeng et al., 2016).
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Figure 55 : Un modéle schématique d'une boucle de régulation positive entre TGF-B1 / Smad et TRPM?7.

2.3 Facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF)

Le facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF) est exprimé par plusieurs types de cellules
hépatiques, notamment les hépatocytes, les cholangiocytes, les HSCs, les fibroblastes et les
cellules endothéliales sinusoidales (Makino et al., 2018). Sa surexpression, lors de la fibrose,
induit la prolifération des myofibroblastes et entraine une accumulation de collagene (Huang
and Brigstock, 2012; Shi-Wen et al., 2008).

Des nanoparticules lipidiques solides cationiques (cSLN), reconstituées a partir de LDL
naturels, ont été congues pour I'administration de siRNA anti-CTGF a des rats atteints de
fibrose hépatique induite par DMN. L’injection 1V de ces nanoparticules a induit une réduction
significative de la quantité de collagene et des taux sériques des facteurs pro-fibrogéniques

comme TNF-a, TGF-B, et IL-6. Une amélioration des caractéristiques histologiques de la
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fibrose a également été mise en évidence (Kong et al., 2013). Trois plasmides exprimant des
shRNA spécifiques du CTGF ont été construits et testés sur des cellules HSC-T6. L’'une des
constructions a induit une inhibition importante de I'expression de CTGF accompagnée d’une
réduction de la production des protéines de la MEC comme les collagénes de type Il et IV, la

laminine et I'acide hyaluronique (Yuhua et al., 2008).
2.4 Facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF)

Comme décrit précédemment, le facteur de croissance dérivé des plaquettes ou PDGF,
produit par les HSCs, les cellules de Kupffer et les cellules endothéliales, semble jouer un role
important dans I'activation des HSCs via son récepteur PDGFR, surexprimé lors de la fibrose.
Bloguer 'axe PDGF/PDGFR peut étre une stratégie thérapeutique potentielle pour le
traitement de la fibrose hépatique.

Un shRNA spécifique de la sous-unité § du récepteur PDGFR a été administré a des rats
atteints de fibrose hépatique et a provoqué une diminution de I'expression de PDGFR-3, ainsi
qu’une inhibition de l'activation et de la prolifération des HSCs. Une suppression de la
progression de la fibrose hépatique a été mise en évidence sur deux modeles de fibrose induits
par DMN et BDL (Chen et al., 2008).

PDGFR-a est une autre cible pour le traitement de la fibrose hépatique, son expression est
augmentée dans les HSCs activées du foie cirrhotique, et dans les hépatocytes des foies
fibrotiques. L’inhibition par un siRNA spécifique de PDGFR-a dans les hépatocytes co-cultivés
avec des cellules LX-2 atténue l'activation des HSCs via la diminution de I'expression de a-
SMA, de Collal, de TGF-B et de Smad2/3 (Lim et al., 2018).

2.5 MMPs et TIMPs

Il a été décrit que la MMP-2 est surexprimée dans les HSCs activées et joue un rble important
dans le processus de fibrogénése. Des siRNA spécifiques de la MMP-2 encapsulés dans des
liposomes conjugués a la vitamine A ont présenté a la fois une internalisation importante dans
les HSC-T6 en culture et une diminution des niveaux d'expression protéique de a-SMA et du

collagéne de type | (LI et al., 2015).

Il a été démontré que les TIMP favorisent la fibrose hépatique en inhibant a la fois la
dégradation de la matrice et I'apoptose des HSCs, contribuant ainsi & la production excessive
de MEC. Linhibition spécifique de TIMP-1 a permis une réduction significative de la
prolifération des HSCs in vitro (Fowell et al., 2011). L’administration de shRNA spécifiques de
TIMP-1 a des rats atteints de fibrose hépatique induite par le CCls ou BDL induit une diminution

des taux sériques d’ALAT et d’ASAT, une réduction des dépdts de collagéne et une atténuation
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de la fibrose hépatique (Cong et al., 2013; Zhu et al., 2015). De plus, une diminution de
l'expression de MMP-2, de a-SMA, de TGF-B ainsi qu’'une augmentation de I'expression de
MMP-13 ont été observées dans le modele BDL (Cong et al., 2013).

TIMP-2 est également surexprimé durant la fibrose hépatique. L’administration d’'un siRNA
modifié chimiquement dirigé contre TIMP-2, a des rats atteints de fibrose hépatique induite par
le CCl, a atténué la fibrose hépatique et favorisé la dégradation de la MEC, via 'augmentation
de I'expression de MMP-13. Une amélioration de la régénération des hépatocytes et une

réduction du nombre de HSCs activées ont également été observées (Hu et al., 2007).
2.6 Autres protéines

La cycline E1 (CcnE1l) est la sous-unité régulatrice de la kinase cycline-dépendante 2 (Cdk2),
son expression est essentielle pour le contrdle du cycle cellulaire. L'inhibition de I'expression
de CcnEl par un siRNA spécifique empéche l'activation et la prolifération des HSCs et
augmente leur apoptose a la fois dans des lignées cellulaires murine et humaine de HSCs et
dans des cultures primaires murines de HSCs. L’administration de siRNA anti-CcnEl,
encapsulés dans des liposomes, a des souris traitées par le CCls, atténue la réponse
inflammatoire globale en réduisant les Iésions hépatiques, la prolifération des hépatocytes,
des leucocytes et des cellules non parenchymateuses. Cette inhibition empéche la

progression de la fibrose hépatique (Bangen et al., 2017).

L’histone désacétylase 2 (HDAC?2) est une protéine surexprimée dans les HSCs activées par
le TGF-B, ou dans les foies fibrotiques de rats traités par le CCls. Inhiber son expression en
utilisant un siRNA spécifique permet de diminuer les niveaux d’expression de Collal et de a-
SMA dans des HSC-T6 en culture activées par le TGF-f (Li et al., 2016)

L’apoptose des hépatocytes et la libération de ROS qui en résulte induit I'activation des HSCs
via la phagocytose des corps apoptotiques. En inhibant ce processus apoptotique, on attend
un potentiel effet thérapeutique. Pour tester cette stratégie, des siRNA dirigés contre des
molécules pro-apoptotiques comme Bcl2, BH3, Bid et caspase 8 ont été testés, et ont induit
une diminution de l'inflammation ainsi qu’une atténuation de la fibrose hépatique (Eguchi et
al., 2016; Zender et al., 2003). Par exemple, des siRNA spécifiques de Bid ont été administrés
via des vecteurs lipidiques, a des souris soumises a un régime CDAA, induisant une NASH
accompagnée d’une fibrose sévere. L’expression de la protéine BID a été réduite a 10%,
induisant une amélioration de la fibrose hépatique et une réduction de l'inflammation (Eguchi
et al., 2016).
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TAZ (transcriptional coactivator with PDZ-binding motif), un coactivateur transcriptionnel qui
joue un rble dans la croissance des organes, a été décrit comme étant surexprimé dans les
hépatocytes au cours de la NASH humaine. Un siRNA anti-TAZ conjugué a la N-
acétylgalactosamine (GalNAc-siTAZ) a été injecté, en sous-cutané, a des souris atteintes de
NASH induite par un régime alimentaire « NASH ». Le traitement injecté en préventif a induit
une inhibition de l'inflammation, des lésions hépatocellulaires et de I'expression de médiateurs
pro-fibrogéniques, accompagnée d'une diminution de la progression de la stéatose vers la
NASH. Administré a des souris avec une NASH déja établie, GalNAc-siTAZ a inversé de
maniere partielle l'inflammation, les Iésions hépatocellulaires et la fibrose hépatique (Wang et

al., 2019).

Les études décrites ci-dessus, réalisées in vivo et in vitro, ont montré le potentiel des siRNA
pour inhiber de maniére efficace et spécifique les génes impliqués dans le processus de
fibrogénése. Divers systémes de vectorisation (nanoparticules lipidiques, polymériques...)
ont été développés pour une administration ciblée de siRNA. Les principales stratégies
actuelles pour le traitement de la fibrose hépatique a base d’ARN interférents se sont
concentrées sur le ciblage des cellules stellaires hépatiques pour l'inhibition de leur
activation et de la production du collagéne. De plus, comme décrit ci-dessus, la plupart des
études in vivo ont été réalisées sur des modeles peu représentatifs de la fibrose hépatique
métabolique, principalement le modéle CCls ou le modéle BDL, et trés peu d’études sont
publiées sur les modéles métaboliques. Enfin, excepté les molécules de siRNA anti-HSP47
vectorisées dans des liposomes couplés a la vitamine A, toutes les molécules décrites ci-
dessus sont encore aux stades précliniques. Cependant, avec l'approbation récente des
deux premiers médicaments a base de siRNA (voir 6.2 Les siRNA commercialisés , page
157) l'utilisation thérapeutique d’ARN interférents devrait susciter l'intérét des industries

pharmaceutiques.
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3. Approche multicellulaire et stratégie combinatoire

Une stratégie émergente pour augmenter I’'efficacité des candidats anti-fibrotiques consiste a
combiner des agents affectant simultanément plusieurs cibles et/ou voies physio-
pathologiques clés (moléculaires ou cellulaires) pour obtenir un effet synergique potentiel
(Lemoinne and Friedman, 2019). Des essais cliniques, actuellement en cours, évaluent la

combinaison de nouveaux médicaments dans la NASH.

Le ciloflexeur (un agoniste de FXR, ciblant la voie d’activation et de prolifération des HSCs)
est actuellement évalué en association avec le Firsocostat (inhibiteur de l'acétyl-CoA
carboxylase, ciblant le métabolisme lipidique) et le Sélonsertib (inhibiteur ASK1, ciblant la voie
d’apoptose des hépatocytes) dans une étude de phase 2 incluant des patients NASH atteints
de cirrhose (NCT03449446) ou sans cirrhose (NCT02781584). Une autre étude de phase 2
évalue la combinaison de Ciloflexor et Firsocostat avec le Sémaglutide (une molécule
antidiabétique, agoniste GLP-1,) dans la NASH (NCT03987074). Le Tropifexor (agoniste FXR)
est actuellement évalué en association avec le cénicriviroc (ciblant la voie de I'inflammation)
(NCT03517540), ou la licogliflozine (une molécule antidiabétique, inhibiteur du co-transporteur
sodium-glucose 2, SGLT-2) chez des patients NASH en phase 2 (NCT04065841) (Lemoinne
and Friedman, 2019).

Bien que l'utilisation de siRNA soit une stratégie particulierement appropriée pour une thérapie
combinée, peu d’études se sont concentrées sur les mécanismes synergiques potentiels des
siRNA dans les voies fibrogéniques (Huang et al., 2017). En effet, lorsque la formulation d’un
vecteur est validée pour une administration efficace du siRNA a sa cible, il est tout a fait
possible d'utiliser cette méme formulation pour administrer plusieurs molécules de siRNA,
sans devoir modifier le vecteur. Cette stratégie multi-cibles, utilisant des siRNA, a démontré
son efficacité in vitro sur des fibroblastes pour le traitement de la fibrose cornéenne. Une
combinaison de trois siRNA ciblant le TGF-B1, le récepteur TGF-BR2 et le CTGF a provoqué
une réduction significative de I'expression des genes cibles (> 80%), de a-SMA (> 95%), et du
collagéne de type I, ainsi qu’une diminution de la migration cellulaire sans réduire la viabilité
cellulaire (Sriram et al., 2013). Cette approche a également été testée par notre équipe sur un
modéle murin de polyarthrite rhumatoide. L’administration intraveineuse a des souris
arthritiques de lipoplexes contenant une combinaison de 3 siRNA ciblant 3 cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, IL-6 et IL-18) a induit une réduction de toutes les caractéristiques
pathologiques de la maladie, avec un effet thérapeutique plus important par rapport aux

groupes de souris traitées avec un seul des 3 siRNA (Khoury et al., 2008).

La stratégie de thérapie combinée est également bien explorée et constitue une approche

puissante dans le traitement du cancer, en particulier la combinaison de siRNA avec d’autres
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agents thérapeutiques, permet de réduire spécifiquement I'expression des genes impliqués
dans la résistance aux médicaments et l'inactivité chimio-thérapeutique (Babu et al., 2017).
Une autre étude réalisée par notre équipe, sur deux modeles murins d’ostéosarcome, a montré
gue des injections intra-tumorales de lipoplexes contenant des siRNA ciblant RankL ont bloqué
la progression tumorale, de maniere significative lorsqu'ils étaient associés a l'ifosfamide, par

rapport a la chimiothérapie seule (Rousseau et al., 2011)

Des essais précliniques et cliniques supplémentaires seront nécessaires pour explorer cette
stratégie qui pourrait identifier une nouvelle thérapie pour la fibrose hépatique, ciblant
idéalement les interactions entre les cellules, les médiateurs solubles, la MEC et ses
récepteurs, et/ ou la signalisation intracellulaire (Schuppan and Kim, 2013). Cependant, avec
les outils actuels de développement et de validation de médicaments, il est peut-étre difficile
de réaliser une telle approche combinée. Tout d'abord, les tests de sécurité et d'efficacité d'un
seul agent, méme avec une conception optimale basée sur une biopsie, nécessiteront
plusieurs centaines de patients, plusieurs années et un co(t trés élevé, avec un risque d'échec
important. Ensuite, la combinaison de deux agents, ayant une efficacité et une sécurité
prouveées, nécessiterait une autre série de validation clinique. De plus, différentes entreprises
préféreront peut-étre développer et commercialiser une monothérapie avec une efficacité
limitée mais prouveée plutdt que d'investir un énorme effort supplémentaire dans la validation
d'un produit prometteur de thérapie combinée. Enfin, le développement clinique de thérapies
combinées, qui pourraient garantir une efficacité approfondie et une faible toxicité, n'est
possible qu'avec des outils non invasifs améliorés pour I'évaluation de la fibrose (Trautwein et
al., 2015).
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La fibrose hépatique est la conségquence majeure des maladies chronigues du foie qui peuvent
étre associées a l'alcoolisme, aux hépatites virales ou encore aux maladies hépatiques non
alcooliques (NAFLD). A I'heure actuelle, il n’existe aucune molécule anti-fibrotique efficace, la
seule option thérapeutique pour les patients qui sont au dernier stade de fibrose est la
transplantation hépatique. L’objectif de mon projet de thése est de développer des stratégies
de vectorisation de petits ARN interférents pour le traitement de la fibrose et d’évaluer leur
efficacité dans un modéle murin appropri€, qui induit une fibrose hépatique progressive dans
un contexte de NASH et qui présente des caractéristiques physiopathologiques similaires a

celles observées chez ’humain.

La premiére étape est de mettre en place dans le laboratoire le modéle murin CDAHFD, et de
réaliser une analyse histologique et biochimique afin de suivre I'établissement de la fibrose au
cours du temps. Ce modéle servira par la suite a évaluer des cibles moléculaires pertinentes
et de caractériser plus particulierement la cible cellulaire majeure pour les thérapies anti-
fibrotiques : les cellules stellaires hépatiques. La deuxieme étape de ce travail a pour objectif
de développer une formulation efficace pour 'administration des siRNA aux cellules stellaires
dans un foie fibrotique, puis d’identifier et de valider in vitro des séquences de siRNA capables
d’éteindre I'expression de notre cible moléculaire. Enfin, la derniére étape vise a évaluer

I'efficacité thérapeutique des vecteurs de siRNA développés sur le modéle de souris CDAHFD.

Au cours de la caractérisation histologique du modéle CDAHFD, nous avons constaté la
présence d'un phénotype inattendu de cellules hypertrophiées sur les coupes hépatiques des
souris. Nous avons alors mis en place des techniques afin de comprendre a quoi correspondait
ce phénoméne, de suivre son évolution avec la durée du régime et d’établir sa relation
potentielle avec la fibrose. De plus, nous avons cherché la présence de ce phénotype
particulier dans d’autres modéles murins de fibrose (MCD, HFHC, BDL, CCl.) mais également

chez des patients souffrant de fibrose hépatique liée a différentes étiologies.

Page | 179



Résultats

I. Découverte de I’association de I’hypertrophie des cellules stellaires avec la

fibrose hépatique dans des modéles murins et chez ’humain

II. Stratégie de vectorisation de siRNA pour l'inhibition de ’expression du
collagene dans le modele CDAHFD
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Chapitre I : Découverte de I'association de
I'’hypertrophie des cellules stellaires avec la
fibrose hépatique dans des modeles murins et
chez 'humain

1. Justification du choix du modele de fibrose hépatique

Les modéles murins sont des outils puissants pour comprendre la pathogenése et la
progression d’'une maladie mais également pour développer et tester de nouveaux agents
thérapeutiques. Différents modéles de fibrose hépatique sont décrits dans la littérature,
comme le modéle hépatotoxique CCl4, largement utilisé pour I'étude de la fibrogénése et
I'évaluation de I'efficacité d’agents anti-fibrotiques en préclinique. Bien que ce modéle induise
une fibrose hépatique sévére et rapide, il est peu représentatif des maladies hépatiques
métaboliques comme la NASH, puisque I'étiologie de la fibrose est différente. En effet, les
Iésions hépatiques observées dans ce modéle sont dues a une attaque toxique répétée du
foie, certaines caractéristigues pathologiques de la NASH humaine ne sont donc pas

retrouvées.

Des modeles nutritionnels peuvent étre utilisés afin de mimer les maladies hépatiques
métaboliques, tels que le modéle MCD, qui reproduit plusieurs caractéristiques pathologiques
de la fibrose hépatique humaine. Cependant, une limite majeure de I'utilisation de ce modéle
est la perte de poids accrue des animaux associée a un risque de déces, limitant ainsi la durée

des expérimentations et le niveau de fibrose hépatique obtenu.

En 2013, un nouveau modele nutritionnel déficient en choline, supplémenté en méthionine
(0,1%) et riche en lipides (60% des kcal apportées par les lipides), appelé CDAHFD (Choline-
Deficient L-amino acid-defined High-Fat Diet), a été développé par I'équipe de Matsumoto. Ce
régime associe la carence en nutriments essentiels, nécessaire pour le développement d’'une
stéatose hépatique, et la supplémentation en lipides, pour limiter la perte de poids des
animaux. Ce modeéele métabolique présente plusieurs avantages : il induit une fibrose
hépatique marquée, apparaissant plus tét que dans d'autres modéles nutritionnels. De plus,
cette fibrose est observée dans un contexte de NASH : associant la stéatose et I'inflammation,
avec une reproductibilité interindividuelle élevée. Enfin, la perte de poids des animaux est

modérée et n'est associée a aucune mortalité (Matsumoto et al., 2013). La fibrose induite par

Page | 181



Résultats Chapitre | : Découverte de [’association hypertrophie des HSCs/fibrose hépatique

le régime CDAHF peut également progresser vers un carcinome hépatocellulaire, avec la
formation de plusieurs nodules hépatiques visibles a la 24°™ semaine de régime (lkawa-
Yoshida et al., 2017).

Le modéle CDAHFD semble tres intéressant pour étudier la fibrose hépatique ou évaluer de
nouvelles stratégies thérapeutiques. En effet, une trentaine d’études utilisant ce modéle
métabolique ont été publiées entre 2017 et 2020. Par exemple, il a été utilisé pour évaluer
I'efficacité du Cenicriviron (CVC), un double antagoniste des récepteurs 2 et 5 des chimiokines
(CCR2 et CCRb), qui empéche l'infiltration de macrophages. Ce candidat-médicament fait
actuellement l'objet d'une étude clinique pour le traitement de la fibrose hépatique (Kruger et
al., 2018).

Pour ces nombreux avantages, le modéle murin CDAHFD a été choisi par notre équipe afin
de développer de nouveaux agents thérapeutiques a base de siRNA pour la fibrose hépatique.
Cependant, une seule étude avait été publiée sur ce modele lorsque nous avons commence
ce projet (Matsumoto et al., 2013). Une caractérisation compléte était donc nécessaire avant
de commencer le développement des vecteurs de siRNA et I'évaluation de leur efficacité sur

ce modele.

2. Caractérisation du modele CDAHFD

Le but de cette premiére partie du travail est de mettre en place le modéle métabolique,
CDAHFD, et de caractériser, par différentes techniques histologiques et biochimiques,
I'établissement de la fibrose hépatique. Des souris C57BL/6J males ont été soumises au
régime CDAHF ou a un régime standard (SD) pendant 22 semaines et sacrifiées apres 3, 6,
9, 12, 15, 18 ou 22 semaines de régime afin de suivre I'établissement de la fibrose. Les souris
soumises au régime standard ou CDAHF seront appelées, respectivement, souris SD et souris
CDAHFD. La durée du régime sera indiquée par un « s » suivi du nombre de semaines, par

exemple : CDAHFD (s3) pour 3 semaines de régime CDAHF.
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2.1 Modifications physiologiques chez les souris CDAHFD

Les souris ont été suivies et pesées une fois par semaine. Aucun changement de
comportement n’a été observé. La Figure 56.A illustre I'évolution du poids moyen des souris
CDAHFD et SD en fonction du temps.

A 35 B
10

30

[
h

Poids corporel (g)
~
=)

[y
th

—e—CDAHFD —e— CDAHFD

Poids du foie / poids corporel

[y
>

=

w

6 9 12 15 18 21 24

0 3 6 9 12 15 18 21 24 , . )
Durée du régime (semaines)

Durée du régime (semaines)

Figure 56 : Evolution temporelle du poids corporel et du poids du foie des souris CDAHFD ou SD.

(A) Suivi du poids corporel des souris CDAHFD et SD en fonction de la durée du régime. (B) Suivi du rapport du
poids du foie sur le poids corporel des souris CDAHFD et SD. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-
type. * 0.01 <p <0.05, ** 0.005 < p < 0.01, ** p < 0.001, test Mann Whitney. (n = 5-10 pour chaque point).

Les deux groupes de souris présentent le méme poids au début de I'étude. On remarque que
le poids moyen des souris SD augmente constamment au cours des 9 premiéres semaines
puis se stabilise autour de 30 g jusqu’a la fin de I'expérimentation. Au cours des 6 premieres
semaines de régime, le poids des souris CDAHFD diminue progressivement, puis augmente
a la 9™ semaine pour se stabiliser autour de 25 g jusqu’a la 22°™ semaine de régime en
suivant la méme courbe que celle des souris SD. La différence de poids observée entre les
deux groupes est significative, quel que soit le temps de régime (Figure 56.A). Cependant,
cette diminution de poids des souris CDAHFD par rapport au poids corporel des souris SD

reste inférieure a 20% entre la 9™ et la 22°™ semaine de régime.

CDAHFD (s12) CDAHFD (s35)

Figure 57 : Aspect macroscopique du foie des souris SD et CDAHFD apres 12 et 35 semaines de régime.
Fleche : nodule hépatique.

Aprés sacrifice des souris, nous avons observé I'aspect macroscopique du foie des souris

CDAHFD, qui est trés différent de celui des souris SD, comme on peut le voir sur la Figure 57.

Page | 183



Résultats Chapitre | : Découverte de [’association hypertrophie des HSCs/fibrose hépatique

En effet, le foie des souris SD présente une couleur rouge, tandis que celui des souris
CDAHFD (s12) est pale, d’'une couleur jaunatre, avec des lobes dilatés. Une hépatomégalie
(augmentation du volume du foie) est également observée dés 3 semaines de régime. A partir
de la 16°™ semaine de régime CDAHF, le foie devient plus rigide et nous avons également
remarqué la présence de nodules hépatiques dans le foie de certaines souris. A partir de la
30°™ semaine, toutes les souris CDAHFD développent plusieurs nodules hépatiques de taille
variable (Figure 57). Les foies ont été récupérés et pesés. La Figure 56.B présente le rapport
du poids du foie sur le poids corporel de la souris au cours du temps. Ce rapport est
significativement plus important chez les souris CDAHFD par rapport aux souris SD, quel que

soit le temps de régime, confirmant 'hépatomégalie du foie de souris CDAHFD.

Afin de suivre les biomarqueurs sanguins d’atteinte hépatique, une analyse biochimique a été
réalisée sur les plasmas des souris CDAHFD et SD a différents temps de régime (Tableau
11).

Les souris CDAHFD présentent une augmentation trés importante des enzymes hépatiques
(ALAT et ASAT), d’environ 4 fois, dés la 3°™ semaine de régime. Cette augmentation
significative est maintenue pour 'ASAT quel que soit le temps de régime, sauf a la 16
semaine, probablement en raison du faible nombre d’animaux sacrifiés (n=3 a la semaine 16).
En revanche, 'augmentation des taux d’ALAT est significative uniguement aux semaines 3, 9
et 12. A l'inverse, une diminution significative des taux de cholestérol total et de glucose est
observée deés la 3°™ semaine de régime, chez les souris CDAHFD. Cette diminution est
maintenue pour le cholestérol jusqu’a la fin de 'expérimentation. Cependant, la différence du
taux sanguin de glucose n’est plus significative a partir de la 9°™® semaine de régime. Les
souris CDAHFD présentent également une augmentation significative des taux de bilirubine
totale aux semaine 6, 12, 16, et 21. Enfin, aucune différence significative n’est observée dans

les taux sanguins de triglycérides et d’albumine.

Ces résultats montrent que les souris CDAHFD présentent une hépatomégalie,
probablement due a une accumulation de graisse dans le foie, ainsi qu’une
augmentation du taux sérique des enzymes hépatiques ALAT et ASAT, signe d’'une
atteinte hépatique. La diminution observée du taux de cholestérol total est due a la
déficience en choline qui empéche la synthése de la phosphatidylcholine, impliquée la
sécrétion des VLDL, provoquant ainsi une accumulation intrahépatique des
triglycérides et du cholestérol. Ce modele ne semble pas induire d’hyperglycémie, et
probablement pas de résistance a l'insuline, comme cela a déja été décrit par I'équipe

de Matsumoto.
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Durée du régime CDAHFD (semaines)

Référence 3b 6° gb 12° 16° 21b
Biomarqueurs sanguins
ALAT (U/l) 107 + 55 (7) 630 321 (9)*** 486 + 323 (9) 417 + 223 (6)** 287 + 86 (7)*** 240+138(3) 255+ 106 (4)
ASAT (U/1) 165 + 59 (7) 619+ 228 (9)***  655+394 (9)***  554+305 (6)** 497 +140 (7)***  384+166(3) 394+ 100 (4)**
Triglycéride (mmol/l)  0,79+0,20(7) 0,84 +0,27 (9) 0,73 +0,11 (5) 1,00 + 0,40 (5) 0,73+0,13 (7) 0,94 +0,08 (3) 0,56 + 0,15 (4)
Cholestérol total 2,35+0,24(8) 1,38%0,27 (8)*** 1,15+0,18 (9)*** 0,96+0,20(7)*** 1,17+0,42 (8)*** 1,92+0,10(3) 0,88+0,36 (4)**
Bilirubine totale 1,2 £0,7 (6) 1,5+0,8 (4) 4,0+1,3 (5)** 2,6+1,2(4) 3,6+1,4(6)* 3,2+0,5(3)* 5,1+0,6(4)*
(nmol/1)
Albumine (g/) 24,8+ 1,0 (5) 24,1+0,4 (4) 22,1+ 3,0(3) 24,6 1,1 (4)
Glucose (mmol/I) 12,7 +3,7(7) 9,7+2,7 (14)* 6,5+0,7 (5)*** 11,4+ 1,4 (5) 9,1+2,6(14) 12,5+4,8(3) 9,1+1,2(4)

Tableau 11 : Evolution temporelle des biomarqueurs sanguins chez les souris CDAHFD.

Analyse biochimique des biomarqueurs sanguins chez des souris CDAHFD apres différents temps de régime. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type. Les nombres
entre parenthéses indiquent le nombre de souris testées. La valeur de référence est la valeur moyenne de chaque biomarqueur plasmatique chez des souris SD a 3, 6, 9, 12, 16
et 21 semaines. * 0,01 < p < 0,05, ** 0,005 < p < 0,01, *** p < 0,001, test Mann Whitney. b : CDAHFD vs référence.
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2,2 Caractérisation histologique du modele CDAHFD

Afin de déterminer l'effet du régime CDAHF sur le tissu hépatique au cours du temps, une
caractérisation histologique a été réalisée a I'aide de deux types de colorations sur des coupes
de foie : une premiére coloration par 'Hématoxyline et 'Eosine (H&E), pour observer les
Iésions hépatiques et la morphologie du tissu et une seconde coloration par le Sirius Red et
I’'Hématoxyline, pour visualiser spécifiquement la fibrose (et les fibres de collagene). Les
coupes colorées ont été analysées par le Dr. Frédéric Charlotte, un anatomopathologiste de
I'hopital la Pitie-Salpétriére (Paris), et les lésions ont été interprétées selon le score NAS utilisé
chez 'humain. Les principaux parameétres histologiques inclus dans ce score sont : la stéatose,

I'activité inflammatoire, le ballonnement hépatocellulaire et la fibrose.

- 2004m
Stéatose
‘ Veine centro-lobulaire
o 3 ° ° ° * }
-]
=
‘ Espace porte B0
= 2
=]
z
\ Vésicules lipidiques < 1
3
2]
@
0

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Durée du régime (semaines)

Figure 58 : Evaluation histologique de la stéatose sur le modéle CDAHFD.

A) Coupes de foie de souris SD ou CDAHFD aux semaines 3 et 12, colorées a ’'Hématoxyline et 'Eosine. Barre
d’échelle : 100 um B) Score histologique de la stéatose, en fonction du temps de régime CDAHF. Les valeurs sont
exprimées en moyenne + écart-type. Les points correspondant a 3, 6 et 9 semaines ne sont pas associés a une
barre d'erreur car pour ces points, les valeurs des scores sont identiques et I'écart-type est donc de 0. (n = 12-14
pour chaque point).

Le premier paramétre analysé est la stéatose, qui se manifeste sous la forme de vacuoles
lipidiques présentes dans le cytoplasme des hépatocytes. Cette stéatose peut étre micro-
vésiculaire (multiples micro-vacuoles laissant le noyau en position centrale) ou macro-
vésiculaire (présente sous la forme d'une seule grosse gouttelette qui déplace le cytoplasme

vers la membrane et le noyau de maniére excentrée). Le score caractérisant la stéatose varie
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entre 0 et 3 en fonction de la surface du tissu occupée par les gouttelettes lipidiques : score
0 : s’il y a moins de 5% de la surface occupée par les gouttelettes lipidiques ; score 1 : entre 5

et 33% ; score 2 : entre 34 et 66% ; et score 3 : plus de 67% de stéatose intra-hépatocytaire.

En analysant les images obtenues par microscopie optique aprés coloration avec
I'Hématoxyline et I'Eosine, on constate que l'aspect des coupes hépatiques des souris
CDAHFD est trés différent des souris SD, dés la 3°™ semaine de régime (Figure 58.A). Les
coupes de foie des souris SD ne présentent aucune lésion hépatique tandis que pour les souris
CDAHFD, des gouttelettes lipidiques de taille variable occupent plus de 70% de la surface
totale de la coupe, ce qui correspond au stade 3 de la stéatose. A partir de la 6°™ semaine de
régime, les vésicules lipidiques occupent plus de 90% de la surface totale de la coupe. L’état

de stéatose reste stable jusqu’a la fin de 'expérimentation, comme le montre la Figure 58.B.
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Figure 59 : Evaluation histologique de I'inflammation sur le modele CDAHFD.

A) Un exemple de foyer inflammatoire (fleche). Barre d’échelle : 20 um. B) Score histologique de 'inflammation, en
fonction du temps de régime CDAHF. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type. (n = 10-14 pour chaque
point).

Le deuxiéeme parameétre étudié est l'inflammation. Les foyers d’inflammation et d’infiltrats
inflammatoires, représentés dans la Figure 59.A, sont comptés sur plusieurs champs
microscopiques choisis aléatoirement par coupe et par souris, au grossissement 200X. Les
valeurs attribuées sont entre 0 : pas de zone d’inflammation, 1 : un foyer d’inflammation par
champ, 2 : deux foyers d’inflammation par champ et 3 : 3 zones d’inflammation ou plus par

champ.

Un grade 2 pour l'inflammation lobulaire est observé a partir de la 3°™ semaine de régime
CDAHF et maintenu tout au long de I'expérimentation, avec des variabilités plus ou moins
importantes selon les souris, par exemple, a la 3°™ semaine de régime, trois souris présentent
un stade d’inflammation de 1, cing souris sont au stade 2 tandis qu’un score de 3 est observé

chez trois autres souris (Figure 59.B).
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Le ballonnement hépatocellulaire est le troisieme paramétre étudié pour I'évaluation de la
NASH. Il est défini comme un élargissement arrondi des hépatocytes avec une augmentation
de 1,5 & 2 fois de leur diamétre, accompagné d’une perte de la forme polyédrique habituelle
de la cellule (Caldwell et al., 2017).
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Figure 60 : Evaluation histologique du ballonnement hépatocellulaire sur le modele CDAHFD.
A) Un exemple de ballonnement hépatocytaire (fleche). Barre d’échelle : 20 ym. B) Scores histologiques du
ballonnement, en fonction du temps de régime CDAHF.

Ce ballonnement est observé sur les coupes de foie, colorées a 'H&E, de certaines souris
CDAHFD mais pas des souris SD. Les hépatocytes ballonnés présentent une augmentation
de leur taille et de la clarté (transparence) de leur cytoplasme, qui apparait plus pale que celui
des hépatocytes adjacents, avec des vacuoles cytoplasmiques de tailles variables (Figure
60.A). Le score de ballonnement hépatocellulaire varie entre 0 et 3 avec 0 : absence de
ballonnement ; stade 1: minime, avec de rares hépatocytes ballonnés, stade 2 : modéré,
hépatocytes ballonnés peu nombreux et stade 3: marqué, de nombreux hépatocytes
ballonnés (Brunt and Neuschwander-Tetri, 1999). Comme on peut le voir sur la Figure 60.B,
les souris CDAHFD présentent une variabilité importante des scores de ballonnement allant
de 0 & 1 aux semaines 3, 6 et 16 et de 0 a 2 a la 9%™¢, 12°™m¢ et 22¢™e semaine de régime. Ce
parameétre est généralement difficile & mettre en évidence dans des modeles de NASH/NAFLD
sur le petit animal (Charlton et al., 2011). De plus, son score est descriptif et est donc sujet a

d'importantes variations inter-observateurs (Caldwell et al., 2010).

Le dernier paramétre étudié est la fibrose. En observant la localisation et I'extension des fibres
de collagéne colorées spécifiquement par le Sirius Red, le score est défini selon les criteres
suivants : le stade 1a dénote une fibrose centro-lobulaire et péri-sinusoidale minime ; le stade

1b est caractérisé par une fibrose centro-lobulaire marquée ; le stade 1c par une fibrose
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portale ; le stade 2 est défini par une fibrose centro-lobulaire et portale ; le stade 3 : une fibrose

septale et enfin, le stade 4 : la cirrhose.
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Figure 61 : Evaluation histologique de la fibrose hépatique sur le modéle CDAHFD.

A) Coupes de foie de souris SD et CDAHFD aux semaines 3, 6, 9, 12 et 16, colorées au Sirius Red et a
’Hématoxyline. Barre d’échelle : 100 um (panneau du haut), 50 pm (panneau du bas). B) Scores histologiques de
la fibrose, en fonction du temps de régime CDAHF. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type. Les
points correspondant a 12 et 15 semaines ne sont pas associés a une barre d'erreur car pour ces points, les valeurs
des scores sont identiques et I'écart-type est donc de 0. (n = 10-14 pour chaque point).

En analysant les coupes de foies de souris CDAHFD colorées au Sirius Red, a la 3™ semaine
de régime, on remarque que les fibres de collagéne se limitent aux parois vasculaires, ce qui
est similaire aux coupes hépatiques des souris SD (Figure 61.A). Dés la 6™ semaine de
régime CDAHF, une fibrose péri-sinusoidale minime est détectée sur les coupes histologiques
des souris. Les fibres de collagéne sont principalement localisées au niveau de la région
centro-lobulaire et se limitent aux espaces péri-sinusoidaux sans trop d’extension, ce qui
correspond au stade la de la fibrose. Cette derniere évolue progressivement vers un stade

marqué (1b), a partir de la 9°™ semaine de régime CDAHF. A la 16™ semaine, on remarque
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la présence de fibres de collagéne étendues, des ponts fibreux se sont établis allant d’'une
veine centro-lobulaire a I'autre sans envahir les espaces portes (Figure 61.A). Le stade de

fibrose 1b reste constant jusqu’a la 22°™ semaine d’expérimentation (Figure 61.B).

Toutes les Iésions hépatiques, décrites ci-dessus (stéatose, inflammation, et fibrose) sont
particulierement reproductibles puisqu'elles ont été retrouvées chez toutes les souris
CDAHFD. L’expérimentation a été reproduite huit fois (N = 8) avec 15 a 30 souris soumises

au réegime CDAHF par expérimentation (n = 15-30).

2.3 Etude del’expression protéique d’'un marqueur de fibrose :
le a-SMA

L’actine a du muscle lisse ou le a-SMA, est exprimée par les myofibroblastes. Cette protéine
est largement utilisée comme marqueur de fibrose. L’analyse de I'expression protéique du a-

SMA a été réalisée par Western Blot sur des lysats de foie de souris SD ou CDAHFD aprés 3,

6, 9 et 12 semaines de régime.
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Figure 62 : Analyse de I’expression protéique du marqueur de fibrose a-SMA.

A) Résultats du Western Blot de I'actine a du muscle lisse (a-SMA) chez les souris SD et CDAHFD aprés 3, 6, 9 et
12 semaines de régime. La bande a 42 kDa (en rouge) correspond au a-SMA et celle & 38 kDa (en vert) correspond
a la GAPDH. s = semaines de régime. B) Quantification des niveaux d’expression protéique. Les niveaux
d'expression protéique du a-SMA ont été normalisés par la GAPDH. La quantification des intensités des bandes a
été réalisée a I'aide du logiciel Fiji. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n = 4 par temps pour
chaque groupe). * p < 0,05, test de Mann Whitney (CDAHFD vs SD pour chaque temps).

Une bande correspondant a la protéine a-SMA est observée a la fois dans le groupe SD et
CDAHFD, ce qui indique que les souris des deux groupes expriment le a-SMA. Cependant,
les intensités de ces bandes semblent moins importantes dans le groupe SD, par rapport au
groupe CDAHFD (Figure 62.A). La quantification relative de I'expression du a-SMA est rendue
possible par calcul des rapports d’intensité des bandes correspondant au a-SMA et au

GAPDH. Cette protéine, exprimée par un « gene de ménage », est utilisée comme controle
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interne pour les études expérimentales, pour corriger les variations entre les échantillons et

les erreurs de quantification.

Alors qu'a 3 semaines de régime aucune différence significative de I'expression du a-SMA
n‘est observée entre les deux groupes de souris, une augmentation significative de
I'expression du a-SMA est détectée a la 6°™ semaine de régime chez les souris CDAHFD.
Cette différence est maintenue jusqu’a la 12°™ semaine, confirmant I'établissement de la
fibrose hépatique dés la 6°™ semaine de régime CDAHF, comme cela a déja été observé en

histologie.

Les résultats obtenus, aprés caractérisation histologique et biochimique des souris
CDAHFD, confirment que ce modele induit une fibrose hépatique progressive dans un
contexte de NASH. L’établissement de la NASH et de la fibrose sont trés reproductibles et
ne sont associées a aucune mortalité. Dés la 3°™ semaine de régime, une augmentation
des taux d’enzymes hépatiques, une stéatose ainsi qu’une inflammation lobulaire sont
mises en évidence. Une légére fibrose péri-sinusoidale est observée, accompagnée d’une
augmentation de I'expression du marqueur de fibrose, le a-SMA dés la 6°™ semaine de
régime. Enfin, les souris CDAHFD présentent une fibrose centro-lobulaire marquée (stade
1b) dés la 9°™ semaine de régime. Ce phénotype, de localisation centro-lobulaire des
fibores de collagéne, est observé chez des patients souffrant d’une fibrose hépatique
métabolique, contrairement a la fibrose induite par les hépatites virales qui débute au

niveau de la région portale.

3. Mise en évidence d’une hypertrophie cellulaire dans
le modele CDAHFD

3.1 Par microscopie optique

Une analyse plus approfondie des coupes de foie des souris CDAHFD, colorées a
I'Hématoxyline & I'Eosine a révélé la présence d’amas de cellules présentant un cytoplasme
gonflé, rempli de gouttelettes de couleur jaune (Figure 63.A fleche). Ces cellules, que I'on peut
qualifier d'hypertrophiées, sont principalement localisées dans l'espace péri-sinusoidal. De
plus, l'analyse des coupes adjacentes colorées au Sirius Red montre que les cellules
hypertrophiées sont entourées par des fibres de collagéne (Figure 63.B, fleche). Un score a
été établi avec le Dr. Frédéric Charlotte pour quantifier cet événement par observation a un
grossissement de 200x, comme suit : 0 = aucune hypertrophie visible, 1 = cellules

hypertrophiées petites et peu nombreuses, 2 = cellules hypertrophiées plus grosses et moins
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de 10 cellules par champ microscopique, 3 = plus de 10 cellules hypertrophiées par champ

microscopique.

Cette caractéristique histologique est détectable a partir de la 6™ semaine de régime CDAHF
avec une reproductibilité élevée (100% des souris CDAHFD présentent des cellules
hypertrophiées), et augmente progressivement en suivant la méme cinétique que celle de la
fibrose (Figure 63.C).
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Figure 63 : Mise en évidence d’une hypertrophie cellulaire.

(A et B) Exemples de cellules hypertrophiées remplies de gouttelettes (A, coloration H&E) colocalisées (fleches)
avec les fibres de collagéne (B, coloration Sirius Red) sur les coupes de foies des souris CDAHFD (s9). Barre
d’échelle : 50 ym, 20 um pour I'insert (C) Scores d'hypertrophie cellulaire (points bleus) et de fibrose (points rouges)
en fonction du temps de régime CDAHF. (n = 10-14 pour chaque temps, moyenne + écart-type).

3.2 Par microscopie a fluorescence

Afin de mieux caractériser les cellules hypertrophiées, nous avons effectué une analyse par
microscopie a fluorescence sur des coupes de foie de souris SD et CDAHFD. Les noyaux des
cellules ont été marqués au DAPI. En observant les images obtenues, on remarque que
I'aspect des coupes des deux groupes de souris est trés différent. Sur les coupes de foie des
souris SD (Figure 64.A), le tissu présente une fluorescence naturelle homogeéne, visible en
vert sur I'image, et sur le zoom représenté dans la figure, on reconnait un espace péri-

sinusoidal (Figure 64.A, fleche). En revanche, sur la coupe hépatique de souris CDAHFD
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(Figure 64.B), on remarque la présence de zones non marquées (noires) qui correspondent
aux vacuoles lipidiques des hépatocytes, caractéristiques de la stéatose. De plus, on observe
des zones d’accumulation importante de gouttelettes présentant un signal de fluorescence
élevé, tandis qu'aucun signal de forte fluorescence n'est détecté sur les coupes de foie des
souris SD (Figure 64.A). Ces zones fluorescentes présentes sur les coupes de foie des souris
CDAHFD sont localisées au méme endroit que les cellules hypertrophiées observées par

microscopie optique, c’est-a-dire, au niveau de I'espace péri-sinusoidal (Figure 64.B, fléche).

Auto-fluorescence/DAPI

Figure 64 : Visualisation du signal de fluorescence dans les zones d’hypertrophie par microscopie a
fluorescence.

Images superposées du signal de fluorescence (vert, Aexc = 488 nm) et du DAPI (cyan, Aexc = 405 nm) sur des
coupes de foie de souris SD (A) et CDAHFD (s9) (B). Fleches : espace sinusoidal, étoiles : gouttelettes
fluorescentes. Barre d’échelle : 50 um, 20 um pour le zoom.

En raison de cette localisation péri-sinusoidale des cellules hypertrophiées ainsi que de
leur proximité avec les fibres de collagéne, il est raisonnable de supposer que ces cellules
sont des cellules stellaires (HSCs). L’un des rdles particulier des HSCs est de stocker le
rétinol sous la forme de gouttelettes de rétinoides qui possédent des propriétés d’auto-
fluorescence naturelle bien caractérisées (Friedman, 2008a). Nous avons donc émis
'hypothése que ces gouttelettes fluorescentes observées en microscopie a fluorescence

soient des gouttelettes de rétinoides.
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3.3 Analyse spectrale

Afin de confirmer cette hypothése, nous avons décidé de réaliser une analyse spectrale de
ces gouttelettes fluorescentes observées sur les coupes de foie des souris CDAHFD. Pour
obtenir le spectre de référence spécifique des rétinoides, des cellules stellaires primaires ont
été isolées a partir de foie de souris SD. La Figure 65.A montre une image microscopique, en
lumiére blanche, d’une cellule stellaire primaire. On remarque la présence de plusieurs
gouttelettes dans le cytoplasme cellulaire. En observant la méme cellule, apres une excitation
avec un laser a 405 nm, on constate que les gouttelettes qu’elle contient présentent une
fluorescence naturelle (Figure 65.B). Cette fluorescence des gouttelettes est une signature

caractéristique des HSCs.

Contraste de phase Fluorescence

Figure 65 : Images microscopiques des HSCs primaires isolées d’un foie de souris SD.
L’image est obtenue sous une lumiére blanche en contraste de phase (A) ou aprés une excitation fluorescente (Aexc
= 405 nm) (B). Barre d’échelle : 10 um.

Une analyse spectrale a ensuite été réalisée a la fois sur les gouttelettes fluorescentes
présentes dans les HSCs primaires et sur celles observées sur les coupes de foie des souris
CDAHFD, comme cela est illustré dans la Figure 66.A et B. Pour cela, les deux types
d’échantillons ont été excités avec un laser (Aexc = 405 nm) et le signal d’émission a été collecté
entre 420 et 650 nm.

La Figure 66.C, montre le spectre d’émission de fluorescence obtenu des gouttelettes de
HSCs primaires (en bleu), caractéristique des rétinoides. Le spectre d’émission de
fluorescence obtenu au niveau des zones d’hypertrophie sur les coupes de foie de souris
CDAHFD (en orange), est superposable a celui des HSCs primaires. Cette analyse spectrale
confirme que les gouttelettes fluorescentes observées sur les coupes de foie de souris

CDAHFD correspondent bien a des gouttelettes de rétinoides.
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A) HSC primaire

C) Spectre d’émission de fluorescence (A= 405 nm)

100
HSC primaire

Coupe de foie
80

B) Coupe de foie de
souris CDAHFD

60

40

20

Emission de fluorescence normalisée (A.U)

420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640

Longueur d’onde (nm)

Figure 66 : Analyse spectrale des gouttelettes fluorescentes de rétinoides dans des HSCs primaires et sur
des coupes de foie des souris CDAHFD.

Images de microscopie de fluorescence de HSCs primaires isolées d'un foie de souris SD (A) et d’une coupe de
foie de souris CDAHFD, sous illumination a 405 nm (B). Les zones d’intérét sur lesquelles I'analyse spectrale a été
réalisée sont entourées en rouge. Barre d’échelle : 20 um. (C) Spectres d'émission de fluorescence normalisés des
gouttelettes de rétinoides dans les HSCs primaires (en bleu) et dans les zones des cellules hypertrophiées sur une
coupe de foie de souris CDAHFD (s12) (en orange), mesurés par microscopie confocale (Aexc = 405 nm, Aem = 420-
640 nm).

Nous avons ensuite vérifié que I'excitation des gouttelettes de rétinoides avec un laser a 480
nm, permettrait de donner un spectre spécifique des rétinoides afin de pouvoir, par la suite,
utiliser le laser a 405 nm pour détecter le signal du DAPI marquant les noyaux, sans
interférence avec le signal des rétinoides. Pour cela, les gouttelettes de rétinoides présentes
dans les HSCs primaires et sur les coupes de foie de souris CDAHFD sont excitées avec un
laser avec Aexc = 480 nm, et le signal d’émission est détecté entre 490 et 790 nm. La Figure 67
montre que les deux spectres obtenus sont la encore superposables. Cela nous permettra,
pour la suite des expériences, de réaliser plusieurs marquages simultanément, et de recueillir
un signal spécifique de chaque marqueur sur la méme coupe : DAPI (Aexc = 405 NnM, Amaxem =
470 nm), Rétinoides (Aexc = 480 NM, Amaxem = 540 nm) et marqueurs d’intérét (Aexc > 550 nm,
Amaxem > 560 nm).
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Figure 67 : Spectres d'émission de fluorescence normalisés des gouttelettes de rétinoides.

Le spectre d’émission de fluorescence, mesuré par microscopie confocale, des gouttelettes de rétinoides dans les
HSCs primaires est en bleu et sur la coupe de foie de souris CDAHFD (s12) est en orange (Aexc = 480 nm, Aem =
490-790 nm).

Ces résultats montrent que I'hypertrophie cellulaire, identifiée sur les coupes des souris
CDAHFD, est due a une accumulation de gouttelettes de rétinoides dans le cytoplasme
des cellules hypertrophiées. Dans la littérature, une telle hypertrophie a été décrite comme
étant associée a I'hypervitaminose A, mais n’a jamais été évoquée dans un contexte de
fibrose hépatique. A linverse, une perte des gouttelettes de rétinoides a toujours été
observée lors de l'activation des cellules stellaires et de leur dédifférenciation en
myofibroblastes, au cours du processus de fibrogénése. De plus, une diminution de la
guantité des rétinoides a souvent été mise en évidence chez des patients atteints de NASH
ou dans des modeles expérimentaux de fibrose hépatique. Une hypothese que 'on ne peut
pas écarter, est que le régime CDAHF induirait un sur-stockage des rétinoides et que le
phénoméne d’hypertrophie soit di a une toxicité du modele. Pour vérifier cette hypothése,
nous avons décidé de réaliser un dosage global des rétinoides dans le foie des souris

CDAHFD en fonction du temps de régime.
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3.4 Quantification des rétinoides dans le foie

Le dosage des rétinoides a été réalisé sur des lysats de foie de souris CDAHFD et SD par
HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) a différents temps de régime. Deux
rétinoides ont été sélectionnés pour la quantification des rétinoides, les esters de rétinyle qui
représentent la forme de stockage majeure des rétinoides dans le foie, et le rétinol qui
correspond a la forme de transport. En effet, les esters de rétinyle stockés dans les cellules
stellaires sont hydrolysés en rétinol avant d’étre libérés dans la circulation. Pour réaliser ce
dosage, la procédure d’extraction des rétinoides a partir de lysats de foie ainsi que la méthode
de séparation et de quantification par HPLC ont été optimisées a partir des études décrites
dans la littérature (Kane et al., 2008; Venne et al., 2016).

3.4.1 Optimisation et mise au point du protocole d’extraction des
rétinoides
Afin d’obtenir des lysats de foie homogénes, trois techniques différentes ont été testées :

= En écrasant le foie congelé dans l'azote liquide a l'aide d’'un mortier, puis en le
mélangeant avec le tampon de lyse ;
= En broyant le foie avec un broyeur électrique (T8 ULTRA-TURRAX®) directement dans

le tampon de lyse ;
= En broyant le foie avec un broyeur a billes (homogénéiseur PRECELLYS®) dans le

tampon de lyse.

Les solutions obtenues sont ensuite homogénéisées a l'aide d’'un sonificateur a ultrasons.
Avec le broyeur a billes PRECELLYS®, un lysat homogéne est obtenu, tandis qu’avec les
deux autres techniques, des agrégats de foie restent dans la solution. Cette méthode a donc

été retenue pour I'obtention des lysats de foie.
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Figure 68 : Schéma décrivant le protocole optimisé d’extraction des rétinoides a partir d’'un lysat de foie

Les lysats de foie ainsi obtenus contiennent plusieurs composés lipidiques pouvant interférer
avec I'analyse des rétinoides. Les échantillons ne peuvent donc pas étre injectés directement
dans la colonne chromatographique sans une étape d’extraction. Pour cela, I'extraction
liquide-liquide, une technique commune pour la séparation des produits organiques, a été
utilisée. Cette méthode consiste a séparer les rétinoides des autres composés en divisant
I'échantillon entre deux phases immiscibles. La capacité a séparer le mélange dépend de la
solubilité relative de chaque composé dans les deux solvants immiscibles. Afin d’évaluer
I'efficacité d'extraction, on ajoute dans le lysat un contréle interne : 'acétate de rétinyle. Les
rétinoides sont isolés du mélange en utilisant le cyclohexane comme phase organique dans
lequel ils seront dissous. Le protocole d’extraction décrit par 'équipe de Kane, que nous avons
adapté, consiste a ajouter un volume de 4 ml de cyclohexane au lysat et de récupérer, aprés
centrifugation, la phase organique. Cette étape est répétée 3 fois avant d’évaporer le
cyclohexane au RotaVap pour concentrer les rétinoides (Kane et al., 2008). Afin d’obtenir de
meilleurs rendements, une optimisation du protocole a été effectuée en diminuant le volume
de cyclohexane a 400 pul et en répétant la méme étape cing fois. Le solvant est ensuite évaporé

au Speedvac. Le protocole optimisé est décrit dans la Figure 68.
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3.4.2 Dosage des rétinoides par HPLC

Le principe de dosage par HPLC est basé sur I'équilibre des composés entre deux phases
dont une est dite « stationnaire » : emprisonnée dans la colonne et I'autre est dite « mobile »
: qui se déplace en entrainant les substances difféeremment selon leur solubilité dans cette
phase, conduisant ainsi a leur séparation.

Plusieurs phases mobiles décrites dans la littérature pour la séparation des rétinoides ont été
testées comme un mélange d’acétonitrile (ACN), de méthanol et de dichlorométhane a
différents rapports volumiques (70/15/15) ou (90/5/5) (Kane et al., 2008; Venne et al., 2016).
Cependant, aucune d’entre elles n’a permis la séparation des deux pics chromatographiques
du rétinol et de l'acétate de rétinyle. Deux phases mobiles différentes ont alors été utilisées
successivement une premiére, pendant dix minutes, composée d’ACN, d’H.O et acide
formique (89/11/0,1) puis une deuxiéme, pendant dix minutes, contenant 'ACN, le méthanol
et le dichlorométhane (70/15/15). Ces deux phases mobiles permettent de séparer les trois
formes de rétinoides : le rétinol est élué a 2,6 min, l'acétate de rétinyle a 4,3 min et les esters
de rétinyle & 13,5 min. La Figure 69 montre un chromatogramme-type obtenu aprés analyse

d’'un mélange de ces trois composés.
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Figure 69 : Exemple d’un chromatogramme HPLC/UV obtenu sur un mélange de rétinoides.
Temps de rétention : rétinol (2,6 min), acétate de rétinyle (4,3 min) et esters de rétinyle (13,5 min).

Les quantités des rétinoides sont déterminées en mesurant l'aire sous le pic
chromatographique de chaque produit, et par comparaison avec une gamme étalon, comme
décrit dans la partie Matériels et méthodes. Les résultats de quantification des rétinoides sur
des lysats de foie de souris SD et CDAHFD, en fonction du temps, sont décrits dans la Figure

70.A pour les esters de rétinyle, et Figure 70.B pour le rétinol.
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Figure 70 : Quantification des rétinoides dans le foie de souris CDAHFD et SD par HPLC.

Quantité totale des esters de rétinyle (A) et de rétinol (B) dans le foie de souris CDAHFD (points rouge) et SD
(points verts) mesurée par HPLC, en fonction du temps de régime. Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-
type, n=4-7 pour chaque condition. * 0.010 < p < 0.05; ** p < 0.010. Test de Mann-Whitney (SD vs CDAHFD, n.s.
non significatif).

Chez les souris SD, le taux des esters de rétinyle a tendance a augmenter avec le temps de
régime. Il est de 581 ng/mg de foie a la 3°™ semaine, et il atteint 1909 ng/mg de foie a la 16°™¢
semaine de régime, avec des variabilités interindividuelles importantes quel que soit le temps
de régime (écart-type compris entre 104 et 259 ng/mg). Au contraire, ce taux reste bas chez
les souris CDAHFD, il est inférieur a 350 ng/mg de foie quel que soit le temps de régime, avec
des variabilités plus faibles comparées aux souris SD (écart-type : 26-107 ng/mg de foie). La
guantité des esters de rétinyle dans le foie des souris CDAHFD est significativement plus faible
que celle des souris SD dés la 3°™ semaine de régime. Cette différence significative est

maintenue jusqu’a la 16°™® semaine (Figure 70.A).

Des résultats similaires sont obtenus pour le rétinol. Les quantités globales de rétinol dans le
foie des souris SD sont comprises entre 107 et 232 ng/mg de foie, quel que soit le temps de
régime, tandis que chez les souris CDAHFD, ces quantités sont plus faibles et varient entre
90 ng/mg a la 3°™ semaine et 44 ng/mg de foie a la 16°™ semaine de régime. Malgré une
variabilité trés importante (écart-type : 5-48 ng/mg de foie) entre les individus du méme groupe,
la quantité de rétinol dans le foie des souris CDAHFD est significativement plus faible que

chez les souris SD aux semaines 6, 9 et 16 (Figure 70.B).

Ces résultats confirment la diminution des quantités globales de rétinoides dans le foie
des souris CDAHFD, ce qui est cohérent avec les données de la littérature et le dogme
de la perte de gouttelettes de rétinoides au cours du processus de fibrogénese,

permettant ainsi d'écarter I'hnypothése d’hypervitaminose A induite par le régime

CDAHF. Cependant, cela peut paraitre contradictoire avec les observations
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histologiques décrites précédemment, mettant en évidence, sur les coupes
histologiques des souris CDAHFD, une accumulation localisée de rétinoides, alors
qu’aucun signal de fluorescence des rétinoides n’est observé sur les coupes de foie
des souris SD, qui pourtant contiennent des quantités importantes de rétinoides. Une
hypothése possible est que chez les souris SD, les rétinoides soient stockés dans de
nombreuses cellules, en quantités suffisamment faibles pour étre indétectables par
fluorescence sur des coupes hépatiques fines. Le signal serait ainsi inférieur a la limite

de détection du microscope a fluorescence.

Pour évaluer cette hypothése, nous avons réalisé des coupes de foie de souris SD plus
épaisses (50 um, a l'aide du vibratome) et nous les avons observées au microscope confocal.
Un signal de fluorescence de rétinoides a ainsi pu étre détecté, principalement dans les zones

péri-sinusoidales comme on peut le voir sur la Figure 71.

Noyaux RF Noyaux/RF

Figure 71: Observation des gouttelettes de rétinoides fluorescentes au niveau péri-sinusoidal sur les
coupes de foie de souris SD.

Coupes de foie de souris SD réalisées au vibratome. (Noyaux : cyan, fluorescence des rétinoides (RF) : vert). Les
cercles jaunes montrent la localisation des gouttelettes fluorescentes des rétinoides. Barre d’échelle : 10 pm.

On peut donc supposer que sur un tissu sain, les rétinoides sont présents mais répartis
dans de nombreuses cellules en quantité non compatible avec une détection sur des
coupes fines. De plus, comme décrit précédemment, les HSCs primaires isolées a partir
de foie de souris SD présentent bien des gouttelettes de rétinoides fluorescentes (Figure
65). Ces gouttelettes sont visibles au microscope optique puisque les cellules sont bien
étalées, contrairement a celles présentes sur les coupes hépatiques fines qui sont trés

aplaties.
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4. Identification des cellules hypertrophiées

Les résultats obtenus précédemment nous ont permis d’émettre I'hypothése que les cellules
hypertrophiées, observées sur les coupes hépatiques de souris CDAHFD et contenant des
gouttelettes de rétinoides fluorescentes, sont des cellules stellaires hépatiques. Afin de vérifier
cette hypothese, nous avons étudié l'expression des marqueurs de HSCs par

immunohistochimie.
4.1 Expression des marqueurs spécifiques des HSCs

4.1.1 La desmine

Le premier marqueur étudié est la desmine. Cette protéine est un filament intermédiaire

exprimé par les HSCs, quel que soit leur état d'activation.

Sur les coupes de foie des souris SD, on observe le signal spécifique des noyaux en bleu et
un signal de forme allongée associé au marquage de la desmine (visible en rose) (Figure
72.a). Ces cellules exprimant la desmine sont localisées le long des espaces péri-sinusoidaux.
Sur des coupes hépatiques de souris CDAHFD, on remarque que le signal associé au
marquage de la desmine est plus fréquent, confirmant que les cellules exprimant la desmine
sont plus nombreuses que sur les coupes hépatiques de souris SD (Figure 72.b). En plus du
signal de forme allongée, un signal de forme plus arrondie associé au marquage de la desmine
est détecté sur les coupes de foie de souris CDAHFD. En superposant le signal de la desmine
et celui de la fluorescence des rétinoides, on observe que ce marquage de forme « arrondie »
est colocalisé avec des zones d’accumulation de rétinoides (Figure 72.c). Un zoom sur une
zone d'hypertrophie représentative montre que le marquage de la desmine entoure la zone
d’accumulation des gouttelettes de rétinoides (Figure 72.d). Cependant, il est difficile de
déterminer, avec certitude, si ces fibres de desmine appartiennent a la méme cellule contenant

les gouttelettes de rétinoides.
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Figure 72 : Expression de la desmine par les HSCs dans les zones d'hypertrophie.

Marquage de la desmine sur des coupes de foie de souris SD (a) et CDAHFD (s9) (b-d). Superposition des signaux
DAPI, rétinoides et desmine (a, ¢, d) ou DAPI et desmine (b). Fléches : cellules exprimant la desmine. Etoiles :
cellules exprimant la desmine et présentant des gouttelettes de rétinoides. Barres d'échelle = 50 um (a,b,c), 10 um

(d).

Sur 'ensemble des coupes hépatiques de souris CDAHFD, dés la 3°™ semaine de régime, la
présence de deux populations de cellules présentant un marquage pour la desmine a été
identifiée : une population qui présente a la fois un marquage pour la desmine et des
gouttelettes fluorescentes de rétinoides (étoiles, Figure 72.c), et une autre population qui

exprime la desmine mais sans gouttelettes de rétinoides (fleches, Figure 72.c).
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Figure 73 : Cinétique de I'expression de la desmine sur des coupes de foie de souris CDAHFD apreés 3, 6,9
et 12 semaines de régime.

Panneau du haut : signal de la desmine. Panneau du bas : superposition des signaux de DAPI, rétinoides et
desmine. Barres d'échelle = 50 pm

Comme on peut le voir sur la Figure 73, le signal associé au marquage de la desmine
augmente progressivement avec le temps sur les coupes hépatiques de souris CDAHFD. Une
guantification, réalisée aprés 9 et 12 semaines de régime, a montré que 80% des zones

d’hypertrophie sont associées a un marquage de la desmine.
4.1.2 Le cRBP1 (cellular Retinol Binding Protein-1)

Le deuxiéme marqueur étudié est le cRBP1, une protéine impliquée dans le transport de rétinol

et fortement exprimée par les HSCs.
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CDAHFD (s9)
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Figure 74 : Expression du cRBP1 par les HSCs dans les zones d'hypertrophie.
Marquage du cRBP1 sur des coupes hépatiques de souris SD (a) et CDAHFD (s9) (b-d). Superposition des signaux
DAPI, rétinoides et desmine (a, c, d) ou DAPI et desmine (b). Barres d'échelle = 50 pm, 10 pm (d).

Un signal associé au marquage du cRBP1 est observé sur les cellules situées au niveau de
I'espace péri-sinusoidal des coupes hépatiques des souris SD (Figure 74.a). Sur des coupes
de foie de souris CDAHFD, on remarque la présence d'un fort signal lié au marquage du
cRBP1 (Figure 74.b). La superposition des deux signaux (CRBP1 et rétinoides) permet de
mettre en évidence une colocalisation du marquage cRBP1 et des zones d'hypertrophie
cellulaire, comme on peut le constater sur la Figure 74.c et d. Un marquage intense du cRBP1
entoure parfaitement les gouttelettes de rétinoides. Apres quantification, 91% des amas de

cellules hypertrophiées présentent un marquage du cRBP1 (n = 700 zones d’hypertrophie

Page | 205



Résultats Chapitre | : Découverte de [’association hypertrophie des HSCs/fibrose hépatique

comptées). Contrairement a ce qui a été observé avec la desmine, aucun marquage de cRBP1

n’est observé sur des cellules dépourvues de gouttelettes de rétinoides.

Semaines de régime CDAHF
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Figure 75 : Cinétique de I’expression du cRBP1 sur des coupes hépatiques de souris CDAHFD aprés 3, 6,
9 et 12 semaines de régime.

Panneau du haut : signal du cRBP1. Panneau du bas : superposition des signaux de DAPI, rétinoides et cRBP1.
Barres d'échelle = 50 um.

La Figure 75 montre que le marquage du cRBP1 augmente progressivement avec le temps
sur les coupes hépatiques de souris CDAHFD. Une augmentation de I'expression hépatique
du cRBP1 a également été décrite dans un modéle de rat MCD (Miyazaki et al., 2014). La
majorité des cellules exprimant le cRBP1 présente une accumulation de gouttelettes de
rétinoides.

En résumé, sur les coupes de foie des souris SD, nous avons observé la présence de
cellules péri-sinusoidales présentant a la fois un marquage pour la desmine et le
cRBP1, tous deux caractéristiques des HSCs. Sur les coupes hépatiques des souris
CDAHFD, deux types de cellules ont été mises en évidence : i) des cellules péri-
sinusoidales exprimant la desmine sans signal de rétinoides ; ii) et des cellules dans
les zones d’hypertrophie montrant a la fois une accumulation des gouttelettes de
rétinoides et les marquages de la desmine et du cRBP1. Par conséquent, les cellules
hypertrophiées, contenant les gouttelettes de rétinoides et présentes dans ces zones

spécifiques, correspondent & des cellules stellaires hépatiques.
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4.2 Etude de I’état d’activation et de prolifération des HSCs

4.2.1 L'actine a du muscle lisse (a-SMA)

La distribution des marqueurs de l'activation des HSCs sur les coupes de foie de souris
CDAHFD et SD a ensuite été étudiée. L'actine a du muscle lisse (a-SMA) est un marqueur de
fibrose et est exprimé par les myofibroblastes issues de la dédifférenciation des HSCs

activées.

CDAHFD (s9)

a-SMA/Retinoides/Noyaux

Figure 76 : Expression du a-SMA par les HSCs dans les zones d'hypertrophie.
Marquage du a-SMA sur des coupes de foie de souris SD (a) et CDAHFD (s9) (b-c). Superposition des signaux
DAPI, rétinoides et a-SMA. Barres d'échelle = 50 um, 10 pum (d).

Sur les coupes hépatiques de souris SD, le signal associé au marquage du a-SMA est détecté
uniguement autour des veines (Figure 76.a), tandis que sur les coupes de foie des souris
CDAHFD, un marquage significatif du a-SMA est détecté dans I'ensemble du parenchyme
hépatique, en plus des vaisseaux (Figure 76.b). De plus, comme cela a été observé pour la
desmine, une colocalisation entre le marquage du a-SMA et le signal des rétinoides est
retrouvée dans certaines zones d’hypertrophie (étoiles, Figure 76.b et ¢). Un zoom sur une
zone d'hypertrophie représentative montre que le signal du a-SMA entoure parfaitement les
gouttelettes de rétinoides (étoile, Figure 76.c). Cependant, certaines cellules exprimant le a-

SMA sont dépourvues de signal de rétinoides (fleches, Figure 76.c).
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Figure 77 : Cinétique de I’expression du a-SMA sur des coupes de foie de souris CDAHFD apres 3, 6, 9 et
12 semaines de régime.
Panneau du haut : signal du a-SMA. Panneau du bas : superposition des signaux de DAPI, rétinoides et a-SMA.
Barres d'échelle = 50 um.
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Le signal associé au marquage du a-SMA est observé dans le parenchyme hépatique des
souris CDAHFD a partir de la 3°™ semaine de régime et augmente progressivement jusqu’a
la 12°™ semaine, comme le montre la Figure 77. Aprés quantification, 92,5% des cellules
hypertrophiées sont entourées par le marquage du a-SMA a la 12°™ semaine de régime
CDAHF (n> 200 événements).

Cependant, comme les cellules hépatiques des souris CDAHFD présentent une organisation
différente d’'un tissu hépatique sain, il est difficile de déterminer avec certitude, sur les coupes
de foie immunomarquées, si les cellules stellaires hypertrophiées expriment bien le a-SMA ou
s’il est exprimé par une cellule adjacente qui ne contient pas de gouttelettes de rétinoides. Afin
de trancher entre ces deux hypothéses, un Z-stack du marquage associé au a-SMA et une
analyse en transversal ont été réalisés. Comme on peut le voir sur la Figure 78, la cellule
stellaire hypertrophiée étudiée présente un signal associé au marquage du a-SMA qui entoure
les gouttelettes fluorescentes de rétinoides. On observe également le noyau de la cellule
marqué au DAPI entre les gouttelettes de rétinoides fluorescentes. La vue orthogonale permet
également de confirmer que le signal du a-SMA est effectivement présent dans la cellule

stellaire hypertrophiée contenant les gouttelettes fluorescentes de rétinoides.
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Figure 78: Colocalisation du a-SMA et des gouttelettes de rétinoides dans une cellule stellaire
hypertrophiée sur une coupe de foie de souris CDAHFD.

Le Z-stack de I'immuno-marquage du a-SMA, sur une coupe de foie de souris CDAHFD, a permis l'imagerie
tridimensionnelle d'une HSC hypertrophiée et a mis en évidence la colocalisation des gouttelettes de rétinoides
fluorescente (a gauche), et a-SMA (milieu). Superposition des signaux DAPI, rétinoides et a-SMA (a droite).
Panneau droit et panneau inférieur pour chacun : vue orthogonale de 4,3 um de largeur du Z-stack le long des
lignes jaunes. Barre d’échelle : 10 ym.

4.2.2 Le Ki67

Afin de caractériser qualitativement, I'état de prolifération des cellules hypertrophiées, un
immunomarquage du Ki67 a été réalisé. Quelques rares noyaux exprimant le Ki67 sont
observés sur les coupes de foie des souris SD (Figure 79.a). Sur les coupes hépatiques des
souris CDAHFD, le signal associé au marquage du Ki67 est beaucoup plus fréquent. Des
cellules en prolifération sont observées a la fois dans le parenchyme hépatique et dans les
zones d'hypertrophie cellulaire, démontrant I'état régénératif du foie dans le modéle CDAHFD
(Figure 79.b). La Figure 79.c montre un exemple de division cellulaire observée dans une zone
d’hypertrophie, entourée par des gouttelettes de rétinoides. Cependant, les cellules exprimant
le Ki67 sont moins fréquentes dans les zones d'hypertrophie que dans le parenchyme
hépatique, représentant seulement 14% des cellules marquées a 9 et 12 semaines de régime
CDAHF.

Ki67/Retinoides/Noyaux

Figure 79 : Etat de prolifération des cellules dans les zones d'hypertrophie.
Marquage du Ki67 sur des coupes de foie de souris SD (a) et CDAHFD (b, c). Superposition des signaux DAPI,
rétinoides et Ki67. Barre d’échelle : 50 um (a, b), 10 um (c).
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Les expériences d'immunohistochimie ont permis de mettre en évidence, sur les
coupes hépatiques des souris CDAHFD, la coexistence de deux populations de
cellules stellaires : i) une population de HSCs dépourvues de gouttelettes de rétinoides
exprimant la desmine et le a-SMA, correspondant a la population attendue de HSCs
activées ; ii) et une deuxiéme population non attendue, donc nouvelle, de cellules
hypertrophiées présentant a la fois les caractéristiques de HSCs quiescentes, en
'occurrence, la capacité a stocker les rétinoides, I'expression de la desmine et du
cRBP1, et les caractéristiques de HSCs activées puisqu’elles expriment le a-SMA, et

certaines sont en prolifération (Figure 80).
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HSC HSC HSC activée
quiescente hypertrophiée (myofibroblaste)
Desmine + + +
Rétinoides + ++ -
cRBP1 + + -
a-SMA - + +

Figure 80 : Marqueurs de cellules stellaires selon leur état d’activation.

Les HSCs quiescentes expriment la desmine, le cRBP1, et possédent des gouttelettes de rétinoides. Les HSCs
activées conservent I'expression de la desmine mais pas du cRBP1, elles sont dépourvues de gouttelettes de
rétinoides et expriment le a-SMA. Les HSCs hypertrophiées identifiées dans le modele CDAHFD expriment les
marqueurs a la fois de HSCs quiescentes (desmine, cRBP1 et rétinoides) et des HSCs activées (a-SMA).

A notre connaissance, ce phénotype de cellules stellaires, présentant un nombre
exacerbé de gouttelettes de rétinoides, n'a jamais été décrit dans un contexte de

fibrose hépatique, ni dans la fibrose humaine ni dans des modéles animaux de fibrose.

5. Caractérisation de la fibrose et des accumulations de

rétinoides par microscopie multi-photonique

Les résultats décrits précédemment ont montré que I'hypertrophie des cellules stellaires,
observée sur les coupes de foie des souris CDAHFD, est localisée a proximité des dépbts de
collagéne et suit la méme cinétique d’apparition et de progression que celle de la fibrose. Afin
de caractériser simultanément 'accumulation de rétinoides et le dépét de fibres de collagéne,

nous avons réalisé une analyse par microscopie multi-photonique.
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5.1 Intérét de la microscopie multi-photonique

Cette technigue de microscopie optique non linéaire permet de visualiser le collagéne fibrillaire
par génération de seconde harmonique (SHG), sans nécessiter de marquage exogene. C’est
le domaine en triple hélice du collagéne qui semble étre responsable de I'émission de ce
signal. Il est ainsi possible de détecter, sur la méme coupe de foie, sur le méme champ et sans
réaliser de traitement particulier, a la fois le signal de fluorescence des rétinoides et le signal
spécifique des fibres de collagéne. De plus, la microscopie multi-photonique est une technique
robuste pour la quantification de la surface occupée par les fibres de collagéne. En effet, le
signal obtenu par SHG est trés spécifique du collagéne fibrillaire, aucun autre signal n’est donc
observé sur la coupe, contrairement aux coupes colorées au Sirius Red qui présentent un bruit
de fond lié a la technique de coloration histologique qui pourrait induire d’importantes
variabilités de quantification. La fluorescence des rétinoides est par la suite appelée RF
(retinoid fluorescence) et le signal spécifique des fibres de collagene (CF) obtenu par
génération de seconde harmonique (SHG), est appelé CF/SHG.

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence la colocalisation des fibres de collagénes
et des cellules hypertrophiées sur des coupes de foie de souris CDAHFD. Ainsi, au niveau des
zones d’accumulation du signal lié a la fluorescence des rétinoides (RF, en vert), un signal
spécifique des fibres de collagene (CF/SHG, en blanc) est également observé (Figure 81). La
superposition des deux images permet de mettre en évidence la colocalisation des deux
signaux (RF et CF/SHG) et on observe que les fibres de collagéne entourent étroitement les

gouttelettes de rétinoides (Figure 81, image superposée).

Figure 81 : Colocalisation des gouttelettes de rétinoides et des fibres de collagéne sur les coupes de foie
de souris CDAHFD

Exemple de colocalisation de la fluorescence des rétinoides (RF) imagée par microscopie a fluorescence (a
gauche) et des fibres de collagéne imagée par génération de seconde harmonique (CF / SHG) (milieu). A droite :
la superposition des signaux RF et CF / SHG. Barre d’échelle : 50 um.
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5.2 Etude spatio-temporelle

5.2.1 Conception de la méthode

Dans un second temps, la répartition spatio-temporelle des rétinoides et du collagéne a été
étudiée. Pour cela des coupes hépatiques de souris CDAHFD et SD, de 3 a 22 semaines de
régime, ont été entierement scannées par microscopie multi-photonique, en fluorescence pour
détecter le signal RF et en génération de seconde harmonique pour le signal CF/SHG. Afin de
reconstituer I'image de la coupe entiére, la mosaique constituée de la série d’images
microscopiques réalisées a été reconstruite, comme cela est décrit dans la Figure 82. Ainsi,
pour chaque souris, 'image de la coupe hépatique entiere a été obtenue, permettant
d’analyser la distribution spatiale des deux signaux RF et CF/SHG dans le tissu hépatique, en

fonction de la durée du régime.

Acquisition Traitement d’image

Coupes en série «  Reconstruction = Détection et quantification
Coupe entiere de la mosaique des patchs RF

Z stack «  Orientation q * Quantification du signal
CF/SHG, RF CF/SHG

‘-

Figure 82 : Méthode d’analyse des coupes de foie de souris CDAHFD par microscopie multi-photonique.
La premiére étape correspond a l'acquisition de signaux et d'images de fluorescence de rétinoides (RF) et de
seconde harmonique (CF/SHG) de toute la coupe de foie. Le prétraitement est une étape automatisée qui permet
la reconstruction de I'image de la coupe en réalisant une mosaique. Les images des signaux CF/SHG et RF sont
réorientées et alignées pour l'analyse de la colocalisation. L'analyse d'image permet la quantification des signaux
RF et CF/SHG.

Par la suite, nous avons quantifié la surface occupée par les dépots des fibres de collagéene
et les accumulations de rétinoides sur la méme coupe hépatique. Pour cela, I'analyse des
images a été réalisée via une macro développée sous FilJi et permettant la quantification des
signaux RF et CF/SHG. L’algorithme traitant le signal RF permet d'individualiser chaque zone
présentant un signal RF en « patchs » dans le but de déterminer le nombre de patchs RF par
unité de surface ou densité RF. Ces patchs RF sont de taille variable car ils peuvent
correspondre a une seule gouttelette de rétinoides, plusieurs gouttelettes indiscernables au
sein d'une méme cellule, ou un cluster de cellules chargées de gouttelettes. Les méthodes

d’acquisition, d’analyse et de quantification ont été développées et mises au point
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spécifiguement par nos collaborateurs de I'Unité de Technologie et de Service « Bioimagerie

photonique » de I'Institut Pasteur, le Dr. Anne Danckaert et le Dr. Julien Fernandes.
5.2.2 Répartition spatiale

Une fois les mosaiques des coupes hépatiques de souris CDAHFD reconstruites (un exemple
est illustré dans la Figure 83), une analyse de la distribution spatiale des deux signaux est
réalisée. On observe que le signal des fibres de collagene est principalement concentré au
niveau des zones centro-lobulaires, ce qui correspond a une fibrose péri-sinusoidale marquée.
Ces fibres de collagéne sont associées aux accumulations de rétinoides qui sont également
conentrés autour des veines centro-lobulaires, sans envahir les zones péri-portales (Figure
83.A). La quantification de la densité des patchs RF nous a permis d’obtenir une cartographie

de la densité du signal RF. La Figure 83.B montre que la densité des patchs RF est plus élevée

au niveau des veines centro-lobulaires (CV) qu’au niveau des veines portes (PV).

A) Superposition - CF/SHG B) Cartographie de densité

Nombre de
patchs RF
/100 pm?

Figure 83 : Analyse de la répartition spatiale du signal CF/SHG et du signal RF sur une coupe de foie de
souris CDAHFD par microscopie multi-photonique.

A) Un exemple de coupe de foie de souris CDAHFD, apres 9 semaines de régime, analysée par microscopie multi-
photonique pour les signaux RF et CF / SHG aprés reconstruction de I'image de la coupe. Barre d’échelle : 600
pm. B) Cartographie de la densité des patchs RF de la méme coupe de foie (droite).

5.2.3 Répartition temporelle

La cinétique d’accumulation des rétinoides et des fibres de collagéne a ensuite été étudiée,
en analysant les coupes de foie des souris CDAHFD, a différents temps de régime (3, 6, 9,
12, 22 semaines). On observe sur la Figure 84 que le signal des fibres de collagéne est de
plus en plus abondant et que la fréquence du signal RF augmente progressivement en fonction
du temps de régime. La superposition des deux images (RF et CF/SHG) montre que les deux
signaux évoluent de maniére concomitante tout au long de I'administration du régime CDAHF,
ce qui est cohérent avec ce qui a été observé sur les coupes de foie aprés colorations

histologiques.
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Figure 84 : Cinétique du collagene et des rétinoides sur les coupes de foie des souris CDAHFD.

Signal du collagéne (CF / SHG - panneau supérieur) et des rétinoides (RF - panneau du milieu) sur des coupes de
foie de souris CDAHFD apres 3, 6, 9, 12 et 22 semaines de régime. Le panneau inférieur est une superposition
des deux signaux précédents. Barre d’échelle : 50 um.

Ces résultats ont donc permis de mettre en évidence une localisation proche ainsi
gu'une progression simultanée des fibres de collagéne et des accumulations de

rétinoides. Les deux signaux suivent donc la méme cinétique spatio-temporelle

5.2.4 Quantification des signaux de rétinoides et des fibres de collagéne

Une quantification de la surface occupée par les deux signaux a ensuite été réalisée comme
décrit précédemment. La Figure 85.A représente le pourcentage de la surface de la coupe
occupeée par les patchs de RF, en fonction du temps de régime. Ainsi, aucun signal RF n’est
observé sur les coupes de foie de souris SD (et ce quel que soit le temps). A la 3°™ semaine
de régime CDAHF, la surface de la coupe hépatique occupée par le signal RF est trés faible
(0,04%). A partir de la 6™ semaine de régime, ce signal est plus élevé sur les coupes de foie
de souris CDAHFD et occupe environ 0,3% de la surface de la coupe hépatique entiére. Ce
pourcentage augmente progressivement pour atteindre environ 1,6 % de la surface totale de
la coupe, avec une variabilité de 0,5% a la 12°™ semaine de régime. Ce pourcentage est

maintenu jusqu’a la fin de I'expérimentation (1,17% a la 22°™® semaine).
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Figure 85 : Quantification du signal de fluorescence des rétinoides (RF) et des fibres de collagéne (CF /
SHG).

A) Pourcentage de la surface occupée par le signal RF sur les coupes totales de foie de souris SD et CDAHFD en
fonction du temps. (B) Pourcentage de la surface occupée par le signal CF / SHG sur les coupes totales de foie de
souris SD ou CDAHFD en fonction du temps. Statistiques : n = 3-12 pour chaque groupe, médiane avec l'intervalle
interquartile, test de Kruskal Wallis. * p <0,05 ; ** p <0,01 ; *** p <0,001.

De méme, le pourcentage de la surface de la coupe occupée par les fibres de collagéne a été
guantifié. Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 85.B. Un signal de base de
CF/SHG (médiane = 1,11% de la surface totale de la coupe) est observé sur les coupes de
foie de souris SD. Ce signal correspond au collagéne fibrillaire présent de maniére
physiologique dans le foie, autour des veines et des artéres. Sur les coupes de foie des souris
CDAHFD, la surface occupée par les fibres de collagéne est d’environ 5% (médiane = 5,3%)
de la surface totale, a la 3°™ semaine de régime. Ce signal augmente progressivement,
jusqu’a atteindre une médiane de 12,3% de la surface totale de la coupe, a la 9°™ semaine
de régime. Une diminution de la surface de la coupe occupée par les fibres de collagéne est
détectée a la 22°™ semaine de régime (médiane = 5,5%), qui pourrait étre expliquée par la
formation des nodules dans le foie des souris CDAHFD. Cette quantification des deux signaux
(RF et CF/SHG) est en cohérence avec l'analyse de la répartition spatio-temporelle des
rétinoides et des fibres de collagéne, réalisée sur les coupes de foie des souris CDAHFD,

démontrant une évolution concomitante des deux cinétiques.

Pour conclure, la combinaison de la microscopie a fluorescence et la génération de
seconde harmonique a permis de montrer que l'accumulation des gouttelettes de
rétinoides est toujours associée aux dépdts des fibres de collagene et que les deux
phénomeénes suivent la méme cinétique spatio-temporelle. En effet, en ce qui concerne la
localisation, les deux signaux sont principalement concentrés au niveau péri-sinusoidal et
en termes de cinétique, les deux évoluent de maniére concomitante tout au long de
administration du régime CDAHF. Cette étude simultanée de la distribution des deux

signaux sur la méme coupe n’est pas réalisable sur les coupes histologiques colorées.
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L’analyse des images obtenues par microscopie multi-photonique a permis la
guantification de la surface occupée par les signaux (RF et CF/SHG) et a confirmé cette
progression simultanée de I'hypertrophie des HSCs et de la fibrose. Cela nous améne a
supposer que ce phénoméne d’hypertrophie des HSCs est étroitement lié a la fibrose

hépatique, et a s’interroger sur sa présence dans d’autres modéles animaux.

6.Mise en évidence de ’hypertrophie des HSCs dans

d’autres modeles de maladies hépatiques

6.1 Caractérisation de la fibrose sur d’autres modéles murins

de maladies hépatiques métaboliques

Afin de déterminer si la présence de cellules stellaires hypertrophiées est une caractéristique
du modéle CDAHFD ou non, nous nous sommes tournés vers d’autres modeles de maladies
hépatiques métaboliques. Pour cela, des souris ont été soumises a deux régimes alimentaires
différents, le régime déficient en méthionine et en choline (MCD) pendant 9 semaines ou le
régime riche en graisses et en glucides (HFHC) pendant 16 semaines, ce qui était, d’aprés la
littérature, les durées maximales pour obtenir une fibrose péri-sinusoidale. Dans un premier
temps avant de rechercher la présence potentielle de HSCs hypertrophiées, nous avons

caractérisé |'établissement de la fibrose dans les deux modéles.
6.1.1 Le modele déficient en méthionine et en choline (MCD)
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Figure 86 : Suivi du poids corporel des souris MCD et SD en fonction du temps.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type.

Comme pour le modéle CDAHFD, les souris MCD ont été pesées régulierement (deux fois par

semaine). La Figure 86 illustre I'évolution du poids corporel moyen des deux groupes de souris
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(MCD et SD) en fonction du temps. Au début de I'expérimentation, les souris présentent un
poids corporel moyen autour de 23 g. Aprés 9 semaines de régime, une légére augmentation
du poids est observée chez les souris SD, pour atteindre environ 28 g, tandis que dans le
groupe de souris MCD, une diminution importante du poids corporel est observée, pour
atteindre un poids moyen de 13 g a la fin de I'expérimentation (Figure 86). Cela représente

une diminution d’environ 46% du poids moyen des souris MCD par rapport aux souris SD.

L’étude histologique a la 9°™ semaine de régime des coupes H&E de foie de souris MCD
permet de mettre en évidence la présence d’une stéatose hépatique a la fois micro-vésiculaire
et macro-vésiculaire (Figure 87.A). Cette stéatose est au stade 3 pour la plupart des souris
(5/6) (Figure 87.C). Contrairement au modéle CDAHFD, le ballonnement des hépatocytes est
plus fréquent dans le foie des souris MCD, la plupart des souris sont au stade 1 du
ballonnement (Figure 87.C). Les souris MCD présentent également une inflammation avec 3/6
souris qui sont au stade 3, 2/6 au stade 2 et une souris au stade 1 a la 9°™ semaine de régime
(Figure 87.C). Une légére fibrose péri-sinusoidale, qui correspond au stade la de fibrose, est
observée chez seulement 2/6 souris (Figure 87.B), tandis qu’aucune fibrose n’est détectée

chez les autres souris (4/6) a la 9°™ semaine de régime (Figure 87.C).
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Figure 87 : Analyse histologique et mise en évidence de I’hypertrophie des HSCs dans le modéle MCD.
Coupes de foie de souris MCD, aprés 9 semaines de régime, colorées a I’'Hématoxyline et 'Eosine (A, D) et au
Sirius Red (B, E, F). Fleche noire : vacuole lipidique, fleche rouge : fibres de collagene. C) Scores histologiques de
stéatose, de ballonnement, d’inflammation, de fibrose et d’hypertrophie de HSCs aprés 9 semaines de régime
MCD. Barre d’échelle : 100 um.
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Sur les coupes H&E de foie de souris MCD apres 9 semaines de régime, nous avons observé
la présence de cellules stellaires hypertrophiées qui apparaissent en jaune (Figure 87.D). En
analysant les coupes adjacentes colorées au Sirius Red, on constate que, comme cela avait
été observé sur le modéle CDAHFD, les fibres de collagénes, colorées en rouge, entourent
les cellules hypertrophiées (Figure 87.E, F). Cette forme modérée d’hypertrophie de HSCs,
correspondant au stade 1 du score établi pour I'hypertrophie, a été observée chez la majorité
des souris MCD (5/6) (Figure 87.C).

6.1.2 Le modele de type «western diet» (High Fat High Carbohydrate,
HFHC)

Le poids des souris soumises au régime HFHC a été suivi en fonction du temps. La Figure 88
montre I'évolution du poids corporel moyen des souris au cours de I'administration du régime
HFHC. Au début de I'expérimentation, toutes les souris présentent un poids corporel moyen
autour de 23 g. Aprés 16 semaines, le poids des souris SD a légérement augmenté pour
atteindre 32 g tandis que celui des souris HFHC a doublé et a atteint 50 g. Cela représente

une augmentation d’environ 56% du poids moyen des souris HFHC par rapport aux souris SD.
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Figure 88 : Suivi du poids corporel moyen de souris SD et HFHC en fonction du temps.
Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type.

L’analyse histologique des coupes H&E de foie de souris HFHC, a la 16°™ semaine de régime,
montre la présence d’une stéatose au stade 3 chez la moitié des souris (3/6), tandis que I'autre
moitié présente un stade de 2 (Figure 89.A, C). Aucun ballonnement hépatocytaire n’est
détecté, tandis que quelques rares foyers inflammatoires sont observés, a la 16°™ semaine
de régime HFHC. En effet, la plupart des souris (4/6) présentent un stade d’inflammation de 1
(Figure 89.C). La majorité des souris (5/6) n’a pas développé de fibrose hépatique, comme on
peut le voir sur la coupe de foie de souris HFHC colorée au Sirius Red. Une seule souris (1/6)

présente une fibrose péri-sinusoidale légére (stade 1a) a la 16°™ semaine de régime (Figure
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89.C). Contrairement aux modéles MCD et CDAHFD, aucune hypertrophie de HSCs n’est

observée sur les coupes de foie de souris aprés 16 semaines de régime HFHC (Figure 89.C).
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Figure 89 : Analyse histologique du modéle HFHC.

A et B) Coupes de foie de souris, aprés 16 semaines de régime HFHC, colorées a 'Hématoxyline et I'Eosine (A) et
au Sirius Red (B). Barre d’échelle : 200 pm. C) Scores histologiques de stéatose, de ballonnement, d’inflammation,
de fibrose et d’hypertrophie de HSCs aprés 16 semaines de régime HFHC.

Cette absence d’hypertrophie sur les coupes de foie de souris HFHC peut étre
expliquée par I'absence de fibrose hépatique dans ce modéle. En effet, comme nous
'avons vu précédemment sur les coupes de foie des souris CDAHFD, 'accumulation
des gouttelettes de rétinoides est toujours associée aux fibres de collagéne, alors que
la majorité des souris HFHC ne présente pas de fibrose. De plus, si on compare les
scores cliniques relatifs d’hypertrophie et de fibrose sur les coupes de foie des trois
modéles métaboliques (MCD, HFHC et CDAHFD), on remarque que I'hypertrophie des
HSCs semble étre liée a la fibrose (Figure 90).
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Figure 90 : Corrélation entre la fibrose et I'hypertrophie dans les modéles de maladies hépatiques
métaboliques (MCD, HFHC et CDAHFD).

Score de fibrose hépatique (points rouges) et d'hypertrophie de HSCs (points bleus) chez des souris aprés 9
semaines de régime MCD, 16 semaines de régime HFHC et 22 semaines de régime CDAHF.
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6.2 Mise en évidence de D’hypertrophie des HSCs par

microscopie multi-photonique

6.2.1 Modéeles métaboliques

Les colorations conventionnelles étant moins sensibles que la fluorescence, une analyse par
microscopie multi-photonique a été réalisée, pour les signaux RF et CF/SHG, sur les coupes

hépatiques non colorées des souris MCD et HFHC.

A) CDAHFD B) MCD C) HFHC

Figure 91 : Analyse par microscopie multi-photonique des coupes de foie de souris, CDAHFD, MCD et
HFHC.

Coupes de foie imagées pour le signal de rétinoides (RF) par microscopie a fluorescence et les fibres de collagéne
(CF/SHG) par génération de seconde harmonique, aprés 9 semaines de régime CDAHF (A) MCD (B), et 16
semaines de régime HFHC (C). Barre d'échelle : 50 pum.

On peut observer la présence de zones d’accumulation de gouttelettes de rétinoides sur les
coupes de foie de souris MCD, caractéristique de I'hypertrophie des HSCs (Figure 91.B), ce
gui est similaire a ce qui a été observé dans le modéle CDAHFD (Figure 91.A). De plus, bien
gue les coupes de foie de souris HFHC, aprés colorations histologiques, ne présentent pas de
cellules hypertrophiées, I'analyse par microscopie multi-photonique des coupes hépatiques
non colorées de souris HFHC a permis de détecter la présence de rares zones d’accumulation
de gouttelettes de rétinoides (Figure 91.C). Ces gouttelettes sont toujours associées a des
dépdbts de fibres de collagéne, détectées par CF/SHG dans les trois modeles animaux
(CDAHFD, MCD, HFHC) (Figure 91).

6.2.2 Autres modéles de fibrose hépatique

Nous avons ensuite voulu déterminer si I'hypertrophie des HSCs est également présente dans
d’autres modeles de fibrose hépatique comme le modéle hépatotoxique CCl. et le modele de
cholestase hépatique par ligature de la voie biliaire (BDL), qui ne sont pas des modéles
nutritionnels. Les coupes de foie des souris, aprés 8 semaines d’injection de CCls ou 10 jours
apres la ligature de la voie biliaire, nous ont été fournies par le Dr. Fabienne Foufelle du Centre

de Recherche des Cordeliers.
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Comme nous avons démontré précédemment que la fluorescence est plus sensible que les
colorations histologiques pour la détection des accumulations de gouttelettes de rétinoides,
nous avons décidé de n’utiliser que la technique de microscopie multi-photonique pour
observer une éventuelle présence de HSCs hypertrophiées dans ces deux modeles. Les
coupes de foie non colorées des souris CCls et BDL ont été analysées pour les sighaux RF et
CF/SHG.

A) CDAHFD B) CCl,

Figure 92 : Analyse par microscopie multi-photonique des coupes de foie de souris des modeles CDAHFD,
CCl4 et BDL.

Coupes de foie de souris imagées pour le signal de rétinoides (RF) par microscopie a fluorescence et les fibres de
collagéne (CF/SHG) par génération de seconde harmonique, apres 9 semaines de régime CDAHF (A), 8 semaines
d’injection de CCls, et 10 jours apres la ligature de la voie biliaire (BDL). Barre d'échelle : 50 pm.

Sur les coupes de foie des souris CCls, des accumulations fluorescentes de rétinoides sont
bien visibles et sont également colocalisées avec les fibres de collagénes. En revanche, sur
les coupes de foie des souris BDL, aucune accumulation de rétinoides n’est détectée ni dans

les zones de dép6t de collagene, ni dans le parenchyme hépatique (Figure 92).

En résumé, ces résultats montrent que I'hypertrophie des HSCs n’est pas une
caractéristique du modéle CDAHFD puisqu’elle est aussi observée dans d’autres modéles
animaux comme MCD et HFHC. Ce phénoméne semble étre lié a la fibrose hépatique
plutdét qu’a la NASH dés lors qu'il a été retrouvé dans le modele hépatotoxique CCls, en
plus des modeéles nutritionnels de maladies hépatiques métaboliques. Cependant, aucune
accumulation de gouttelettes de rétinoides n’a été observée dans le modele BDL. Cela
peut étre expliqué par le fait que la fibrose hépatique dans le modele cholestatique BDL
est principalement induite par les myofibroblastes péri-portaux, contrairement aux modéles
précédents dans lesquels les myofibroblastes responsables de la fibrose proviennent
principalement de la dédifférenciation des cellules stellaires hépatiques. Ainsi, les HSCs
ne semblent pas étre aussi impliquées dans le processus de fibrogénese dans le modéle
BDL que dans les autres modeéles de fibrose (CDAHFD, MCD, HFHC, CCl.).
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7. Mise en évidence de ’hypertrophie des HSCs chez

PPhumain

7.1  L’hypertrophie des HSCs dans la fibrose hépatique

métabolique humaine

Aprés avoir confirmé que I'hypertrophie des HSCs n’est pas une caractéristique du modéle
CDAHFD et gu’elle semble étre liée a la fibrose hépatique, nous avons voulu déterminer s’il
s’agissait d'un phénomeéne dépendant de I'espéce. Nous avons donc recherché la présence

potentielle de HSCs hypertrophiées dans le foie de patients atteints de fibrose hépatique.

Pour cela, nous avons sollicité le Dr. Frédéric Charlotte, pour sélectionner une série de patients
répondant a nos criteres d’intérét, c’est-a-dire, présentant différents stades de fibrose
hépatique. Dans un premier temps, les biopsies hépatigues humaines que nous avons
étudiées proviennent de patients a qui, parallelement a une chirurgie bariatrique, un
prélevement hépatique a été réalisé. Ces échantillons ont été obtenus avec I'accord du Pr
Karine Clément, responsable du protocole de recherche clinique dont font partie ces patients
(FIBROTA, numéro P100503-IDRCB 2011-A00759-32) enregistré dans l'essai clinique
(NCT01655017). Ces échantillons ont été choisis puisque les coupes histologiques de foie
présentent une taille plus importante (0,5 a 1 cm?environ) que celle d’'une biopsie hépatique
classique réalisée a laiguille. Il était donc plus probable de détecter une éventuelle
hypertrophie des HSCs sur ces coupes gue sur une hiopsie classique. Une fois les patients
choisis, le service d’anatomopathologie de I'hopital la Pitie-Salpétriere a réalisé de nouvelles
coupes hépatiques non colorées ou « blanches » pour notre analyse par microscopie multi-

photonique.

Pour notre étude, 27 patients ont été sélectionnés en fonction de leur niveau de fibrose
hépatique, allant de FO a F4, déterminée par les anatomopathologistes, (n = 4 par stade). Les

caractéristiques des 27 patients sont décrites dans le Tableau 12.
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MEDIANE
NOMBRE DE PATIENTS 27

AGE A LA CHIRURGIE (ANS) 47 (22-67)
FEMME 80 %

HOMME 20 %

IMC (INDICE DE MASSE CORPORELLE) 43 (35-52)
MARQUEURS

ALAT (UI/L) 34 (14-298)
ASAT (UI/L) 36 (19-117)
SCORE FIBROTEST! 0,20 (0,33-0,66)

1. (Imbert-Bismut et al., 2001)

Tableau 12 : Caractéristiques des patients inclus dans I’étude.

Tous les patients font partie du méme protocole d’étude clinique (FIBROTA, numéro P100503-IDRCB 2011-
A00759-32) enregistré dans I'essai clinique (NCT01655017), qui inclus des patients ayant subi une chirurgie
bariatrique durant laquelle un échantillon de foie a été prélevé.

Les biopsies hépatiques humaines ont été analysées par microscopie multi-photonique a
I'aveugle pour les sighaux RF et CF/SHG. Un exemple d’une coupe de foie humain est illustré
dans la Figure 93. Des gouttelettes présentant un signal de fluorescence élevé sont observées
sur certaines coupes hépatiques humaines (Figure 93, & gauche). Sur cette méme coupe, on
peut voir le signal spécifique des fibres de collagéne par SHG (Figure 93, milieu). En

superposant les deux images, on observe une colocalisation des deux signaux (Figure 93, a
droite).

Figure 93: Mise en évidence des accumulations de gouttelettes de rétinoides dans la fibrose hépatique
humaine.

Images représentatives de la colocalisation des gouttelettes de rétinoides imagées par fluorescence (RF) et des
fibres de collagéne imagées par génération de seconde harmonique (CF/ SHG) sur une biopsie hépatique humaine
de la cohorte FIBROTA présentant une fibrose hépatique au stade F3. Barre d’échelle : 50 um.

Une analyse spectrale des gouttelettes fluorescentes a été réalisée. Il est a noter que le tissu
hépatique de ces patients présente une auto-fluorescence endogéne importante, hétérogene
et d’intensité variable d’'un patient a un autre, contrairement aux coupes de foie de souris qui

présentaient un spectre d’auto-fluorescence endogene du tissu homogene, quel que soit le
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modele étudié et identique d’'une souris a une autre. Comme cela avait été fait pour les
échantillons murins, une soustraction du spectre du bruit de fond du tissu a été réalisée, pour
chaque coupe. L’analyse spectrale a montré que le signal de fluorescence des gouttelettes
observé sur les coupes hépatiques humaines correspond effectivement au signal spécifique
des rétinoides, confirmant ainsi la présence d’accumulation de gouttelettes de rétinoides

associées aux fibres de collagéne dans le foie humain.

L’association des deux signaux est observée sur la majorité des coupes hépatiques humaines
présentant un score de fibrose = F1 (17/23). De plus, le signal des rétinoides est plus élevé
sur les coupes présentant les scores F2 et F3 (Figure 94). Aucun signal de rétinoides n’est

détecté sur les biopsies humaines ne présentant pas de fibrose (score FO) (Figure 94), ce qui

est cohérent avec ce qui a été observé dans les modéles animaux.

_ CF/SHG Superposition - CF/SHG

Score histologique de fibrose

Figure 94 : Colocalisation des gouttelettes de rétinoides et des fibres de collagéne sur les biopsies
hépatiques humaines.

Images de microscopie multi-photonique de biopsies hépatiques humaines ne présentant aucune fibrose (FO0),
présentant une fibrose au stade 2 (F2) ou 3 (F3). Exemple de colocalisation de gouttelettes de rétinoides imagées
par fluorescence (RF) et de collagéne par génération de seconde harmonique (CF / SHG). Le panneau central droit
est une superposition des deux signaux précédents. Barre d'échelle : 100 pm. Le panneau complétement a droite
est un zoom sur une zone présentant les signaux RF et CF / SHG. Barre d'échelle : 25 pm.

Ces résultats confirment la présence de I'hypertrophie des HSCs, associée aux dépots
de fibres de collagene sur les coupes hépatiques humaines présentant une fibrose

hépatique métabolique.
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7.2 Corrélation entre ’hypertrophie des HSCs et la fibrose

Afin de quantifier le signal d’hypertrophie des HSCs, un score a été établi par le Dr. Céline
Hoffmann et adapté pour les biopsies humaines, par analyse par microscopie confocale du
signal de fluorescence des rétinoides sur les biopsies entiéres. Pour chaque coupe de patient,
une analyse spectrale a été réalisée avant de scorer I'hypertrophie, afin de soustraire au signal
des rétinoides le bruit de fond ('auto-fluorescence) du tissu. Ce nouveau score est défini
comme suit : 0 = pas d'hypertrophie visible, 1 = cellules hypertrophiées peu nombreuses, 2 =
présence de 2 a 5 zones de cellules hypertrophiées, 3 = présence de plus de 5 zones de

cellules hypertrophiées.
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Figure 95 : Corrélation entre I’hypertrophie des HSCs et la fibrose hépatique humaine.
Score de fibrose hépatique et d'hypertrophie de HSCs sur 27 biopsies hépatiques humaines de la cohorte
FIBROTA.

La Figure 95 représente I'évolution du score d’hypertrophie des HSCs en fonction des scores
histologiques de fibrose, établis par les pathologistes sur les 27 échantillons. On remarque
que le score d’hypertrophie est de 0 sur toutes les coupes de foie de patients ne présentant
pas de fibrose (F0). Une hypertrophie des HSCs au stade 1 est détectée sur la majorité des
coupes hépatiques humaines (4/5) présentant une fibrose au stade 1 (F1). Sur les coupes de
foie de patients atteints de fibrose au stade F2, une variabilité du score d’hypertrophie a été
observée allant de 0 a 2 avec 3/9 coupes par stade d’hypertrophie. Une hypertrophie allant de
1 a3 etde 0 a 3 a été détectée sur les coupes de foie présentant une fibrose au stade F3 et

F4 respectivement (Figure 95).

Afin de déterminer s'il existe une corrélation entre la fibrose et cette hypertrophie des HSCs,
nous avons comparé les deux scores obtenus sur les 27 échantillons humains, en utilisant le
coefficient de corrélation de Spearman (Figure 95). L’analyse statistique a montré que le score
d'hypertrophie présente une relation positive significative avec le stade de fibrose avecr = 0,48

et p = 0,01, confirmant ainsi la corrélation entre I'hypertrophie et la fibrose.
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7.3 Hypertrophie des HSCs dans la fibrose hépatique humaine

induite par d’autres étiologies

Afin d’étendre notre étude a d'autres étiologies de fibrose hépatique, nous avons sollicité le
Dr. Vlad Ratziu travaillant au service d'hépato-gastro-entérologie de I'Hopital de la Pitié-
Salpétriere. Ainsi, 16 échantillons hépatiques humains supplémentaires ont été sélectionnés
a partir de patients ayant subi une biopsie hépatique entre 2008 et 2019 pour suspicion de
NASH (n = 4, avec fibrose FO, F2 ou F3), hépatite virale C (n = 7, avec fibrose F2 ou F3) ou
fibrose induite par une consommation excessive d'alcool (n = 5, avec fibrose F4). De nouvelles
coupes blanches de ces échantillons ont, comme précédemment, été réalisées par les
techniciens du service d’anatomopathologie de I'Hépital de la Pitie-Salpétriere. Ces
échantillons humains présentent une taille plus petite que celles des patients obéses

analysées précédemment puisque la biopsie a été réalisée, dans ce cas, a I'aide d’'une aiguille.

Etiologies de fibrose hépatique

NASH Alcoolisme Hépatite virale C

Figure 96 : Présence de HSCs hypertrophiées dans la fibrose hépatique humaine.

Superposition des signaux des rétinoides (RF) et des fibres de collagéne (CF / SHG) imagées par fluorescence et
génération de seconde harmonique sur des biopsies hépatiques humaines présentant une fibrose hépatique due
a différentes étiologies : NASH (F2), alcoolisme (F4) et hépatite virale C (F2). Barre d'échelle : 50 um.

Comme pour les échantillons précédents, une analyse par microscopie multi-photonique a été
réalisée. Un signal fluorescent d’accumulation de rétinoides est détecté sur toutes les coupes
présentant un score de fibrose = F1. Ce signal est toujours a proximité des dépbts de fibres
de collagéne démontrant la présence de cellules hypertrophiées dans le foie des patients
atteints de fibrose hépatique, quelle que soit I'étiologie (NASH, alcoolisme ou VHC) (Figure
96). Bien que la taille des biopsies hépatiques humaines analysées soit petite (environ 3 mm
de largeur et < 2 cm de longueur), ce phénotype de HSCs hypertrophiées a tout de méme pu

étre observé.
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Ces résultats ont permis de mettre en évidence, pour la premiére fois chez I’humain,
un phénoméne d'hypertrophie des HSCs associé a la fibrose hépatique et dont la
fréquence est corrélée au degré de fibrose. Ce phénotype particulier de HSCs, qui n’a
jamais été décrit dans la littérature, a été retrouvé sur des biopsies hépatiques
humaines de patients atteints d’'une fibrose hépatique due a différentes étiologies
(NASH, hépatite virale C ou alcoolisme). Il semble donc étre associé a la fibrose
hépatique plutét qu’a la NASH.

8.Conclusion

Les travaux réalisés dans cette premiére partie de la thése ont permis de caractériser un
nouveau modeéle de fibrose hépatique métabolique (CDAHFD) qui induit une fibrose marquée,
progressive et trés reproductible et qui semble présenter un profil histologique proche de celui
observé chez des patients souffrant d'une NASH. Ce modeéle est prét a étre utilisé pour le
développement d’agents thérapeutiques pour la fibrose hépatique. Ce sera le sujet de la
deuxiéme partie de ce travail dont I'objectif est de concevoir de nouveaux vecteurs a base

d’ARN interférents, pour le traitement de la fibrose hépatique métabolique.

Lors de la caractérisation du modele, nous avons mis en évidence une hypertrophie des
cellules stellaires hépatiques, contenant une accumulation des gouttelettes de rétinoides dans
leur cytoplasme. A notre connaissance, ce phénoméne d’hypertrophie n’a jamais été décrit
dans la littérature dans un contexte de fibrose hépatique. Apres avoir dosé par HPLC la
guantité globale des rétinoides dans le foie des souris CDAHFD, nous avons conclu que cette

accumulation de rétinoides n’est pas induite par un sur-stockage des rétinoides dans le foie.

Les cellules stellaires, considérées comme la cible majeure pour le développement de
thérapies anti-fibrotiques du foie ont été caractérisées, sur ce nouveau modéle de fibrose, via
différents marqueurs. Les résultats obtenus ont permis la visualisation et l'identification d’'un
nouveau phénotype inattendu de HSCs, dans les zones d’hypertrophie, présentant a la fois
les marqueurs de HSCs quiescentes et activées, notamment les rétinoides, le cRBP1, la
desmine et le a-SMA. Les résultats obtenus suggérent que plusieurs populations de HSCs

coexistent dans ces zones d’hypertrophie.

La combinaison de la microscopie de fluorescence et de la génération de seconde
harmonique, nous a permis de mettre en évidence, pour la premiére fois, la présence de HSCs

hypertrophiées dans d’autres modeéles nutritionnels de fibrose hépatique (MCD et HFHC) mais
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également dans le modele hépatotoxique CCl.. Ces résultats confirment que I’hypertrophie de

HSCs ne dépend pas du modele et est étroitement liée a la fibrose hépatique.

Grace a des collaborations avec des cliniciens de I'hopital de la Pitié Salpétriere, nous avons
pu analyser, par les techniques de microscopie mises en place a I'institut Pasteur, des biopsies
hépatiques humaines de patients présentant différents stades de fibrose due a différentes
étiologies (NASH, alcoolisme, hépatite C). Une hypertrophie de HSCs a été détectée, pour la
premiére fois, chez 'humain, en association avec la fibrose, confirmant que ce phénomene ne
dépend pas de l'espéce et qu'il est lié a la fibrose hépatique plutét qu’a la NASH. Une
corrélation entre le stade de fibrose et d’hypertrophie a également été mise en évidence chez
des patients obéses présentant différents niveaux de fibrose. Ces résultats ont fait 'objet d’'une

publication dans le journal Scientific Reports®. Le texte intégral est en Annexe.

1 Céline Hoffmann, Nour El Houda Djerir, Anne Danckaert, Julien Fernandes, Pascal Roux, Christine Charrueau,
Anne-Marie Lachages, Frédéric Charlotte, Isabelle Brocheriou, Karine Clément, Judith Aron-Wisnewsky, Fabienne
Foufelle, Vlad Ratziu, Bernard Hainque, Dominique Bonnefont-Rousselot, Pascal Bigey & Virginie Escriou. Hepatic
stellate cell hypertrophy is associated with metabolic liver fibrosis. Sci Rep 10, 3850 (2020).
https://doi.org/10.1038/s41598-020-60615-0
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Chapitre II : Stratégie de vectorisation de siRNA
pour I'inhibition de I'expression du collagene
dans le modele CDAHFD

L’'objectif de cette deuxiéme partie de I'étude est de développer une stratégie d’extinction de
I'expression du collagéne de type 1 par administration de siRNA spécifiques dans les HSCs,
dans le modéle murin de fibrose CDAHFD. Ce travail est divisé en trois parties : la premiére a
pour but de comparer plusieurs formulations de siRNA et de déterminer, grace a une étude de
biodistribution, la formulation la plus efficace pour 'administration des siRNA aux cellules
stellaires, la deuxiéme a pour objectif d’identifier une ou plusieurs séquences dirigées contre
'’ARNm de Col1a1 capable(s) d’inhiber I'expression du collagéne in vitro, la derniere étape
vise a évaluer le potentiel thérapeutique des vecteurs de siRNA anti-Collal dans le modéle
de fibrose CDAHFD.

1. Formulation des siRNA

1.1 Stratégie de vectorisation des siRNA

Afin d’administrer des siRNA a des souris CDAHFD, nous avons choisi d’'utiliser des vecteurs
lipidiques, les lipoplexes, composés de lipide cationique et d’acide nucléique. Les lipoplexes
présentent une facilité de préparation, une forte efficacité de transfert de siRNA in vitro et in
vivo et sont classiqguement utilisés dans notre laboratoire. Le lipide cationique choisi pour la
formation des lipoplexes dans notre stratégie est le DMAPAP présentant une double chaine
en C14 (Figure 97). Il a été choisi au sein d’'une banque de lipides cationiques synthétisés au
laboratoire car sa préparation en liposome est aisée et reproductible. Il s’agit d’'une
lipopolyspermine a téte polaire globulaire, comprenant trois charges positives, qui lui
permettent d’établir des interactions électrostatiques avec les acides nucléiques. Pour faciliter
sa formulation en liposome et augmenter I'efficacité de transfection, on ajoute la DOPE, un
lipide zwitterionique présentant une double chaine en C18 (Figure 97). En effet, grace a ses
propriétés fusogéniques, notamment avec la membrane endosomale, la DOPE contribue a la
libération des siRNA dans le cytosol. Le liposome DMAPAP/DOPE est couramment utilisé
dans notre laboratoire en raison de sa faible toxicité et de son efficacité pour le transfert d’acide
nucléique (Khoury et al., 2008; Rousseau et al., 2011). Pour former les liposomes, d’autres
lipides neutres peuvent également étre ajouté au DMAPAP, tels que le cholestérol, seul ou en
combinaison avec la DOPE. Parce qu'il apporte plus de rigidité que la DOPE, le cholestérol

permet d’augmenter la stabilité des lipoplexes lorsqu'ils sont utilisés in vivo.
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Des lipoplexes préparés a partir du liposome DMAPAP/DOPE et injectés par voie
intraveineuse a une souris sont rapidement éliminés de la circulation par le systéme réticulo-
endothélial (foie et rate), et présentent une rétention importante dans les poumons, entrainant
ainsi une réduction de leur temps de circulation et une faible accessibilité aux organes cibles
(Schlegel et al., 2013a). De plus, ces lipoplexes peuvent présenter une taille importante qui
pourrait entrainer des complications lors de leur injection en IV. Enfin, les propriétés de surface

de ces lipoplexes peuvent induire la formation d’agrégats.

Une des stratégies pour surmonter les limitations associées a I'administration systémique de
ces lipoplexes est leur PEGylation. En effet, insérer un lipide PEGylé dans la formulation du
liposome permet de conférer aux lipoplexes, préparés avec ce liposome dit « furtif », une
charge de surface neutre et de minimiser ainsi leur absorption par les macrophages et leur
élimination par le systéme réticulo-endothélial. La PEGylation améliore donc la stabilité des
lipoplexes in vivo en augmentant le temps de circulation et la biodisponibilité des siRNA pour
les organes cibles. De plus, elle permet de réduire la formation des agrégats en raison de la
répulsion stérique liee aux molécules de PEG. Cependant, I'ajout d’un revétement PEG, via
l'insertion de lipide PEGylé, stabilise les lipoplexes en phase lamellaire, réduisant ainsi leur
dissociation. Il peut également réduire linteraction des lipoplexes avec la membrane
endosomale et la libération des siRNA dans le cytosol, diminuant ainsi leur efficacité de
transfection (Holland et al., 1996; Remaut et al., 2007; Shi et al., 2002; Song et al., 2002).

Il a été démontré que la longueur des molécules PEG influence l'efficacité des lipoplexes
PEGylés. Les molécules PEG trés courtes ne peuvent pas empécher I'absorption par le
systéme réticulo-endothélial et augmenter le temps de circulation sanguine, tandis que les
molécules PEG de trés longues chaines conduisent a une baisse significative de l'activité de
transfection. Il a été démontré que les dérivés de PEG d'une masse moléculaire de 2000 Da

sont les plus appropriés pour la stabilisation des lipoplexes dans le sang (Nosova et al., 2019).

Dans sa thése, Anne Schlegel a montré que la densité du revétement PEG a également un
effet sur I'efficacité des lipoplexes. En effet, plus le pourcentage du lipide-PEG ajouté est élevé,
plus la densité de couverture est importante. L’ajout de moins de 3% de lipide PEG induit un
encombrement stériqgue qui favorise la stabilité colloidale du complexe et empéche la
formation d’agrégats. Cependant, ce pourcentage n’est pas suffisant pour masquer la charge
de surface des lipoplexes. Ainsi, I'internalisation cellulaire des lipoplexes n’est pas inhibée. En
revanche, une diminution de I'efficacité de transfection est observée, probablement en raison
de la réduction du relargage endosomal des siRNA. Au contraire, un effet sur la charge de

surface est observé a partir de 5% de lipide-PEG ajouté, entrainant une diminution de

l'internalisation cellulaire des lipoplexes et une réduction de l'efficacité de transfection (Thése
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de Anne Schlegel, 2012). Nous avons donc choisi d'utiliser des lipides PEGylés avec un

pourcentage molaire de 3% et une taille de 2000 Da.
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Figure 97 : Structure des différents lipides utilisés pour la préparation des liposomes.

Une des solutions proposées afin d’améliorer I'efficacité des lipoplexes PEGylés est d’utiliser
des lipides-PEG possédant des chaines carbonées de petite taille, tels que le lipide-PEG-
céramide (Figure 97), leur permettant de s’extraire facilement du lipoplexe, facilitant ainsi
l'interaction avec la membrane endosomale et la libération du siRNA dans le cytosol (Shi et
al., 2002; Simoes et al.,, 2004). De plus, si I'extraction du lipide PEGylé a lieu avant
l'internalisation cellulaire, les lipoplexes peuvent se transformer en complexes non furtifs
interagissant ainsi avec la membrane cellulaire et favorisant la libération des siRNA dans le

cytosol.

1.2 Caractérisation des différentes formulations de liposome

cationique

1.2.1 Détermination de la taille des liposomes et des lipoplexes par DLS

Plusieurs formulations de liposomes ont été préparées avec la méthode d’hydratation du film
lipidique, décrite par Bangham en 1965, qui consiste a dissoudre les lipides dans un solvant
organique : le chloroforme, puis a évaporer le solvant pour obtenir un film lipidique. Ce film est

ensuite hydraté et extrudé permettant la formation de vésicules unilamellaires (voir Matériels
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et méthodes). Les liposomes utilisés ainsi que le rapport molaire entre les différents

composants lipidiques sont représentés dans le Tableau 13.

Liposomes Rapport molaire

DMAPAP / DOPE 1:2)

DMAPAP / Chol 1:1)

DMAPAP / DOPE / Chol (1:05:0,5)
DMAPAP / DOPE / DODAPEG (1:1:0,06)
DMAPAP / DOPE / C14 PEG (1:1:0,06)
DMAPAP / DOPE / cer PEG (1:1:0,06)
DMAPAP / DOPE / Chol / cer PEG (1:05:0,5:0,06)

Tableau 13 : Différentes formulations de liposomes testés.
Liste des sept formulations de liposomes préparés et rapport molaire entre les lipides formant ces liposomes.

L’analyse par DLS (diffusion dynamique de la lumiére) a permis de déterminer la taille des
différentes formulations liposomales. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau
14. Tous les liposomes présentent des diamétres hydrodynamiques relativement proches, les
valeurs sont comprises entre 87 et 146 nm. Excepté le DMAPAP/DOPE/C14 PEG qui présente

un indice de polydispersité de 0,41, les valeurs de Pdl sont inférieures a 0,26 pour tous les

autres liposomes indiquant ainsi une distribution de taille assez étroite. Le
DMAPAP/DOPE/Chol présente la plus petite taille (diamétre = 87 nm) et le plus faible indice
de polydispersit¢ (Pdl = 0,1). Enfin, parmi les liposomes PEGylés, Ile

DMAPAP/DOPE/Chol/CerPEG présente le plus petit diamétre hydrodynamique (90 nm).

LIPOSOME LIPOPLEXES DE SIRNA
R4 R6 RS R10
DMAPAP/DOPE 139+ 0.4 (0.18) P 2355+02(0.15) 196.7=1.6(0.14) 182.0£0.9(0.10)
DMAPAP/CHOL 137+ 0.9 (0.25) P P P P
DMAPAP/DOPE/CHOL 87=04(0,10)  253,9+12(029) 121.9+1,0(0.18) 104.5=04(0.24) 105.6% 0.4(0.26)
DMAPAP/DOPE/DODAPEG 1477+ 05(0,17)  2062=1,2(0.27) 207.6=26(0.24) 197= 1,6(0.45) nd
DMAPAP/DOPE/C14 PEG 146+ 0,7(0,41)  274,0+5,0(0,43) 1532+0,6(0.20) 130,504 (021) 1287+ 1.1(0,23)
DMAPAP/DOPE/CERPEG 113+0,7(0.26)  163,0=0,6(0,16) 112,5+0,7(0.19) 1143=0,5(0.18) 114.6+ 0,9 (0.22)
DMAPAP/DOPE/CHOL/CERPEG | 90+ 0.9 (0.20) P 2269+ 1,9(0.22) 140,0= 1,6(0.18) 122.4+ 1.5(0.20)

Tableau 14 : Détermination de la taille des liposomes et des lipoplexes de siRNA.

Mesure par DLS de la taille (en nm) des différentes formulations de liposomes et de lipoplexes de siRNA en fonction
du rapport de charges utilisé, R : rapport entre les charges positives du liposome et les charges négatives apportées
par le siRNA et I'adjuvant anionique (plasmide). p : précipité, n.d : non déterminé. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + écart-type. Les valeurs entre parenthéses correspondent aux Pdl. (n=3 pour chaque condition).

Des lipoplexes sont ensuite formés par interactions électrostatiques entre le liposome et un
mélange de siRNA et d’'un adjuvant anionique. Cet adjuvant, dans ce cas un plasmide ne
comportant pas de cassette d'expression, est ajouté afin d’améliorer l'efficacité de
condensation des siRNA (Rhinn et al., 2009). Ces complexes sont préparés a différents
rapports de charges, qui correspondent au ratio entre les charges positives du liposome

cationique et les charges négatives apportées par le siRNA et le plasmide (R+/-) (R+/- = nmol
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de charges (+) / nmol de charges (-)). Ce rapport de charges influence les propriétés physico-
chimiques des lipoplexes. Le diamétre hydrodynamique des lipoplexes ainsi formés est
mesuré par DLS selon le rapport de charges testé (R+/-=2; 4 ; 6 ; 8 et 10) (Tableau 14).

Tous les lipoplexes forment des précipités a R = 2, les résultats ne sont pas présentés dans
le tableau. Les lipoplexes préparés avec le liposome DMAPAP/Chol forme des agrégats quel
gue soit le rapport de charge testé. De plus, lors de sa préparation, ce liposome était tres
difficile a extruder. Cette formulation a donc été éliminée pour la suite des expériences. Le
diamétre hydrodynamique des différentes formulations, ainsi que l'indice de polydispersité,
diminuent lorsque le rapport de charges augmente, ce qui confirme un effet du rapport de
charge sur la taille des lipoplexes. A R4, les lipoplexes formés avec le DMAPAP/DOPE
précipitent. L’'ajout du cholestérol ou d’'un lipide PEGylé (DODA, céramide ou C14) au
DMAPAP/DOPE empéche l'agrégation des lipoplexes dés R4 tandis que l'ajout des deux
simultanément (cholestérol et céramide-PEG) entraine la formation d’agrégats. A partir de R6,
la taille des lipoplexes contenant un lipide PEGylé échangeable ou le cholestérol est d’environ
100 nm alors que la taille des lipoplexes préparés avec le DMAPAP/DOPE seul ou en

combinaison avec un lipide PEGylé non échangeable (DODAPEG) est d’environ 200 nm.

Ces résultats confirment que I'ajout du cholestérol ou d’un lipide PEGylé échangeable au
liposome DMAPAP/DOPE permet d’obtenir une taille de lipoplexe compatible avec une

injection IV.

1.2,2 Evaluation de l’efficacité des différentes formulations de lipoplexes
in vitro

Afin d’étudier l'efficacité d’inhibition des différentes formulations de lipoplexes, des cellules
B16 exprimant le géne de la luciférase (B16Luc) sont transfectées par des lipoplexes
contenant un siRNA dirigé contre la luciférase (siLuc). Ces lipoplexes sont préparés avec les
six formulations liposomales décrites précédemment en faisant varier le rapport de charges (R
=46 ;8et10). Le méme plasmide a été utilisé en tant qu’adjuvant anionique. Le pourcentage
d’inhibition de la luciférase est calculé par rapport aux cellules non transfectées (Figure 98).
Un contrdle négatif a été réalisé en remplacant le siLuc par un siRNA contréle et n’a pas
montré d’inhibition de l'activité de la luciférase, confirmant ainsi la spécificité de I'activité

d’inhibition observée.
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Figure 98 : Activité d’extinction de la luciférase des différentes formulations sur les cellules B16Luc.

Pourcentages d’inhibition de I'expression de la luciférase aprés transfection des cellules B16Luc avec différentes
formulations de lipoplexes contenant un siRNA ciblant la Luciférase en fonction du rapport de charges utilisé.
L’efficacité d’extinction est exprimée en % d’inhibition de Il'activité luciférase par rapport aux cellules non
transfectées. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type. (n = 3 pour chaque condition). R : Rapport

entre les charges positives du liposome et les charges négatives apportées par le siRNA et I'adjuvant anionique
(plasmide).

Un effet du rapport de charges sur I'efficacité d’inhibition de la luciférase est observé pour les
lipoplexes préparés avec les liposomes DMAPAP/DOPE, DMAPAP/DOPE/Chol et
DMAPAP/DOPE/Chol/Cer PEG (Figure 98). Cet effet du rapport de charges n’est pas retrouvé
avec les liposomes PEGylés : DMAPAP/DOPE/C14 PEG ou DMAPAP/DOPE/CerPEG. Cela
peut étre expliqué par la diminution de la charge de surface de ces lipoplexes par la
PEGylation. Cette observation n’est pas retrouvée avec le DMAPAP/DOPE/Chol/Cer PEG.
Cela peut étre dii a la rigidité apportée par le cholestérol qui peut perturber I'extraction du lipide
PEGylé du lipoplexe.

Les lipoplexes préparés avec les liposomes DMAPAP/DOPE et le DMAPAP/DOPE/Chol
présentent une efficacité d’inhibition maximale de la luciférase de 70% a R4 et 75% a RS,
respectivement, avec une faible variabilité observée. L’ajout de lipides PEGylés aux deux
formulations précédentes entraine une diminution de [lefficacité dinhibition de ces
formulations, avec une augmentation de la variabilité. Cette diminution est trés importante
avec le liposome contenant le lipide DODAPEG, qui présente une efficacité d’inhibition qui ne
dépasse pas 25%, quel que soit le rapport de charges testé. Cependant, une efficacité
d’inhibition in vitro d’environ 40% est conservée avec un lipide PEGylé échangeable comme
le C14 PEG ou le céramide PEG, qui présentent de courtes chaines aliphatiques.

Ces résultats montrent que la PEGylation modifie les caractéristiques des lipoplexes
les rendant indépendants du rapport de charges. La taille du lipide PEGylé ajouté dans
ces lipoplexes semble influer sur leur efficacité de transfection. En effet, I'ajout d’'un
petit lipide PEGylé échangeable permet de conserver une efficacité d’inhibition notable

indépendamment du rapport de charge, tandis qu’une diminution importante de
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I'efficacité est constatée en utilisant un lipoplexe contenant un lipide PEGylé non

échangeable présentant de longues chaines aliphatiques comme le DODAPEG.

1.3 Etude de la distribution des différentes formulations de

lipoplexes dans les cellules hépatiques

Afin de déterminer parmi les six formulations préparées, celle qui permet une internalisation
préférentielle par les cellules stellaires hépatiques, une étude de la distribution des différentes
formulations dans le foie des souris a été réalisée.

1.3.1 Analyse de la distribution par cytométrie

Les six formulations, caractérisées précédemment, contenant un siRNA fluorescent couplé a
un fluorophore AlexaFluor-488, ont été administrées en |V a des souris SD. Afin de récupérer
les cellules hépatiques, une dissociation enzymatique in situ du foie de ces souris est réalisée
deux heures aprés l'injection. Ces cellules sont ensuite analysées par cytométrie en flux, afin
de quantifier le nombre de cellules présentant un signal fluorescent lié au siRNA-Alexa488.
Les résultats obtenus ainsi que le nombre de souris injectées avec la méme formulation sont
indiqués dans la Figure 99.
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Figure 99: Quantification des cellules hépatiques présentant un signal fluorescent du siRNA aprés
injection IV des différentes formulations de lipoplexes.

Les cellules hépatiques ont été récupérées apres dissociation enzymatique in situ du foie des souris SD 2h apres
l'injection d’une des 6 formulations de lipoplexes contenant un siRNA-Alexa488 (1mg/kg, R8). Le graphe présente
la quantification par cytométrie en flux du pourcentage de cellules hépatiques présentant un signal de fluorescence
lié au siRNA, par rapport aux cellules hépatiques totales. n : correspond au nombre de souris injectées avec la
méme formulation. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type.
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On remarque que 15 et 20% des cellules hépatiques récupérées présentent un signal
fluorescent du siRNA-Alexa488 avec les formulations DMAPAP/DOPE et DMAPAP/DOPE/
Chol, respectivement. En utilisant le liposome DMAPAP/DOPE/DODAPEG, un signal du
siRNA est retrouvé dans moins de 10% des cellules hépatiques, démontrant la faible efficacité
de ce liposome pour 'administration des siRNA aux cellules, comme cela a déja été observé
in vitro. En revanche, le pourcentage des cellules hépatiques présentant un signal de
fluorescence associé au siRNA est multiplié par 2, en utilisant les trois autres lipoplexes
contenant des lipides PEGylés échngeables (DMAPAP/DOPE/C14PEG, DMAPAP/DOPE/
CerPEG et DMAPAP/DOPE/Chol/CerPEG). Cela confirme l'intérét de ['utilisation de ces

lipides PEGylés échangeables pour 'administration des siRNA in vivo.

Afin d’étudier la répartition des siRNA-Alexa488 dans les différents types de cellules
hépatiques, un immuno-marquage est réalisé pour chaque type cellulaire (CD31 : cellules
endothéliales, F4/80 : cellules de Kupffer, ASGPR : hépatocytes et desmine : cellules stellaires
hépatiques). Les cellules sont ensuite analysées par cytométrie en flux, afin de quantifier, pour
chaque formulation, les cellules présentant a la fois le signal de fluorescence lié au marquage
(anticorps secondaire couplé a un fluorophore Alexa647) et celui associé au siRNA-Alexa488.

Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 100.
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Figure 100 : Détermination des types cellulaires ayant internalisé les siRNA fluorescents apreés injection IV
des lipoplexes.

Quantification par cytométrie en flux du pourcentage de chaque type cellulaire parmi les cellules présentant le
signal fluorescent du siRNA, 2h aprés injection IV des souris SD avec les différentes formulations de lipoplexes
contenant un siRNA-Alexa488. Apres dissociation enzymatique in situ du foie, un immuno-marquage a été réalisé
pour différencier les différents types cellulaires : CD31 : cellules endothéliales, F4/80 : cellules de Kupffer, ASGPR :
hépatocytes, desmine : cellules stellaires. Les valeurs représentent la moyenne + I'écart-type. Le nombre de souris
injectées (n) est donné pour chaque formulation.
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On remarque que 42% des cellules ayant internalisé les siRNA-Alexa488 administrés avec les
lipoplexes & base de DMAPAP/DOPE sont des cellules de Kupffer et 17% correspondent a
des cellules endothéliales. Les hépatocytes et les cellules stellaires représentent une trés
faible proportion (<5%) de la population cellulaire ayant internalisé les siRNA, en utilisant cette
formulation. L’ajout du cholestérol au DMAPAP/DOPE diminue l'internalisation des siRNA par
les cellules de Kupffer (11% au lieu de 42%) et augmente l'internalisation par les hépatocytes
(39% au lieu de 4%) et les HSCs (16% au lieu de 3%). De méme, I'ajout d’un lipide PEGylé
échangeable (comme C14PEG ou CerPEG) semble diminuer de maniére importante
linternalisation des siRNA par les cellules de Kupffer et augmenter la localisation des siRNA
dans les autres types cellulaires, en particulier les hépatocytes qui représentent 70 % des
cellules ayant internalisé les siRNA en utilisant les lipides PEGylés. L'utilisation de la
formulation DMAPAP/DOPE/DODAPEG ne favorise pas I'administration des siRNA dans un
type cellulaire particulier. De plus, elle ne permet pas une internalisation des siRNA par les
HSCs, c’est pourquoi, cette formulation été écartée pour la suite des expériences. Enfin, en
utilisant la formulation DMAPAP/DOPE/Chol/CerPEG, 30% des cellules ayant internalisé les
siRNA correspondent a des cellules stellaires hépatiques.

Ces résultats montrent que 'ajout du cholestérol ou d’un lipide PEGylé permet de diminuer
linternalisation des siRNA par les macrophages et d’augmenter leur accessibilité aux
autres cellules hépatiques telles que les hépatocytes et les cellules stellaires. De plus, les
deux formulations DMAPAP/DOPE/Chol et DMAPAP/DOPE/Chol/CerPEG présentent une
internalisation importante dans les cellules stellaires. Cependant, ces résultats ont été
obtenus sur des souris SD, c’est-a-dire sur un foie sain, sans fibrose. Or, I'architecture d’'un
foie fibrotique est trés différente d’un foie sain, comme on a pu le voir dans le premier
chapitre des résultats. Ce paramétre peut donc influencer I'accessibilité des siRNA aux
différents types de cellules hépatiques. Par conséquent, la méme étude doit étre reproduite
sur des souris CDAHFD atteintes de fibrose, afin de déterminer si la distribution des
différentes formulations de siRNA est similaire & celle observée sur des souris SD. Pour
cela, la technique de dissociation enzymatique in situ de foie et de récupération des
cellules hépatiques doit étre adaptée pour les souris CDAHFD. En effet, comme le foie
fibrotique présente une accumulation des fibres de collagéne, la concentration des
enzymes utilisées pour la dissociation, en particulier la collagénase, ainsi que le temps de
perfusion doivent étre augmentés. Des mises au point sont actuellement en cours afin

d’optimiser ce protocole.
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1.3.2 Analyse de la distribution par microscopie

Afin de visualiser la localisation des siRNA dans le tissu hépatique, en fonction des différentes
formulations utilisées, une étude de la distribution des siRNA a été réalisée par microscopie
de fluorescence, sur des coupes de foie de souris injectées avec des lipoplexes contenant des
siRNA fluorescents. Contrairement a la cytométrie, la technique de microscopie permet de
déterminer si la distribution des siRNA est homogene dans tout le tissu hépatique ou si le
signal du siRNA est concentré uniqguement au niveau des zones péri-vasculaires. Pour cela,
nous avons choisi de réaliser des coupes hépatiques au vibratome. Ces coupes sont plus
épaisses (50 um) que les coupes en paraffine (4 um) réalisées a I'aide du microtome, et
permettent de visualiser des cellules entiéres sur la coupe et ainsi de mieux évaluer
l'internalisation des siRNA dans les différentes cellules hépatiques. De plus, cette technique
est précédée par une étape de fixation par perfusion (in situ) qui permet une fixation homogéne
du foie, de maniére a bien « figer » les structures, contrairement a la fixation par immersion,
utilisée avant la réalisation des coupes en paraffine, qui est susceptible de moins fixer le centre
du tissu que sa périphérie, entrainant parfois une fixation inhomogéne du foie. Un autre
avantage de cette technique est 'absence de I'étape de déshydratation par les solvants
chimiques, nécessaire pour l'inclusion de I'organe en paraffine. Ces étapes sont susceptibles
d’entrainer une perte du signal de fluorescence lié au siRNA par probable dissociation des
lipoplexes par dissolution des lipides dans les solvants utilisés. La réalisation des coupes au
vibratome est donc une méthode plus « douce » pour les tissus. Enfin, les coupes réalisées
au vibratome sont conservées dans le saccharose qui permet d’éviter la formation de cristaux

lors de la congélation et de bien préserver la morphologie cellulaire.

1.3.2.1 Caractérisation des cellules hépatiques

La premiére étape avant I'analyse des coupes de souris injectées avec les différentes
formulations, est la validation des marqueurs de cellules hépatiques sur des coupes réalisées
au vibratome. Pour cela, les coupes hépatiques de souris SD et CDAHFD ont été marquées
par la phalloidine fluorescente (phalloidine-FITC) pour visualiser les filaments d’actine des

cellules.
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CDAHFD

Novau/Actine

Figure 101 : Visualisation de la structure d’un foie sain de souris SD et d’un foie fibrotique de souris
CDAHFD.

Coupes hépatiques de souris SD (a) ou CDAHFD (b) aprés marquage de I'actine par la phalloidine-FITC (vert) et
des noyaux par le DAPI (bleu), imagées par microscopie confocale. (Etoiles : sinusoides). Barre d’échelle : 50 pm.

La Figure 101.a représente un exemple d’'une coupe de foie d’'une souris SD marquée par la
phalloidine-FITC. On peut observer, de maniére trés claire, I'architecture d’un foie sain,
constitué de lames d’hépatocytes. Ces grandes cellules présentent une forme polyédrique et
possédent un gros noyau rond, en position centrale, avec I'hétérochromatine bien visible,
caractéristique des noyaux cellulaires de souris. On peut également voir les sinusoides
(étoiles, Figure 101.a) bordés par les cellules endothéliales sinusoidales, ayant une forme
allongée et possédant un petit noyau aplati et condensé, ce qui permet de les distinguer
facilement des hépatocytes. L'aspect des coupes de foie des souris CDAHFD est trés différent
de celui des coupes hépatiques de souris SD. Le tissu hépatique est destructuré, les
hépatocytes présentent des gouttelettes lipidiques (en noir), caractéristiques de la stéatose
hépatique. Il est plus difficile de distinguer les sinusoides sur les coupes de souris CDAHFD,

en raison de I'abondance des vésicules lipidiques (Figure 101.b).
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CDAHFD
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Figure 102: Visualisation des cellules endothéliales sur des coupes de foie de souris SD et CDAHFD.
Coupes hépatiques de souris SD (a) ou CDAHFD (b) aprés marquage du CD31 (anticorps secondaire couplé a un
Alexab47) (rose) et des noyaux par le DAPI (bleu), imagées par microscopie confocale. L’anticorps utilisé sur la
coupe CDAHFD est le rat anti-souris CD31 (Cat550274 BD Pharmingen™), et celui utilisé sur la coupe SD est le
rat anti-souris CD31 de thermofisher. Barre d’échelle : 50 pm.

Un immuno-marquage du CD31, une glycoprotéine membranaire utilisée comme marqueur
des cellules endothéliales, a été réalisé sur les coupes de souris SD. Sur la Figure 102.a, on
observe le signal du CD31 autour des vaisseaux permettant de visualiser les cellules
endothéliales ayant une forme allongée, un cytoplasme peu abondant et un noyau aplati. Ce
signal est absent du parenchyme hépatique mais également des cellules endothéliales
sinusoidales. En effet, le CD31 est exprimé par les cellules endothéliales des artéres et
artérioles, des veines et veinules, mais pas des capillaires sinusoidaux (Poisson et al., 2017).
Le seul anticorps ayant donné un signal satisfaisant sur les coupes des souris SD n’étant plus
disponible chez les fournisseurs, nous avons testé un nouvel anticorps. Ce dernier donnait un
marquage tres faible sur les coupes de foie, comme on peut le voir sur une coupe hépatique
de souris CDAHFD (Figure 102.b). Par conséquent, nous n’avons pas pu utiliser ce marqueur

pour la suite des expériences d'immunohistochimie.
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CDAHFD

Noyau/Actine/Desmine

Figure 103 : Visualisation des cellules stellaires hépatiques sur des coupes de foie de souris SD et
CDAHFD.

a) Superposition des signaux de la desmine (rose), de la phalloidine-FITC (vert) et du DAPI sur une coupe de foie
de souris SD. b et c): Coupes de souris SD (b) ou CDAHFD (c) aprés marquage de la desmine (anticorps
secondaire couplé a un Alexa647) (rose). Les coupes sont imagées par microscopie confocale. (Etoiles :
sinusoides). Barre d’échelle : 50 pm.

Afin de bien visualiser la localisation des cellules stellaires dans le tissu hépatique, un co-
marquage de la desmine et de 'actine (par la phalloidine-FITC) a été réalisé sur les coupes
de foie de souris SD. Sur la Figure 103.a, on observe le signal lié & la desmine au niveau péri-
sinusoidal (en rose), ce qui est cohérent avec ce qui a été observé sur les coupes en paraffine.
Si on compare le signal de la desmine seule sur les coupes de foie de souris SD (Figure
103.b), et celles des souris CDAHFD (Figure 103.c), on remarque que le signal est plus
fréquent sur les coupes hépatiques des souris CDAHFD et est concentré dans certaines zones

du tissu, suggérant une prolifération des cellules stellaires hépatiques dans ces zones.
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CDAHFD

Noyau/Actinee/F4/80

Figure 104 : Visualisation des cellules de Kupffer sur des coupes de foie de souris SD et CDAHFD.

a) Superposition des signaux du F4/80 (rose) de la phalloidine-FITC (vert) et des noyaux marqués au DAPI sur une
coupe de foie de souris SD. b et ¢ : Coupes de souris SD (b) ou CDAHFD (c) apres marquage du F4/80 (anticorps
secondaire couplé a un Alexa647) (rose). Les coupes sont imagées par microscopie confocale. (Etoiles :
sinusoides). Barre d’échelle : 50 pm.

De la méme maniére, un co-marquage du F4/80 et de I'actine par la phalloidine-FITC a été
effectué sur les coupes hépatiques de souris SD, afin d’'observer les cellules de Kupffer. On
remarque sur la Figure 104.a que le signal lié au F4/80 est observé dans les sinusoides, entre
les lames d’hépatocytes, caractéristique de la localisation des cellules de Kupffer. Ce
marquage permet de bien visualiser la morphologie de ces cellules phagocytaires possédant
des noyaux ovalaires. Un marquage du F4/80 a également été réalisé sur les coupes de souris
CDAHFD. La Figure 104.c montre que le signal du F4/80 est plus intense dans le foie

fibrotique, comparé a un foie sain (Figure 104.b).

Pour tous les marquages réalisés précédemment, un témoin négatif, sans anticorps primaire,
a été réalisé pour chaque condition et n’a pas donné de marquage, confirmant que les signaux

observés sont bien spécifiques des anticorps utilisés.

Ces expériences d’immunohistochimie ont permis a la fois de bien caractériser le tissu
hépatique des souris SD et CDAHFD sur des coupes réalisées au vibratome et de

valider les différents marqueurs de cellules hépatiques, notamment les hépatocytes,
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les cellules de Kupffer et les cellules stellaires. Ces différents marqueurs seront utilisés

pour étudier I'internalisation des siRNA par les différents types de cellules hépatiques.

1.3.2.2 Efficacité d’administration des siRNA dans le tissu hépatique

Dans un premier temps, la distribution des siRNA a été étudiée dans un foie sain. Pour cela,
trois formulations différentes de lipoplexes, contenant des siRNA-Alexa647, ont été
administrées en |V a trois souris SD : le DMAPAP/DOPE, le liposome classiqguement utilisé
dans notre laboratoire, et les liposomes DMAPAP/DOPE/Chol et DMAPAP/DOPE/Chol/Cer
PEG, qui ont présenté, en cytométrie, une internalisation importante dans les HSCs (16 et
30% respectivement). Deux heures apres l'injection, les souris sont perfusées avec du PFA
4%, et le foie est préleveé et coupé au vibratome. Afin d’étudier le pourcentage de cellules ayant
internalisé les siRNA, un marquage des noyaux est réalisé. Un exemple d'image obtenue pour

chaque formulation est illustré dans la Figure 105.

Un signal de fluorescence ponctiforme (en rose) est observé sur les coupes hépatiques des
souris SD injectées avec les différentes formulations (Figure 105). Ce signal caractéristique
des siRNA fluorescents est absent des coupes hépatiques des souris non injectées (Figure
105). Le signal de fluorescence lié au siRNA-Alexa647 est localisé principalement au niveau
des sinusoides et plus rarement dans le parenchyme hépatique, et ce indépendamment de la
formulation testée. La fréquence ainsi que I'intensité du signal sont relativement similaires sur
les coupes hépatiques des deux souris injectées avec les formulations DMAPAP/DOPE et
DMAPAP/DOPE/Chol. En effet, la quantification du nombre de patchs de fluorescence
associée au siRNA par champ microscopique (n= 3-5 champ par coupe) a montré que le ratio
(nb de patchs de fluorescence associée siRNA/100 cellules) est de 37% pour le
DMAPAP/DOPE et de 35% pour le DMAPAP/DOPE/Chol. Cependant, un signal plus fréquent
du siRNA est observé avec la formulation DMAPAP/DOPE/Chol/Cer PEG (ratio = 51%).
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Figure 105 : Etude de la distribution des siRNA fluorescents dans le foie des souris SD aprés une injection
IV des différentes formulations.

Coupes de foie de souris SD, deux heures aprés l'injection des différentes formulations de lipoplexes contenant
des siRN-Alexa647 (rose) (dose du siRNA = 1mg/kg), et imagées par microscopie confocale. Les noyaux sont
marqués au DAPI (bleu) (Etoiles : sinusoides). Barre d’échelle : 50 pm.

Afin d’étudier la distribution des siRNA fluorescents dans un foie fibrotique et de déterminer si
cette distribution est similaire a celle observée dans un foie sain, des souris CDAHFD ont
également été injectées avec les trois formulations précédentes (DMAPAP/DOPE,
DMAPAP/DOPE/Chol et DMAPAP/DOPE/Chol/Cer PEG). De plus, deux autres formulations
ont également été testées : le DMAPAP/DOPE/CerPEG et le DMAPAP/DOPE/Chol/C14 PEG.
De la méme maniére que les souris SD, les souris CDAHFD ont été perfusées et les foies
prélevés et coupés a l'aide du vibratome. Un exemple de coupe hépatique de souris CDAHFD
injectées avec les différentes formulations est illustré dans la Figure 106. Les noyaux sont

marqués au DAPI.
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Figure 106 : Etude de la distribution des siRNA fluorescents dans le foie des souris CDAHFD aprés une
injection IV des différentes formulations.

Coupes de foie de souris CDAHFD, deux heures apres linjection des différentes formulations de lipoplexes
contenant des siRNA-Alexa647 (rose) (dose du siRNA = 1mg/kg), imagées par microscopie confocale. Les noyaux
sont marqués au DAPI (bleu). Barre d’échelle : 50 pm.
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Comme pour les souris SD, le signal de fluorescence lié au siRNA est absent des coupes de
souris CDAHFD non injectées. Cependant, contrairement a ce qui a été observé
précédemment, la fréquence ainsi que lintensité du signal de fluorescence observé sont
différentes selon la formulation testée. Les coupes de foie de la souris injectée avec la
formulation DMAPAP/DOPE/Chol présentent un signal de siRNA plus fréquent et d’intensité
plus élevée par rapport aux quatre autres formulations, comme on peut 'observer sur la Figure
106. En effet, le ratio du nombre de patchs de fluorescence associée au siRNA par 100 cellules
hépatiques est de 45%, en utilisant cette formulation. Les coupes hépatiques de la souris
injectée avec la formulation DMAPAP/DOPE présentent un ratio relativement plus élevé (26%)
que celui des formulations DMAPAP/DOPE/CerPEG (12%), et DMAPAP/DOPE/C14PEG
(17%). Enfin, le signal du siRNA sur les coupes de foie de la souris CDAHFD injectée avec la
formulation DMAPAP/DOPE/Chol/CerPEG est tres faible et trés rare (ratio = 6%), tandis qu’il
était plus fréquent (51%) et plus intense sur les coupes de foie de la souris témoin injectée

avec la méme formulation.

FORMULATION SD CDAHFD
DMAPAP/DOPE 37% 26%
DMAPAP/DOPE/Chol 35% 45%
DMAPAP/DOPE/Chol/cer PEG 51% 6%
DMAPAP/DOPE/cer PEG - 12%
DMAPAP/DOPE/C14 PEG = 17%

Tableau 15 : Quantification de I’administration des siRNA dans le tissu hépatique.
Ratio du nombre de patchs de fluorescence associée au siRNA-Alexa647 par 100 cellules, dans le tissu hépatique
des souris SD et CDAHFD, en fonction des différentes formulations de lipoplexes injectées

En résumé, la distribution des siRNA sur les coupes hépatiques est différente entre les
souris SD et CDAHFD, pourtant injectées avec les mémes formulations de lipoplexes
(Tableau 15). En effet, la distribution des siRNA dans un foie sain est similaire pour les
deux formulations, DMAPAP/DOPE et DMAPAP/DOPE/Chol, tandis qu’une distribution
plus importante est observée en utilisant la formulation DMAPAP/DOPE/Chol/CerPEG. En
revanche, chez les souris CDAHFD injectées avec les différentes formulations, le liposome
DMAPAP/DOPE/Chol semble présenter la plus importante efficacité d’internalisation des

siRNA par les cellules hépatiques.

1.3.2.3 Répartition des siRNA dans les cellules hépatiques

Afin d’étudier la répartition des siRNA dans les différents types de cellules hépatiques en
fonction des formulations utilisées, des marquages du F4/80 et de la desmine ont été réalisés
sur les coupes de foie des souris CDAHFD injectées avec les différentes formulations. J'ai
choisi de présenter uniquement les résultats obtenus avec les formulations les plus

intéressantes.
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F4/80/Noyau/siRNA

DMAPAP/DOPE

DMAPAP/DOPE/Chol

DMAPAP/DOPE/CerPEG

Figure 107 : Etude de la répartition des lipoplexes dans les cellules de Kupffer.

Coupes de foie de souris CDAHFD deux heures aprés l'injection IV des différentes formulations de lipoplexes
contenant des siRNA-Alexa647, puis marquage du F4/80 (anticorps secondaire couplé a un Alexa488). Les noyaux
sont marqués au DAPI. Cercles : signal du siRNA non associé au F4/80. Barre d’échelle : panneau de gauche : 50
pm, panneau de droite : 20 pm.
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Apres marquage du F4/80, une colocalisation du signal de fluorescence du siRNA-Alexa647
et celui du F4/80-Alexa488 est observée sur les coupes de foie des souris CDAHFD, quelle
gue soit la formulation injectée (Figure 107.a, c, €). On peut observer sur les zooms illustrés a
droite que le signal lié au marquage du F4/80-Alexa488 entoure étroitement le signal associé
au siRNA-Alexa647 (Figure 107.b, d, f). Ces résultats montrent que les lipoplexes de siRNA
sont majoritairement internalisés par les cellules de Kupffer, probablement en raison de leur
forte capacité a phagocyter les particules exogéenes. Cependant, avec les trois formulations,
un signal du siRNA-Alexa647 est également observé dans certaines zones, non associé au
F4/80 (cercles, Figure 107), signe d’'une internalisation des lipoplexes de siRNA par d’autres

types de cellules hépatiques.

Un marquage de la desmine a ensuite été réalisé afin de déterminer si les lipoplexes sont
également internalisés par les HSCs. Une colocalisation du signal de fluorescence du siRNA-
Alexa647 et de celui de la desmine-Alexa488 est observée sur certaines zones des coupes
hépatiques de souris injectées avec les formulations DMAPAP/DOPE, DMAPAP/DOPE/Chol
et DMAPAP/DOPE/Cer PEG (cercles, Figure 108.a, c, e). Cette colocalisation est plus
fréquente sur les coupes hépatiques de la souris injectée avec la formulation
DMAPAP/DOPE/Chol indiquant une éventuelle internalisation des siRNA par les cellules
stellaires (Figure 108.c). Un exemple plus zoomé, pour chaque formulation, du marquage de
la desmine entourant le signal ponctiforme du siRNA-Alexa647 est illustré dans la Figure 108
(panneau de droite). Cependant, comme la desmine est un filament intermédiaire, le signal lié
a son marquage est trés fin, il est donc difficile de déterminer avec certitude si les siRNA sont
bien a I'intérieur de la cellule stellaire ou s'’ils sont internalisés par une cellule adjacente. De
plus, les cellules de Kupffer présentent une localisation trés proche des HSCs, on ne peut
donc pas écarter 'hypothése que les siRNA soient internalisés par une cellule de Kupffer qui
serait a proximité de la cellule stellaire. Un co-marquage des cellules de Kupffer et des HSCs
devrait étre réaliser mais nécessiterait une bonne combinaison des marqueurs et des
fluorophores. Il serait également intéressant de réaliser une dissociation enzymatique in situ
du foie des souris injectées avec les lipoplexes contenant les siRNA fluorescents, et d’obtenir
une préparation de cellules hépatiques sur laquelle un co-marquage de la desmine et du F4/80
sera réalisé. Une mise au point de ces deux techniques est actuellement en cours par notre

équipe.
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Desmine/Noyau/siRNA

DMAPAP/DOPE

DMAPAP/DOPE/Chol

DMAPAP/DOPE/CerPEG

Figure 108 : Etude de la répartition des lipoplexes dans les cellules stellaires.

Coupes de foie de souris CDAHFD deux heures aprés l'injection IV des différentes formulations de lipoplexes
contenant des siRNA-Alexa647, puis marquage de la desmine (anticorps secondaire couplé a un Alexa488). Les
noyaux sont marqués au DAPI. Cercles : colocalisation du signal de la desmine-Alexa488 et de celui du siRNA-
Alexa647. Barre d’échelle : panneau de gauche : 50 um, panneau de droite : 20 um.
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L’étude de la répartition des siRNA dans les différents types de cellules hépatiques nous
a permis de sélectionner une formulation : le DMAPAP/DOPE/Chol qui semble étre la plus
efficace, parmi celles testées, pour une administration des siRNA aux cellules stellaires
dans un foie fibrotique. Cette formulation a été choisie afin de vectoriser les siRNA dirigés
contre le collagéne et d’évaluer par la suite I'efficacité thérapeutique de ces vecteurs dans
le modéle CDAHFD de souris.

Ces résultats sont a prendre avec précaution puisque 'étude de la distribution des
siRNA pour chaque formulation a été réalisée sur une seule souris. Par manque de
temps, nous n’avons pas pu augmenter le nombre d’animaux injectés. Une étude plus
poussée est nécessaire afin de confirmer ces résultats. De plus, les différentes
formulations ont été administrées a des souris a différentes semaines de régime
CDAHF (entre 6 et 12 semaines), présentant ainsi des degrés plus ou moins importants
de fibrose. Il est clair que la forte accumulation des fibres de collagéne, a des temps
longs de régime, peut avoir un effet sur la distribution des siRNA dans le tissu
hépatique. Il est donc nécessaire de reproduire I'expérimentation sur des souris

CDAHFD a la méme semaine de régime.

2. Etude de lefficacité d’inhibition des siRNA anti-

collagene 1 in vitro

La cible moléculaire choisie pour l'inhibition de la fibrose hépatique est le collagéne de type 1.
Ce collagéene est le composant le plus abondant de la MEC pathologique lors de la fibrose
hépatique. Il est composé de deux chaines a1 codées par le géne COL1ALl et une chaine a2
codée par le géne COL1A2 (Bhogal et al., 2005). Plusieurs études ont montré que l'inhibition
de I'expression du collagéne ou de certaines protéines liées a son expression, permet la
régression de la fibrose hépatique et 'amélioration des caractéristiques pathologiques de la
maladie. Cependant, cela a été étudié uniguement dans des modéles animaux tels que CCl,
ou BDL, qui sont peu représentatifs des maladies hépatiques métaboliques. Cette étude a
donc pour but d’inhiber I'expression du collagéne, en utilisant des siRNA dans le modéle murin
CDAHFD.
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2,1 Identification des séquences de siRNA anti-collagéne 1

Six séquences de siRNA dirigées contre collal de souris ont été identifi€ées. Trois séquences
sont issues de la littérature (1, 2 et 3), les trois suivantes (4, 5 et 6) ont été désignées par la
société Eurogentec a partir de la séquence cible (NM_007742.3 NCBI). Les séquences de ces
six siRNA, ainsi que la position de leur séquence cible sur TARNm sont représentées dans la
Figure 109.

Il T 108GTCTAGACATGTTCAGCTT-------- e 254GAGGTATGCTTGATCTGTAT-----—-- /i-
—— 376GGAAGAATACGTATCACCA f 371 GATGTCCTATGGCTATGAT------------ y/—
-------- AHICAAGGTCCTICTGGATCAA 0 GTCAGCAGATTGAGAACAT 171>
xxx : silCol (Kaps, 2015) XXX : si3Col (Calvente, 2015) B - si5Col (Eurogentec)
XXX : s12Col (N°7 de Molokanova, 2018) B : si4Col (Eurogentec) B : si6Col (Eurogentec)

Figure 109 : Position des six séquences de siRNA testées sur ’ARNm du collagéne 1al de souris.
Les séquences 1, 2 et 3 ont été identifiées dans la littérature. Les séquences 4, 5 et 6 ont été congues par
Eurogentec.

Chaque séquence de siRNA a été formulée avec le liposome DMAPAP/DOPE pour former les
lipoplexes. Les différents siRNA ont été testés a la fois sur les cellules B16, qui est le modéle
cellulaire classiquement utilisé dans notre laboratoire, et sur les fibroblastes 3T3. L’expression
du collagéne a été évaluée par Western Blot, aprés transfection des cellules par des lipoplexes
contenant soit une des six séquences de siRNA testées, soit un siRNA non spécifique
(contrdle). Cependant, du fait de la nature du collagéne et de sa capacité a polymériser, il est
treés difficle de quantifier efficacement la protéine en western blot. Nous n’avons pas réussi a
détecter avec assez de précision et de reproductibilité le niveau d’expression du collagéne
dans les cellules transfectées et non transfectées. Un marquage par immunocytofluorescence
a également été réalisé sur les cellules transfectées, en utilisant un anticorps dirigé contre

Colla1 mais I'anticorps utilisé n’a pas permis d’obtenir un signal satisfaisant.

Cependant, nous avons remarqué que les cellules transfectées avec certains siRNA anti
colla1 se détachent de la plaque de culture, mais ce n’est pas le cas des cellules transfectées
avec le siRNA contrdle. Le collagéne étant une molécule permettant 'adhésion des cellules
au support plastique, cette observation pourrait indiquer un certain degré d’extinction de
'expression du collagéne. Mais cela signifierait également que les cellules efficacement
transfectées se détachent et les cellules pour qui la transfection n’a pas été efficace restent
attachées a la plaque de culture. Hors, lors de l'analyse, ce sont ces cellules qui sont

analysées pour I'expression du collagéne.
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2,2 Mise en place d’'un modele d’étude de Pefficacité
d’interférence des siRNA

En raison des problémes techniques décrits ci-dessus, nous avons congu un modéle cellulaire
nous permettant d’évaluer I'efficacité des séquences de siRNA in vitro. Ce modéle consiste a
transfecter des cellules B16 avec des lipoplexes contenant une construction plasmidique
codant une protéine de fusion composée de la molécule du collagéne de type 1 (Collal) liée
a I'étiquette myc. Ces mémes lipoplexes contiennent également un siRNA dirigé contre Col1al
ou un siRNA non spécifique (contr6le). 48h apres la transfection des cellules B16 par ces
lipoplexes, un immuno-marquage est réalisé en utilisant un anticorps anti-myc. Ainsi, les
cellules transfectées avec le plasmide Col-myc et un siRNA non spécifique, présenteront un
signal important associé a I'étiquette myc, puisque la protéine de fusion est exprimée, et celles
transfectées avec le plasmide Col-myc et un siRNA dirigé contre Collal présenteront un
signal lié au marquage de myc variable selon l'efficacité du siRNA. Une quantification est
ensuite réalisée afin de déterminer le pourcentage de cellules exprimant la protéine Col-myc
et comparer les efficacités d’inhibition obtenues avec chaque séquence de siCol par rapport
au siRNA contr6le (siCtrl). Un schéma illustrant le modéle cellulaire développé est présenté

dans la Figure 110.
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Figure 110 : Modéle cellulaire de validation des séquences de siRNA.
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Ce modéle cellulaire peut étre appliqué pour I'évaluation de l'efficacité des siRNA
dirigés contre n’importe quel ARNm, il convient alors de cloner le géne codant la

protéine d’intérét dans la construction plasmidique.

Afin de comparer l'efficacité d’inhibition des six siRNA, les cellules B16 ont été transfectées
avec le plasmide Col-myc (0,3 ug) et les différentes séquences de siCol (0,3 pug) pendant 48h.
Les pourcentages d’inhibition de I'expression de la protéine Col-myc sont calculés par rapport
aux cellules transfectées avec le plasmide Col-myc et un siCtrl. Les résultats obtenus sont

présentés dans la Figure 111.

100

80

60
40
| 11
0

si1Col si2Col si3Col si4Col si5Col si6Col

Pourcentage d'inhibition
Qo

Figure 111 : Validation des séquences de siRNA dirigés contre Collal.

Efficacité d’inhibition de I'expression de la protéine de fusion Col-myc par les six siCol testés, 48h apres transfection
des cellules B16 par des lipoplexes contenant le plasmide Col-myc et I'un des six siRNA dirigés contre le Col1al
ou un siRNA non spécifique. La quantification a été réalisée aprés immunocytofluorescence sur les cellules
transfectées, en utilisant un anticorps spécifique de myc. (n =5 images quantifiées par condition).

Les séquences si3Col et si4Col présentent une faible efficacité d’inhibition qui ne dépasse pas
20%. En revanche, une inhibition d’environ 80% est observée avec les séquences de si2Col
et si5Col. Les séquences si1Col et si6Col présentent une efficacité d’inhibition de la protéine

Col-myc d’environ 60%.
2.3 Mise en place d’un modéele in vitro d’activation des HSCs

Afin de tester les séquences de siRNA anti colla1 sur les cellules ciblées chez I'animal, nous
avons mis en place des cultures primaires de cellules stellaires. Pour cela, des préparations
de cellules hépatiques sont réalisées a partir de plusieurs dissociations enzymatiques in situ
de foie des souris SD. Les HSCs primaires sont ensuite purifi€ées par centrifugation sur un
gradient de Nycodenz (voir Matériels et méthodes). Le comptage des cellules est effectué au
microscope optique, en lumiére blanche. La dissociation d’'un foie de souris SD permet de

produire entre 300.000 et 500.000 cellules stellaires. Grace a l'auto-fluorescence des
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gouttelettes de rétinoides présentes dans les cellules stellaires, le pourcentage de HSCs peut
étre estimé en comptant au microscope les cellules présentant une auto-fluorescence apres

excitation par un laser (Aex = 405 nm), et est compris entre 30 et 60%.
2.3.1 Suivi morphologique des HSCs en culture

Afin de mimer in vitro I'activation des cellules stellaires, les HSCs sont mises en culture sur un
support plastique permettant leur transformation en myofibroblastes. En effet, les HSCs
guiescentes sont connues pour se dédifférencier spontanément en myofibroblastes en 7 & 10
jours, si elles sont cultivées sur un support plastique, qui agit comme un signal d’activation de
ces cellules. Afin de suivre leur transformation phénotypique, les HSCs obtenues sont

réparties sur une plaque 48 puits, puis observées aprés 24h, 48h et 8 jours de mise en culture.

24 h 48 h 8 jours

Contraste de phase
(lumiére blanche)

Fluorescence

Figure 112 : Suivi morphologique des cellules stellaires hépatiques.

Images de cellules stellaires primaires de souris aprés 24h, 48h et 8 jours de mise en culture par microscopie a
contraste de phase (A), et aprés excitation par un laser (Aex = 405 nm) (B). Fléches jaunes : HSCs, fleches rouges :
fluorescence des gouttelettes de rétinoides. Barre d’échelle : 50 pm.

Aprés 24h et 48h de mise en culture, les cellules conservent leur forme étoilée avec de
nombreuses gouttelettes de rétinoides visibles au microscope a contraste de phase (Figure
112). Ces gouttelettes présentent un signal de fluorescence élevé aprés excitation par un laser
UV (Figure 112). Cependant, aprés 8 jours de mise en culture, on constate que les cellules
ont perdu leur morphologie caractéristique, deviennent plus étalées et possédent moins de
gouttelettes de rétinoides. Le signal de fluorescence de ces gouttelettes est plus faible (Figure
112).
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Ces résultats confirment que les cellules stellaires primaires subissent une transformation
morphologique et perdent leurs gouttelettes de rétinoides apres 8 jours de mise en culture

sur un support plastique.

2.3.2 Caractérisation des HSCs primaires en culture

Afin de mieux caractériser les HSCs en culture, des marquages par immunocytofluorescence
de la desmine et du cRBP1 sont réalisés sur des HSCs primaires aprés 24h ou 7 jours de mise

en culture.

24h

20pum

7 jours

Desmine/

S0pm

Figure 113 : Caractérisation par immunofluorescence de I’expression de la desmine par les HSCs primaires
de souris en culture.

Cellules stellaires primaires de souris SD apres 24h ou 7 jours de mise en culture puis immunomarquage de la
desmine, imagées par microscopie confocale. Signal de la desmine (anticorps secondaire couplé a un Alexa647)
(en rose), le signal de fluorescence des rétinoides (en vert). Barre d’échelle : 20 um (24h), 50 um (7 jours).
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Apres 24h de mise en culture, les cellules stellaires expriment la desmine, visible en rose,
permettant de bien visualiser leur forme étoilée avec de nombreux prolongements
cytoplasmiques, et possedent également de multiples gouttelettes de rétinoides (en vert)
(Figure 113). Aprés 7 jours de mise en culture, les cellules conservent une forte expression de
la desmine. Cependant, elles présentent une forme plus étalée, trés peu de gouttelettes de

rétinoides, et sont plus nombreuses, ce qui indique leur prolifération (Figure 113).

24h

7 jours

cRBP1/

50pm

Figure 114 : Caractérisation par immunofluorescence de I’expression du cRBP1 par les HSCs primaires de
souris en culture.

Cellules stellaires primaires de souris SD aprés 24h ou 7 jours de mise en culture puis immunomarquage du cRBP1,
imagées par microscopie confocale. Signal du cRBP1 (anticorps secondaire couplé a un Alexa 647) (en rose), le
signal de fluorescence des rétinoides (en vert). Barre d’échelle : 20 um (24h), 50 um (7 jours).

Le marquage du cRBPL1 est tres différent de celui de la desmine comme on peut I'observer sur
la Figure 114. A 24h, les cellules stellaires présentent un signal ponctiforme associé au

marquage du cRBP1 avec la présence de nombreuses gouttelettes de rétinoides. Ce signal
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est présent a la fois dans le corps cellulaire mais également au niveau des prolongements
cytoplasmiques. Bien que les cellules stellaires conservent I'expression du cRBP1 aprés 7
jours de mise en culture, le signal associé au marquage évolue. En effet, on ne retrouve pas
le signal ponctiforme mais un signal beaucoup plus diffus et d’intensité plus faible compare a

celui observé a 24h (Figure 114).

Afin de déterminer si les cellules stellaires se sont dédifférenciées en myofibroblastes aprés 7
jours de mise en culture, un immunomarquage du a-SMA est réalisé. Un exemple des images

obtenues est illustré dans la Figure 115.

a-SMA/Rétin

Figure 115 : Expression du a-SMA par les HSCs primaires apres 7 jours de mise en culture.

Cellules stellaires primaires de souris SD aprés 7 jours de mise en culture puis immuno-marquage du a-SMA-
Alexab47, imagées par microscopie confocale. Le signal du a-SMA (anticorps secondaire couplé a un Alexa 647)
est visible en rose, les gouttelettes de rétinoides sont en vert. Barre d’échelle : 50pm.

Aprés 7 jours de mise en culture, les cellules stellaires présentent un fort signal lié au
marquage du a-SMA. Ce signal est présent a la fois au niveau du cytoplasme, et est plus
concentré au niveau des prolongements cellulaires. Il permet de mettre en évidence la forme
étalée des cellules mises en culture. Certaines cellules stellaires présentent toujours des

petites gouttelettes de rétinoides mais qui sont peu nombreuses.

Les expériences d'immunocytofluorescence ont montré que les cellules stellaires
primaires isolées de foie de souris SD expriment la desmine et le cRBP1 et présentent
de nombreuses gouttelettes de rétinoides. Aprés 7 jours de mise en culture, ces
cellules perdent la majorité de leurs gouttelettes de rétinoides, conservent 'expression
de la desmine tandis que I'expression du cRBP1 diminue. En plus de leur forme trés
étalée, ces cellules présentent une forte expression du a-SMA, signe de leur

dédifférenciation en myofibroblastes.
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2.3.3 Production de collagene par les HSCs primaires

Afin de déterminer si les cellules stellaires dédifférenciées en myofibroblastes présentent une
augmentation de [I'expression du collagéne, nous avons réalisé un marquage par
immunocytofluorescence sur les cellules stellaires aprés 7 jours de mise en culture, de la
méme maniére que celui de la desmine et du a-SMA, en utilisant un anticorps dirigé contre
Colla1. Cependant, I'anticorps testé n'a pas permis d’obtenir un signal satisfaisant. Nous
avons ensuite réalisé un Western Blot sur les lysats des cellules stellaires aprés 7 ou 14 jours
de mise en culture, pour quantifier le collagéne produit par les cellules stellaires
dédifférenciées. Cependant, le nombre de cellules stellaires utilisées était trés faible, et n'a

pas permis d’obtenir un signal suffisamment élevé pour la quantification du collagéne produit.

Nous avons donc changé de méthode et utilisé le Sirius Red pour quantifier le collagéne
produit par les cellules stellaires aprés 7 jours et 14 jours de mise en culture, par comparaison
avec une gamme étalon de collagéne (voir Matériels et méthodes). Les résultats sont
présentés dans la Figure 116.

20
15

10

Quantité de collagéne
(ng/unité de surface)

I7 J14

Figure 116 : Production de collagene par les HSCs primaires de souris.
Quantification par le Sirius Red du collagene produit par les HSCs primaires de souris aprés 7 ou 14 jours de mise
en culture sur un support plastique. (n=5 pour J7 et n = 6 pour J14). * p < 0.005 Test de Mann-Whitney.

Aprés 7 jours de mise en culture la quantité de collagéne produite est d’environ 9 pg/unité de
surface. Cette quantité a presque doublé pour atteindre environ 18 pg/unité de surface, aprés
14 jours de mise en culture, confirmant 'augmentation de I'expression du collagéne par les

cellules stellaires primaires de souris aprés leur activation.

Cette méthode de quantification pourrait étre utilisée pour évaluer I'efficacité d’inhibition
des siCol sur les cellules stellaires activées. Une des expériences prévues était de
transfecter les cellules stellaires mises en culture par les séquences de siCol validées
précédemment, et de quantifier par la suite le collagéne produit par les cellules

transfectées. Par manque de temps et pour des raisons organisationnelles, cette
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expérience n’a pas pu étre réalisée. Une expérience a cependant été mise en place

pour évaluer l'efficacité des séquences de siCol in vivo, dans le modele CDAHFD.

3. Evaluation du potentiel thérapeutique des vecteurs
de siRNA anti-collageéne dans le modele CDAHFD

Afin d’évaluer I'efficacité thérapeutique des lipoplexes de siRNA dans le modéle CDAHFD de
souris, nous avons choisi d’'utiliser la formulation DMAPAP/DOPE/Chol pour la vectorisation
des siRNA. Afin de cibler a différents endroits TARNm Colla1, et d’obtenir éventuellement un
effet synergique, un mélange des 3 séquences de siCol (séquences 2, 5 et 6) les plus efficaces
in vitro, & des quantités équivalentes, a été utilisé pour la formation des lipoplexes. Un
plasmide non codant a également été ajouté en tant qu’adjuvant anionique. La dose de siRNA
injectée est de 1 mg/kg.

Les souris ont été soumises au régime CDAHF et divisées en deux groupes de 8
souris injectées avec des lipoplexes contenant soit un siRNA contrdle (Ctrl), soit le mélange
des trois siRNA dirigés contre Collal et un groupe témoin de 6 souris injectées avec une
solution de NaCl a 150 mM. Le poids ainsi que le comportement des souris ont été suivis trois
fois par semaine. Des injections hebdomadaires ont été prévues de la 3™ a la 9°™ semaine
de régime, comme cela est décrit dans la Figure 117. Cependant, en raison du confinement
lié & la COVID-19, les souris ont di étre sacrifiées aprés la 4°™ injection de lipoplexes,

I'expérimentation a donc été interrompue et les résultats n’ont pas encore pu étre exploités.
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Figure 117 : Protocole expérimental pour I'évaluation de I’efficacité thérapeutique des vecteurs de siCol
dans le modele CDAHFD.
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4. Conclusion

Dans cette étude, plusieurs formulations liposomales a base de lipide cationique DMAPAP et
de lipide zwitterionique DOPE ont été préparées. Des lipides PEGylés ou du cholestérol ont
également été ajoutés. L'efficacité de ces formulations pour I'administration des siRNA a été
évaluée in vitro. Les lipoplexes PEGylés ont présenté des efficacités d’inhibition plus faibles in
vitro. Cependant, I'étude de biodistribution des siRNA dans un foie sain a montré que I'ajout
d’'un lipide PEGylé ou du cholestérol permet d’éviter une internalisation des siRNA par les
macrophages, et d’augmenter I'accessibilité aux autres cellules hépatiques. Cette étude a
également permis de mettre en évidence une différence de la distribution des siRNA entre le
foie sain et le foie fibrotique, et de sélectionner la formulation DMAPAP/DOPE/Chol qui permet
une administration des siRNA aux cellules stellaires hépatiques dans le modele CDAHFD.
Parallelement a I'étude de l'efficacité des différentes formulations de lipoplexes, un modéle
d’étude in vitro a été développé afin d’évaluer I'efficacité d’extinction des différentes séquences
de siRNA anti collal et a permis de sélectionner 3 séquences de siRNA qui ont présenté une
importante efficacité d'inhibition in vitro afin d’étre injectées aux souris CDAHFD. Un modéle
d’activation des HSCs in vitro a également été développé. Cependant, par manque de temps,
les siRNA n’ont pas pu étre testés sur ce modéle. La formulation DMAPAP/DOPE/Chol a été
utilisée afin de vectoriser un mélange des trois séquences validées de siCol pour une
administration 1V aux souris CDAHFD. Cette expérimentation a dd étre interrompue, en raison
du confinement lié¢ a la COVID-19. Les résultats devront étre exploités prochainement et

I'expérimentation sera reproduite afin de réaliser le plan complet d’injections.
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Dans cette étude, nous avons mis en évidence, dans un premier temps, la présence d'une
hypertrophie de cellules stellaires contenant une accumulation de gouttelettes de rétinoides
fluorescentes dans un foie présentant une fibrose hépatique. Ce phénoméne a été observé a
la fois dans des modéles animaux tels que CDAHFD, MCD, HFHC et CCl, mais également
sur des biopsies humaines de patients atteints de fibrose hépatique due a différentes étiologies
(NASH, alcoolisme et hépatite). Nous avons pu confirmer que le signal de fluorescence

observé est spécifique des rétinoides, grace a une analyse spectrale de ces gouttelettes.

L’hypertrophie des HSCs n’a jamais été évoquée dans un contexte de fibrose hépatique.
Cependant, une augmentation du diamétre et du nombre et des gouttelettes de rétinoides
dans les HSCs a déja été décrite comme étant liee au vieillissement chez la souris (20-22
mois) et le rat (24-27 mois) (Warren et al., 2011). Des cellules stellaires gorgées de rétinoides
ont également été observées chez les vieux babouins, ne présentant pas de maladies
hépatiques (Cogger et al., 2003). Cependant, les souris que nous avons étudiées dans les
trois modeles nutritionnels (CDAHFD, MCD et HFHC) étaient 4gées de 6 a 8 semaines au
début du régime, de méme que les souris SD. Une hypertrophie des HSCs a également été
observée chez les animaux de I'Arctique (ours polaires et phoques) qui présentent une
capacité élevée d’absorption et de stockage de la vitamine A, qui peut atteindre 20 a 100 fois
les niveaux normalement trouvés chez I'humain, le rat et la souris (Senoo et al., 2007). Cette
hypertrophie des HSCs a également été décrite comme étant associée a des dérégulations
alimentaires dues a une hypervitaminose A (Mounajjed et al., 2014; Nollevaux et al., 2006).
Or, dans les modéles étudiés (CDAHFD, MCD, HFHC et CCly), la quantité de vitamine A dans
les différents régimes alimentaires des souris n’est pas plus élevée que celle dans un régime
standard. De plus, la quantité globale de rétinoides (esters de rétinyle et rétinol), dosée dans
le foie des souris CDAHFD, est toujours plus faible que celle dans le foie sain des souris SD.
Ces résultats sont cohérents avec ce qui a été décrit dans d’autres modeéles animaux. En effet,
une diminution des rétinoides (rétinaldéhyde, et rétinol) a été observée dans le foie de rats

atteints de cirrhose induite par le CCl, ou la thioacétamide (Natarajan et al., 2005).

Dans la littérature, plusieurs études ont montré une diminution des taux sériques de rétinol
chez des patients atteints de maladies hépatiques chroniques comme les NAFLD, la NASH,
I'hépatite C ou encore le carcinome hépatocellulaire (Botella-Carretero et al., 2010; Chaves et
al., 2014; Liu et al., 2015; Newsome et al., 2000; Yadav et al., 2002). Cependant, peu d'études
ont évalué les concentrations hépatiques des rétinoides chez les patients souffrant de

maladies hépatiques. En effet, il a été montré, sur des biopsies hépatiques humaines, que les
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taux hépatiques de palmitate de rétinyle étaient inversement associés a l'activation des HSCs,
mesurée par I'expression du a-SMA. Une faible tendance a la baisse de palmitate de rétinyle
tissulaire avec le stade croissant de fibrose a également été constatée chez ces patients
(Kataria et al., 2016). Une diminution significative des taux hépatiques de rétinoides a
également été observée sur des biopsies de patients atteints de NAFLD ou de cirrhose
alcoolique (Leo et al., 1993). De plus, Ashla et al. ont montré une augmentation de I'expression
hépatique des génes impliqués dans I'oxydation du rétinol en acide rétinoique chez les patients
atteints de NAFLD (Ashla et al., 2010). Néanmoins, les modifications possibles du
métabolisme de la vitamine A dans les maladies du foie sont encore mal comprises en
particulier dans le stockage des esters de rétinyle par rapport aux formes circulantes de
retinoides (rétinol) et la redistribution possible des pools de vitamine A dans le foie et / ou aux
tissus extra-hépatiques (Saeed et al., 2018). Des études supplémentaires sont indispensables

pour clarifier le statut des esters de rétinyle dans le foie humain présentant une fibrose.

L’accumulation des rétinoides que nous avons observée dans les cellules stellaires
hypertrophiées pourrait s’expliquer par une redistribution spatiale hétérogéne des rétinoides
dans le tissu hépatique. Cela peut nous amener a supposer qu’au cours de la fibrogénése du
foie, certaines HSCs perdent leurs gouttelettes de rétinoides et se transforment en
myofibroblastes, conduisant a la diminution de la quantité globale de rétinoides hépatiques.
Parallelement, une deuxieme population de HSCs conserverait leur capacité a stocker les
rétinoides restants dans des zones particulieres ou les rétinoides seraient « sur-concentrés »

dans les cellules hypertrophiées.

Dans la littérature, il a été décrit que les cellules stellaires hépatiques perdent leurs gouttelettes
de rétinoides lors de leur activation au cours du processus de fibrogénese. Bien que ce fait
soit bien établi, il n’a pas encore été déterminé, sans équivoque, si cette perte des gouttelettes
de rétinoides contribue au développement de la fibrose ou se produit simplement comme une
conséquence de la progression de la maladie (Blaner et al., 2009). Ce phénoméne
d’hypertrophie des HSCs que nous décrivons ici peut donc sembler contradictoire avec le
dogme de la perte des rétinoides au cours de la fibrose. Néanmoins, une étude récente a
montré que les HSCs activées in vitro ou in vivo aprés une lésion hépatique (par ligature des
voies biliaires) conservaient leurs gouttelettes et qu’'une diminution de leur teneur en rétinoides
survenait seulement apres le début de la dédifférenciation cellulaire (Jophlin et al., 2018). Une
autre étude a également souligné que les HSCs activées in vivo, dans les modéles murins de
fibrose : BDL et CCl4, ne perdent pas complétement leurs gouttelettes de rétinoides (Iwaisako
et al., 2014). De plus, il a été décrit que I'absence de gouttelettes de rétinoides dans les HSCs

(chez des souris déficientes en LRAT) ne provoque pas de fibrose spontanée et ne favorise
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pas la fibrose induite par la ligature de la voie biliaire ou par I'administration de CCls (Kluwe et
al., 2011). Ainsi, bien que la perte des gouttelettes de rétinoides des HSCs soit une
caractéristique largement reconnue du développement de la fibrose hépatique, il reste a établir
au niveau moléculaire la maniére et les raisons pour lesquelles ces gouttelettes disparaissent
des HSCs.

Suite a I'observation de HSCs hypertrophiées dans le modéle CDAHFD, qui présente une
exacerbation de cette accumulation de rétinoides, trés reproductible, puisquelle a été
retrouvée chez toutes les souris CDAHFD, nous avons recherché, dans la littérature,
I'existence de ce phénomene dans d’autres modeles animaux de fibrose. Nous avons constaté
la présence de cellules hypertrophiées similaires sur les images microscopiques des coupes
hépatiques du modéle CDAHFD (Figure 8, (Matsumoto et al., 2013)), MCD (Figure 3, (ltagaki
et al., 2013)), CDAA (Choline-deficient amino-acid, Figure 2, (Yang et al., 2014b)) et CCl,
(Figure 9, (Hellemans et al., 2003)) mais aussi dans un modeéle mixte toxique et nutritionnel
(injection de streptozotocine associée a un régime riche en graisses (Yamamoto et al., 2016)).
Cependant, ces cellules hypertrophiées que nous avons observées n’ont pas été décrites en

tant que telles par les différents auteurs (Figure 118).

Figure 118 : Présence de HSCs hypertrophiées dans différents modeles de fibrose chez la souris.
Images issues de la littérature : A (Matsumoto et al., 2013)), B (Itagaki et al., 2013), C (Yang et al., 2014b)) et D
(Hellemans et al., 2003).
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Nous avons également mis en évidence la présence de cellules stellaires hypertrophiées dans
les modéles MCD et HFHC, mis en place au laboratoire mais également sur le modéle
hépatotoxique CCls, confirmant que cette hypertrophie n’est pas une caractéristique du modéle
CDAHFD. Au contraire, aucune accumulation de rétinoides fluorescents n’a été observée sur
les coupes hépatiques du modéle cholestatique de Iésion hépatique (BDL). Une premiére
hypothése qui peut expliquer 'absence de cellules stellaires hypertrophiées, dans ce modéle,
est que le mécanisme de fibrogénese est différent de celui des modéles nutritionnels et CCla.
En effet, dans le modéle BDL, l'obstruction du flux biliaire induit une augmentation de la
pression biliaire, une inflammation modérée et une sécrétion de cytokines par les cellules
épithéliales biliaires. L’accumulation d'acides biliaires libres peut entrainer l'activation des
cholangiocytes et des fibroblastes portaux et déclencher une fibrose biliaire (Dranoff and
Wells, 2010; Iwaisako et al., 2014). Ainsi, les HSCs ne sont pas aussi impliquées dans la
fibrogénése induite par BDL que dans la fibrose induite par les régimes alimentaires ou par le
CCls. En effet, plus de 70% des myofibroblastes, impliqués dans les |ésions précoces de la
fibrose induite par BDL, proviendraient des fibroblastes péri-portaux tandis que 18%
seulement proviendraient de I'activation des HSCs. Au contraire, dans les autres modéles, les
HSCs représentent la principale source de myofibroblastes fibrogéniques dans le foie,
notamment dans le modéle CCl, ot 87% des myofibroblastes proviennent des HSCs (lwaisako
et al., 2014). Une deuxiéeme hypothése est que I'hypertrophie des HSCs apparaitrait plus
tardivement dans le modéle BDL. En effet, les coupes hépatiques que nous avons observées
ont été réalisées 10 jours aprés la ligature de la voie biliaire, or il a été décrit que les HSCs
interviennent plus tardivement dans les lésions hépatiques induites par BDL. En effet, 20 jours
apres la ligature de la voie biliaire, les HSCs activées représentent environ 50% de la
population de myofibroblastes (lwaisako et al., 2014). Une analyse a des temps plus longs

serait nécessaire pour visualiser éventuellement une hypertrophie des HSCs dans ce modele.

Dans un second temps nous avons démontré que I'’hypertrophie des HSCs est étroitement liée
a la fibrose dans le modele CDAHFD. En effet, les accumulations des rétinoides et les fibres
de collagénes présentent la méme cinétique d’apparition, de progression ainsi que la méme
localisation et distribution dans le tissu hépatique. Ce résultat a été rendu possible par la
combinaison de l'analyse par microscopie de génération de seconde harmonique (SHG) et par
microscopie de fluorescence. Grace a ces techniques de microscopie que nous avons mises
en place spécialement pour les coupes hépatiques CDAHFD, nous avons pu mettre en
évidence une association entre I'hypertrophie des HSCs et la fibrose hépatique également sur
les modeles MCD, HFHC et CCls. De plus, nous avons démontré une corrélation significative
entre le stade de fibrose et celui de I'hypertrophie des HSCs ainsi qu’une colocalisation des

deux phénomeénes sur les biopsies de patients obeses atteints de fibrose hépatique. Une
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hypertrophie des HSCs a également été observée sur les coupes de foie de patients
présentant une fibrose hépatique due a différentes d'étiologies (NASH, VHC ou
alcoolisme). Ces résultats renforcent notre hypothése selon laquelle I'nypertrophie des HSCs
est liée a la fibrose hépatique induite par les HSCs.

Ces résultats pointent également l'intérét de la microscopie multi-photonique pour le suivi de
la fibrose hépatique et la détection de I'hypertrophie. Contrairement aux colorations
histologiques qui peuvent entrainer des erreurs de lecture en raison d'un marquage
hétérogéne du collagene, la SHG, ne nécessitant aucun traitement de la coupe hépatique, est
beaucoup plus sensible pour détecter la présence du collagéne fibrillaire dans le foie. En effet,
cette technique de microscopie non linéaire permet d’obtenir un signal trés spécifique du
collagéne avec un rapport signal/bruit élevé, quelle que soit la méthode de préparation de
I'échantillon (tissu non fixé, inclu en paraffine, congelé). La SHG apparait comme un outil
original et puissant pour I'évaluation de la fibrose hépatique a la fois dans les modéles animaux
mais également chez 'humain. Au cours des deux derniéres décennies, plusieurs méthodes
de quantification du signal de collagéne par SHG, en corrélation avec les scores histologiques
ont été développées, permettant de déterminer le stade de fibrose sur les coupes hépatiques
humaines ou dans des modéles animaux (Strupler et al., 2007; Sun et al., 2008; Tai et al.,
2009). Ainsi, sur des biopsies de patients atteints de fibrose, la fiabilité et la sensibilité élevée
de la SHG a permis de distinguer plusieurs niveaux de fibrose au sein d’'un méme stade
Metavir (Gailhouste et al., 2010). L'utilisation de la SHG en clinique serait d’'un grand intérét
pour une évaluation standardisée de la fibrose sur les biopsies hépatiques, sans coloration ni
examen pathologique. De plus, sa combinaison a la microscopie de fluorescence permettrait
de détecter la présence de I'hypertrophie des HSCs grace a I'auto-fluorescence des rétinoides.

Cependant, un équipement sophistiqué est indispensable pour la réalisation de cette analyse.

Bien qu’une corrélation entre la fibrose hépatique et I'hypertrophie des HSCs a été mise en
évidence, le role de ces cellules stellaires hypertrophiées dans la fibrose reste a déterminer,
que ce soit sur les modéles animaux ou chez I'humain. L’éventuelle implication de ces cellules
hypertrophiées dans la production des fibres de collagene dans le foie fibrotique est également
a élucider. Une analyse transcriptomique des HSCs hypertrophiées isolées a partir de foie de

souris CDAHFD pourrait étre d’'un grand intérét pour répondre a cette question.

Les résultats préliminaires que nous avons obtenus chez ’humain sont trés encourageants.
Cependant, 'analyse a été réalisé sur prés de 45 biopsies hépatiques humaines présentant
une fibrose hépatique de différentes étiologies, un nombre plus important d’échantillons est
nécessaire pour confirmer avec certitude la corrélation entre I'hypertrophie des HSCs et la

fibrose hépatique chez 'lhumain. Une étude plus poussée permettrait également de déterminer
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si cette hypertrophie des HSCs observée chez '’humain est un évenement transitoire qui
apparait essentiellement dans les premiers stades de la maladie et qui devient plus rare avec
la progression de la maladie ou, au contraire, si c’est un événement qui évolue de maniére
concomitante avec la fibrose. Répondre a ces interrogations, pourrait étre d’'un grand intérét
pour l'utilisation de I'hypertrophie des HSCs comme un éventuel marqueur précoce de fibrose

en clinique.

La caractérisation par immunohistochimie des cellules présentes dans les zones
d'hypertrophie a l'aide des marqueurs spécifiques des cellules stellaires, a suggéré que
plusieurs populations de HSCs coexistent dans ces zones. En effet, nous avons identifié que
certaines cellules localisées dans les zones d’hypertrophie présentent, en plus des
accumulations de gouttelettes de rétinoides, I'expression i) de la desmine, un marqueur
spécifique des HSCs quel que soit leur état d’activation, ii) du cRBP1, un marqueur lié aux
rétinoides et iii) du a-SMA, un marqueur de HSCs activées. Ces résultats nous amenent a
proposer que ces cellules présentent un phénotype distinct de celui des cellules quiescentes,
en raison de l'expression du a-SMA, et de celui des cellules activées, compte tenu de
I'expression du cRBP1 et de 'accumulation des gouttelettes des rétinoides. En effet, il a été
décrit dans la littérature, que les HSCs sont des cellules polyvalentes dans leur capacité a
acquérir différents phénotypes lors des Iésions hépatiques : cellules quiescentes, activées,
dédifférenciées en myofibroblastes. Récemment, un nouveau phénotype de cellules stellaires
« inactivées » a été décrit, associé la réversion de la fibrose hépatique. Ces HSCs inactivées
présentent une expression génique différente des cellules quiescentes ou activées. Ainsi, elles
sont caractérisées par une diminution de I'expression des génes fibrogéniques (tels que a-
SMA et Col1a1) et une réexpression de certains génes associés a la quiescence des HSCs
comme PPAR-y. Cependant, elles sont plus sensibles aux stimuli pro-fibrogéniques que les
HSCs quiescentes, et contribuent plus efficacement a la fibrose hépatique (Kisseleva et al.,
2012; Liu et al., 2013; Troeger et al., 2012). De méme, deux populations de HSCs seraient
présentes naturellement dans un foie sain, avec un profil d’'expression protéique distinct ainsi
qu’une hétérogénéité dans leur capacité de stockage de I'ester de rétinyle dans les gouttelettes
lipidiques (D’Ambrosio et al. 2011). Cette étude considéere que dans un foie sain, une
population de HSCs exprimant le collagéne de type 1, et possédant un taux faible d’ester de
rétinyle serait des cellules « pré-activées ». Ces cellules pourraient ainsi servir de « primers »
pour I'activation des HSCs et seraient les premiéeres cellules intervenant lors d’'une réponse a

une atteinte hépatique (D’Ambrosio et al. 2011).

Une hypothése que nous avons émise pour expliquer ce phénotype particulier de HSCs

hypertrophiées est que lors de I'apparition de la fibrose hépatique, une réorganisation du tissu
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se produit, accompagnée d'un stockage hétérogene des rétinoides, donnant lieu a un
phénotype particulier de HSCs hypertrophiées. Des travaux supplémentaires sur les
échantillons hépatiques humains sont nécessaires afin de déterminer si ce phénotype de
HSCs observé chez la souris est retrouvé chez 'humain. Les protocoles d'immunohistochimie
doivent étre adaptés pour les coupes humaines, et un nombre plus important d’échantillons

humains est indispensable.

Il reste & déterminer si ce phénotype apparait avant I'activation compléte des HSCs donnant
naissance a des cellules « pré-activées » présentant un phénotype intermédiaire, ou s’il s’agit
d’une étape d’activation de HSCs avant leur dédifférenciation en myofibroblastes. Une autre
possibilité est que l'apparition de ce phénoméne survient parallélement a I'activation des

HSCs, suivant une voie totalement différente.

Le prochain défi sera de déchiffrer les mécanismes et les signaux sous-jacents qui conduisent
a I'hypertrophie des HSCs. Nous émettons I'hypothése que Iapparition des HSCs
hypertrophiées est probablement due a des signhaux assez complexes qui pourraient impliquer
plusieurs types de cellules hépatiques ainsi que la matrice extracellulaire environnante. C'est
pourquoi des études basées sur des cultures organoides reproduisant le microenvironnement

hépatique Iésé seront potentiellement nécessaires pour identifier ces mécanismes et signaux.

Un autre défi sera d'évaluer les conséquences de I'hypertrophie sur les fonctions connues des
HSCs notamment par une analyse transcriptomique. Cela nécessitera d'isoler les HSCs
hypertrophiées, en adaptant les protocoles qui ont été concus pour les HSCs non
hypertrophiées et les foies non stéatosiques. Le principe de séparation des HSCs étant basé
sur leur plus faible densité par rapport aux autres cellules hépatiques, la présence
d'hépatocytes chargés de lipides dans le foie stéatosique peut interférer avec la pureté de la
préparation. De plus, la forte accumulation de fibres de collagéne pourrait perturber la
dissociation enzymatique du foie fibrotique. Le protocole d'isolement de HSCs hypertrophiées

a partir du foie de souris CDAHFD est en cours de développement dans notre laboratoire.

En conclusion, I'existence d'un phénotype particulier de HSCs hypertrophiées étroitement lié
a la fibrose hépatique est d'un grand intérét pour I'étude du rdle des HSCs dans le processus
de fibrogénese. Cet intérét vient également du fait que ce phénotype apparait dans
un contexte in vivo accompagné par l'inflammation et la stéatose. Une caractérisation plus
poussée de ces HSCs hypertrophiées éclairerait les mécanismes d'activation des HSCs mais
permettrait également l'identification de génes potentiellement impliqués dans la fibrogénéese

qui constitueraient de nouvelles cibles pour une stratégie thérapeutique basée sur I'ARN
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interférence. Ainsi, par administration de siRNA spécifiques, I'extinction de ces génes pourrait

induire un effet anti-fibrotique.

La deuxiéme partie de ma thése avait pour but d’'inhiber I'expression du collagéne de type 1
dans le modéle CDAHFD, en utilisant des vecteurs de siRNA spécifiques. L'utilisation de ’ARN
interférence présente un grand potentiel dans les thérapies visant a éteindre I'expression d’'une
protéine donnée, via une dégradation sélective de 'ARNm difficilement accessible par les
médicaments conventionnels. En effet, plusieurs équipes de recherche ont utilisé les siRNA
pour l'inhibition de I'expression du collagéne dans des modéles de fibrose (Calvente et al.,
2015; Kaps et al., 2015; Molokanova et al., 2018; Toriyabe et al., 2017). Cependant, toutes
ces études ont été réalisées sur le modéle CCls ou BDL qui présentent des caractéristiques
pathologiques différentes de la physiopathologie humaine de la NASH et sont donc peu
représentatifs de la fibrose hépatique métabolique. Le modele CDAHFD gue nous avons utilisé
pour le développement des vecteurs de siRNA anti-collagene est un modéle intéressant pour
sa reproductibilité ainsi que sa rapidité a induire une fibrose marquée qui est, de plus,
accompagnée d’une stéatose et d’'une inflammation et donc proche de la physiopathologie de

la NASH. A ce jour, aucune étude utilisant des siRNA n’a été réalisée sur le modéle CDAHFD.

En raison des caractéristiques intrinséques des siRNA (nature polyanionique, taille) ainsi que
leur faible stabilité dans les milieux biologiques, des systémes de vectorisation sont
nécessaires pour faciliter leur administration in vivo. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser les
lipoplexes, composés de lipide cationique et d’acide nucléique. Un plasmide, ne contenant pas
de cassette d’expression a été ajouté en tant qu’adjuvant anionique. En effet, notre équipe a
montré que I'ajout d’'un ADN plasmidique aux lipoplexes permet d’améliorer la condensation
des siRNA et d’augmenter ainsi leur efficacité de transfection (Rhinn et al., 2009). L’ADN
plasmidique pourrait également étre remplacé par un polymére anionique non toxique et
biodégradable comme l'alginate ou le polyglutamate pour une éventuelle utilisation des

vecteurs de siRNA en clinique (Schlegel et al., 2011).

Des études précédentes réalisées dans notre laboratoire ont montré I'efficacité du liposome
DMAPAP/DOPE pour 'administration des siRNA in vivo notamment dans un modéle d’arthrite
rhumatoide (Khoury et al., 2006, 2008), d’ostéosarcome (Rousseau et al., 2011) ou d’hépatite
B (Marimani et al., 2015). Les lipoplexes préparés a partir de ce liposome présentent une
internalisation importante par les cellules du systéme réticulo-endothélial mais également par
les hépatocytes, entrainant une élimination rapide des lipoplexes de la circulation sanguine
(Schlegel et al., 2013a). Cette formulation était bien adaptée pour les trois modeéles décrits ci-
dessus, puisqu’il s’agissait de cibler des macrophages, des ostéoclastes, qui possédent une

capacité de phagocytose élevée ou encore des hépatocytes. Or, pour la fibrose, ce sont les
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cellules stellaires qui sont notre cible cellulaire majeure, mais comparées aux hépatocytes,
ces cellules sont peu nombreuses dans le foie. Compte tenu de la perte des fenestrations de
'endothélium des sinusoides observée lors de la fibrose hépatique et de la présence d’une
MEC environnante trés dense dans un foie fibrotique, atteindre les HSCs avec des lipoplexes
de siRNA, présentant une taille de 100 a 200 nm, peut s’avérer trés difficile. Par conséquent,
il est fondamental de démontrer une internalisation des siRNA dans les HSCs avant d’étudier
I'efficacité thérapeutique des vecteurs. Le choix de la formulation utilisée est donc tres

important.

Pour augmenter le temps de circulation des lipoplexes in vivo et diminuer leur absorption par
le systeme réticulo-endothélial, nous avons donc choisi d’ajouter du cholestérol ou des lipides
PEGylés (échangeables ou non-échangeables) dans les liposomes utilisés pour la formation
des lipoplexes. Ainsi, sept formulations différentes ont été développées et leur efficacité a été

évaluée in vitro et in vivo.

Afin d’étudier l'efficacité des différentes formulations pour I'administration des siRNA in vivo,
nous avons choisi deux techniques : la cytométrie en flux et la microscopie de fluorescence
sur des coupes réalisées au vibratome. Ces deux techniques sont différentes mais
complémentaires. En effet, la microscopie de fluorescence permet de visualiser la distribution
des siRNA dans le tissu hépatique et de déterminer si la localisation des siRNA est homogéne
et uniforme ou s’ils sont concentrés dans une seule zone notamment autour des vaisseaux.
Elle permet également, si on utilise un bon marqueur membranaire, de déterminer si le signal
du siRNA est a l'intérieur de la cellule ou s’il est seulement associé a la membrane. La
cytométrie en flux, quant a elle, ne permet pas de visualiser la localisation des siRNA ni dans
le tissu ni a l'intérieur de la cellule. En effet, elle quantifie le signal au niveau de la cellule
entiére, ainsi, un événement positif est obtenu méme si les siRNA ne sont pas internalisés par
la cellule et sont seulement associés a la membrane cellulaire. En revanche, la cytométrie
permet d’analyser un nombre plus important d’échantillons allant jusqu’a des centaines de
milliers de cellules, avec la possibilité de les trier en fonction de leurs propriétés ce qui est

impossible avec la microscopie de fluorescence.

Nous avons choisi de réaliser des coupes hépatiques au vibratome pour l'analyse par
microscopie de fluorescence. Cette technique présente un grand intérét pour la visualisation
de cellules entiéres, permettant de mieux évaluer l'internalisation des siRNA par les différents

types de cellules hépatiques, de maniére qualitative, mais également semi-quantitative.

Dans un premier temps l'analyse de la distribution des siRNA en utilisant les différentes
formulations a été réalisée dans le foie de souris saines. Cette étude a montré que malgré la

Iégére diminution de leur efficacité de transfection in vitro, les lipoplexes contenant des lipides
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PEGylés échangeables présentent la plus importante efficacité d’administration des siRNA
aux cellules hépatiques. De plus, nous avons montré qu’en ajoutant du cholestérol, un lipide
PEGylé échangeable, ou les deux simultanément, I'internalisation des siRNA par les cellules
de Kupffer est diminuée tandis que celle par les autres cellules hépatiques (hépatocytes,
HSCs) augmente. En effet, il a déja été démontré que I'ajout de lipides PEGylés permet
d’augmenter la stabilité des lipoplexes in vivo ainsi que leur temps de circulation. De plus, si
le lipide PEGylé est échangeable, la libération endosomale du siRNA est améliorée (Shi et al.,
2002; Thése de Anne Schlegel, 2012).

Ces résultats permettent également de mettre en évidence que la nature des lipides formant
les lipoplexes permet d’orienter les vecteurs de siRNA vers un type cellulaire en particulier
(hépatocytes, HSCs, Kupffer ou cellules endothéliales), méme en absence de ligand cellulaire
spécifique. Un ciblage spécifique n’est donc pas forcément indispensable pour atteindre les
cellules cibles. Cependant, ces résultats ont été observés chez des souris saines, I'analyse
par cytométrie en flux de la répartition des siRNA dans les différents types de cellules
hépatique doit étre reproduite sur un foie fibrotique de souris CDAHFD, car l'architecture

hépatique est trés différente.

Dans un second temps, l'efficacité d’administration des différentes formulations a été évaluée
par microscopie de fluorescence, sur des souris CDAHFD. Les résultats obtenus étaient
différents de ceux observés chez les souris saines. En effet, c’est la formulation
DMAPAP/DOPE/Chol qui a présenté la plus importante biodisponibilité de siRNA dans le foie
fibrotigue comparée a toutes les autres formulations. Il a été décrit que I'ajout du cholestérol
dans la formation des lipoplexes améliore la stabilité sérique ainsi que lefficacité de
transfection en favorisant la fusion membranaire et donc le relargage endosomal (Hosseini et
al., 2019; Pozzi et al., 2012). Cette différence d’'observation entre les souris saines et les souris
CDAHFD est probablement due a I'architecture complétement déstructurée du foie fibrotique.
En effet, la présence des gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes ainsi que 'accumulation
des fibres de collagéne dans le foie présentant une fibrose peut modifier 'accessibilité aux

cellules ainsi que la distribution des différentes formulations.

L’analyse par microscopie de fluorescence de la répartition des siRNA, dans les différents
types de cellules hépatique des souris CDAHFD, a montré une internalisation importante des
lipoplexes par les cellules de Kupffer, quelle que soit la formulation testée, probablement, en
raison de leur forte capacité a phagocyter les particules exogenes. Dans le but de cibler les
HSCs dans le foie fibrotique des souris CDAHFD, nous avons évalué linternalisation des
SiRNA par les cellules stellaires in vivo selon les formulations testées. Certaines cellules

stellaires ont présenté une colocalisation avec le signal fluorescent des siRNA, en utilisant les
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formulations DMAPAP/DOPE, DMAPAP/DOPE/Chol ou DMAPAP/DOPE/CerPEG.
Cependant, la desmine étant un marqueur des filaments intermédiaires, et non un marqueur
membranaire, il est difficile de déterminer avec certitude si le signal du siRNA observé est bien
a l'intérieur de la cellule, en particulier en raison de la proximité des HSCs et des cellules de
Kupffer dans un foie fibrotique. Une des solutions pour confirmer cette internalisation des
siRNA serait d’utiliser un marqueur membranaire de HSCs, comme la synaptophysine ou
encore d’isoler les HSCs a partir de foie de souris injectées avec les lipoplexes contenant les
siRNA fluorescents et de réaliser ensuite un immuno-marquage de la desmine afin de

guantifier par cytométrie en flux, la présence du signal de siRNA et de celui de la desmine.

Les résultats de la distribution des siRNA dans un foie fibrotique restent préliminaires puisque
pour chaque formulation de siRNA, une seule souris a été étudiée, une analyse d’'un nombre

plus important de souris injectées avec la méme formulation est nécessaire.

La troisieme partie de ma thése avait pour but de comparer I'efficacité d’inhibition in vitro des
différentes séquences de siRNA anti collagéne 1 afin d’en choisir une ou plusieurs a injecter
aux souris CDAHFD.

La validation de l'efficacité d’'une séquence de siRNA pour inhiber I'expression d’'une protéine
donnée n’est pas toujours facile, en particulier si I'objectif est de démontrer une diminution de
I'expression au niveau protéique, et pas seulement au niveau de ’ARN messager. Le modéle
cellulaire, que nous avons développé, peut étre d'un grand intérét pour I'évaluation, la
comparaison et la quantification de I'efficacité d’inhibition des siRNA. En effet, il peut étre
appliqué a n’importe quelle cible moléculaire, sans nécessité d’obtenir un anticorps spécifique
de la protéine étudiée. Comme I'’ADN plasmidique est utilisé en tant qu’adjuvant anionique
pour la formation des lipoplexes, il convient de cloner le gene codant la protéine d’intérét dans
la construction plasmidique et d’utiliser un anticorps anti-myc indépendamment de I'anticorps
de la protéine d’intérét. Pour valider I'efficacité des siRNA anti-Collal, nous avons utilisé les
cellules B16 car elles présentent une facilité de transfection et sont les cellules classiquement
utilisées dans notre laboratoire, les conditions optimales pour leur transfection sont bien
connues. Néanmoins, le modéle cellulaire développé peut étre appliqué a n’importe quel type
cellulaire, y compris les HSCs primaires ou encore des lignées de HSCs comme la lignée
humaine LX-2. Puisqu’il s’agit d’'une lignée humaine, il serait intéressant d’évaluer I'efficacité
d’inhibition de I'expression d’'une protéine donnée, codée par la construction plasmidique, sur
ces cellules, en utilisant des siRNA spécifiques de souris, puisque I'expression de la protéine
endogéne ne sera pas affectée par les siRNA introduits dans les cellules. Cette lignée serait

également d'un grand intérét pour évaluer l'efficacité des lipoplexes développés pour
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'administration des siRNA aux cellules stellaires et valider ainsi la formulation sur des cellules

humaines.

Grace au modele cellulaire développé, nous avons pu sélectionner trois séquences de siRNA
anti-Collal, les plus efficaces in vitro, dans le but d’obtenir un effet thérapeutique synergique
des vecteurs de siRNA dans le modele CDAHFD. De plus, comme le DMAPAP/DOPE/Chol a
présenté la plus importante efficacité d’administration des siRNA au foie fibrotique de souris
CDAHFD, et une colocalisation du signal de siRNA avec les HSCs, cette formulation a été

choisie pour I'administration des siRNA anti-Collal aux souris CDAHFD.

Pour conclure, au cours de cette étude, nous avons développé des formulations-candidates
qui pourraient étre intéressantes pour I'administration des siRNA aux cellules stellaires
hépatiques dans un foie fibrotique. Des études supplémentaires sont nécessaires afin de
confirmer ces résultats. La stratégie d’ARN interférence offre la possibilité d’inhiber
simultanément I'expression de deux ou plusieurs cibles moléculaires différentes. En effet,
lorsque la formulation, qui permet une administration préférentielle des siRNA aux cellules
cibles, est développée, il est possible de I'utiliser afin d’administrer plusieurs siRNA au sein de
la méme particule. Cette stratégie multi-cibles peut également étre appliquée a différentes
cibles cellulaires. Ainsi, des lipoplexes qui sont internalisés par plusieurs types de cellules
hépatiques peuvent étre utilisés pour administrer différentes séquences de siRNA visant a
inhiber I'expression de différentes protéines impliquées dans la fibrose et exprimées par ces
différents types cellulaires. Par conséquent, un ciblage cellulaire spécifique n’est pas
forcément nécessaire. Il est possible d’avoir un ciblage par la séquence du siRNA, si la
protéine d’intérét est exprimée exclusivement ou surexprimée par un type cellulaire. Par
exemple, notre cible moléculaire est TARNm du gene Col1A1, ce géne est cent fois plus
exprimé par les HSCs que par les cellules de Kupffer, les cellules endothéliales ou les

hépatocytes (Perepelyuk et al., 2013).
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Matériels et Méthodes

1. Animaux et échantillons humains

1.1 Animaux

Des souris méles C57BL/6 agées de 6 semaines (Janvier Labs Inc., Rennes, France) ont été
hébergées dans des cages (5 par cage) a 23 +/- 3°C selon un cycle de 12h jours / 12h nuit.
Aprés une semaine d’acclimatation, les souris ont été divisées en 2 groupes expérimentaux et
soumises soit a un régime standard (SD, Specific Diet Services, England 841201, teneur en
vitamine A 8000 Ul / kg), soit & un régime riche en lipides, déficient en choline et contenant
0,1% de méthionine (CDAHFD, Safe Diets, France U8958P Version 0247, teneur en vitamine
A 5280 Ul / kg) pendant 22 semaines. Plusieurs groupes de souris ont été sacrifiées apres 3,
6, 9, 12 et 15 semaines de régime. L’expérimentation a été reproduite huit fois (N = 8) avec

15 a 30 souris soumises au régime CDAHF par expérimentation (n = 15-30).

Deux autres groupes de 15 souris chacun ont été soumis soit a un régime déficient en
méthionine et en choline (MCD, Safe Diets, MCD AIN 76, teneur en vitamine A 4424 Ul / kg)
pendant 9 semaines, soit a un régime riche en graisses et en glucides (HFHC, Safe Diets,
260HF, teneur en vitamine A 5207 Ul / kg) avec une eau de boisson contenant du fructose
(23,1 g/ L) et du saccharose (18,9 g / L) pendant 16 semaines. Les souris ont été pesées et
leur comportement suivi une a deux fois par semaine. L'utilisation d’animaux pour ce projet a
été approuvée par le comité d’éthique pour I'expérimentation animale (n° d’autorisation
APAFIS : #4029) et autorisé par le Ministére de I'Education Nationale, de I'Enseignement
Supérieur et de la Recherche.

1.2 Echantillons humains

Plusieurs types d’échantillons de foie humain ont été utilisés. Des échantillons de biopsie
chirurgicale ont été prélevés a 27 patients obéses, ayant subit une chirurgie bariatrique, et
présentant plusieurs stades de fibrose : FO (n=4),F1(n=5),F2(n=9),F3(n=5)etF4 (n =
4). Les patients font partie d'un protocole de recherche clinique (FIBROTA, numéro P100503
—IDRCB 2011-A00759-32), qui a été enregistré sur le site Web des essais cliniques
(NCT01655017). Des biopsies hépatiques humaines ont été également obtenues et provenant
des patients ayant subi une biopsie hépatique a l'aiguille entre 2008 et 2019 pour suspicion
de NASH (n = 4), hépatite virale C (n = 7) ou alcoolisme (n = 5). Ces biopsies nous ont été
fournies par le service d'Hépato-Gastroentérologie de I'Hopital de la Pitié-Salpétriere. Les

échantillons ont été inclus en paraffine, coupés au microtome (coupes de 3 um d'épaisseur)
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et, soit colorés au Sirius Red & Hémalun pour I'évaluation du score de fibrose, soit non
colorées pour l'analyse par microscopie de fluorescence. Pour chaque biopsie, le stade de
fibrose (FO & F4) a été évalué selon la classification NASH-CRN (Kleiner et al., 2005), avec la
seule modification de regrouper les trois sous-étapes (1a, 1b et 1c) en un seul score F1 pour
les échantillons NASH ou de la cohorte, ou selon le score METAVIR pour la fibrose due a
lalcool ou aux hépatites virales. L'étude a été menée conformément a la Déclaration
d'Helsinki. Les données humaines et la collecte des échantillons ont été validées par le Comité
d'éthique (CPP lle-de-France 1). Tous les sujets ont signé un consentement éclairé écrit avant
la biopsie hépatique ou lorsquiils ont été inclus dans l'essai clinique FIBROTA
(NCT01655017).

2. Expériences sur souris

2.1 Traitement des échantillons de foie

A chaque temps, les souris sont anesthésiées par un mélange de kétamine/xylazine (100/10
mg / kg) en intrapéritonéal, le sang est collecté par ponction cardiaque et les souris sont
euthanasiées par dislocation cervicale. Le foie est prélevé, pesé et les différents lobes sont
séparés et fixés dans une solution de para-formaldéhyde 4% (PFA, Electron Microscopy
Sciences, 15714-S) toute la nuit a 4°C pour I'analyse histologigue ou congelés dans l'azote
liquide pour les analyses biochimiques. Les lobes dédiés aux analyses histologiques sont
déshydratés (par immersion dans des bains d’alcool de degré croissant puis dans des bains
de xylene) avant leur inclusion en paraffine. Des coupes de 4 ym d’épaisseur sont réalisées a

'aide du microtome.

Des coupes de foie inclus en paraffine provenant de souris traitées par le CCls ou ayant subi
une ligature des voies biliaires (BDL) nous ont été fournies par le Dr. Foufelle. Pour le modéle
CCls, une solution de CCls (1g/kg de poids corporel dans l'huile d'olive) a été injectée en
intrapéritonéal a des souris C57BL/6 agées de 8 semaines deux fois par semaine pendant 8
semaines. Pour le modele BDL, le canal biliaire des souris C57BL/6 agées de 8 semaines a

été ligaturé pendant 10 jours comme décrit précédemment (Tag et al., 2015).
2.2 Injection de siRNA fluorescents aux souris

Des souris soumises au régime standard ou CDAHF (pendant 6 a 7 semaines) sont d’abord
anesthésiées par un mélange de kétamine/xylazine (100/10 mg/kg) en intrapéritonéal, puis
une injection en rétro-orbital de lipoplexes de SiRNA est réalisée, a la dose de 1 mg de
siRNA/kg. Les lipoplexes sont préparés comme décrit en 5.2 Préparation des lipoplexes de

SiRNA. Ces lipoplexes contiennent des siRNA non spécifiques dont I'extrémité 5’ d’un des
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brins du duplex est couplée soit au fluorophore AlexaFluor647 pour I'analyse de la distribution
hépatique des siRNA par microcopie confocale, soit au fluorophore AlexaFluor488 pour I'étude
de la distribution des siRNA par cytométrie en flux. Les séquences de ces siRNA (achetés
chez Eurogenetec ®) sont décrites dans le Tableau 21 page 289. Le plasmide pXL3296 est
utilisé comme adjuvant anionique a la méme dose que celle du siRNA (1mg/kg). Les
formulations liposomales utilisées pour la préparation des différents lipoplexes sont décrites

dans le Tableau 16.

Type d’analyse réalisée Cytométrie en flux Microscopie confocale
Liposomes Souris SD SourisSD  Souris CDAHFD
DMAPAP /| DOPE 4 1 1 (6 semaines)
DMAPAP / DOPE / Chol 4 1 1 (6 semaines)
DMAPAP / DOPE / DODAPEG 3 - -

DMAPAP / DOPE / C14 PEG 3 - 1 (11 semaines)
DMAPAP / DOPE / cer PEG 3 - 1 (7 semaines)
DMAPAP / DOPE / Chol / cer PEG 2 1 1 (11 semaines)

Tableau 16 : Nombre de souris injectées par chaque formulation de lipoplexes de siRNA.
Les valeurs entre parenthéses représentent le nombre de semaines de régime pour les souris CDAHFD

L’étude de la distribution hépatique des siRNA est réalisée par deux techniques : la cytométrie
en flux ou la microscopie confocale. Pour cela, deux heures aprés l'injection, les souris
subissent soit une fixation in situ du foie par perfusion pour l'analyse par microscopie

confocale, soit une digestion enzymatique in situ du foie pour la cytométrie.
2.3 Fixation in situ par perfusion

Deux heures aprés injection des souris, une perfusion transcardiaque de PFA 4% est réalisée
pendant 13 min (débit = 15 ml/min). Aprés prélévement du foie, les différents lobes hépatiques
sont fixés pendant 2h a 4°C dans une solution de PFA 4% puis rincés au PBS. Des coupes
hépatiques (épaisseur = 50 um) sont ensuite réalisées a 'aide du vibratome et conservées a
-80°C aprés plusieurs bains successifs de saccharose. Des expériences d'immunohistochimie
sont ensuite réalisées afin de marquer les différents types de cellules hépatiques et d’analyser

la distribution hépatique des siRNA par microscopie confocale (Figure 119).

Injection de Perfusion, Coupe au Marquage des Analyse au
siRNA prélévement cryostat coupes avec des confocal
fluorescents et congélation anticorps

du foie r_
" &y 5
~ | T
20pug de siRNA- o € / < B X

AlexaFluor 488

Figure 119 : Etude de la localisation par immunofluorescence sur coupes de foie.
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2.4 Dissociation enzymatique in situ du foie

La dissociation enzymatique in situ du foie est réalisée soit sur des souris SD ou CDAHFD
injectées avec des lipoplexes contenant des siRNA fluorescents (voir ci-dessus), soit sur des
souris SD non injectées pour I'isolement des HSCs primaires. Pour cela, les souris sont
anesthésiées avec une dose létale d'anesthésique (kétamine/xylazine 200/20 mg/kg) en
intrapéritonéal. Aprés laparotomie, le foie est perfusé in situ a travers la veine cave supérieure
avec un tampon de perfusion préchauffé (37°C) (25 mM HEPES, 1,2 mM KH:PO4, 2,3 mM
KCI, 86 mM NacCl, 0,5 mM EGTA, pH 7,6). La veine porte est ensuite coupée pour permettre
I'évacuation du tampon de perfusion. La perfusion est poursuivie avec 45 ml de tampon de
perfusion a un débit de 4 ml/min, contr6lé par une pompe péristaltique. La perfusion hépatique
est poursuivie avec 30 ml de tampon de digestion (HEPES 25 mM, KCI 2,3 mM, NaCl 86 mM,
CaCl, 5 mM, pH 7,6) contenant de la collagénase de type | (Gibco 17100-017, 205 U/mg, 1
mg/ml) et de la Dispase (Gibco 17105-041, 1,79U/mg 0,56 mg/ml) (Figure 120).

;

prés Perfusion

Avant Perfusion
Figure 120 : Images de foie avant et apres perfusion.

Le foie est ensuite prélevé, la capsule de Glisson est coupée et les cellules hépatiques sont
dispersées dans la boite de pétri, puis incubées a 37°C pendant 20 min dans les 20 ml restant
du tampon de digestion, en agitant régulierement. La suspension de cellules hépatiques est
filtrée (filtre de 70 um, Biologix 15-1070) sous la hotte a flux laminaire et 5 ml de tampon de
digestion ne contenant pas les enzymes est ajouté avant une étape de centrifugation (15 min,
600g, 4°C). Le surnageant est ensuite éliminé et le culot contenant toutes les cellules

hépatiques est récupéré.

Lorsque les souris ont été injectées avec un des siRNA fluorescents, une étude de
biodistribution par cytométrie en flux est réalisée apres immunomarquage des cellules

hépatiques (Figure 121).
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Figure 121 : Etude de la distribution hépatique des siRNA par cytométrie en flux.
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2.5 Purification des cellules stellaires primaires de souris

Afin de purifier les HSCs primaires de souris, une dissociation enzymatique in situ du foie est
réalisée a partir de souris SD. Les tampons utilisés pour la purification des HSCs sont
différents de ceux utilisés pour la séparation des cellules hépatiques (Mederacke et al., 2015).
Aprés digestion, le culot de cellules hépatiques récupéré est remis en suspension dans 10 ml
d’une solution saline équilibrée de Gey (GBSS, Na;HPO,4 0,4 mM, NaHCO3 2,7 mM, KH2PO,
0,2 mM, NaCl 137 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM, MgSQO4 0,3 mM, glucose 5,5 mM, CaCl, 2
mM, pH 7,4) puis complété jusqu’a 50 ml de GBSS avant une étape de centrifugation (10 min,
200g, 4°C). L’étape de lavage au GBSS est répétée puis une centrifugation (10 min, 580g,
4°C) est effectuée. Le surnageant est aspiré jusqu’a ce qu’il reste 5 ml dans lesquels le culot
est remis en suspension, puis du GBSS est ajouté pour un volume final de 32 ml. 16 ml d’une
solution de Nycodenz (AbCys, 1002424) (28,6% (p/v) dans du GBSS sans NacCl) stérilisée par
filtration (0,20 um) sont ensuite ajoutés a la suspension cellules-Nycodenz. Le tube est
retourné plusieurs fois délicatement pour bien mélanger la suspension et le mélange est
séparé en quatre tubes contenant 12 ml chacun de la suspension cellules-Nycodenz, les bords
du tube doivent étre bien humidifiés. 1,5 ml de GBSS sont ensuite ajoutés sur la surface du
mélange cellules-Nycodenz dans chaque tube a I'aide d’'une seringue de 3 ml et d’une aiguille
26G, de maniere trés progressive pour ne pas mélanger les deux solutions et d’obtenir deux
phases distinctes. La suspension est ensuite centrifugée (17 min, 4°C, 1380 g, accélération 1,
décélération 0). Les HSCs, de plus faible densité que les autres cellules hépatiques, forment
une couche fine et blanche a l'interface entre le tampon GBSS et le Nycodenz. Elles sont
ensuite récupeérées, a l'aide d’'une pipette en plastique de 3 ml. La suspension enrichie en
HSCs est ensuite lavée avec 50 ml de GBSS et centrifugée (10 min, 580g, 4°C). Le surnageant
est aspiré et le culot est remis en suspension dans 1 ml de milieu de culture complet (voir 6.1
Culture cellulaire). Une dilution est réalisée afin de compter les cellules au microscope optique
a l'aide d’'une cellule de Malassez. Le pourcentage des HSCs est déterminé grace a I'auto-

fluorescence de leurs gouttelettes aprés une excitation UV.
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2.6 Injections des siRNA anti-Col1a1 aux souris

Afin d’évaluer I'efficacité thérapeutique des lipoplexes de siRNA anti-Col1a1, 22 souris ont été
divisées en 3 groupes : contrdle (n = 8), traité (n = 8), témoin (n = 6) et soumises au régime
CDAHF. A partir de la troisieme semaine de régime, les souris ont subi des injections
hebdomadaires en rétro-orbital de différentes solutions. Pour cela, les souris sont
anesthésiées, avec une solution de kétamine/xylazine (100/10 mg/kg) en ip, puis une injection
en rétro-orbital est réalisée, avec des lipoplexes contenant soit un siRNA non spécifique (1mg
de siRNA/kg) pour le groupe contréle, soit un mélange de 3 séquences de siRNA dirigées
contre Collal (si2Col, si5Col, si6Col) a des quantités équivalentes (0,33 mg de chaque
siRNA/kg), pour le groupe traité. Les lipoplexes sont préparés comme décrit en 5.2 Préparation
des lipoplexes de siRNA avec le plasmide pXL 3296 (1 mg/kg) en tant qu’adjuvant anionique
et le liposome DMAPAP/DOPE/Chol & un R+/- = 8. Les séquences des différents siRNA sont
décrites dans le Tableau 21. Les 6 souris du groupe témoin sont injectées avec une solution
de NaCl a 150 mM. Des injections hebdomadaires ont été prévues de la 3™ a la 9°™® semaine
de régime. Cependant, en raison du confinement lié a la COVID-19, les souris ont di étre

sacrifiées apres la 4™ injection, I'expérimentation a donc été interrompue.
3. Techniques histologiques

3.1 Colorations histologiques

3.1.1 Coloration a ’'Hématoxyline et I’Eosine

Une étape de déparaffinage (par immersion dans des bains de xylene puis d’alcool de degré
décroissant, de 100 a 70%) est nécessaire avant la réalisation des colorations histologiques.
Aprés ringage au PBS et a I'eau courante, les lames sont colorées, pendant 90s, a
'Hématoxyline de Gill n°3 (Sigma-Aldrich, GHS332), filtrée préalablement, rincées a l'eau
courante avant d’étre plongées dans un bain d’'une solution de différenciation (Sigma-Aldrich,
A3179) pendant 90s puis 2min dans de 'eau lithinée, qui permet un bleuissement du colorant.
Aprés un ringage a I'eau courante, les lames sont colorées pendant 1 min avec la solution
d’Eosine Y (Sigma-Aldrich, HT110232) acidifiée (pH = 4,7) et filtrée préalablement, puis
rincées a I'eau courante. Aprés avoir subi une déshydratation par des bains d’alcool de degré
croissant suivi de deux bains de xyléne, les coupes colorées sont montées avec une lamelle
de verre et un milieu de montage synthétique a durcissement rapide : 'EUKITT (Sigma-Aldrich,
03989). Aprés séchage sous la hotte, les lames sont prétes a étre observées au microscope

optique.
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3.1.2 Coloration Sirius Red-Hématoxyline

Apres déparaffinage et réhydratation comme décrit ci-dessus, les coupes sont colorées dans
un premier temps, par la solution d’Hématoxyline de Weigert (Sigma-Aldrich, HT109) pendant
8 min, rincées a I'eau courante, puis a I'eau distillée. La deuxiéme coloration est réalisée avec
une solution de Sirius Red (Sigma-Aldrich, 365548) dilué a 1g/l dans de I'acide picrique, cette
étape dure 1h. Les lames sont ensuite plongées dans 2 bains successifs d’acide acétique a
0,5% permettant leur rincage, puis déshydratées et montées entre lame et lamelle comme

décrit précédemment.

3.2 Immunohistochimie sur coupes hépatiques réalisées au

microtome

L'immunohistochimie (IHC) est une technique qui permet la détection, a I'intérieur d’un tissu,
d’'un antigéne donné. L’antigéne posséde plusieurs épitopes qui sont des sites de liaison aux
anticorps. Deux types d’anticorps sont utilisés : un anticorps primaire dirigé contre la protéine
d’intérét et un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome dirigé contre I'anticorps primaire.
Le démasquage antigénique est une étape indispensable afin de rompre les liaisons
moléculaires créées par le fixateur pendant l'inclusion et permettre I'accessibilité des épitopes
aux anticorps. Aprés déparaffinage et réhydratation des lames, celles-ci sont placées dans
une solution de tampon citrate (10mM ; pH 6) préalablement préchauffé a 97°C. Les lames
sont incubées pendant 30 min a 97°C. Apres refroidissement pendant 30 min a température
ambiante, les coupes sont entourées d’un trait au crayon hydrophobe DakoPen puis plongées
dans un bain de PBS pendant 10 min. Les coupes sont ensuite placées dans un bain de
chlorure d’ammonium (NH4CI, 50mM) pendant 30 min, afin d’atténuer I'auto-fluorescence
endogéne, puis rincées au PBS. Avant I'incubation avec I'anticorps primaire, une étape de
saturation est nécessaire afin d’éviter le bruit de fond di a une fixation non spécifique de
I'anticorps. Pour cela, les coupes sont saturées, pendant 30 min, par une solution de sérum
de I'espéce animale de 'anticorps secondaire (sérum de chévre, Bio-RAD, CO7SAZ) a 20 %
(v/v) diluée dans du PBS-BSA 1% (p/v). Les coupes sont ensuite incubées a 4°C toute la nuit
avec l'anticorps primaire (Tableau 17) dilué dans du PBS-BSA 1%. En paralléle, des coupes
« témoin négatif » ou isotypes sont réalisées en remplacant I'anticorps primaire par le sérum
de l'espece chez laquelle il a été produit, a la méme concentration (IgG de lapin, Life

Technologies, 10500C). Les isotypes garantissent la spécificité de la détection.
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Cible de I’anticorps primaire Espéce, référence et dilution
o-SMA (lapin, abcam, ab124964, 1/1000e)
desmine (lapin, abcam, ab15200, 1/100¢)
c-RBP1 (lapin, abcam, ab15488, 1/500¢)

Ki67 (lapin, abcam, ab16667, 1/500¢)

Tableau 17 : Anticorps primaires utilisés pour le marquage des coupes au microtome.

Le lendemain, aprés rincage dans 3 bains successifs de PBS, les coupes sont incubées,
pendant 1h, avec l'anticorps secondaire anti-lapin, produit chez la chévre et couplé a un
AlexaFluor647 (Life Technologies, A21244) dilué au 1/500°¢ dans du PBS-BSA 1%, rincées au
PBS, puis incubées avec le DAPI (0,15 pg/ml, Sigma-Aldrich, D1388) pendant 5 min, puis
lavées au PBS avant un ringage a I'eau. Pour le montage lame-lamelle, une goutte de milieu
de montage (ProLong Gold anti-fade Reagent, Invitrogen, P36934) est déposée et les bords
des lamelles sont scellés avec du vernis a ongles transparent. Aprés séchage, les lames sont

conservees a l'obscurité & 4°C pour leur observation au microscope confocal.

3.3 Immunohistochimie sur coupes hépatiques réalisées au

vibratome

Avant leur marquage, les coupes réalisées au vibratome sont décongelées a 4°C toute la nuit.
Le lendemain, les coupes sont transférées sur une plaque de culture 6 puits, a raison de 2
coupes et 1 ml de saccharose/puits. Les coupes sont en solution et sont manipulées
délicatement au pinceau. Trois dilutions successives et progressives de saccharose sont
réalisées pour la réhydratation des coupes avec du PBS, en ajoutant 1 ml, 2 ml puis 4 ml de
PBS. Les coupes sont ensuite transférées dans une plaque 48 puits a raison d’'une coupe/puits
et rincées 3 fois dans 1 ml de PBS avant leur incubation pendant 30 min dans du PBS-
TritonX100 0,5% (v/v) a température ambiante. Aprés 3 rincages de 5 min au PBS, les coupes
sont incubées, pendant 1h a température ambiante, avec 300 ul d’'une solution de glycine (100
mM) et NH4Cl (75 mM) pour atténuer I'auto-fluorescence endogéne. Les coupes sont ensuite
rincées au PBS et les sites non spécifiques sont saturés, pendant 2h a température ambiante,
par une solution de sérum de I'espéce animale de I'anticorps secondaire (sérum de chévre,
Bio-RAD, C07SAZ) dilué a 20 % (v/v) dans du PBS-TritonX100 0,1% (v/v), azoture de sodium
0,02% (p/v) ou par du PBS-BSA 1% pour les coupes marquées avec la phalloidine-FITC seule.
Les coupes sont ensuite incubées, pendant 48h a 4°C, avec I'anticorps primaire (Tableau 18)
ou la phalloidine-FITC (Phalloidin-X5-FluoProbes® 505, Interchim, FP-AZ0130, 1/100°) dilués
dans du PBS-Triton 0,1%, azoture de sodium 0,02% Un témoin négatif est également réalisé
comme décrit précédemment. Aprés 4 rincages de 15 min au PBS-Triton 0,1%, les coupes

sont incubées pendant 4h & 4°C avec une solution contenant I'anticorps secondaire au 1/500¢
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et du DAPI (0,15 pg/ml) dilués dans du PBS-Triton 0,1%, azoture de sodium 0,02%. Trois
ringages au PBS sont ensuite effectués avant le montage des coupes entre lames et lamelles
au Glycérol-PBS 90% (v/v). Les lamelles sont ensuite scellées avec du vernis a ongles

transparent.
Cible de ’anticorps primaire (espece, réf, dilution) Anticorps secondaire Isotype
Desmine (lapin, abcam, 15200) 1/300¢ AlexaFluor488 chévre anti-lapin 1gG de lapin (Life
(Invitrogen, A11008) 1/500° Technologies, 10500C)
F4/80 (CI:A3-1, rat, ThermoFisher, MA5-16632, 1/50°) | AlexaFluor488 chévre anti-rat (Life | 1gG de rat (Invitrogen,
CD31 (rat, BD Pharmingen, 550274) 1/50° Technologies, A11006) 1/500¢ 10710C)

Tableau 18 : Anticorps utilisés pour les expériences d’IHC sur les coupes au vibratome.

4. Techniques biochimiques

4.1 Dosages sériques

Le sang des souris collecté a différents temps de régime est réparti dans deux tubes contenant
un anticoagulant (EDTA ou héparine), puis centrifugé pendant 5 min a 5.000g et 4°C. Le
plasma est ensuite récupéré, son volume mesuré, puis congelé a -80°C. Des dosages de
biomarqueurs plasmatiques sont ensuite réalisés avec un multiparamétre Olympus AU 400,
au sein de la Plateforme de Biochimie du Centre de Recherche sur I'Inflammation (CRI) CNRS
- UMR 1149 Université Paris Diderot.

4.2 Lysats de foies

Aprés avoir pesé un fragment de foie de souris d’environ 20 mg (conservé a -80°C), on
proceéde a I'extraction des protéines en placant I'échantillon dans un tube a billes (billes CK14,
03961-1-0032, Ozyme, France) contenant 400 pl de tampon de lyse RIPA (NaCl 150 mM, Tris
HCI 50 mM, pH = 8, désoxycholate de sodium 0,5% (v/v), SDS 0,1% (v/v), TritonX100 1%
(v/v), inhibiteurs de protéases (Thermo Scientific™ Pierce) 1% (v/v)), puis en le broyant en
utilisant 'homogénéiseur a billes (PRECELLYS®, 7200 RPM, 5 cycles de 30s, pause de 30s
aprés chaque cycle). Les tubes a billes contenant les lysats sont rapidement refroidis et une
étape de centrifugation rapide est réalisée afin d’éliminer la mousse formée. Le lysat est
ensuite transféré dans un tube de 1,5 ml et centrifugé a 12.000g pendant 20 min, a 4°C. Le

surnageant contenant les protéines est alors récupéré.
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4.3 Dosage de la quantité de protéines totales

La concentration en protéines dans les lysats de foie ou de cellules (voir 6.3 Transfection des
cellules B16Luc) est déterminée en utilisant le kit BCA Protein Assay (Pierce, 23227) grace a
une gamme réalisée avec l'albumine bovine (BSA) prise comme protéine de référence
(gamme étalon préparée dans le méme tampon de lyse que I'échantillon : 0 a 1 pg/ul). Pour
réaliser le dosage des protéines, une dilution des lysats au 1/100° et au 1/50° est réalisée dans
le tampon de lyse de I'échantillon et 10 pul de cette dilution sont déposés dans une microplaque
de 96 puits, puis incubés avec 200 pl de réactif BCA, pendant 30 min a 37°C. L’absorbance

est ensuite lue a 560 nm a l'aide du lecteur de plaques TECAN Pro.
4.4 Western Blot

20 ug de protéines de chaque lysat de foie est ajouté a un tampon de dénaturation (Tris 125
mM, DTT 10 mM, glycérol 5% (v/v), SDS 3% (v/v), bleu de bromo-phénol, BBP 0,01%(v/v)).
Afin de dénaturer les protéines, les échantillons sont chauffés a 95°C pendant 10 min. Pour la
migration des protéines, un gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) (NUPAGE® 4-12% Bis-Tris,
Invitrogen, NP0321BOX) est utilisé. Dans un puits du gel, un marqueur de poids moléculaire
(Chameleon™ Duo 928-6000) est déposé. Dans les autres puits, les différents échantillons
sont déposés et les protéines sont mises a migrer dans le gel pendant 90 min a 130V, a
température ambiante, dans un tampon de migration (NUPAGE® MOPS-SDS, Life
Technologies, NP0001). Aprés migration, un trasfert des protéines sur une membrane de
nitrocellulose est réalisé (1h, 30V) en utilisant le tampon de transfert (NUPAGE®, Life
Technologies, NP0006-1). Aprés rincage de la membrane, les sites non spécifiques sont
blogués en incubant la membrane, pendant 1h dans un tampon de saturation (Li-Cor Blocking
Buffer, 927-70001). Puis la membrane est incubée toute la nuit a 4°C avec les deux anticorps
primaires : l'anticorps recombinant anti-a-SMA, produit chez le lapin (abcam, ab124964,
1/4000°) et I'anticorps polyclonal anti-GAPDH, produit chez la chevre (R&DSystem, AF5718,
1/4000°) dilués dans le tampon de saturation Li-Cor contenant du Tween20 a 0,2% (v/v). Le
lendemain, aprés trois lavages dans du PBS-Tween20 0,1% (v/v), la membrane est incubée,
pendant 1h & température ambiante, avec les deux anticorps secondaires fluorescents : un
anti-lapin produit chez le singe (IRDye®680RD, 925-68073, 1/10.000°) et un anti-chévre
produit également chez le singe (IRDye®800CW, 925-32214, 1/10.000°) dilué dans le tampon
Li-Cor contenant du Tween20 a 0,2%. Apres 4 lavages de 5 min dans du PBS-Tween20 a
0,1%, puis deux bains de PBS, la révélation est effectuée a l'aide d’'un imageur par

fluorescence (Odyssey Quantitative Fluorescence Imager).

Page | 285



Matériels et méthodes Techniques biochimiques

4.5 Dosage de P’activité de la luciférase

Apres 48h de transfection des cellules B16Luc, un rincage au PBS est réalisé avant de lyser
les cellules dans 200 pul de tampon de lyse (Luciferase cell culture lysis Reagent, Promega ®).
Apres 15 min, le tapis cellulaire est récupéré puis centrifugé (10 min, 11.000g, 4°C). 10 ul du
surnageant sont ensuite déposés dans une plaque 96 puits (blanche). Un dosage de l'activité
enzymatique de la luciférase est réalisé en utilisant le kit Luciferase Assay (Promega ®). Le
lecteur de plague TECAN Pro permet l'injection de 50 pl/puits de luciférine, qui est oxydée par
la luciférase entrainant I'émission de photons. Cette Iluminescence est détectée
immédiatement par le TECAN Pro. L'activité de la luciférase est exprimée en coups par

seconde et normalisée, pour chaque échantillon par sa concentration en protéines totales.
4.6 Quantification du dépot de collagene par les HSCs

Les HSCs primaires de souris sont mises en culture sur un support plastique (plaque 48 puits)
a la densité de 25.000 cellules par puits. Le milieu de culture est changé quotidiennement.
Aprés 7 ou 14 jours de mise en culture, le milieu de culture est aspiré et les HSCs sont rincées
3 fois avec 1 ml de PBS, puis fixées pendant 1h avec 1 ml de liquide de Bouin (préparé en
mélangeant 15 ml d’acide picrique saturé avec 5 ml de PFA a 35% et 1 ml d’acide acétique
glacial). La solution de fixation est ensuite aspirée, le tapis cellulaire est lavé pendant 15 min
a I'eau courante et séché pendant 15 min sous la hotte a flux laminaire, puis incubé pendant
1h, sous agitation douce, avec 1 ml de Sirius Red filtré (1g/l, dissout dans de I'acide picrique
agueux saturé) par puits. La solution de Sirius Red est ensuite éliminée et 3 lavages avec une
solution de HCI 0,01N sont effectués afin d’éliminer le colorant non lié. Les cellules sont ensuite
lysées dans 200 ul de NaOH. Aprés 30 min sous agitation, le contenu d’un puits est transféré
dans le puits adjacent, afin de regrouper les contenus des deux puits, et laissés également
sous agitation pendant 30 min. La solution est ensuite transférée sur une microplaque 96 puits
et 'absorbance est mesurée a 540 nm en utilisant le lecteur de plaque TECAN Pro. La mesure
est réalisée 3 fois pour chaque puits. Un contrdle négatif (blanc) est effectué sur un puits vide
ne contenant pas de cellules mais ayant subi toutes les étapes de traitement. La quantification
est ensuite réalisée en utilisant une gamme (de 5 a 2.000 pg/ml) préparée avec du collagene
(Boehringer Mannheim GmbH, Germany) dissout dans de l'acide acétique 0,2% a une

concentration de 2 mg/ml.
4.7 Extraction et dosage des rétinoides

Les fragments de foie congelés a -80°C sont pesés (40-50 mg) puis placés dans un tube a
billes contenant 500 pl de PBS et broyés en utilisant ’homogénéiseur a billes (PRECELLYS®).
100 pl d’éthanol et 200 pyl de PBS sont ajoutés a 100 ul de lysat. Afin de contrbler les
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rendements d'extraction, 2,5 ug d'étalon interne (acétate de rétinyle, R4632-1G, Sigma) dans
I'éthanol sont ajoutés a chaque échantillon. Les échantillons sont homogénéisés par sonication
pendant 2 min a température ambiante en utilisant un sonificateur a ultrasons (Duty cycle :
10% ; Output control : 1. Branson 450 Sonifier - Analog Cell Disruptor). Les rétinoides présents
dans les homogénats sont extraits 5 fois avec 400 pl de cyclohexane, en agitant par vortex
pendant 30s, suivi d’'une étape de centrifugation pendant 1 min & 1200g. Le cyclohexane est
ensuite évaporé pendant 30 min a l'aide d'un speedVac™. L'analyse des rétinoides est
réalisée par chromatographie en phase inverse sur un systeme HPLC (Waters Symmetry®
150 x 4,6 mm, colonne C18, 5 ym) a un débit de 1,5 ml / min, en utilisant 70% (v/v)
d'acétonitrile, 15% (v/v) de méthanol, 15% (v/v) de dichlorométhane comme phase mobile
pendant 10 min, suivie par 89% (v/v) d'acétonitrile, 11% (v/v) d'eau, 0,1% (v/v) d'acide formique
pendant 10 min. Le volume d'injection est de 10 pL pour tous les échantillons. Les rétinoides
sont détectés par absorbance UV a 325 nm et identifiés en comparant leur temps de rétention
avec ceux des solutions contrdles. Des solutions standard de rétinol (J62079, Alfa Aesar),
d'acétate de rétinyle et de palmitate de rétinyle (163022, Alfa Aesar) sont préparées dans
I'éthanol et utilisées comme courbes d'étalonnage. La quantification a été effectuée comme
suit : pour chaque échantillon, le rendement d'extraction a été évalué en utilisant la courbe
d'étalonnage de l'acétate de rétinyle. Le rétinol et les esters de rétinyle ont été quantifiés en
comparant l'aire sous le pic chromatographique (proportionnelle a la quantité injectée) de
chaque rétinoide avec celles de quantités connues de solutions contrdles de rétinol et de
palmitate de rétinyle, respectivement, en utilisant les courbes d’étalonnage. Les quantités sont
ensuite corrigées selon le rendement d'extraction déterminé pour obtenir la quantité effective

dans chaque échantillon.

5. Techniques physico-chimiques

5.1 Préparation des liposomes

Lipides Nomenclature Référence fournisseur
DMAPAP 2-{3-[Bis-(3-amino-propyl)-amino]-propylamino}-N- Synthétisé au laboratoire (Khoury
ditetradecyl carbamoyl methyl-acetamide et al., 2006)
DOPE 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine Avanti Polar Lipids, 850725
Chol Cholestérol Avanti Polar Lipids, 700000
DODAPEG dioctadecylcarbamoylmethoxyacetylamino)acetic Synthétisé au laboratoire (Mignet
acid(methoxy)-polyethylene glycol 2000 etal., 2012)
C14 PEG 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N- Avanti Polar Lipids, 880150
[methoxy(polyethylene glycol)-2000]
Céramide PEG = N-octanoyl-sphingosine-1-{succinyl[methoxy(polyethylene Avanti Polar Lipids, 880170
glycol)2000]}

Tableau 19 : Liste des lipides utilisés pour la préparation des liposomes.
Les liposomes sont préparés par la méthode d’hydratation du film lipidique, décrite par

Bangham en 1965. Les lipides utilisés pour la formation des liposomes sont décrits dans le
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Tableau 19. Les quantités nécessaires de chaque lipide (Tableau 20) sont pesées dans un
ballon en verre de 10 ml et dissoutes dans 1ml de chloroforme. Le solvant est ensuite évaporé
progressivement pendant 1h en utilisant un évaporateur rotatif (le RotaVap) jusqu’a la
formation d’un film lipidique fin sur la paroi du ballon en verre. Ce film est ensuite réhydraté,
pendant 16h a température ambiante, dans 1 ml d’eau distillée filtrée pour obtenir une
concentration finale en lipide cationique de 20mM. Les liposomes sont alors extrudés a 'aide
du Mini-Extrudeur (Avanti Polar lipids, Inc). Cette technique permet d’obtenir des liposomes
monocouches (vésicules unilamellaires) d’environ 100 nm et consiste a forcer une suspension
de liposomes a traverser 20 fois une membrane de polycarbonate (Whatman filters, 800282)

de porosité 0,4 um. Les liposomes sont ensuite conservés a 4°C.

Liposomes Rapport molaire Quantités en mg pour 1 ml de chloroforme
DMAPAP / DOPE 1:1) 17/15
DMAPAP / Chol 1:1) 17/7,73
DMAPAP / DOPE / Chol (1:0,5:0,5) 17/7,5/3,87
DMAPAP / DOPE / DODAPEG (1:1:0,06) 17/15/33
DMAPAP / DOPE / C14 PEG (1:1:0,06) 17/15/3,23
DMAPAP /| DOPE / cer PEG (1:1:0,06) 17/15/3,02
DMAPAP / DOPE / Chol / cer PEG (1:0,5:0,5:0,06) 17/75/3,87/3,02

Tableau 20 : Quantités de lipides nécessaires pour la préparation des différentes formulations liposomales.

5.2 Préparation des lipoplexes de siRNA

Des lipoplexes sont préparés a partir d'un mélange de siRNA et de plasmide (utilisés a la
méme concentration, 1,33 ug/pl (100 pM)) et d’un liposome cationique (20 mM) a un rapport
de charges R +/- = nmol de charges positives du liposome cationique / nmol de charges
négatives du mélange siRNA et plasmide. Sachant que 1 ug de plasmide ou de siRNA apporte
3,08 nmol de charges négatives, la quantité de lipide cationique a ajouter est calculée en
fonction de la quantité de siRNA utilisée (1 nmol de DMAPAP = 3 nmol de charges +). Selon
les expériences, les lipoplexes sont préparés aR +/- =2, 4, 6, 8, ou 10. Le siRNA et le plasmide
sont dilués dans une solution de NaCl 150 mM. Le liposome est dilué dans le méme volume
d’une solution de NaCl 150 mM et est ensuite mélangé volume a volume a la solution de siRNA
et plasmide. Apres agitation par vortex pendant 1 min minimum, le mélange est laissé pendant

au moins 30 min a température ambiante.

Tous les siRNA utilisés sont synthétisés par Eurogenetec ® et ne sont pas modifiés
chimiqguement. Selon les expériences, différents siRNA sont utilisés, leurs séquences sont

décrites dans le Tableau 21, et les quantités utilisées sont précisées pour chaque expérience.

Selon les expériences, deux plasmides ont été utilisés : le pXL3296 (Schlegel et al., 2013b),
ne contenant pas de cassettes d’expression eucaryote, ou le plasmide Col-myc (MG53507-

CM, Sino Biological Inc). Les deux plasmides sont dépourvus de séquences CpG, susceptibles
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d’induire des réponses immunitaires. Les préparations plasmidiques m’ont été fournies par le
Dr. Virginie ESCRIOU et Anne-Marie LACHAGES.

SiRNA Orientation Séquence
siCtrl (ou siRNA-Alexa488 Brin sens 5’- UUC-UCC-GAA-CGU-GUC-ACG-UdTdT-3"
ou siRNA-Alexa647) Brin antisens 5’- ACG-UGA-CAC-GUU-CGG-AGA-AdGdG-3’
siL.uc Brin sens 5’- CUU-ACG-CUG-AGU-ACU-UCG-AdTdT-3’
Brin antisens 5’- UCG-AAG-UAC-UCA-GCG-UAA-GdTdT-3’
si1Col Brin sens 5’- GAG-GUA-UGC-UUG-AUC-UGU-AdTdT-3"
Brin antisens 5’- UAC-AGA-UCA-AGC-AUA-CCU-CdGdG-3’
si2Col Brin sens 5’- GGA-AGA-AUA-CGU-AUC-ACC-AdTdT-3’
Brin antisens 5’- UGG-UGA-UAC-GUA-UUC-UUC-CdGdG-3°
si3Col Brin sens 5’- GUC-AAG-ACA-UGU-UCA-GCU-UdTdT-3’
Brin antisens 5’- AAG-CUG-AAC-AUG-UCU-AGA-CdTdT-3’
si4Col Brin sens 5’- GAU-GUC-CUA-UGG-CUA-UGA-UdTdT-3’
Brin antisens 5’- AUC-AUA-GCC-AUA-GGA-CAU-CATdT-3’
si5Col Brin sens 5’- GUC-AGC-AGA-UUG-AGA-ACA-UdTdT-3"
Brin antisens 5’- AUG-UUC-UCA-AUC-UGC-UGA-CdTdT-3’
Si6Col Brin sens 5’- CAA-GGU-CCU-UCU-GGA-UCA-AdTdT-3’
Brin antisens 5’- UUG-AUC-CAG-AAG-GAC-CUU-GdTdT-3’

Tableau 21 : Séquences des différents siRNA utilisés pour la transfection des cellules et les injections des
souris.
La modification avec le fluorphore est effectuée a I'extrémité 5’ du brin sens du siRNA non spécifique (siCtrl).

5.3 Mesure de la taille des liposomes et lipoplexes

Le diamétre hydrodynamique des liposomes et des lipoplexes de siRNA a différents R+/- est
mesuré par DLS (diffusion dynamique de la lumiére) en utilisant 'appareil Malvern Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK). Pour cela, 4 ul de liposome ou de
lipoplexes, a 20 mM de lipide cationique et a 5ng de siRNA/ul, a différents R +/- sont dilués
dans 400 pl d’eau filtrée, agités par vortex puis transférés dans une cuve en plastique qui est
introduite dans l'appareil. Trois mesures sont effectuées pour chaque échantillon. Les
diamétres hydrodynamiques des liposomes ou lipoplexes sont donnés en nm. Un indice de

polydispersité est également indiqué et est compris entre 0 et 1.

6. Techniques de biologie cellulaire

6.1 Culture cellulaire

Les cellules utilisées sont :

- Les HSCs primaires de souris C57BL/6J

- Lalignée de mélanome de souris B16

- Les cellules B16Luc : ce sont des cellules B16 modifiées, ayant intégré le géne de la
luciférase. Pour leur sélection, ces cellules possédent également un géne de résistante

a la généticine.
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Toutes les cellules sont cultivées dans une étuve humidifiée (5% de CO,, 37°C). Les cellules
sont maintenues en culture jusqu'a ce qu’elles atteignent 80% de confluence, puis sont
détachées de leur support en utilisant la trypsine-EDTA (0,05%, Gibco, 25300-054). En
fonction de la durée de la culture, les cellules sont réensemencées a différentes dilutions.
Toutes les cellules sont cultivées dans un milieu de culture complet constitué de DMEM 1X,
GlutaMAX (Gibco, 31966-021), supplémenté de 10% (v/v) de sérum de veau fcetal (Sigma-
Aldrich ®, F7524) et contenant 100 U/ml de Pénicilline et 100 pug/ml Streptomycine. La
généticine (2 mg/ml, Gibco, 10131-019) est ajoutée dans le milieu de culture des cellules

B16Luc, pour conserver les cellules ayant le géne de sélection.
6.2 Immuno-cyto-fluorescence

Apreés purification des HSCs, les cellules sont ensemencées sur des lamelles en verre stériles
a une densité de 30.000 cellules/puits. Le milieu de culture est changé quotidiennement et une
immuno-cyto-fluorescence est réalisée aprés 24h, 7 ou 14 jours de mise en culture. Aprés
aspiration du milieu de culture, les cellules sont d’abord rincées avec 1 ml de PBS, puis fixées
pendant 10 min avec 300 pl de PFA 2%. Apres 3 ringages de 5 min avec 1 ml de PBS, les
cellules sont perméabilisées avec 300 ul de PBS-TritonX100 0,1% (v/v), pendant 10 min, puis
rincées a nouveau, 3 fois au PBS. Les sites non spécifiques sont ensuite saturés avec 300 pl
de PBS-BSA 1% (p/v), pendant 30 min. Aprés trois lavages au PBS, les cellules sont incubées,
pendant 2h a température ambiante, avec 300 ul d’anticorps primaire, anti-a-SMA (ab124964,
1/500°), anti-desmine (ab15200, 1/500°) ou anti-c-RBP1 (ab15488, 1/100°) dilué dans du PBS-
BSA1% (p/v) Tween20 0,05% (v/v). Un contrdle négatif est également réalisé en incubant les
cellules avec 300 pl de sérum de lapin (Life Technologies, 10500C) dilué dans du PBS-
Tween20 0,05% (v/v), a la méme concentration que I'anticorps primaire. Trois lavages, sous
agitation, avec 1 ml de PBS-Tween20 0,05%, sont ensuite réalisés avant l'incubation des
cellules, pendant 1h a température ambiante, avec 300 pl d’anticorps secondaire
AlexaFluor647 chevre anti-lapin (Life Technologies, A21244) dilué au 1/500¢ dans du PBS-
BSA 1% (p/v). Les cellules sont & nouveau rincées sous agitation, 3 fois avec 1 ml de PBS.
Un montage entre lame et lamelle est ensuite réalisé comme décrit pour les coupes

histologiques.
6.3 Transfection des cellules B16Luc

Des cellules B16Luc sont ensemencées, dans une plaque 24 puits, a une densité de 5.10*
cellules par puits (dans 1 ml de milieu). Aprés 24h de mise en culture, des lipoplexes sont
préparés comme décrit ci-dessus (voir 5.2 Préparation des lipoplexes de siRNA). Le siRNA
utilisé est un siRNA dirigé contre la luciférase (siLuc) et le plasmide est le pXL 3296. Les deux

sont utilisés a une concentration de 0,5 pg/ml (37,6 nM) par puits. Sept formulations différentes
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de liposomes ont été utilisées (voir Tableau 20) a cinq R+/- =2, 4, 6, 8 ou 10). Les lipoplexes
formés sont ensuite mélangés avec du milieu de culture complet (100 pl de lipoplexes pour
1ml de milieu de culture). Les cellules sont ensuite incubées en présence de lipoplexes
pendant 24h puis le milieu de culture est renouvelé. Un dosage de l'activité de la luciférase
est réalisé 48h apres le début de la transfection (voir 4.5 Dosage de l'activité de la luciférase).

L’expérience est répétée trois fois pour chaque condition.
6.4 Validation des séquences de siRNA anti-Col1a1

Des cellules B16 sont ensemencées, dans une plague 24 puits, a une densité de 4.10* cellules
par puits. Apres 24h de mise en culture, la transfection des cellules est réalisée. Pour cela,
des lipoplexes sont préparés comme décrit ci-dessus (voir 5.2 Préparation des lipoplexes de
siRNA), avec le liposome DMAPAP/DOPE a un R+/- = 6. Sept lipoplexes différents sont
préparés soit avec I'une des six séquences de siRNA dirigés contre Col1al, soit avec un
siRNA non spécifique. Toutes les séquences sont décrites dans le Tableau 21. Le plasmide
utilisé est le plasmide Col-myc codant une protéine de fusion Collal composée de la molécule
du collagéne de type 1 (Colla1) liée a I'étiquette myc. Les siRNA et le plasmide sont utilisés
chacun a une concentration de 0,3 pug/ml (22,6 nM) par puits. Les lipoplexes formés sont
mélangés avec du milieu de culture complet (100 ul de lipoplexes pour 1 ml de milieu de
culture). Les cellules sont incubées en présence de lipoplexes pendant 24h. Le milieu de
culture est renouvelé et la transfection est arrétée aprés 48h. Un immunomarquage de la
protéine de fusion Col-myc est réalisé comme décrit ci-dessus (voir 6.2 Immuno-cyto-
fluorescence), en incubant les cellules pendant 1h avec un anticorps primaire monoclonal anti-
c-myc (9E10), produit chez la souris (Santa Cruz Biotechnology, sc-40, 1/200°), puis avec
I'anticorps secondaire anti-souris, produit chez la chévre (Alexa Fluor 488, Invitrogen, A11001,
1/1000°). Les cellules sont marquées au DAPI (1 pg/ml, Sigma-Aldrich, D1388) pendant 5 min
a température ambiante, puis rincées sous agitation, avec 1 ml de PBS-Tween20 0,05% (v/v),
suivi de 1 ml PBS. 200 pl de PBS par puits sont ajoutés avant I'observation des cellules au
microscope a fluorescence. Une quantification des cellules présentant un signal fluorescent
lié au marquage de myc sur le nombre de cellules total est ensuite réalisée sur au moins 5
champs microscopiques pour chaque condition. Les efficacités d’inhibition de chaque
séquence de siRNA anti-Collal sont calculées par rapport aux cellules transfectées avec le
plasmide Col-myc et le siCtrl. Un schéma illustrant le modele cellulaire développé est présenté

dans la Figure 110 page 252.
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6.5 Immunomarquage des cellules hépatiques et analyse par

cytométrie en flux

Le culot de cellules hépatiques obtenu aprés dissociation enzymatique in situ du foie est repris
dans 20 ml de tampon de digestion sans enzymes. Une centrifugation (600g, 15min, 4°C) est
réalisée. Apres élimination du surnageant, les cellules sont remises en suspension dans 5 ml
de PBS, puis comptées au microscope optique. Des dilutions sont réalisées dans du PBS pour
obtenir environ 300.000 cellules/ml. La suspension cellulaire est ensuite répartie en plusieurs
tubes contenant 100 pl chacun, centrifugée (600g, 5min, 4°C), puis le surnageant est éliminé.
Pour le marquage de la desmine, une étape supplémentaire est nécessaire pour perméabiliser
les cellules qui consiste a remettre les cellules en suspension, pendant 30 min a température
ambiante, dans 100 pl de PBS-BSA 1% (p/v) TritonX100 0,1% (v/v) suivie d’'une étape de
centrifugation (600g, 5min, 4°C). Pour tous les marquages, les cellules sont ensuite remises
en suspension dans 100 pl de PBS-BSA 1% (p/v) contenant 1 ul d’anticorps primaire (Tableau
22) et incubées pendant 30 min a température ambiante. Un contréle négatif est réalisé pour
chaque type de marquage en incubant les cellules avec le sérum de I'espéce chez laquelle
I'anticorps primaire a été produit, a la méme concentration que celle de I'anticorps primaire
(Tableau 22). Aprés centrifugation (600g, 5min, 4°C) et élimination du surnageant, les cellules
sont rincées dans 1 ml de PBS-BSA 1% (p/v), puis centrifugées a nouveau (600g, 5min, 4°C).
Le surnageant est éliminé et 100 pl de PBS-BSA 1% contenant 1 ul d’anticorps secondaire
(Tableau 22) sont ajoutés. Aprés 30 min d’incubation a température ambiante, les cellules sont
a nouveau rincées dans 1 ml de PBS-BSA 1%, puis remises en suspension, apres
centrifugation (600g, 5min, 4°C), dans 500 ul de PBS-BSA 1%.

Anticorps primaire (espéce, Anticorps secondaire Isotype
référence)
F4/80 (A3-1) (Rat, Santa Cruz Chévre anti-rat (AlexaFluor 647, Life 1gG de rat (Invitrogen, 10710C)
Biotechnology, sc-59171) Technologies, A 21247, 5 mole
CD31 (rat, BD Pharmingen, 550274) dye/mol)
ASGPR (Lapin, Santa Cruz Chévre anti-lapin (AlexaFluor 647, 1gG de lapin (Life Technologies,
Biotechnology inc, sc-28577) Life Technologies, A 21246, 3 mole 10500C)
Desmine (lapin, abcam, 15200) dye/mol)

Tableau 22 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour 'immunomarquage des cellules hépatiques.

Les cellules hépatigues marquées sont analysées a l'aide d’'un cytometre en flux de type
Guava EasyCyte 6-2L. Cet instrument est équipé de deux lasers (488 nm et 640 nm), de filtres
a 525 nm pour la détection de la fluorescence verte (Green Fluorescence, excitation 488nm)
et 583 nm pour la détection de la fluorescence jaune (Yellow Fluorescence, excitation 488nm),
ainsi que d'un filtre & 661 nm pour la détection de la fluorescence rouge lointain (Red2

Fluorescence, excitation 640 nm). Pour toutes les analyses, 50 000 événements ont été acquis
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avec un flux de 0,59 pl/s, en utilisant le logiciel d’'analyse et d'acquisition GuavaSoft, Incyte
2.2.
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Figure 122 : Analyse par cytométrie en flux des cellules hépatiques de souris injectées avec les siRNA
fluorescents.

Afin d’identifier les cellules hépatiques présentant un signal associé au siRNA-Alexa 488, une
zone d’intérét est définie sur un dot-plot présentant la fluorescence verte en fonction de la
fluorescence jaune (auto-fluorescence). On voit sur la Figure 122 que dans cette zone, il n’y a
pas de cellules présentant un signal si on analyse les cellules hépatiques d’une souris non
injectée. On en déduit le pourcentage des cellules présentant un signal associé au siRNA-
Alexa 488 (ou les cellules ayant internalisé les siRNA). On analyse ensuite le signal associé a
I'Alexa647 (marquage anticorps) pour cette population de cellules présentant une fluorescence
verte. Le pourcentage de cellules présentant un marquage spécifique du type cellulaire est
déterminé par rapport au témoin négatif sans anticorps primaire (c-a-d. les cellules hépatiques
de souris injectées, incubées avec lisotype et I'anticorps secondaire) (Figure 122). Cette
analyse est réalisée pour chaque immuno-marquage et chaque formulation injectée et répétée

pour chaque souris (Tableau 16).
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~. Imagerie

7.1 Microscopie optique

Un microscope optique Leica DM4000B situé sur la plateforme d’imagerie de la faculté de
pharmacie a été utilisé afin d’observer les lames histologiques colorées. Les images sont

réalisées avec une caméra DFC420 et a I'aide du logiciel LAS Leica Aplication Suite.
7.2 Microscopie confocale

Les images des coupes d’'immunohistochimie et d’immunocytofluorescence des HSCs sont
obtenues a I'aide du microscope confocal Zeiss LSM 700 de 'UTechS Biolmagerie Photonique
de linstitut Pasteur, ou du microscope confocal Leica TCS SP8 situé a la plateforme

d’'Imagerie Cellulaire et Moléculaire de la faculté de pharmacie.
7.3 Microscopie de fluorescence

L’observation des cellules stellaires purifiées et des cellules B16 immuno-marquées avec
I'anti-myc est effectuée a I'aide d’'un microscope a fluorescence (Zeiss Axiophot) équipé d’'une
caméra CCD (Retiga 2000, Q-Imaging) et I'acquisition des images s’est faite avec le logiciel

QCapture.
7.4 Microscopie multi-photonique

La microscopie multi-photonique est réalisée, sur des coupes « blanches » non traitées, en
utilisant un microscope a balayage laser LSM 710NLO (Zeiss) équipé d'un objectif sec 20x
avec une ouverture numérigue de 0,8 (Achroplan; Zeiss) couplé a un laser pulsé Chameleon
Ultra Il Ti-Sapphire (Coherent). Les coupes hépatiques sont entierement scannées, puis une
mosaique est constituée a partir de multiples images de 512 x 512 pixels (212,5 x 212,5 um)
(avec un chevauchement de 10%) afin de reconstruire I'image de la coupe entiére. Chaque
coupe hépatique est scannée également en Z stack avec un espacement de 3 um entre
chaque plan. Le laser multiphoton a été réglé a 810 nm. Les signaux sont collectés a l'aide de
détecteurs non déscannés (NDD, Zeiss). Le signal de génération de seconde harmonique
(SHG) est détecté a travers un filtre de bande passante de 395 a 425 nm d'un détecteur non
descanné. Le signal de fluorescence des rétinoides (RF) est détecté simultanément a travers
un filtre de bande passante de 500 a 550 nm. L'analyse quantitative des images de
microscopie multi-photonique a été réalisée grace a une macro développée par Dr. Anne
Danckaert sous Fiji (NIH, Bethesda, MD, Etats-Unis).
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7.5 Analyse spectrale

Les images ont été générées sur un microscope confocal SP8 (Leica) (objectif x20, ouverture
numériqgue = 0,75) en mode de balayage spectral. Les échantillons sont excités
séquentiellement avec un laser a 405 nm et le signal d'émission est détecté entre 420 nm et
650 nm avec une fenétre spectrale de 5 nm puis avec un laser a 480 nm et le signal d'émission
est détecté entre 490 nm et 790 nm avec une fenétre spectrale de 5 nm. En sélectionnant des
régions d'intérét sur le tissu (I'auto-fluorescence tissulaire) ou sur le signal des gouttelettes de
rétinoides, nous avons généré des spectres spécifiques. Pour chaque échantillon (HSCs
primaires, tissu hépatique de souris et biopsies humaines non colorés), nous avons acquis
des images en mode de balayage spectral et effectué, par la suite, une séparation spectrale
des signaux, en utilisant I'outil du logiciel Leica Application Software X (module Dye Finder).
Afin d’obtenir le spectre des gouttelettes de rétinoides, nous nous sommes basés sur le signal
spécifique des rétinoides généré avec des cultures primaires de HSCs. Ce protocole nous a
permis d'obtenir a la fois les spectres d'émission de fluorescence et les images séparées de
l'auto-fluorescence tissulaire et du signal des rétinoides sur tous les échantillons analysés.
Pour I'analyse d'images de biopsie humaine, nous avons réalisé une séparation spectrale du
signal des rétinoides, basée sur les spectres spécifiques des rétinoides de HSCs primaires,
ce qui nous a permis de confirmer que le signal fluorescent observé est spécifique des

rétinoides.
8. Etude statistique

Prism 6.0 (GraphPad Software Inc. ©, USA) ou Excel ont été utilisés pour I'analyse statistique.
Les données ont été analysées par le test de Mann-Whitney ou le test de Kruskal-Wallis. Le
coefficient de corrélation de Spearman a été calculé dans Excel. Le nombre de répétitions et
le test statistique utilisé pour chaque ensemble de données sont indiqués dans les Iégendes
des figures. La signification statistique est indiquée sur les graphiques par des astérisques (*
p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,005; **** p <0,0005).
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Hepatic fibrosis is a major consequence of chronic liver disease such as non-alcoholic steatohepatitis
which is undergoing a dramatic evolution given the obesity progression worldwide, and has no
treatment to date. Hepatic stellate cells (HSCs) play a key role in the fibrosis process, because in chronic
liver damage, they transdifferentiate from a “quiescent” to an “activated” phenotype responsible

for most the collagen deposition in liver tissue. Here, using a diet-induced liver fibrosis murine model
(choline-deficient amino acid-defined, high fat diet), we characterized a specific population of HSCs
organized as clusters presenting simultaneously hypertrophy of retinoid droplets, quiescent and
activated HSC markers. We showed that hypertrophied HSCs co-localized with fibrosis areas in space
and time. Importantly, we reported the existence of this phenotype and its association with collagen
deposition in three other mouse fibrosis models, including CCl,-induced fibrosis model. Moreover,

we have also shown its relevance in human liver fibrosis associated with different etiologies (obesity,
non-alcoholic steatohepatitis, viral hepatitis C and alcoholism). In particular, we have demonstrated

a significant positive correlation between the stage of liver fibrosis and HSC hypertrophy in a cohort

of obese patients with hepatic fibrosis. These results lead us to conclude that hypertrophied HSCs are
closely associated with hepatic fibrosis in a metabolic disease context and may represent a new marker
of metabolic liver disease progression.

Hepatic fibrosis is a wound-healing response to long-term liver injury, including chronic viral infection, exces-
sive alcohol consumption, non-alcoholic steatohepatitis (NASH) or autoimmune liver disease'. Hepatic fibrosis
corresponds to the excessive accumulation of extracellular matrix (ECM) proteins, collagen fibers in particular,
in the liver parenchyma that distorts liver architecture by forming a fibrous scar. Advanced hepatic fibrosis leads
to cirrhosis, which results in hepatocellular dysfunction and increased intrahepatic resistance to blood flow, and
often requires liver transplantation. A better understanding of fibrogenesis and resolution of fibrosis has revealed
a number of potential antifibrotic targets®. Although many drug candidates have been tested in preclinical mod-
els and many of them are in human clinical trials, none are currently approved by the FDA (Food and drug
administration).

Hepatic stellate cells (HSCs), portal fibroblasts, and myofibroblasts of bone marrow origin have been identified
as the major extracellular matrix protein producing cells in the injured liver*->. Among all, HSCs are recognized
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as the major contributing cells in the fibrosis process: in the presence of chronic inflammation, they transdifferen-
tiate from quiescent state into activated state showing a proliferative myofibroblast phenotype, which accounts for
the major source of collagen expression and deposition in the liver tissue®. Given the primary role of the activated
HSCs in fibrogenesis, they remain central to the development of antifibrotic therapy.

HSCs are localized in the space of Disse, interposed between liver sinusoidal endothelial cells (LSECs) and
hepatocytes; they represent ~10% of all resident liver cells. In the normal liver, HSCs maintain a non-proliferative,
quiescent phenotype with the main known function of storing vitamin A as retinyl esters into cytoplasmic lipid
droplets’. The sequence of HSC activation describes a first step of ‘initiation’ that refers to early events like devel-
opment of a contractile and fibrogenic phenotype and modulation of growth factor signaling, and a second
‘perpetuation’ step characterized by the amplification of the activated phenotype®. One major characteristic of
activated HSCs is their loss of retinoid store’, but today, the contribution of stored retinoids to HSC activation and
hepatic fibrosis still remains poorly understood.

Improving our understanding of the pathogenesis of liver fibrosis is based primarily on robust and reproduci-
ble experimental animal models. Repetition of a toxic attack on the liver is a classic way of inducing hepatic fibro-
sis in laboratory animals. One of the most widely used liver toxins for experimental induction of a liver injury
is carbon tetrachloride (CCl,)°. Although this kind of hepatotoxic model reproduces some important features
of human liver fibrosis, the etiology of the fibrosis is different from that resulting from a chronic metabolic liver
disease such as NASH. To recapitulate metabolic liver disease, other models such as nutritional models may be
used. Methionine and choline deficient (MCD) diet is the major nutritional model for NASH study and induces
macrovesicular steatosis, hepatocellular death, inflammation, oxidative stress, and liver fibrosis!’. However, a
disadvantage of using this diet is that mice exhibit dramatic weight loss associated with an increased risk of death
limiting the duration of the experiments and the level of hepatic fibrosis obtained. Interestingly, it has been shown
that supplementation of 0.1% methionine and high fat in MCD diet, called choline-deficient amino acid-defined
and high fat diet (CDAHFD), is able to overcome some of these drawbacks and has several advantages, including
that of inducing marked fibrosis, appearing earlier than in other nutritional models, with high inter-individual
reproducibility and no mortality!!.

While using CDAHFD mouse model in a parallel study to investigate the role of HSCs in the onset and devel-
opment of hepatic fibrosis in a steatohepatitis context, we found out the existence of clusters of HSCs, character-
ized by a particular phenotype not previously described in a context of metabolic liver fibrosis.

This paper describes the characterization of this specific population of HSCs and focuses on demonstrating its
association with hepatic fibrosis, on several animal models of metabolic liver fibrosis, as well as in a preliminary
study on human samples exhibiting liver fibrosis.

Results

CDAHFD induces steatosis, ballooning, inflammation and progressive liver fibrosis. We con-
ducted histopathological assessment of diet-induced liver lesions. Figure 1a shows representative micrographs of
Hematoxylin & Eosin (H&E) coloration and Sirius Red stain of mice liver sections after feeding with standard diet
(SD) or CDAHFD for 6 and 22 weeks. Steatosis reached the maximum score of 3 from the 3" week of CDAHFD
(Fig. 1c). A grade 2 for lobular inflammation, characterized by inflammatory foci, was observed from the 3 week
and maintained throughout the diet administration (Fig. 1d). Hepatocyte ballooning was also noticed in the livers
of CDAHFD-fed mice (Fig. 1b), but not in the livers of SD-fed mice. Moreover, a slight perisinusoidal fibrosis was
detected from the 6 week of CDAHFD administration, which started from the centrilobular zone and evolved
progressively to a marked stage from 9 weeks and then stabilized throughout the 22 weeks of experiment (Fig. 1le).
These liver damages were particularly reproducible since they were found in all CDAHFD-fed mice. The meta-
bolic abnormalities seen in mice fed with CDAHFD for 22 weeks were mainly significant increases in liver weight
and in the markers for liver injury, ALT (Alanine transaminase) and AST (Aspartate transaminase) and consistent
with the characterization of the model, as previously reported!.

Hypertrophied cells located near collagen fibers occurred in fibrotic livers.  Further examination
of H&E stained slices revealed cells with a swollen cytoplasm and enlarged by yellow droplets (Fig. 2a arrow-
heads). These cells, which can be described as hypertrophied, were mainly located in the perisinusoidal space. A
score was set to quantify this occurrence by observation at 200x magnification, as follows: 0 = no visible hyper-
trophy, 1 =small and few hypertrophied cells are visible, 2 =Dbigger and less than 10 hypertrophied cells per
microscopic field, 3= more than 10 hypertrophied cells visible per microscopic field. This histological feature
was detectable from the 6" week of CDAHFD with a high reproducibility (100% of CDAHFD-fed mice exhib-
ited hypertrophied cells), and increased progressively, following the same kinetics as that of fibrosis (Fig. 2¢). In
addition, analysis of Sirius red-stained sections showed that hypertrophied cells were close to collagen deposition
(Fig. 2b, arrowheads). Because of the perisinusoidal localization of the hypertrophied cells as well as their proxim-
ity to the collagen fibers, it is reasonable to assume that these cells are HSCs. One of the typical features of HSCs
is to contain droplets of retinoids with a well-characterized natural fluorescence!?. Then, to further characterize
the hypertrophied cells, we performed fluorescence microscopy analysis on liver slices of SD or CDAHFD-fed
mice. On CDAHEFD slices, cells located in the perisinusoidal space with strong fluorescent droplet accumulations
were observed (Fig. 2e), whereas no fluorescent signal was detected on liver slices from SD-fed mice (Fig. 2d).
These fluorescent areas detected on CDAHEFD sections corresponded to the hypertrophied cells observed by
widefield microscopy (Fig. 2a, arrowhead). Microscopic fluorescent spectral analysis allowed us to analyze these
fluorescent droplets on CDAHFD liver slices. A characteristic fluorescence spectrum of retinoids was obtained
after excitation (Ao =480 nm) of droplets on CDAHFD-fed mouse liver slice and was superimposed with the
one obtained on droplets of primary HSCs purified from SD-fed mouse, that confirmed that they were indeed
retinoid droplets (Figs. 2f and S1).

SCIENTIFIC REPORTS |

(2020) 10:3850 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-60615-0


https://doi.org/10.1038/s41598-020-60615-0

www.nature.com/scientificreports/

a Standard diet CDAHFD - 6 weeks CDAHFD - 22 weeks

L& C . d . e I
& Steatosis Lobular inflammation Fibrosis stage
5 3 2
o ol o
93 5 e}
o e o o o
2 } { L"”2 } 21b, o o }
> > >
92 3 S
2 ° °
17 > 17
T, 21 £la }
04 04 0
036 9 12151821 036 9 12151821 036 912151821
Time (weeks of diet) Time (weeks of diet) Time (weeks of diet)

Figure 1. Histological characterization of CDAHFD mice model. (a) Histological colorations (top:
Hematoxylin/Eosin, low: Sirius Red) of Standard Diet- or CDAHFD-fed mice for 6 or 22 weeks. (b) Example

of hepatocyte ballooning in a CDAHFD-fed mice (arrowheads). (c—e) Histological scores: steatosis (c),
inflammation (d) and fibrosis (e) as a function of time. The points corresponding to 3, 6 and 9 weeks in (c) and
12 and 15 weeks in (e) are not associated with an error bar because for these points, the values of the scores are
identical and the standard deviation is therefore 0. (n = 10-14 for each time point, means £ standard deviation).

These results show that the hypertrophy that we identified on liver cells of CDAHFD-fed mice is due to an
increased accumulation of retinoid droplets in their cytoplasm.

Further characterization of retinoid accumulation. We next performed multi-photon microscopy
analysis, to detect both the fluorescence of retinoids, termed RF (retinoid fluorescence), and the specific signal of
collagen fibers (CF) by second harmonic generation (SHG) microscopy, termed CF/SHG, on the same slice with-
out any treatment. The RF signal corresponding to the accumulation of fluorescent retinoid droplets was closely
located to the CF/SHG signal, indicative of collagen fiber deposition (Fig. 3a). Both RF and CF/SHG signals
kinetics evolved concomitantly throughout the duration of diet administration (Supplementary Fig. S2), that is
consistent with the observation we made previously with classical staining methods (Fig. 2a,b).

Using a pipeline of multiphoton microscopy analysis that we developed, we then carried out a spatio-temporal
study of RF and CF/SHG signals. Image analysis was performed with an “in-house” developed macro under
FiJi environment. For that, 3 to 22 weeks SD- or CDAHFD-fed mice liver slices were entirely scanned by mul-
tiphotonic microscopy both for RF and CF/SHG signals. Depending on its size, the RF signal may correspond
to a droplet, several droplets indistinguishable within the same cell or a cluster of cells loaded with droplets. RF
signal is processed in order to individualize each RF areas as “patches’, making it possible to count them and to
determine the surface of each of them. Regions of interest (ROI) of CF/SHG signal were identified and quantified.
Three parameters were obtained from these analyses and plotted as a function of diet time: the percentage of slice
area covered by RF signal (Fig. 3b), by CF/SHG signal (Fig. 3d) and the number of RF patches by slice surface
unit, or RF density (Fig. 3c). Under CDAHFD, RF signal was detected from the 6 week, while under SD, it was
undetectable regardless of the time of diet. RF area as well as RF density increased gradually from week 3 to week
9 of CDAHFD and stabilized until the end of the experiment (22 weeks) with a median of 1.17% of the total sur-
face area (Fig. 3b) and 62 RF patches per mm?* (n=3) (Fig. 3c). Interestingly, analysis of the RF patches ‘size distri-
bution showed that it evolved progressively during CDAHFD administration (Supplementary Fig. S2) showing a
gradual increase of frequency of the larger RF patches. Concerning the CF/SHG signal (Fig. 3d), under SD, a basal
signal was measured and maintained between 0.2 and 2.5% of the total area of the slice. This is consistent with the
presence of collagen around veins and arteries visible in Supplementary Fig. S2 for example. Under CDAHFD,
CF/SHG signal increased from a median of 5.3% at 3 weeks of diet and evolved progressively until 9 weeks of
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Figure 2. Hypertrophied cells are collocated with collagen fibers and full of fluorescent droplets. (a,b)
Collocation (arrowheads) of hypertrophied cells (a, HE staining) and collagen fibers (b, Sirius Red staining)

at 9 weeks of CDAHFD. (c) Cell hypertrophy (blue dots) and fibrosis (red triangles) scores as a function of
CDAHED time. (n=10-14 for each time point, means =+ standard deviation). (d,e) Combined images of DAPI
(cyan, Ao =405nm) and retinoid (green, \.,. =488 nm) fluorescent signals on 9 weeks SD- (d) and CDAHFD-
fed mice (e) liver slices. (Arrowheads: sinusoidal space, stars: retinoid fluorescent droplets). (f) Normalized
fluorescence emission spectra of retinoid droplets in primary murine HSCs (blue) and 12 weeks CDAHFD-fed
mouse liver slice (orange), measured by confocal microscopy (Ao =4801nm, X, =490-790 nm).

diet to attain a median of 12.3% of the total slice area. The algorithm we designed allowed us to analyze the spa-
tial repartition of RF and CF/SHG signals. As shown in Fig. 3e, marked perisinusoidal fibrosis was observed in
the liver centrilobular areas without invading the periportal areas. RF accumulation was highly concentrated in
the centrilobular area as shown by the HeatMap on Fig. 3e. Hence, multiphoton microscopy allowed us both to
highlight the onset of retinoid droplet-containing hypertrophied cells associated with collagen deposition and to
quantify their simultaneous progression as a function of diet time.

This result is however contradictory with the accepted concept that HSCs lose their retinoid droplets when
they differentiate into myofibroblasts and produce collagen. We then quantified, using retinoid extraction and
HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) analysis, the total amount of retinyl esters (retinoid storage
form in HSCs) and retinol (free form of retinoids in liver) present in the liver of SD- or CDAHFD-fed mice at
different times. Under SD, the level of retinyl esters tended to increase with time, whereas it was significantly
lower under CDAHEFD, as early as 3 weeks and throughout the experiment (Fig. 3f). The same result was observed
for retinol (Supplementary Fig. S3). Overall, mice lost their retinoid stock that is consistent with the dogma of
retinol loss by HSC:s at the time of their activation’. Considering the total liver assay result, it can be proposed
that in SD-fed mice, retinyl esters are stored in small amounts in HSCs, undetectable by fluorescence in thin
liver sections, because signal is below the fluorescence detection limit. Interestingly, detection of RF become
possible, on thicker (50 um) sections of SD-fed mice liver (data not shown). In CDAHFD-fed mice, during estab-
lishment of fibrosis, HSCs activate and lose their retinoid storage leading to the decrease of the overall liver reti-
noid quantity. However, some cells would retain the remaining retinoids in particular areas where retinol will be
“over-concentrated” in hypertrophied cells.

Expression of hepatic stellate cells specific markers. To further characterize these areas of hyper-
trophied cells, we investigated the expression of HSC markers: desmin, an intermediate filament expressed in
HSCs regardless of their activation status'?, and cRBP1 (cellular retinol binding protein-1), a protein involved in
the transport of retinol and strongly expressed in HSCs'* (Fig. 4). On SD slices, an elongated shape labelling of
desmin was detected on cells along the perisinusoidal space (Fig. 4a). On CDAHFD slices, desmin labelling was
detected at a greater frequency, showing together an elongated shape and a more rounded shape (Fig. 4b). The
overlap of desmin and RF signals showed two populations of desmin-positive cells, one population that presented
also fluorescent droplets of retinoids (stars, Fig. 4c), and another population that was positive for desmin with
no RF (arrowheads, Fig. 4c). Both desmin-positive populations were observable from the 3*¢ week of diet and
desmin signal increased progressively with diet duration (Supplementary Fig. S4). Zoom-in on a representative
hypertrophy area showed that desmin labelling surrounded the area of accumulated retinoid droplets (Fig. 4d).
Quantification showed desmin positivity in 80% of the clusters of hypertrophied cells after 9 and 12 weeks of diet.

On SD slices, cRBP1 labelling was observed on cells located in perisinusoidal space (Fig. 4e). On CDAHFD
slices, a large, highly localized labelling was present always in areas of cell hypertrophy (Fig. 4f,g). Indeed, 91% of
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Figure 3. Spatio-temporal analysis of retinoid fluorescence (RF) and collagen fibers (CF/SHG). (a) Example
of collocation of retinoid fluorescence (RF) imaged by fluorescence (left) and collagen fibers imaged by second
harmonic generation (CF/SHG) (middle) microscopy. Right: merge of RF and CF/SHG signals. (b) Percentage
of RF signal surface area on total SD- or CDAHFD-liver slices as a function of time. (c) RF patches density
(number of RF patches per mm?) of total SD- or CDAHFD-liver slices as a function of time. (d) Percentage

of CF/SHG signal surface area on total SD- or CDAHFD-liver slices as a function of time. (b-d) Statistics:
n=23-12 for each group, median with interquartile range, Kruskal Wallis test. (e) Merge of RF and CF/SHG
signals of 9 weeks CDAHFD-fed mouse liver slice (left). Heat map of RF patches density of the same liver slice
(right). Color scale =number of RF patches for a 100 x 100 um square. PV = Portal Vein, CV = Centrilobular
Vein. (f) Total liver content in retinyl esters measured by HPLC as a function of time of SD or CDAHFD.

(n=4-7 for each condition, means + standard deviation, Mann-Whitney test). *p < 0.05; **p < 0.01;
wH5p < 0,001,

clusters of hypertrophied cells were cRBP1-positive (n =700 counted areas). Contrary to what was observed with
desmin, no cRBP1 labelling was observed on cells lacking retinoid signal. cRBP1 labelling increased progressively
with diet time and every cRBP1 positive cell exhibited accumulation of retinoid droplets (Supplementary Fig. S4).
Zoom-in of a hypertrophy area showed an intense labelling of cRBP1 in hypertrophied cells closely surrounding
retinoid droplets (Fig. 4h).

Under SD, we observed perisinusoidal cells showing both desmin and cRBP1 labelling, characteristic of HSCs.
Under CDAHFD, two types of cells were characterized: perisinusoidal desmin positive cells without RF signal and
hypertrophied cells in specific areas showing retinoid droplet accumulation and both desmin and cRBP1 label-
ling. Hence, it can therefore be assumed that retinoid droplets-containing hypertrophied cells in these specific
area are of stellate type.

We next investigated the distribution of markers of activated HSCs on CDAHFD and SD-fed mouse liver
slices.

Expression of activated HSCs markers.  Alpha-smooth muscle actin (a«~SMA) is a widely accepted
marker of activated HSC". On SD-fed mouse liver slices, a-SMA labelling was only detected around the veins
(Fig. 5a), whereas for CDAHFD-fed mice, a significant labelling was detected throughout parenchyma (Fig. 5b).
a-SMA labelling in the parenchyma was observed from the 3™ week of diet and increased progressively under
diet (Supplementary Fig. S4). Zoom-in on an area of hypertrophy highlighted that a-SMA labelling surrounds
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Figure 4. Expression of specific HSC markers in hypertrophy areas. (a-d) Desmin labelling of 9 weeks SD- (a)
and CDAHFD-fed mice (b-d) liver slices. Overlap of DAPI, RF and desmin signals (a,c,d) or DAPI and desmin
signal (b). Arrowheads: desmin-positive cells. Stars: desmin- and retinoid-positive cells. (e-h) cRBP1 labelling
of 9 weeks SD- (e) and CDAHFD-fed mice (f-h) liver slices. Overlap of DAPI, RF and cRBP1 signals (e,g,h) or
DAPI and cRBPI (f).
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Figure 5. Expression of markers of activated HSCs in hypertrophy areas. (a-c) a-SMA labelling of 9 weeks SD-
(a) and CDAHFD-fed mice (b,c) liver slices. Overlap of DAPI, RF and a-SMA signals. Arrowheads: o-SMA-
positive cells; stars: o-SMA- and retinoid-positive cells. (d,e) Ki67 labelling of 9 weeks SD- (d) and CDAHFD-
fed mice (e,f). Overlap of DAPI, RF and Ki67 signals.

exactly the shape of the droplets, indicating the simultaneous presence of a-SMA and retinol droplets in the
hypertrophied cells (Figs. 5¢c and S4D). We quantified 92.5% of clusters of hypertrophied cells surrounded with
a-SMA labelling at 12 weeks of diet (n > 200 events). Moreover, as we observed for desmin, some a-SMA positive
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Figure 6. Hypertrophy of HSC is not model-dependent. (a) Liver fibrosis (red dots) and HSC hypertrophy
scores (blue dots) on 9 weeks MCD diet-fed mice, 16 weeks HFHC diet-fed mice and 22 weeks CDAHFD-fed
mice. (b) Merge of retinoid fluorescence (RF) imaged by fluorescence and collagen fibers imaged by second
harmonic generation (CF/SHG) microscopy on liver section of 9 weeks MCD-, 16 weeks HFHC-, BDL- and
CCl,- treated mice. Scale bar: 50 um.

cells were retinoid signal-free. We then investigated the proliferative state of hypertrophied cells using Ki67 label-
ling. For SD-fed mice, some rare positive nuclei were observed (Fig. 5d). For CDAHFD-fed mice, Ki67 labelling
was much more frequent and seen both in the parenchyma and in areas of cell hypertrophy, demonstrating the
regenerative state of the liver upon injury (Fig. 5e). Ki67-positive cells were however less common in areas of
hypertrophy, accounting for 14% of labelled cells at 9 and 12 weeks of diet. Magnified imaging of hypertrophied
cells showed a cell ongoing division surrounded by retinoid droplets (Fig. 5f).

To conclude on immunofluorescence experiments, cells localized on hypertrophy areas presented both the
characteristics of non-activated HSCs as they kept their retinoid storage capacity and were desmin and cRBP1
positive, and the characteristics of activated HSCs as they expressed a-SMA and were proliferating. Moreover,
we found that, in the liver of CDAHFD-fed mice, two populations of HSCs coexist, one population of “isolated”
activated stellate cells expressing desmin and a-SMA and one population, accumulated in hypertrophy areas that
were neither activated nor quiescent and presents an intermediary phenotype with exacerbated number of reti-
noid storage droplets. To our knowledge, this phenomenon has never been described in a liver fibrosis context,
neither in human fibrosis nor in animal models of fibrosis.

HSC hypertrophy is not model-dependent. We next investigated the presence of hypertrophied
HSCs on two other murine metabolic models of hepatic fibrosis by submitting mice to Methionine and Choline
Deficient diet (MCD) for 9 weeks or High-Fat and High-Carbohydrate (HFHC) diet for 16 weeks which are the
typical maximal times of diet to obtain fibrosis using these models'®'¢ (Figs. 6a and S5). After 9 weeks of MCD
diet, few mice (2/6) showed a light fibrosis (score 1a) while a majority of them showed a moderate form of HSC
hypertrophy (5/6). After 16 weeks of HFHC diet, even less mice (1/6) showed a light fibrosis (score 1a) and no
HSC hypertrophy was observed (Fig. 6a).

Multi-photon analysis showed that retinoid hypertrophy (RF signal) was also detectable on liver slices of MCD
and HFHC diets-fed mice and these hypertrophy areas were always associated with collagen deposits, detectable
thanks to SHG (Fig. 6b). Moreover, we also performed multi-photon microscopy analysis of liver sections from
mice treated with CCl, or having undergone bile duct ligation (BDL). Interestingly, we found no retinoid fluores-
cence accumulation on BDL- mice liver slices, neither in the parenchyma, nor in collagen deposit areas. On the
other hand, on liver slices of CCl,-treated mice, we found the presence of retinoid fluorescence accumulation at
the level of collagen deposits (Fig. 6b).

Taken together, these results show that the phenomenon of HSC hypertrophy is not model-dependent.

HSC hypertrophy is observed in human liver fibrosis. To go further, we analyzed human liver biop-
sies to detect the potential presence of hypertrophied HSC. Human liver biopsies obtained from severely obese
patients and presenting different levels of hepatic fibrosis (27 human biopsies ranging from F0 to F4, n >4 per
stage, Supplementary Table 1) were analyzed by confocal microscopy to specifically detect the RF signal of HSC
hypertrophied cells through fluorescent spectral analysis. A score of human HSC hypertrophy was set to quantify
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Figure 7. Hypertrophy of HSC is observed in human hepatic fibrosis. (a) Liver fibrosis and HSC hypertrophy
scores on 27 human liver biopsies from FIBROTA cohort. (b) Representative images of collocation of retinoid
droplets imaged by fluorescence (RF) and collagen by second harmonic generation (CF/SHG) signal on human
liver biopsy from FIBROTA cohort exhibiting F3 liver fibrosis. (c) Merge of retinoid fluorescence (RF) and
collagen fibers (CF/SHG) imaged by fluorescence and second harmonic generation microscopy on human liver
biopsy with fibrosis due to different etiologies: NASH (F2), Viral Hepatitis C (F2) and alcoholism (F4). Scale
bar: 50 um.

this occurrence by observation of the retinoid fluorescence signal of the whole biopsy at 200x magnification, as
follows: 0 = no visible hypertrophy, 1 =few hypertrophied cells are visible, 2 =2 to 5 hypertrophied cells areas
are observed, 3 =more than 5 hypertrophied cells area are visible. The Spearman correlation coefficient was then
used to compare the fibrosis stage established by pathologists and hypertrophy scores (n=27) and showed that
hypertrophy score had a significant positive relationship with fibrosis stage (r=0.48, p=0.01), as can be seen in
Fig. 7a. Samples were also analyzed by multi-photon microscopy on a blinded manner for RF and CF/SHG sig-
nals, showing that the high RF signal was closely located to collagen on every slice presenting a score of fibrosis
> F1 (Fig. 7b).

Moreover, we extend our study to other human liver fibrosis etiologies and carried out a fluorescence micros-
copy analysis on liver sections from patients presenting a hepatic fibrosis due to NASH (n =4, with F0, F2 or F3
fibrosis), chronic hepatitis C (VHC, n =7, with F2 or F3 fibrosis) or excessive alcohol consumption (n =5 with F4
fibrosis). In all cases presenting a fibrosis score greater than or equal to F1, we observed the presence of hypertro-
phied fluorescent cells near deposits of collagen fibers (Fig. 7c).

Altogether these results show that the phenomenon of HSC hypertrophy is neither model- nor
species-dependent. It is found in all murine models tested associated with metabolic fibrosis and also in human
tissue with collagen deposit. Frequency of HSC hypertrophy is related to the degree of fibrosis.

Discussion

In this work, we showed the existence of clusters of hypertrophied HSCs, overloaded with retinoids in their cyto-
plasmic droplets, in the liver of mice with metabolic liver fibrosis and highlighted the presence of these cells in
liver biopsies of patients exhibiting hepatic fibrosis.

We first demonstrated that hypertrophied cells were indeed overloaded with retinoids through a fluorescence
spectral study showing that the hypertrophied cells’ droplet spectrum was identical to that obtained on droplets
of primary murine HSCs from normal liver. This phenomenon of cytoplasmic retinoid accumulation is usually
associated with hypervitaminosis AV, Here, the diets (SD, CDAHFD, MCD or HFHC) given to mice contained a
standard amount of vitamin A found in rodent diets. Moreover, the measure of total retinoids (retinyl ester and
retinol) showed that the overall amount of retinoids in the liver of CDAHFD-fed mice was always lower than in
SD-fed mice. This result is consistent with previous studies showing that in experimental models of liver fibrosis
and in NASH patient livers, the total amount of liver retinoids tends to decrease'®!°. Considering the total liver
assay result, it can be proposed that although there are less retinoids globally in the liver of CDAHFD-fed mice,
a spatial redistribution of retinoids occurs leading to the hypertrophy of some HSCs that have kept their capacity
to store retinoids.
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We have observed in the literature the occurrence of similar hypertrophied cells (although not expressly men-
tioned as such) in various models of fibrosis ranging from the toxic CCl, model of liver fibrosis, (Figure 9 in*) to
nutritional models of fibrosis such as MCD model (Fig. 3 in?'), or its derivatives like CDAHFD (Figure 8 in'!),
CDAA (Choline-deficient amino acid, Fig. 2 in??), and also in a mixed toxic and nutritional model, i.e. STAM
mice (streptozotocin injection combined with high-fat diet?®). Although clearly visible in the figures showing
sections of injured liver, the presence of these areas of hypertrophy has not been described by the various authors.
For our part, we also showed the presence of these clusters of hypertrophied cells in three other liver fibrosis
models in mice (MCD, HFHC and CCl,). Interestingly, no retinoid fluorescence accumulation was found on
BDL-mice liver slices. BDL is a cholestatic model of liver injury for which fibrosis is mostly originating from peri-
portal myofibroblasts contrary to diet-induced and CCl, models for which fibrosis originates mostly from hepatic
stellate cells*?*. Thereby, the absence of hypertrophied HSC in BDL-related fibrosis liver slice is probably due to
the fact that HSCs are not as involved in the BDL-induced fibrogenesis than in the diet-induced or CCl,-induced
fibrosis.

Therefore, as we found hypertrophied HSCs in mice liver sections, but also in human liver sections with fibro-
sis it can be concluded that the presence of hypertrophied cells neither depends on the model nor on the species.

We also showed in CDAHFD-fed mice that HSC hypertrophy was closely related to fibrosis, in terms of onset
and growth kinetics, as well as in terms of localization within the liver tissue. This result has been made possible
by the combination of second harmonic generation and fluorescence microscopy analysis. These techniques are
much more sensitive than conventional histological staining methods, requiring no treatment of the liver slice
but more sophisticated equipment. Using these microscopy techniques on two mouse models of diet-induced
liver fibrosis causing different levels of fibrosis (moderate for MCD and very modest for HFHC), we showed that
HSC hypertrophy was associated with fibrosis. Similarly, biopsies of obese patients with liver fibrosis showed a
significant correlation between the grade of fibrosis and the presence of HSC hypertrophy as well as collocation
of both phenomena. Moreover, hypertrophied HSCs were observed in CCl, mice liver sections and in human
liver sections from etiologies without steatohepatitis (NASH, VHC or alcoholism). These results strengthen our
hypothesis that HSC hypertrophy is linked with HSC-induced fibrosis rather than with steatohepatitis.

The occurrence of HSCs containing large amounts of retinoids in the vicinity of the collagen deposition areas
seems in contradiction with the well-established fact that, when HSCs become activated and produce collagen,
they lose their retinoid droplets. However, it has not been yet unequivocally determined whether the loss of HSC
lipid droplets is a cause or a consequence of their activation. For example, a recent study showed that HSCs acti-
vated in vitro or in vivo after liver injury (by bile duct ligation) retained their droplets with a decrease in their reti-
noid content occurring only after the onset of cell transdifferentiation?. Another study suggested that the absence
of retinoid-containing droplets in HSCs (in LRAT-deficient mice) did not cause spontaneous fibrosis, nor did it
promote fibrosis induced by bile duct ligation or CCl, administration®. Thus, although the loss of HSCs droplets
is a widely recognized hallmark of liver fibrosis development, it remains to be established at the molecular level
why and how these droplets are lost.

The characterization of the cells forming the hypertrophy clusters, using HSC specific markers immunola-
belling, suggested that several HSC populations coexist in these areas. Indeed, we observed that these clusters of
cells exhibited the expression of (i) a HSC-specific marker, regardless of their status, such as desmin, (ii) a marker
linked to the storage process of retinoids, such as cRBP1, (iii) a specific marker of activated HSC such as a-SMA,
and (iv) a proliferation marker, such as Ki67. Collocation of these different markers within hypertrophy clusters
can be explained by the coexistence of several HSC populations in these particular areas. HSCs are versatile
cells in their ability to acquire different phenotypes during liver injury: quiescent, activated, dedifferentiated in
myofibroblasts. Even in a healthy and uninjured mouse liver, the HSC population has been reported to be hetero-
geneous, with a subset of the total HSC population expressing markers of early HSC activation'. This leads us to
propose that during the onset of liver fibrosis, a reorganization of the tissue occurs, accompanied by heterogene-
ous storage of retinoids, giving rise to a particular phenotype of hypertrophied HSCs.

The next challenge will be to decipher the underlying mechanisms and signals that lead to HSC hypertrophy.
We hypothesize that the onset of hypertrophied HSC is probably due to fairly complex signals that could together
involve several types of liver cells and the state of the surrounding extracellular matrix. This is why it seems to us
that to identify these mechanisms and signals, studies based on organoid cultures reproducing the injured liver
microenvironment will be necessary. Another challenge will be to assess the consequences of hypertrophy on
the known functions of HSC. This will require isolating hypertrophied HSCs, adapting the protocols that have
been designed for non-hypertrophied HSCs and non-steatotic livers. As the principle of separation of HSCs is
based on their lower density compared with other hepatic cells, the presence of hepatocytes loaded with lipids in
steatotic liver can interfere with the purity of the preparation. The hypertrophied HSC isolation protocol from
CDAHFD-fed mice is being developed in our lab.

In conclusion, the existence of a particular hypertrophied phenotype of HSCs closely related to liver fibrosis is
of great interest for the study of the role of HSCs in the process of fibrogenesis. This interest also comes from the
fact that this phenotype appears in an in vivo context with both inflammation and steatosis. Further characteri-
zation of these hypertrophied HSCs would shed light on the mechanisms of HSC activation but also would allow
the identification of genes potentially involved in fibrogenesis which would constitute targets for a therapeutic
strategy based on RNA interference. Thus, by administration of specific siRNAs, the silencing of these genes could
induce an anti-fibrotic effect.
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Material and Methods

Animals and experimental design. 6 week-old male C57BL/6 mice (Janvier Labs Inc., Rennes, France)
were housed in cages (5 per cage) and were kept at 23 +/— 3°C with a 12:12h light/dark cycle. 90 mice were
divided into 2 experimental groups and fed either a standard diet (SD, Specific Diet Services, England 841201,
vitamin A content 8000 Ul/kg) or a choline-deficient, L-amino-acid-defined, high-fat diet with 0.1% methionine
(CDAHEFD, Safe Diets, France U8958P Version 0247, vitamin A content 5280 Ul/kg) for 22 weeks. Two other
groups of 15 mice each were fed either with a methionine and choline deficient diet (MCD, Safe Diets, MCD
AIN 76, vitamin A content 4424 Ul/kg) for 9 weeks, or with a High Fat and High Carbohydrate diet (HFHC,
Safe Diets, 260HF, vitamin A content 5207 UI/kg) plus water supplemented by fructose (23.1 g/L) and sucrose
(18.9g/L) for 16 weeks. All animal experiments were approved by the Ethics Committee for Experimentation of
Paris Descartes University and authorized by the French Ministry of National Education, Higher Education and
Research (APAFiS #4029-2016020513385222v1).

During the experimental period, mice body weight was recorded once a week. At each time point mice were
deeply anesthetized (ketamine/xylazine 100/10 mg/kg, i.p.) during the light cycle, for blood collection by cardiac
puncture and then euthanized by cervical dislocation. The liver was rapidly excised and weighed, the different
lobes were separated, fixed in 4% buffered formaldehyde solution for histology analysis or snap frozen for bio-
chemical analyses.

Paraffin embedded liver sections from mice treated with CCl, or having undergone bile duct ligation (BDL)
were obtained from Dr Foufelle. For CCl,-induced liver fibrosis, 8 week old C57Bl/6 mice received intraperitoneal
injections of a CCl, solution (1 g CCl, per kg of body weight in olive oil) twice a week for 8 weeks’. For BDL, 8
week old C57Bl/6 mice were ligated during 10 days as described previously?.

Human samples. Human liver samples (surgical biopsy samples) were obtained from 27 severely obese
patients during their bariatric surgery and presenting several fibrosis stages: FO (n=4), F1 (n=5), F2 (n=9), F3
(n=5) and F4 (n=4). Patients are part of a clinical research protocol (i.e. FIBROTA, number P100503 -IDRCB
2011-A00759-32), which was recorded on the clinical trial website (NCT01655017). 16 human liver samples were
also obtained from patients who underwent liver biopsy between 2008 and 2019 for suspicion of NASH (n=4)
or Viral Hepatitis C (n=7) and alcoholism (n=>5) and referred to the Hepatogastroenterology Department of
the Pitié-Salpétriére Hospital, Paris, France. The biopsies were embedded in paraffin, cut into 3 pm-thick paraffin
sections and routinely picrosirius-Hemalun-stained for fibrosis staging or unstained for fluorescence microscopy
analysis. For each biopsy, the stage of fibrosis (F from F0 to F4) was assessed according to NASH-CRN scoring
system?® with the single modification of pooling the three substages (1a, 1b and 1c) into a single F1 score, or
according to METAVIR score in patients with other causes of liver fibrosis.

The study was conducted in accordance with the Helsinki Declaration. Human data and biosample collection
were approved by the Ethics Committee (CPP Ile-de-France 1). All subjects provided written informed consent
before liver biopsy or when included in the Fibrota clinical trial (NCT01655017).

Plasma biomarker assays. Plasma biomarker assays were performed with an Olympus AU 400 multipa-
rameter, in the Biochemistry Platform of Centre de Recherche sur I'Inflammation (CRI) CNRS - UMR 1149
Université Paris Diderot.

Histology. Paraffin embedded liver sections (4 pm thick) were stained with hematoxylin and eosin (H&E) or
Sirius red and scored in a blinded manner for the degree of steatosis, inflammation and fibrosis by an experienced
pathologist. Steatosis was graded as follows based on the average area (%) of fat droplets: 0, 0%; 1, 1 to 33%; 2, 34
to 66%; 3, 67 to 100%. Inflammation was graded based on the number of inflammatory foci as follows: 0: none;
1: <2 foci per lobule; 2: between 2 and 4 foci per lobule; 3: >4 foci per lobule. The staging of hepatic fibrosis was
classified into stages 0 to 4 (stage 0: none; stage 1a: mild centrilobular and perisinusoidal fibrosis; stage 1b: moder-
ate centrilobular fibrosis; 1c: portal fibrosis; stage 2: severe, perisinusoidal and periportal fibrosis; stage 3: bridging
fibrosis; and stage 4: cirrhosis).

Immunohistochemistry. Antibodies (Abcam) against desmin (ab15200; 1/200), c-RBP1 (ab154881; 1/500),
o-SMA (ab124964, 1/1000) and Ki67 (ab16667; 1/500) were used for immunohistochemistry on 4 um paraffin
liver sections previously dewaxed and unmasked in sodium citrate buffer (0.1 M; pH 6). AlexaFluor647 conju-
gated secondary antibody (Fisher Scientific, A21244; 1/500) was then incubated for 1h at RT and nuclei were
stained using 4/,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 0.3 pg/mL, Sigma-Aldrich, D1388). The slides were then
examined under confocal fluorescence microscopy, (SP8 Leica Microsystems) at 400X magnification. Images
were acquired using the software Leica Acquisition System X and treated using open source FiJi software.

Multiphotonic and second harmonic generation microscopy. Multiphotonic microscopy was
performed using an LSM 710NLO laser-scanning microscope (Zeiss) equipped with a 20 x dry objective with
numerical aperture of 0.8 (Achroplan; Zeiss). The whole tissue sections were entirely scanned by tiling (with
an overlap of 10%) multiple 512 x 512 pixel frames. Each tissue section was also scanned for a Z-stack of 3um
steps with no image average. The Chameleon Ultra Ti:Sapphire laser (Coherent) was tuned at 810 nm. Signals
were collected using non-descanned detectors (Zeiss). The second harmonic generation (SHG) signal was
detected through a bandwidth filter 395 to 425 nm of a non-descanned detector in a backscattering geometry.
Simultaneously, the retinoid fluorescence (RF) signal was detected through a bandwidth filter 500 to 550 nm
of a non-descanned detector in a backscattering geometry. The quantitative analysis of multiphoton micros-
copy images was made through a home-made automated image analysis workflow implemented in Fiji (NIH,
Bethesda, MD, USA) environment as a macro.
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Microscopic spectral analysis. Images have been generated on a SP8 confocal microscope (Leica) in a
spectral detection mode. Samples were excited either with a 405 nm laser and the emission signal was detected
between 420 nm and 650 nm with a spectral window of 5nm or with a 480 nm laser and emission signal was
detected between 490 nm and 790 nm. By selecting a region of interest on the background or on the retinoid
droplets signal, we generated specific spectra for the tissue background and for the retinoids. For each sample
(primary HSC, mice liver tissue, human biopsies) we took spectral acquisition images and performed a spectral
separation, using the Dye Separation tool of confocal software (Leica Application Software X) based on the spe-
cific signal of retinoids generated (HSC primary cells) previously. This allowed us to obtain both the fluorescence
emission spectra and the separate images of tissue autofluorescence (background) and retinoid signal on all sam-
ples analyzed. For human biopsy image analysis, we carried out a spectral separation of retinoid signal based on
the specific spectra of primary HSC retinoids, which allowed us to confirm that the fluorescent signal observed
was specific for retinoids.

Liver retinoid content measurement by high-performance liquid chromatography (HPLC).  40-50mg
of frozen liver tissue were homogenized in PBS (phosphate buffered saline) using a Precellys homogenizer (CK14
beads, 03961-1-0032, Ozyme, France). In order to monitor the extraction yields, 2.5 g of internal standard (IS,
retinyl acetate (Sigma; R4632-1G) in ethanol) were added to each sample. Samples were homogenized by sonication
for 2min at RT using an ultrasonic sonifier (Duty cycle: 10%; Output control: 1. Branson 450 Sonifier - Analog Cell
Disruptor). Retinoids present in the homogenates were extracted 5 times with cyclohexane. The cyclohexane phases
containing retinoids were then evaporated using a speedVac™ for 30 minutes. Retinoid analysis was performed
by reverse-phase chromatography on a HPLC system (Waters Symmetry® 150 x 4.6 mm, C18, 5pm column) at
a flow rate of 1.5ml/ min, using 70% acetonitrile, 15% methanol, 15% methylene chloride as the running solvent
for 10 min, followed by 89% acetonitrile, 11% water, 0.1% formic acid for 20 min. Injection volume was 10 uL for
all samples. Retinoids were identified and quantified by UV absorbance at 325 nm. Stock standard ethanolic solu-
tions of retinol (Alfa Aesar; J62079), retinyl acetate and retinyl palmitate (Alfa Aesar; J63022) were prepared and
used for calibration curves determination (see an example of HPLC chromatogram in Supplementary Fig. S3).
Quantification was performed as follows: for each sample, extraction yield was assessed using the retinyl acetate
calibration curve. Retinol and retinyl esters were quantified according to retinol and retinyl palmitate calibration
curves, respectively, and then corrected according to the determined extraction yield to obtain the actual quantity
in each sample.

Primary murine HSC purification. Murine HSCs were isolated from standard diet-fed mice as follows.
Briefly, mice were deeply anesthetized with a lethal dose of anaesthetics (ketamine/xylazine 200/20 mg/kg, i.p).
Then a laparotomy and an in situ perfusion through the superior vena cava were performed with pre-heated
(37°C) perfusion buffer (25 mM HEPES, 1.2 mM KH,PO,, 2.3 mM KCl, 86 mM NaCl, 0.5mM EGTA, pH 7.6).
Then the portal vein was cut and perfusion continued with 45 ml of perfusion buffer at a flow rate of 4 ml/min.
Liver perfusion was followed with 30 mL of digestion buffer (25 mM HEPES, 2.3 mM KCl, 86 mM NaCl, 5mM
CaCl,, pH 7.6) containing Collagenase type I (Gibco 17100-017, 205 U/mg, 1 mg/ml) and Dispase (Gibco 17105-
041, 1.79U/mg 0.56 mg/ml). The liver was then removed, cut in small pieces and incubated in 20 ml of digestion
buffer at 37 °C for 20 minutes. The digested liver suspension was filtered through a 70 pm cell strainer and washed
with Gey’s Balanced Salt Solution (GBSS, 0.4 mM Na,HPO,, 2.7 mM NaHCO;, 0.2 mM KH,PO,, 137 mM NaCl,
5mM KCl, 1 mM MgCl2, 0.3 mM MgSO,, 5.5mM Glucose, 2mM CaCl,, pH 7.4). HSCs were isolated from the
resulting cell suspension by a Nycodenz gradient centrifugation. HSCs were collected at the interface between
GBSS buffer and cell-Nycodenz solution, washed and seeded on uncoated plastic tissue culture dishes in DMEM
supplemented with 10% FBS (Fetal Bovine Serum), and antibiotics (1% Penicillin/streptomycin), and then cul-
tured in 5% CO, humidified atmosphere at 37 °C. Growth medium was changed daily.

Statistical analysis. Prism 6.0 (GraphPad Software Inc.©, USA) was used for statistical analysis. Data
were analyzed by Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis test after being assessed for non-normal distribution.
Spearman’s rank correlation coefficient was calculated in Excel. The number of repetitions and statistical tests
used for each data set is indicated in the figure legends. Statistical significance is indicated on the graphs with
asterisks (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.005; ****p < 0.0005).
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