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RESUME

L’expression du ‘suppressor of cytokine signaling 1 ‘(SOCS1) dans les hépatocytes et
les macrophages est essentielle pour controler la réponse fibro-hépatique

Par
Kawila Mafanda Euphrasie
Programmes d’Immunologie

M¢émoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 1’obtention
du diplome de maitre s sciences (M.Sc.) en Immunologie, Faculté de médecine et des
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, JIH SN4

Une Iésion persistante du foie peut provoquer une fibrose hépatique (FH), une cirrhose et un
carcinome hépatocellulaire. La compréhension de la pathogenése moléculaire de la FH
pourrait conduire a des nouveaux traitements pour ces maladies. Le suppresseur de la
signalisation de cytokine 1 (SOCSI) régule plusieurs cytokines et facteurs de croissance
impliqués dans la pathogénése de la FH. Ici, nous avons étudié la fonction anti-fibrogénique
de SOCSI dans les hépatocytes et les macrophages.

Des souris dépourvues de SOCS1 dans les hépatocytes (Socs ! AIb°"¢; Socs1AHep) ou des
macrophages (Socs™" LysM©; Socs1AMd) ont été générées et nous avons évalué la réponse
fibro-hépatique au tétrachlorure de carbone (CCls). Les 1ésions hépatiques et la fibrose ont
été évaluées par les taux d’Alanine Aminotransférase (ALT), l'histopathologie et le taux
d’hydroxyproline dans le foie. Les changements dans I'expression des enzymes de la matrice
extracellulaire et du remodelage, des cytokines et des chimiokines ont été évalués par qRT-

PCR.

v



Les souris Socs "' AIb¢ et Socs™" LysMC" ont présenté une FH sévére caractérisée par une
augmentation en dépot de collagene, de la teneur en hydroxyproline, de 'accumulation de
myofibroblastes et de I'expression des geénes Acta2 et Coalal. Le traitement par CCl4 a causé
des dommages significatifs aux hépatocytes chez les souris Socs /" 4Ib°"* mais pas chez les
souris Socs™" LysM. Les deux souris ont montré une expression réduite de Mmp2 et une
augmentation de l'expression de Timpl. L'induction de 1'7/6, Tnfa et Tgfb n'était pas
significativement altérée par une déficience en SOCSI1 dans les hépatocytes ou dans les
macrophages, ce qui diminuait I’INFy et augmentait I'expression de Pdgfb. Les foies Socs /!
AIbC" et Socs™ LysM©* présentaient une augmentation de l'infiltration des cellules
mononucléaires associée a une expression élevée de Ccl2, tandis que les foies Socs™! LysM©"
présentaient ¢galement une expression accrue de Cx3crl.

SOCSI est donc un régulateur clé de la FH. Il exerce ses fonctions anti-fibrotiques dans les
hépatocytes et les macrophages. Alors que le SOCS1 dans les hépatocytes atténue la mort

cellulaire, dans les cellules myé¢loides il controle la cascade inflammatoire conduisant a la

FH.

Mots clés : Fibrose hépatique, cytokines, SOCS1, hépatocyte, macrophage



Summary
Suppressor of Cytokine Signaling 1 expression in hepatocytes and

macrophages is critical to control hepatic fibrogenic response

By
Kawila Mafanda Euphrasie

Immunology program

Thesis presented at the Faculty of medicine and health sciences for the obtention of Master
of sciences (M.Sc.) in Immunology, Faculty of medicine and health sciences, Université de

Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, JIH 5N4

Background & Aim: Persistent liver injury causes liver fibrosis (LF), cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (HCC). Understanding of the molecular pathogenesis of LF could
lead to new treatments for these diseases. Suppressor of Cytokine Signaling 1 (SOCS1),
which regulates several cytokines and growth factors implicated in LF, attenuates LF. Here,
we investigated the anti-fibrogenic function of SOCS1 in hepatocytes and macrophages.
Methods: We have generated mice lacking SOCS1 in hepatocytes (Socs""4Ib¢") or
macrophages (Socs ""LysM) and evaluated hepatic fibrogenic response to carbon
tetrachloride (CCly). Liver damage and fibrosis were evaluated by serum Alanine Amino
Transferase(ALT) levels, histopathology and hydroxyproline content. Changes in the
expression of extracellular matrix and remodeling enzymes, cytokines and chemokines were
assessed by qRT-PCR.

Results: Socs""41p" and Socs"""LysM“ mice showed severe LF characterized by
increased collagen deposition, hydroxyproline content, myofibroblast accumulation and
expression of Acta? and Coalal genes. CCls treatment caused significant damage to

hepatocytes in Socs 416" mice but not in Socs "LysM™ mice. Both mice showed
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reduced expression of Mmp?2 and increased expression of Timp1. 116, Tnfa and Tgfb induction
were not significantly altered by SOCSI1 deficiency in hepatocytes or macrophages, which
diminished INFy and augmented Pdgfb expression. Both Socs """41b" and Socs I""LysM"
livers showed increased mononuclear cell infiltration accopmanied by elevated Ccl2
expression, whereas Socs '/'LysM©" livers also showed increased Cx3crl expression.

Conclusions: SOCS1 is an important regulator of LF and exerts its anti-fibrotic functions in
both hepatocytes and macrophages. Whereas SOCS1 in hepatocytes attenuate cell death,

SOCSI in myeloid cells control the inflammatory cascade leading to LF.

Keywords: Liver fibrosis, cytokines, SOCS1, hepatocyte and macrophage
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1. INTRODUCTION

1.1 Le foie

1.1.1 Généralités
Le foie est le plus grand organe du corps. Il est doté de fonctions métaboliques plus

importantes qui impliquent la digestion des aliments, la clairance des substances toxiques, la
synthése des protéines plasmatiques et le stockage des certaines vitamines liposolubles A, E,

D et K. (Miyajima et al., 2014).

Du point de vue de 1’anatomie macroscopique du corps, le foie est situé dans la cavité
abdominale sous le diaphragme du coté droit. Il est le plus gros organe pesant environ
1,5kg. Chez I’humain, il est composé de 4 lobes dont deux principaux qui sont le lobe droit
(plus grand) et le lobe gauche séparés par le ligament falciforme. Entre les deux principaux
lobes, il y a deux petits lobes qui sont le lobe caudé et le lobe carré. Les lobes a leur tour
sont subdivisés en segments. Le foie est entouré d’'une membrane en tissu conjonctif fibreux

qui est appelé capsule de Glisson (Walker, 1966; Roan, 2010).

Du point de vue de I’anatomie microscopique du corps, le foie est composé des unités
fonctionnelles et structurales appelées lobules hépatiques. Ces derniers sont constitués des
hépatocytes, des vaisseaux hépatiques et des canaux biliaires. Les millions de lobules sont
séparés les uns des autres par les vaisseaux sanguins qui les alimentent et qui collectent les
substances produites par les lobules. Ils sont également traversés par les canaux biliaires qui
servent a collecter la bile produite par les hépatocytes. Au centre de chaque lobule hépatique,
il y aune veine centrale qui est chargée de collecter le sang qui quitte le foie. Les hépatocytes
représentent environ 80% des cellules du foie, les macrophages résidents (cellules de
Kupffer) sont estimés a environ 5-6%, les cellules endothéliales sinusoidales entre 6-8% et

les cellules stellaires hépatiques (CSH) 2-3% (Yang et al., 2006).
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Figure 1 : Présentation du lobule hépatique.

Le lobule est composé des travées d'hépatocytes entre lesquelles se trouvent les cellule
endothéliales sinusoides. Ils se rejoignent au niveau de la veine centrale. En périphérie du
lobule se trouvent les canalicules biliaires. La triade portale qui est constitué de I'ensemble
du canal biliaire, de la veine porte et de l'artére hépatique.

Il est a noter que le foie fait I’exception en tant qu’organe d’avoir la capacité de se régénérer

lorsqu’il subit des blessures de n’importe quelle origine (Fausto et al., 2006).

1.1.2. Principales causes des blessures du foie
Dans les pays industrialisés, les causes les plus courantes des blessures au foie sont les
suivantes : I’abus d’alcool, I’hépatite B et C, les syndromes métaboliques dus a 1’obésité, et

I’hépatite auto-immune.

L’hépatite due a I’alcool se développe que chez une portion de grands consommateurs
évaluée entre 30 a 35% des cas qui arrivent a développer une forme avancée comme une
fibrose au stade avancé ou jusqu’a une cirrhose. La prévalence de la fibrose dans la maladie

alcoolique est évaluée entre 7 et 8% (Gao, Bin et Bataller ,2011).

L’hépatite virale B(HVB) étant la seconde cause de cirrhose et du cancer de foie. Tandis que

L’ hépatite virale C (HVC) est un facteur de risque important pour 1’hépatocarcinome, qui



survient aprés une dizaine d’années qui suivent I’infection. Les stéatopathies métaboliques
sont caractérisées par une surcharge graisseuse au niveau du foie dont le spectre va de la
stéatose a la stéatohépatite pour conduire a une cirrhose voire au développement d’un

carcinome hépatocellulaire.

1.1.3 Fonctions du foie

Le foie assure plusieurs fonctions vitales qui sont tres variables et dont les principales sont :

s L’élimination des potentielles toxines : provenant des produits alimentaires et des
certains médicaments. Les cellules hépatiques hébergent une panoplie d’enzymes qui
sont impliquées dans la biotransformation des substances ayant des propriétés toxiques.
La transformation vise leur désactivation et leur élimination.

% La production de la bile : La bile est produite et secrétée en continue par les hépatocytes.
Elle est par la suite stockée dans la vésicule biliaire qui la libére dans I’intestin aprés un
repas.

s Le métabolisme des glucides : Dans son role de moduler la glycémie, le foie stocke le
glucose sous forme de glycogene enfin de le fournir & 1’organisme en cas de besoin
surtout au moment de la carence en apport exogene. Ceci permet de maintenir la glycémie
a un taux normal.

% Le métabolisme des lipides : Le foie assure 1’équilibre des lipides et du cholestérol.
Comme les tissus adipeux, le foie produit les acides gras a partir de I’acétyle coenzyme
A. Les acides gras produits peuvent alors constituer des réserves. En cas de besoin en
énergie, le foie peut hydrolyser les triglycérides et produire 1’acétyle Coenzyme A. Ce
dernier est dégradé par le cycle de Krebs pour produire de 1’énergie. En ce qui concerne
le cholestérol, le foie a la capacité de le synthétiser et aussi de le dégrader.

*» Le métabolisme des protéines : Le foie est a méme de produire des nouvelles molécules
de protéines par catabolisme des acides aminés ou encore de posséder a leur élimination
sous forme d’urée.

% Le stockage des certaines vitamines : les vitamines liposolubles en I’occurrence la
vitamine A, la vitamine D, la vitamine E et la vitamine K qui sont condensées ou

accumulées dans ’organisme au niveau du foie et seront libérées au moment ou



I’organisme en a besoin. Il est a signaler que le stock excessif est nuisible a la santé.

(Block et al. , 2017)

1.1.4  La circulation sanguine et le foie

Le foie est I’organe le plus vascularisé de I’organisme humain. 1,4 litres de sang le traverse

a la minute. Cette alimentation est assurée par deux sources distinctes :

¢ L’artére hépatique qui apporte le sang provenant du cceur, qui est riche en oxygéne
nécessaire pour multiples activités hépatiques;

+ La veine porte qui améne le sang provenant des intestins et de la rate. Le sang provenant
des intestins contient les métabolites de la digestion : acides aminés, monosaccharides,
lipides simples, les vitamines ainsi que les acides biliaires. Tandis que celui provenant de

la rate est riche en métabolites d’hémoglobine.

Le sang pénétre le foie par les sinusoides hépatiques qui se croisent au milieu d’un lobule
hépatique et I’ensemble de lobules forment la veine centrolobulaire. Tandis que 1’évacuation

du sang est assumée par les veines sus-hépatiques.

1.1.5 Les différentes cellules du foie et leurs fonctions

Le parenchyme du foie normal contient un épithélium qui est constitué¢ des cellules
suivantes : hépatocytes, cholangiocytes, une paroi des cellules endothéliales caractérisée par
des fenestrations ou des pores, les macrophages résidents nommeés cellules de Kupffer et des
cellules mésenchymateuses appelées cellules stellaires hépatiques (CSH) anciennement

appelée cellules d’ilot ou lipocytes (Papoulas et Theocharis, 2009).
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Figure 2 : Présentation de la structure du foie normal et foie blessé :

La blessure au foie entraine plusieurs modifications notamment : I’activation des cellules
¢étoilées conduisant a la perte des gouttelettes lipidiques qui servent au stockage de la
vitamine A, la perte des microvillosités sur les hépatocytes et la perte des fenestrations entre
les cellules endothéliales.

a. Les hépatocytes :

Les hépatocytes sont des cellules principales et majoritaires du foie. Ils représentent environ
80% des cellules et 94% de la masse du foie. Ils accomplissent un nombre important de
fonctions métaboliques, endocriniennes et sécrétoires. En ce qui concerne la sécrétion, ils
sécretent la bile de fagon continue. La bile secrétée est indispensable a la digestion en général
et principalement a celle des lipides. Du foie, la bile sécrétée est transportée dans le
duodénum a travers les voies biliaires qui sont bordées des cholangiocytes. Les hépatocytes
produisent aussi de fagcon successive certaines protéines du systéme du complément et
parviennent a garder leurs concentrations sé€riques assez ¢levées, ¢liminant ainsi les agents

pathogenes (Qin et Gao , 2006).

b. Les cholangiocytes:

Les cholangiocytes participent a la composition finale et au volume de la sécrétion biliaire
par des événements basaux et hormonodépendants (Franchitto et al., 2013). Dans des
conditions normales, 1'une des plus importantes et fonctions des cholangiocytes et la mieux
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¢tudiée est la libération de bicarbonate induite par la sécrétine dans la bile (Maroni et al.,
2015; Roberts et al., 1997).

c. Les cellules stellaires hépatiques (CSH).

Elles représentent environ 15% du nombre total de cellules résidents du foie, elles constituent
le principal site de stockage des rétinoides (la vitamine A et ses métabolites) qui sont des
régulateurs transcriptionnels qui modulent puissamment I'expression de plus de 500 génes.
(Balmer et Blomhoft, 2002). L’altération de la signalisation des rétinoides a été démontrée
comme étant associée au processus pathologiques de plusieurs maladies, y compris les
maladies du foie (Shirakami et al., 2012). Plusieurs publications démontrent I’implication
majeure de la signalisation des rétinoides dans le métabolisme des lipides hépatiques et dans

la biologie des CSH (Bechmann et Canbay, 2014).

1.2. Les CSH dans la physiologie du foie
Les CSH, également appelées cellules de stockage de lipides ou cellules de Ilo, sont

localisées dans I'espace de Disse. Elles participent au développement du foie dans les
conditions normales, au métabolisme des rétinoides et a lI'homéostasie de la matrice

extracellulaire, ainsi qu’a la sécrétion de nombreux médiateurs.

Elles sécretent plusieurs médiateurs qui participent a 1’organogénese et a la régénération du
foie (Asahina et al., 2002). Elles expriment également 1’épimorphine, une protéine
morphogénique mésenchymale qui est impliquée dans la différentiation des cellules souches
hépatiques de rat (Miura et al., 2003). Les précurseurs des CSH qui sont isolés d'un foie feetal
ont une forte activité de prolifération et également une forte capacité de produire le facteur
de croissance hépatocytaire (hepatocyte growth factor : HGF), la chimiokine CXCL12 et des
facteurs de transcription homeobox, qui contribuent au développement hépatique et a

I’hématopoiese (Kubota et al., 2007).



1.2.1 Métabolisme des rétinoides
Les CSH contiennent la plus grande réserve de rétinoides évaluée a 60% par rapport aux

réserves totales de I’organisme (Wake, 1971). Les rétinoides apportés par I’alimentation sont
absorbés au niveau des intestins et sont acheminés aux hépatocytes sous forme d’esters de
rétinol. Au niveau du foie, ils sont hydrolysés par la lipase hépatique en rétinol libre qui est
transféré aux CSH ou ils sont de nouveau ré-estérifiés (Hendriks et al., 1985). Le stockage
des rétinoides s’effectue dans des gouttelettes qui contiennent aussi des triglycérides, des
phospholipides, du cholestérol, et des acides gras (Moriwaki et al., 1988; Yamada et al.,
1987).

1.2.2. La matrice extracellulaire dans un foie normal

A I’homéostasie, la MEC (matrice extracellulaire) constitue environ 0,5% de la masse totale
du foie (Rojkind et al., 1979) partagée au niveau des espaces portes, des veines centrales et
de la capsule de Glisson, et une faible proportion dans l'espace de Disse (Geerts et al., 1991).
La MEC normale est composée des collagénes (I, I11, IV, V, VI, XIV, et XVIII), de I'¢lastine,
des glycoprotéines (laminine, fibronectine, 46 nidogene/entactine, ostéopontine, des
protéines riches en cystéine), des protéoglycanes (héparane sulfate, chondroitine 4-sulfate,
chondroitine 6-sulfate, dermatane sulfate, syndecane, biglycane, et décorine), et de 1'acide
hyaluronique (Frizell et al., 1995; Kawashima et al., 1999 et Schuppan, 1990). Bien que
présente en quantité modeste dans l'espace de Disse, la MEC joue un rdle important dans la
conservation de l'homéostasie du foie et possede un profil de localisation unique. Le
collagene de type IV est généralement localisé entre les cellules endothéliales et les CSH,
alors que les collagénes fibreux de type I et III sont localisés entre les CSH et les hépatocytes

(Bissell et al., 1987; Friedman et al., 1989).

C’est pour cela que la composition de la MEC peut affecter le comportement des cellules
qui se trouvent dans son environnement a partir de leurs récepteurs de surfaces, et plus
particulierement des intégrines. Ces derniéres sont exprimées par les CSH sous forme al1f1,
alB2 (Racine-Samson et al., 1997), avB6 (Popov et al., 2008), a5f1 (Huang et Brigstock,
2011), et également la kinase liée aux intégrines (Shafiei et Rockey, 2012). Les trois types

cellulaires présents autour de l'espace de Disse (hépatocytes, cellules endothéliales, CSH)



produisent du collagéne de type I mais les hépatocytes sécrétent avant tout de la fibronectine
(Ramadori et al., 1989). Les cellules endothéliales expriment le collagéne de type IV, et les
CSH quiescentes, la laminine et les collagénes de type III et IV (Geerts et al., 1989; Maher
et McGuire, 1990). Le maintien de I'hnoméostasie de la MEC est assuré par 1’équilibre entre
la production de ses composants et leur dégradation. Les métalloprotéinases (MMPs) sont les
principaux effecteurs de cette dégradation et leur activité est régulée par des tissus inhibiteurs
endogenes (TIMPs). Plusieurs populations cellulaires du foie sont capables de produire a la

fois des MMPs et des TIMPs (Arthur et al., 1989; Knittel et al., 1999).

1.2.3. Les MMPs

Ce sont des protéases ou des enzymes protéolytiques qui se distinguent par la présence d’un
ion Zinc et qui se lient a trois résidus histidine sur leur site catalytique. Ces enzymes ont pour
role la dégradation des constituants majeurs de la MEC qui sont les collagenes fibrillaires,
les collagénes non fibrillaires et 1’¢lastine a pH physiologique. En ce qui concerne leur
nombre, il existe environ 28 MMPs chez I’homme et les plus importants sont cités ci-dessous
(Tableaul) qui sont codées par différents génes et produits par différentes cellules,

notamment les cellules du tissu conjonctif et les cellules inflammatoires.(Chantrain et

DeClerck, 2002) (Iredale, 1997)

Les MMPs peuvent également dégrader les protéoglycanes, glycosaminoglycanes ainsi
qu’une variété d’autres protéines et glycoprotéines (Martin et Matrisian, 2004)(Tableaul).
Ces enzymes jouent aussi un rdle important et complexe dans nombreuses étapes de la
progression cancéreuse telles que la croissance de la tumeur, la prolifération cellulaires ou
I’invasion cellulaire, la dissémination métastatique et 1’angiogenése. Ils sont donc des cibles
potentielles dans le traitement du cancer. C’est pourquoi plusieurs inhibiteurs synthétiques
ont ét¢ développés et ont montré une efficacité thérapeutique dans plusieurs modéles
animaux de cancer. (Chantrain et DeClerck, 2002). La régulation des MMP est modulée par
l'expression génique, la compartimentation et I’inhibition de leur activité est faites par les
inhibiteurs tissulaires des MMPs (Timps). Notons aussi que de nombreux MMPs ne sont pas
constitutivement transcrites, mais s’expriment apres induction par des cytokines et des

facteurs de croissance (Tallant et al., 2010).



1.2.3.1. Nomenclature, Structure et Classification des MM Ps

La famille des MMPs est constitu¢ de plus de 28 endopeptidases a 1’heure actuelle, leur
nomenclature est fonction de leurs protéines cibles (Tableaul). En ce qui concerne leur
structure, ces protéines sont divisées en trois domaines : le domaine N-terminal, le domaine
catalytique et le domaine C-terminal. Les MMPs partagent environ 40% de leurs structures
primaires. Il y a environ 28 types des MMPs qui ont été découverts dont les plus importants

sont cités ci-dessous (Tableaul). Les MMPs sont désignées par des numéros : MMP-1 a

MMP-28 (Fridman , 2010).

Tableaul : Nomenclature des MMPs et leurs substrats spécifiques.

MT3-MMP ou MMP-16,
MT4-MMP ou MMP-17,
MT5-MMP ou MMP-24,
MT6-MMP ou MMP-25

Noms des Enzymes Noms des MMP Substrats spécifiques
Collagénases MMP-1 collagenase-1 | Collagene fibrillaire: I, II,
(collagénase intestinale) III, V, and XI.
MMP-8 (Collagénase
neutrophile)
MMP-13 (Collagenase-3)
Gélatinases MMP-2 (Gélatinase-A) Collagene du type IV, V,
MMP-9 (Gélatinases-B) VI, X, XI, et XIV,
Gélatine, Elastine.
Stromelysine MMP-3 (Stromelysine 1) Protéoglycane,
MMP-10 (Stromelysine 2) | Fibronectine, = Laminine,
Gélatine.
Matrilysine MMP-7 (Matrilysine 1) Fibronectine, = Laminine,
MMP-26 (Matrilysine 2) Nidogeéne, collagene du
type 1V, Protéoglycane,
Betta 4 intégrine.
Type de membranes de | MT1-MMP ou MMP-14, Gélatine, Fibronectine,
MMPs MT2-MMP ou MMP-15, Laminine-1, Vitronectine,

Protéoglycane de cartilage
et Fibrilline-1

Epilysine

MMP-28

Collagene IV




1.2.4 Les inhibiteurs tissulaires endogenes

Dés que les MMPs sont libérées dans 1'espace extracellulaire ou activées, elles sont régulées
par l'a2-macroglobuline de fagcon non spécifique et spécifiquement par leurs inhibiteurs
tissulaires endogenes qui sont les TIMPs, des protéines de 22- 29 kDa. Il est & noter qu’une
activité non controlée des MMPs peut conduire a des graves lésions tissulaires (Stetler-
Stevenson et Seo, 2005). Les TIMPS agissent en inhibant les MMPs et ils peuvent aussi
réguler I’expression de leurs geénes. Ils possédent un large spectre d’inhibition qui couvre la

majorité des MMPs identifiées a ce jour.

Le génome humain comprend 4 genes paralogues codant pour les TIMPs (TIMP-1 a -4). Les
quatre TIMPs parviennent a inhiber tous les MMPs avec différentes affinités sauf le TIMP-
3. (Brew et Nagase, 2010).

1.3 LA FIBROSE HEPATIQUE

1.3.1 Généralités

La fibrose est le résultat d’un processus de cicatrisation d’un tissu en réponse a des Iésions
qui répétitives. La fibrose peut se manifester dans plusieurs tissus ou organes notamment les
poumons, la peau, le cceur, le rein, I’intestin et le foie. Ce processus de cicatrisation normal
devient pathologique quand il devient chronique, ce qui produit une cicatrice excessive qui
affecte la structure de 1’organe avec des graves complications conduisant méme a la
défaillance de celui-ci. On retrouve des 1ésions chroniques dues au processus de cicatrisation
au niveau du foie et les données actuelles montrent que leur prévalence va en augmentant,
raison pour laquelle la fibrose hépatique s’impose aujourd’hui comme un enjeu de santé
publique tant dans les pays industrialisés que dans les pays en voie de développement. (S

Friedman, 2003) (Yoshimura et al., 2007)

La fibrose hépatique découle des 1ésions chroniques du foie quelle qu’en soit la cause ou
I’¢étiologie. Ces Iésions sont accompagnées d’une accumulation de la matrice extracellulaire,
qui est leur caractéristique principale commune. Le dépot de la matrice extracellulaire

engendre la modification de 1’architecture du parenchyme hépatique conduisant ainsi a la
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cicatrisation qui génere un tissu fibreux riche en collagéne fibrillaire (Bataller et Brenner,
2005). Quand le foie devient fibrotique, il y a des changements qualitatifs et quantitatifs dans
la composition de la MEC, notamment la teneur en collagéne et en composantes non
collagéniques augmentent de 3 a 5 fois. Cette augmentation entraine le changement du type

de MEC dans le sous-endothélial riche en collagéne fibrillaire.

1.3.2  Epidémiologie

L’atteinte de fibrose hépatique est généralement silencieuse. Les signes qui I’accompagnent
apparaissent au stade tardif qui correspond au stade cirrhotique (Navaneethan et al.,2009).
Une fois la cirrhose installée, la résolution devient impossible tandis que 1’évolution est
rapide vers le cancer. Au stade de cirrhose, il existe environ 40% des cas qui demeurent
asymptomatiques appelés cirrhoses décompensées dans lesquels la transplantation est le seul
moyen thérapeutique a envisager (Andronikof, 2010). L’incidence annuelle de la cirrhose
dans le monde varie de 1,3 a 5,9 %. L’incidence ainsi que la prévalence de la cirrhose et du
cancer primitif du foie vont en augmentant. C’est pour cette raison que les recherches sont

focalisées sur une meilleure prise en charge au stade fibrotique.

L’incidence de la fibrose hépatique au Canada, selon le rapport de la Fondation du foie publié
en 2013, est a la hausse. Ce rapport révele qu’un canadien sur 10 vit avec une certaine
pathologie du foie et que c’est la stéatose qui est la maladie du foie la plus répandue avec
25% des cas. Par rapport au nombre annuel des déces, les déces dus a la cirrhose s’élevent a
5000 déces par an. Et en ce qui concerne les prévisions d’ici 2030, les nouveaux cas de cancer
augmenteront dans les deux sexes avec une augmentation du nombre annuel de nouveaux cas

de 84% chez les hommes et de 74% chez les femmes.

1.3.3 Les causes de la fibrose hépatique

La fibrose a une multitude de causes dont les infections virales, les intoxications d’origines
diverses, les troubles métaboliques, les réactions immunitaires et les anomalies congénitales
(Friedman, 2000). Il existe une centaine de maladies qui peuvent affecter le foie. Les plus

courantes sont: 1’hépatite virale, la stéatose alcoolique, la stéatose non alcoolique, I’hépatite
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alcoolique, les maladies auto-immunes. Il est a noter que les causes de certaines atteintes

hépatiques sont inconnues (Pellicoro et al., 2014).

1.3.4 La progression de la fibrose hépatique

L’évolution naturelle de la fibrose hépatique est caractérisée habituellement par sa
progression lente vers la cirrhose. Au fur et a mesure que la fibrose s’installe a cause d’une
1ésion hépatique chronique, le foie connait des modifications a la fois dans les réponses
cellulaires et dans la composition de la matrice extracellulaire. Il est a noter que les
modifications de la MEC sont aussi bien qualitatives que quantitatives. La lésion s’installe
pendant des mois ou des années avant que 1’apparition d’une lésion importante, a I’exception
de la maladie hépatique congénitale ou I'évolution dans le temps peut Eétre accélérée
dépendamment du contexte pathologique. Au dernier stade appelé cirrhose, stade pendant
lequel surviennent les modifications rendant la maladie symptomatique, il y a les
complications majeures suivantes : insuffisance hépatocellulaire, hypertension portale ou
carcinome hépatocellulaire (CHC) (Pierre et al., 2013) (Wade et al., 2013). La maladie reste

asymptomatique au cours des stades qui précedent la cirrhose. (Figure 3)

7 5N\
'—-»'

Fibrose hépatique

Cirrhose hépatique

Foie sain

N

Heépatite alcoaligue

Figure 3: Progression des maladies du foie
Toutes les maladies du foie évoluent vers la fibrose hépatique qui peut évoluer vers la
cirrhose qui évolue rapidement vers le cancer.
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1.3.5 Les caractéristiques clés de la fibrose hépatique

La fibrose en tant que processus complexe fait intervenir en méme temps les cellules
parenchymateuses, non-parenchymateuses ainsi que les cellules immunitaires qui infiltrent
le foie. Cette dynamique cellulaire est observée tant dans la phase de progression que dans la
phase de résolution. La réponse du foie aux blessures est marquée par la production excessive
des composants de la MEC ainsi que par la modification de leurs compositions
principalement le remplacement du collagéne de type IV et VI par le collagéne de type I et
IIT et des glycoprotéines et protéoglycanes par la fibronectine (Rojkind et Dunn, 1979).

Lorsque le foie subit une 1ésion, la situation peut se résoudre par la grande capacité du foie a
se régénérer. Les cellules hépatiques 1ésées peuvent se régénérer et permettre ainsi au foie
de reprendre ses fonctions. Cependant si la cause de ’atteinte hépatique est chronique, la
situation évolue vers une cirrhose et finalement vers I’insuffisance hépatique ou le cancer

(Bataller et Brenner, 2005).

1.3.6 Le mécanisme de la fibrose hépatique

La fibrose du foie survient dans un contexte d’une lésion chronique ou a la suite de
dommages répétés qui conduit a une incapacité de régénération du tissu hépatique. C’est en
ce moment que commence un processus de cicatrisation tissulaire qui fait intervenir de
nombreux acteurs tant cellulaires que moléculaires. Cette fibrose se développe en deux étapes
qui sont :

- La phase inflammatoire aigue et

- La phase chronique.

Les deux étapes sont médiées par les macrophages et les fibroblastes hépatiques.

1.3.6.1 Role des CSH dans le développement de la fibrose

Lors de I’initiation de la fibrose, les cellules étoilées produisent des facteurs de croissance et
proliferent. Elles vont également produire des cytokines pour évoluer vers la fibrogénése et
produire les TIMP1 et 2 pour modérer la dégradation de la MEC. Les CSH activées peuvent

induire I’inflammation, et interagirent ainsi avec les cellules de I’inflammation qui a leur tour
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influencent et contribuent a la fibrogénése. Les macrophages sont les principales cellules
inflammatoires induites lors de la fibrogénese (Figure 3). Plusieurs études démontrant
I’implication des CSH dans le développement et la croissance des tumeurs primaires et
métastatiques ont conclu que les CSH contribuent a la fois a la réparation tissulaire et a la

croissance tumorale (Dapito et al., 2012; Kang et al.,2011; Olaso et al.,2003)

1.3.6.2 Les facteurs de croissance

L'HGF est le principal mitogene des hépatocytes (Schirmacher et al.,1993). Les CSH
quiescentes peuvent aussi le produire, mais il est remarquable de constater que lors de 1ésions
hépatiques, son expression est réduite dans les CSH par l'action du TGF-f (Transforming
growth factor) (Ramadori et al., 1992). Cette régulation pourrait donner une explication a la
perte de la régénération du tissu hépatique dans un foie endommagg¢. Le TGF-f en tant que
cytokine importante pour la régulation du phénotype des CSH (Bissell et al., 1995; Dooley
et al., 2000) est sécrété sous forme latente, il est activé par les intégrines, le fibrinogene, et
les activateurs de plasminogeéne de type urokinase pendant une atteinte hépatique qui
aménent a I’activation des CSH (Botella et al., 2002; Racine-Samson et al., 1997, Starkel et
al., 2003). Le TGF-B a un role d’importance capitale dans le développement embryonnaire,
le remodelage tissulaire, l'inflammation, I'angiogenése, 1'athérosclérose, la fibrose et la

carcinogenese (Mauviel, 2005; Inagaki et Okazaki, 2007).

Le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire « VEGF » est également exprimé par
les CSH quiescentes (Ishikawa et al., 1999). Sa capacité a induire les mitoses des cellules
sinusoidales et endothéliales marque le role important des CSH dans I’interaction et le
controle de I'homéostasie du foie. La voie de signalisation paracrine importante entre les CSH
et I'endothélium sinusoidal, induite par le VEGF et la guanylate cyclase soluble pourrait étre
importante pour I'homéostasie sinusoidale dans le foie normal et la régénération (Wang et

al., 2012a, 2012b; Xie et al., 2012).

Les CSH synthétisent d’autres facteurs de croissance qui sont : les IGF, TGF-a, EGF, le
facteur de croissance des cellules souches, et le facteur de croissance des fibroblastes,

cependant leurs concours est plus importante au moment du développement que de la

14



régénération du foie (Chan et al., 2013; Chen et al., 2012b; Fujio et al., 1994; Marsden et al.,
1992; Meyer et al., 1990; Mullhaupt et al., 1994; Rosenbaum et al., 1995; Tsukamoto et al.,
2012; Zindy et al., 1992).

1.3.6.3 L’activation des cellules stellaires hépatiques

Au moment ou le foie subit une blessure, 1’activation des CSH est 1’étape d’importance
capitale. Une fois les CSH activées, si la cause de la blessure persiste I’activation est modulée
par une multitude des médiateurs (Pierre et al., 2013).
Les marqueurs clés des CSH activées sont :

- Le récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF),

- La métalloprotéinase matricielle. (MMP-2),

- Lamolécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1)

- L'actine a-musculaire lisse (a-SMA).

Il faut signaler que lors d’une infection chronique du foie, d’autres modifications sont
associées a l’activation des CSH notamment la perte des microvillosités sur les hépatocytes

et la perte des fenestrations entre les cellules endothéliales (Friedman 2000).

Les CSH, quant a elles, elles subissent une « activation » qui les faits passer de cellules
quiescentes en myofibroblastes qui ont comme principales caractéristiques celles d’étre :
prolifératifs, fibrogéniques et contractiles. Cette réponse est importante puisqu’elle
détermine plusieurs caracteres phénotypiques. Les premicres séquences d’éveénements qui se
produisent sont appelés initiation ou encore stade pré-inflammatoire caractérisé par des
modifications rapides au niveau de l'expression génique. Les CSH acquiérent a ce stade un
phénotype sensible aux cytokines et a d'autres stimuli de leur environnement. Les secondes
séquences d’éveénements appelé perpétuation englobe les événements cellulaires qui
accentuent le phénotype activé par l'expression des différentes cytokines ; cette étape de
l'activation provient de la stimulation autocrine et paracrine, ainsi que du remodelage
accéléré de la MEC.

Ces nombreux mécanismes permettent aux CSH d’acquérir un phénotype activé. Elles
passent des cellules responsables du stockage de la vitamine A aux myofibroblastes

responsables du développement de la fibrose dans le foie.
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Les différents stades de CSH dans la réponse fibro-hépatique sont décrits dans les sections
suivantes.

Activation
Les agressions chroniques entrainent des dommages qui affectent le parenchyme conduisant

a l’augmentation des corps apoptotiques, l’activation des cellules de Kupffer, et un
remodelage de la MEC. Ces phénomeénes ensemble jouent un role déclencheur dans
I’activation des CSH. Cette derniére se passe en deux phases, I’initiation et la perpétuation,
une troisi¢éme phase de résolution peut avoir lieu si les causent disparaissent. Pendant la
résolution de la fibrose, la perte de I’activation des CSH peut se dérouler de nombreuses
maniéres, la voie apoptotique n’étant pas le seul mécanisme possible. Il a ainsi été montré
que les CSH peuvent également entrer en sénescence ou méme revenir a un état quiescent

(Friedman, 2012; Kisseleva et al., 2012; Troeger et al., 2012).

L’initiation induit un changement dans le phénotype des CSH et des modifications de
I’expression des geénes qui rendent les cellules plus réceptives aux modifications de leur
environnement ainsi qu’aux stimuli de I’inflammation qui est 'un des premiers signaux
permettant l'activation des CSH. La stimulation paracrine par les cellules voisines (cellules
endothéliales, plaquettes, cellules immunitaires, et hépatocytes) ainsi que les modifications
du tissu conjonctif qui entourent les CSH. Les cellules endothéliales a leur tour peuvent
activer les CSH en sécrétant de la fibronectine (Jarnagin et al., 1994) ainsi qu'en activant le
TGF-p latent (Kojima et al., 2000), mais aussi en sécrétant un large spectre de médiateurs
qui régule la réponse inflammatoire et participe a la communication cellulaire (Smedsred et
al., 2009; Xie et al., 2012). Les effets de la fibronectine sont largement pro-migratoires et
non mitogéniques, suggérant que la migration des CSH est une premicre étape importante
dans la réponse aux dommages (Olsen et al.,2012). Les plaquettes participent en sécrétant du
TGF-B, ainsi que de 'EGF et le PDGF, le mitogene le plus important des CSH (Bachem et
al., 1989; Borkham-Kamphorst et al., 2007). Il est a noter que les macrophages résidents
pourraient étre la source principale de PDGF, ainsi que des autres médiateurs paracrines qui

conduisent a l'activation des CSH (Heymann et al., 2009; Wang et al., 2009).

16



Prolifération

Le PDGF est le mitogene principal des CSH lors du dommage. Sa sécrétion accrue dans le
foie, associ¢ a I’augmentation de l'expression de son récepteur dans les CSH, va leur
permettent d’acquérir un phénotype profibrogénique (Borkham-Kamphorst et al., 2007;
Pinzani, 2002; Wong et al., 1994), la prolifération induite par le PDGF est modulée aussi par
la signalisation du TNF-a via son récepteur (Tarrats et al., 2011). Les CSH sont également
sensibles a d’autres facteurs, entre autres le VEGF (Yoshiji et al., 2003), la thrombine, 'EGF,
le facteur de croissance des kératinocytes (Steiling et al., 2004; Yu et al., 2003).

Les TIMPs jouent un role pro-fibrotique vu leur activité inhibitrice de la dégradation de la
MEQC, et de plus, ils favorisent la survie des CSH. D’ou I’augmentation de leur expression
par les cellules étoilées, ce qui induit la prolifération des CSH dépendamment de la voie AKT

(Fowell et al., 2011).

Contraction

Lors de 1ésions chroniques, les sinusoides hépatiques subissent des changements induits par
les CSH qui touchent a la fois leur morphologie et leur fonction. Un remodelage radical se
produit caractérisé par le dépot de collagéne matriciel, une perte de fenestration et une
augmentation en CSH contractiles (Thabut et al., 2011). De plus, on constate un déséquilibre
des forces vasoactives caractérisé par un déficit en production de monoxyde d'azote et une
augmentation des substances vasoconstractiles telles que I’ET-1, I’angiotensinogene II, les
eicosanoides, le peptide natriurétique atrial, la somatostatine et le monoxyde de carbone
(Reynaert et al., 2002; Rockey, 2001, 2003; Taura et al.,2008). Tout ce qui précéde mene a
I’hypertension portale qui s’accompagne d’une augmentation du flux sanguin, augmentation
de la résistance intrahépatique, et une désorganisation de 1’architecture du parenchyme

hépatique.

Dégradation de la matrice extracellulaire.
La fibrose hépatique est un processus qui est caractérisée par le remplacement progressif de
la membrane basale normale, composée de collagéne de type IV, par du tissu cicatriciel qui

contient essentiellement des fibres de collagéne de type I. La dégradation précoce de la

17



matrice est une étape importante de la fibrose pour induire la migration des CSH vers les
sites de Iésions. Les CSH étant eux-mémes sources principales de MMP-2, MMP-9 et MMP-
13 (Arthur et al., 1992; Han et al., 2007; Milani et al., 1994; Vyas et al., 1995), qui ont des
fonctions de collagénases interstitielles et de gélatinases. Peu importe I’implication des
MMPs dans la progression de la fibrose, ils peuvent paradoxalement montrer des propriétés
anti-fibrotiques. La MMP-2 inhibe la production de collagéne de type I par les CSH et les
souris déficientes en MMP-2 ont ainsi montré une fibrose hépatique augmentée (Radbill et

al., 2011).

De plus, la MMP-2 est capable de réguler 1’apoptose des CSH en clivant le domaine
extracellulaire de la cadhérine, allant dans le sens d’un réle anti-fibrotique (Hartland et al.,
2009). Certaines activités aberrant des MMPs in vivo pourraient étre expliquées par leur
action simultanée sur I’activation des macrophages (Gong et al., 2008). La régulation des
MMPs est médiée par plusieurs mécanismes. Les TIMPs, qui sont majoritairement exprimés
par les CSH, se lient aux MMPs pour les rendre inactifs. De plus, pendant la progression de
la fibrose, la MMP-9 et la MMP-13 sont séquestrées au niveau de la chromatine empéchant
I’acces des facteurs de transcription NF-kB (Nuclear factor-kappa B) et AP-1. Une
perturbation de [’acétylation des histones est associée a l’extinction permanente de
I’expression des geénes et les CSH activées. On a, entre autres, une augmentation globale de
I’histone de D’acétylase-4, ce qui entraine une diminution de l’acétylation de la zone

promotrice de la MMP-9 et la MMP-13, et donc une répression des genes (Qin et Han, 2010).

Bien que la source des MMPs qui dégradent la MEC dans le foie soit incertaine, les
découvertes récentes s’orientent vers une sous-population de macrophages ayant un potentiel
fibrolytique. En effet, une étude récente a conduit a la caractérisation d'un sous-type
spécifique de macrophages qui a comme marqueur de surface Ly6C. Ceux-ci sécrétent une
panoplie de protéases ayant la capacité de dégrader la MEC (Ramachandran et Iredale, 2012;
Ramachandran et al., 2012).
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La fibrogénése
La production de certaines composantes de la matrice extracellulaire, en particulier le

collagene de type I, est un marqueur des CSH activées. La production du collagéne de type |
est régulée a la fois de manicre transcriptionnelle et post-transcriptionnelle (Lindquist et al.,
2000; Manojlovic et Stefanovic, 2012; Parsons et al., 2011; Stefanovic et al., 1997, 1999).
Le TGF-B1 est I’élément majeur de ce processus par des voies autocrines ou paracrines qui
stimulent la production de la MEC dans nombreuses maladies fibrotiques y compris dans la
fibrose hépatique. (Gao et Brigstock, 2004; Gressner et Gressner, 2008; Huang et Brigstock,
2012, A.M. Gressner 1996). Ainsi les maladies fibrotiques sont associées a une augmentation
des taux de TGF-$, qui inhibent la dégradation de la MEC en médiant a la baisse 1’expression
de MMPs tandis que modulent la surexpression de TIMP-1 (Jeong 2008, Dooley et Dijke
2012).

Le TGF-B est un facteur majeur impliqué dans la croissance des hépatocytes et dans
'apoptose des cellules épithéliales. Il stimule la prolifération des fibroblastes, la production
de la MEC et produit une réponse fibrotique dans différents tissus in vivo (Leask et Abraham,
2004). Dans le foie, le TGF-f module a la hausse la transdifférenciation des CSH en
myofibroblastes (Gressner, 1996).

L’interruption de la signalisation du TGF-f freine la progression de la fibrose hépatique chez
les animaux de laboratoire (Yata et al 2002), tandis que sa surexpression dans les animaux
transgéniques inhibe 1'apoptose CSH et favorise 1’induction d’un type de CSH capable de
synthétiser des quantités énormes de protéines matricielles comme le collagéne I, 111, IV et
la fibronectine (Kanzler et al., 1999). Des études utilisant un systéme d'expression génique
régulé par la tétracycline, qui permet aux plasmatiques de TGF-f d’étre régulés
chimiquement, ont montré que le TGF-f3 inhibe les MMPs en régulant 1'expression de TIMP-

1, ce qui stoppe la progression de la LF (Ueberham et al., 2003).
La liste des facteurs qui contribuent a la fibrogénese est exhaustive, faisant intervenir des
molécules de signalisation, des chimiokines, des molécules de stress cellulaire (Sahin et al.,

2010). Par exemple, 1’ostéopontine, une molécule d’adhérence produite par les CSH qui
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active I’expression du collagéne I (Urtasun et al., 2012). Les récepteurs aux chimiokines
profibrotiques se trouvant a la surface des CSH, incluant le CXCR4 (Hong et al., 2009), le
CCRI1, le CCRS5 (Seki et al., 2009a), le CXCR2 (Stefanovic et al., 2005), et le CCR2 (Seki
et al., 2009b).

Le chimiotactisme

Lorsque les CSH subissent le chimiotactisme, elles expriment un large spectre de récepteurs
aux médiateurs chimiotactiques. Les médiateurs les plus impliqués sont le PDGF (Ikeda et
al., 1999; Kinnman et al., 2000), le VEGF, I’Ang-1 (Novo et al., 2007), le TGF-B1, ’'EGF
(Yang et al.,2003), le BFGF (Fibbi et al., 2001), le CCL2 (Marra et al., 1999), le CXCR 4
(Sawitza et al.,2009) et de s ligands spécifiques du CXCR3 (Bonacchi et al., 2001). Ces
médiateurs permettent aux CSH de rejoindre les zones endommagées du foie, ou elles
proliférent, synthétisent la MEC et participent a la réparation du tissu. Elles subissent une
apoptose si la blessure est résolue, mais une fois que la blessure persiste; les CSH entrainent
le développement d'une fibrose et d'une cirrhose subséquente (Melton et Yee, 2007). Cette
migration dépend de I’état de la MEC, de sa composition ainsi que des interactions cellule-
matrice. Il a ét¢ démontré que la stimulation des CSH avec TGF-B1, PDGF-p et le collagéne
de type 1 entraine une augmentation de leur capacité migratoire dépendante de la MMP-2 et
des récepteurs intégrines (C. Yang et al., 2003). L'endothéline-1 (ET-1) et la protéine
chimiotactique des monocytes (MCP-1) induisent également la chimiotaxie des CSH (Ikeda
et al., 1999, Marra et al., 1999, Ramoén Bataller et Brenner, 2001). Le désassemblage de
I'adhérence focale est nécessaire pour le chimiotactisme des cellules étoilées en réponse au
PDGF (Melton et al., 2007). 11 a été démontré aussi que le collagéne de type 4 inhibe la
migration des CSH (Yang et al., 2008).
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Figure 4 : L'activation des cellules stellaires hépatiques :

Les voies d'activation du HSC consistent en deux phases; 1'une est la phase d'initiation et
perpétuation. L'initiation est provoquée par des stimuli cas de blessure, les cellules étoilées
sont activées. Le probléme peut se résoudre vite si les causes disparaissent. Si la blessure est
chronique, les cellules étoilées produisent des facteurs de croissance et proliférent. Aussi,
elles vont produire des cytokines pour évoluer vers la fibrogénese et produire les TIMPs 1 et
2 pour altérer la dégradation de la MEC. Les CSH activées peuvent induire 1’inflammation,
et interagirent ainsi avec les cellules de I’inflammation qui a leur tour influencent et
contribuent a la fibrogénese.

1.4 Les stades de la fibrose hépatique

I existe plusieurs stadifications de la fibrose hépatique entre-autre la stadification selon
METAVIR se basant sur I'ampleur des dommages subis par le foie du point de vue
histologique, la fibrose peut-étre moins ou plus importante, la stadification de METAVIR
qui va des FO a F4 donne une illustration sur les stades de la gravité croissante de la fibrose
(Tableau2).
Nous avons les caractéristiques suivantes selon les stades:

- FO: Le parenchyme hépatique est normal.

- F1: Le parenchyme hépatique est caractérisé par une déposition du collagéne autour

des triades portails.
- F2: La déposition se lie entre les triades portales mais en faible quantité.

- F3: La liaison de déposition en collagene devient importante.
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- F4: Presque tout le parenchyme est constitu¢ de collagéne qui se retrouve également

autour de la veine centrale (Faria et al., 2009).

Tableau2 :Evaluation des stades histologiques de fibrose par Fibrotest (Leroy et

Hilleret, 2005)

Fibrotest METAVIR
0,75-1,00 F4
0,73-0,74 F3-F4
0,59-0,72 F3
0,49-0,58 F2
0,32-0,48 F1-F2
0,28-0,31 F1
0,22-0,27 FO-F1
0,00-0,21 FO

Il s’avere important d’évaluer le degré de fibrose hépatique pour une meilleure prise en
charge des maladies chroniques du foie car il y a un risque d’évolution vers la cirrhose. La
biopsie hépatique, qui permet de faire un apercu histologique du foie, reste le diagnostic de
derniére intention ou de référence compte tenu de ses inconvénients par exemple son

caractere invasif (Leroy et Hilleret, 2005).

Di a ces inconvénients, des nombreux chercheurs proposent des méthodes alternatives non-
inversives qui servent a évaluer la gravité de la fibrose, leur caractéristique est qu’ils sont des
parameétres cliniques de routine incluant les résultats d’examen physique du malade, le

dosage de transaminases, les tests de radiographie.

1.5 Le traitement de la fibrose hépatique

Etant a I’époque de la médecine préventive, il est préférable que la thérapie soit administrée
avant 1’étape avancée de la fibrose donc au stade de la cirrhose. La seule thérapie proposée

présentement est la transplantation . Celle-ci est offerte de fagcon limitée aux patients a cause
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de la pénurie d’organes et car elle peut causer un pourcentage ¢levé de la morbidité. A cause

de ces inconvénients, il s’aveére qu’une meilleure compréhension des mécanisme cellulaires

et moléculaires qui sont impliqués dans la progression de la fibrose hépatique ouvrirait

d’autres pistes de traitement.(Pierre et al., 2013)

Actuellement, voici quelques thérapies mise en place chez les modeles précliniques et dans

les essais cliniques chez I’humain.

¢ Le ciblage des myofibroblastes et de la voie de TGF-f; dans cette famille nous avons :

- La Perfénidone (Esbriet) et le Nintidanib qui sont des anti-cicatrisants ou anti-
fibrotiques qui en ciblant ces voies diminue la production des médiateurs pro-
inflammatoires et sont utilisés dans la fibrose pulmonaire.

- L’anticorps monoclonal TGF- ou le Fresolimumab qui est utilisé dans le traitement
des patients atteints de la fibrose pulmonaire interstitielle.

¢ Le Borbezomib est un inhibiteur protéasome qui induit I’apoptose des CSH.

s L’INF-ylb, prouvé efficace dans le traitement de I’hépatite B ainsi que 1’hépatite C car
c’est une cytokine anti-fibrotique efficace. Tandis qu’un autre essai clinique prouve qu’il
est moins efficace dans la fibrose hépatique a un stade avance.

¢ L’inhibiteur de la tyrosine kinase mésylate d'imatinib (Gleevec), qui inhibe le récepteur
du PDGF n’a pas été capable de restaurer la fonction pulmonaire.

¢ Le BIBF 1120, qui inhibe triplement I'angiokinase (VEGFR, PRGFR, FGFR), a une
action efficace chez les patients atteints de la fibrose pulmonaire interstitielle (Richeldi
etal., 2011).

¢ Le ruxolitinib (NCB018424), un inhibiteur sélectif de la Janus kinase 1 (JAK1) et JAK2,
est utilisé le cas de la my¢lofibrose (Verstovsek et al., 2010).

s Les Anticorps monoclonaux contre le TNF-a (infliximab et étanarcept), CCL2, IL-1 et

IL-10, Argl sont aussi testés dans les essais cliniques.

1.6 Réversibilité de la fibrose hépatique
La fibrose hépatique est un processus de cicatrisation réversible, alors que la cirrhose, qui est
la conséquence de cette fibrose au cours du temps, est généralement irréversible. Voila

pourquoi, les efforts sont focalisés sur la compréhension de la fibrose en se basant sur les
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événements qui concourent a I'accumulation précoce de la cicatrice dans le but d'identifier

des cibles thérapeutiques pour arréter ou ralentir sa progression.

Le modele chimique de la fibrose hépatique consiste a utiliser les produits chimiques
toxiques, une foi en contact avec le foie va induire I’apoptose des hépatocytes. Ce modele est
beaucoup utilisé¢ pour les études au laboratoire. Dans ce modele la notion de dose a
administrer a I’animal est trés importante car en cas surdosage I’ atteinte aigue peut provoquer
la mort de I’animal. L usage du tétrachlorure de carbone (CCls), dont le mécanisme d’action
induit principalement une fibrose péricentrale formant des ponts chez la souris, qui apparait
entre 4-7 semaines d’injection intrapéritonéale (IP) (Scholten et al., 2015). Le N-
Diéthylnitrosamine (DEN) ou le N-Diméthylnitrosamine (DMN), sont deux agents
hépatotoxiques qui induisent aussi la fibrose hépatique. La dose a administrer est de 10 Ul /
kg de poids corporel, trois injections intrapéritonéales par semaine pendant 4 semaines
(Hyon et al., 2011). L’atteinte hépatique passe par 1’hydroxylation de ces molécules lors de

leur biotransformation par le cytochrome P450 dans les hépatocytes.

Composition de la matrice extracellulaire
La matrice extracellulaire en tant que composante comprenant plusieurs éléments et

dynamique du foie assume ainsi plusieurs fonctions ( Wells et al., 2008).

Les protéines de la matrice extracellulaire

Les protéines faisant parties de la composition de la matrice extracellulaire jouent des roles
dans ’architecture et la mécanique de celle-ci, accordant aux cellules une résistance et une
capacité a se reconstruire. Ces protéines régulent la diffusion et le flux vasculaire, et
modulent la mobilité cellulaire(Wells , 2008).

Elles régulent aussi la signalisation en étant ligands des récepteurs, elles ont comme sources
principales les hépatocytes(Discher, 2005).

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau moléculaire trés organisé, composé de
collagenes, de glycosaminoglycanes, de protéoglycanes et de glycoprotéines, qui permet

I’intégrité fonctionnelle et structurale du parenchyme hépatique.
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Initiation

Cette phase d’initiation est activée par plusieurs stimuli qui influencent ou accentuent
l'activation des CSH menant a une cascade de réponses cellulaires. Ces stimuli sont soit des
débris d’hépatocytes, des cellules endothéliales et des cellules de Kupffer qui sont localisées
a proximité des myofibroblastes dans les zones de tissus cicatriciels pendant 1’activation. Les
deux derniéres cellules sont une source importante des réactifs intermédiaire d’oxygéne

(ROI) affectant rapidement la composition de la MEC.

Matrice Extra-Cellulaire (MEC) dans le foie normal

La principale fonction de la MEC est de fournir un soutien de structure aux cellules, mais
aussi de réguler certains processus tels que la croissance, la migration, la différenciation, la
survie, I'noméostasie et la morphogenese des cellules.

L’activation des cellules stellaires est modulée par les cytokines profibrotiques TGF-f1 et le
facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF) 4, qui sont caractéristiques de la fibrogénese
tandis que les cytokines antifibrotiques, qui comprennent l'interleukine-10 et l'interféron vy
(IFNv). 5, 6,7, 8, 9, ont une activité antifibrotique. IL-10 inhibe la transcription du collagéne
de type I en favorisant I’expression de la collagénase raison pour laquelle il a été suggéré
pour des études in vitro des CSH. Les anticorps neutralisants contre 1'L-10 régulent
négativement 1'accumulation de la matrice, démontrée par la régression de la fibrose apres
leur administration chez les modeles expérimentaux ainsi que I’augmentation de la fibrose
chez des souris knock-out IL-10 aprés induction toxique. Le dépot de la matrice
extracellulaire engendre la modification de 1’architecture du parenchyme hépatique

conduisant ainsi a la cicatrisation formant un tissu fibreux riche en collagene fibrillaire.

1.7 Réles des macrophages dans la fibrose hépatique

Toutes les maladies hépatiques, notamment les maladies hépatiques chroniques d'origine
virale, d’origine alcoolique, due a I’obésité, maladies auto-immunes et la fibrose hépatique a
chacune de leurs étapes, sont caractérisées par l'inflammation qui est associée au
développement de la maladie. Au cours des 10 derniéres années, plusieurs études ont focalisé
leurs intéréts d’étude sur la médiation de I’inflammation hépatique lors d’une fibrose (Seki

et Schwabe, 2015). D’ou I'implication du systétme immunitaire par l’intervention des
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plusieurs cellules dont les macrophages. Les CSH activées peuvent induire 1I’inflammation,
et interagirent ainsi avec les cellules de I’'immunité qui a leur tour influencent et contribuent
a la fibrogénese. Les macrophages sont des cellules principales de I’inflammation induites
lors de la fibrogénése (Lee et Friedman, 2011). Il a ét¢ démontré que dans un foie fibrotique,
les macrophages sont autour des myofibroblastes activés, donc dans la zone lésée, et
constituent une entité capitale de la réponse fibrogénique car leur diminution

pharmacologique ou génétique arréte la fibrose (Duffield et al., 2005).

Le foie étant exposé quotidiennement a des antigénes provenant de la flore commensale
intestinale, le systtme immunitaire innée est hautement actif enfin d’empécher 1’activation
des réponses inflammatoires contre ces pathogeénes indispensables. Les macrophages
hépatiques résidents a cause de leur propriété phagocytaire et leur capacité a libérer plusieurs
médiateurs immunitaires locaux répondent a ces stimuli et favorisent la tolérance en

amortissant par exemple I’activation de cellules T.

Les macrophages jouent un role important dans la dégradation de la MEC, ils sont
profibrogéniques pendant la progression de la fibrose mais antifibrotique au cours de la
résolution de la fibrose. Bien que les principales sources d'activité¢ de dégradation de la
matrice soient incertaines, il semble de plus en plus probable que les macrophages associés
aux cicatrices et les cellules étoilées soient des sources de collagénases interstitielles. En
méme temps, une diminution du TIMP-1 favorise 1'apoptose des myofibroblastes fibrogenes

(Duffield et Iredale, 1977).

Les macrophages et la fibrose hépatique
Les études expérimentales récentes ont proposé¢ que les macrophages hépatiques ou les

cellules de Kupffer soient des cibles potentielles dans la lutte contre la fibrose car elles sont
au cceur des Iésions hépatiques et de la pathogenése de la maladie chronique du foie. Ces
macrophages sont caractérisés par leur hétérogénéité remplissant ainsi diverses fonctions tant
dans I’homéostasie, la progression et pendant la régression de la 1ésion. Ils jouent des roles
centraux dans Dinitiation, lors de la perpétuation de I’inflammation ainsi que dans sa

résolution (Tacke et Zimmermann, 2014).
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Les macrophages libérés de la moelle osseuse sous forme de monocytes immatures, sont
déversés dans la circulation sanguine, puis migrent vers les tissus ou ils subissent leur
différenciation en macrophages résidents, il y a ainsi les cellules de Kupffer dans le foie, les
macrophages alvéolaires dans les poumons et les ostéoclastes dans l'os. Ces cellules
différenciées vont jouer plusieurs fonctions capitales notamment dans le remodelage des
tissus, I’inflammation et I'immunité en remplissant le role dans la phagocytose, la
cytotoxicité et la sécrétion d'une panoplie de cytokines, facteurs de croissance, lysozymes,

protéases, composants du complément, facteurs de coagulation et prostaglandines.

Les macrophages jouent deux roles qui sont antagonistes lors de la fibrose hépatique : dans
la phase d’initiation ils sont capables de produire des cytokines (TGF-, IL-1p) et le facteur
de croissance PDGF qui activent les cellules stellaires hépatiques; tandis que dans la phase
de résolution, les macrophages produisent IL-10 qui bloque I’activation de CSH conduisant

ainsi a la résolution de 1’inflammation.

Initiation et perpétuation de I'inflammation hépatique

En réponse a une agression au niveau du foie, les cellules étoilées sont activées. Le probléme
peut se résoudre vite si les causes disparaissent. Mais en cas d’une blessure chronique, les
cellules étoilées vont produire des facteurs de croissance et proliférer. Ils vont aussi produire
des cytokines pour évoluer vers la fibrogénese et les TIMP1 et TIMP2 enfin d’altérer la
deégradation de la MEC. La phase d'initiation correspond aux changements apportés dans
I'expression géniques et au phénotype qui entraine une sensibilité¢ des CSH aux cytokines et
autres facteurs se trouvant dans son environnement. La phase de perpétuation est la résultante
de tous ces stimuli sur le phénotype activé des CSH conduisant au dépdt de la MEC riche en
collagene fibrillaire et donc a la fibrose. L'activation se traduit par une transdifférenciation
de la CSH riche en vitamine en un myofibroblaste actif qui exprime des récepteurs mitogenes

et contractiles et qui est pauvre en vitamine A.

1.7.1 Phase de progression de la fibrose hépatique et implication des macrophages
La fibrose hépatique qui s’installe n'est pas un processus statique, mais plutot un processus

dynamique avec une balance entre la synthese et la dégradation des composants de la MEC.
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Ces composants sont dégradés par les MMP. Au cours de la fibrose, il y a diminution de ces
enzymes, qui entraine le remplacement du tissu normal par du tissu cicatriciel ayant comme
caractéristique principale la baisse de la dégradation du collagéne de type I. Le collagéne et
les enzymes protéolytiques sont produits par les myofibroblastes, qui dérivent des cellules
¢étoilées activées, alors que les cellules de Kupffer activées ou les cellules biliaires sont la
source principale de cytokines et de facteurs de croissance qui provoquent l'activation des

cellules étoilées.

L'un des principaux déterminants de la fibrose progressive est l'incapacité¢ a dégrader la
matrice cicatricielle accrue, ou interstitielle, formant des fibrilles. MMP-1 est la principale
protéase qui peut dégrader le collagéne de type I, le collageéne principal dans le foie
fibrotique. Cependant, les sources de cette enzyme ne sont pas aussi clairement établies que
pour les collagénases de type IV, MMP-2 et MMP-9. Les cellules stellaires expriment des
niveaux modestes d'ARNm de MMP-1 et, il est donc peu probable que celle-ci soit la
collagénase la plus importante dans le processus de résorption de la matrice lorsque la fibrose
hépatique régresse. Des protéases interstitielles alternatives pourraient inclure soit MMP1 ou

MMP-2, qui présente également une activité de collagénase interstitielle.

Le role des cellules de Kupffer dans ’activation des CSH et leur activité fibrogénique est
dépendant de leur activation passant par les médiateurs qui sont soit des radicaux libres, du
TNF-a, et du TGF-B (Friedman, 2008a). Bien aussi, les macrophages hépatiques sont
impliqués dans 1'hépatotoxicité moduler par un surdosage du paracétamol, en induisant la
production de cytokines pro-inflammatoires le TNF-a, I'lL-1p ainsi que le monoxyde d'azote

(NO) (Laskin et Pendino, 1995).

1.7.2 Phase de régression de la fibrose hépatique

Lors d’une lésion chronique du foie, les macrophages Ly6C" parviennent & adopter un
phénotype réparateur qui est caractérisé par l'expression de Ly6C™ et la capacité de dégrader
les protéines extracellulaires en exces dans la MEC par les MMP (MMP-9, -12, -13) et ainsi

induire l'apoptose. Le CX3CL1 de son coté favorise la survie des macrophages
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intrahépatiques et induit la maturation des cellules Ly6C+. Ces mécanismes aboutissent a la

dégradation de la MEC au cours de la résolution du foie.

Une étude in vivo a permis d’¢élucider le role fonctionnel des macrophages dans la résolution
de la fibrose dans les modeles des Iésions hépatiques provoquées par le thiocétamide (TAA)
avec le gadolinium chloride (GdCls3), qui a la capacité d’inhiber les fonctions des
macrophages. Cette ¢tude a démontré qu’en traitant avec le GdCls, il y a diminution du
nombre de macrophages dans les Iésions hépatiques et inhibition de I’expression de I’ARNm
du TGF-B1 dans les macrophages. Cette diminution de macrophages corréle avec la
diminution de I’activation des myofibroblastes et contribue a réduire la progression de la
fibrose hépatique (Ide et al., 2005). Une autre ¢tude d’importance capitale a été effectuée a
’aide de souris transgéniques Cd11b-DTR ayant une fibrose induite par le CCls. Dans cette
étude, la déplétion des macrophages se fait en deux temps; chez les unes pendant le traitement
au CCly et chez les autres apres le traitement au CCls donc pendant la phase de réparation du
tissu. Les conclusions suivantes découlent de cette étude : premiérement, si la déplétion est
effectuée pendant la phase de 1’agression au CCls il se remarque une diminution des
myofibroblastes et une cicatrisation amoindrie démontrant le rdle pro-fibrogénique des
macrophages, deuxiémeme