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Liste des abréviations

Pour une raison de commodité par rapport aux figures, nous avons choisi de conserver dans le
texte les abréviations anglo-saxonnes pour I'age des rats (D21 pour 21 jours, D50 pour 50 jours
et D185 pour 185 jours).

A : Adénine

ABCD4 : ATP-binding cassette (ABC) transporter D4
ACE : Angiotensin | converting enzyme

AdipoR : Adiponectin receptor

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNc : ADN complémentaire

ADNg : ADN génomique

AdoCbl : Adenosylcobalamine

ADP : Adénosine diphosphate

AFLD : Alcoholic fatty liver diseases

AG : Acide gras

AGL : Acide gras libre

AHA/NHLBI : American Heart Association/National Heart, Lung and Blood Institute
Akt : Alpha serine/threonine-protein kinase

ALAT : Alanine aminotransférase

a-SMA : a-smooth muscle actin

AMFE : Association Maladies Foie Enfants

AMPK : Adenosine monophosphate-activated kinase
ANC : Apport nutritionnel conseillé

Angll : Angiotensin Il (ou AGT)

AO : Acide obéticholique

AOX : Acyl coenzyme A oxydase

ApoB : Apolipoprotein B
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ARB : Angiotensin |l receptor blocker

ARN : Acide ribonucléique

ARNm : ARN messager

ARNr : ARN ribosomique

ARNt : ARN de transfert

ASAT : Aspartate aminotransférase

AT1-2 : Angiotensin Il receptor type 1-2

ATP : Adénosine triphosphate

BCA : Acide bicinchoninique

BET : Bromure d'éthidium

BHMT : Bétaine-homocystéine méthyltransférase
BMP : Bone morphogenetic protein

BSA : Bovine serum albumin

C: Cytosine

Ca2’: Calcium

CAV1 : Caveolin 1

Cbl : Cobalamine

Cbl-IF : Complexe cobalamine-facteur intrinseque
CBS : Cystathionine B-synthase

Ccl : C-C motif chemokine

CD : Cluster of differentiation

CHC : Carcinome hépatocellulaire

CHE : Cholestérol estérase

CHO : Cholestérol oxydase

ChREBP : Carbohydrate responsive element binding protein
CM : Chylomicron

CMO : Contenu minéral osseux



CNCbl : Cyanocobalamine

Co : Cobalt

CoA : Coenzyme A

COL1A1: Collagen type |, alpha 1

COL1A2: Collagen type |, alpha 2

CPT : Carnitine palmitoyl transférase

CR : Chaine respiratoire

Cu2": Cuivre

CV : Veine centro-lobulaire

Cxcr : Chemokine (C-X-C Motif) Receptor
D21 :Jour 21

D50 : Jour 50

D185 : Jour 185

DAG : Diacylglycérol

DHF : Dihydrofolate

DMB : Diméthylbenzimidazole

DMO : Densité minérale osseuse

DNMT : ADN méthyltransférase

dNTP : Désoxyribonucléotides tri-phosphate
DO : Densité optique

DSVG : Dysfonctionnement systolique du ventricule gauche
dTMP : Désoxythymidylate monophosphate
DTT : Dithiothréitol

dUMP : Désoxyuridilate monophosphate
DXA : Dual energy X-ray Absorptiometry
E20 : 20°™ jour embryonnaire

ECL : Electrochemiluminescence (chimioluminescence amplifiée)



Edn : Endothéline

EDTA : Acide éthyléne diamine tétra acétique
EGF : Epidermal growth factor

ERK : Extracellular-signal-regulated kinase
ERR-a : Estrogen related receptor a

ER-a : Estrogen receptor a

FABP : Fatty acid binding protein

FAD : Flavine-adénosine dinucleotide

FAS : Fatty acid synthase

FaslL : Fas ligand

FAT : Fatty acid translocase

FATP : Fatty acid transport protein

FGCP : Folylpolyglutamate carboxypeptidase
FID : Fédération Internationale des Diabétiques
FIGLU : Acide formimino glutamique

Fox01: Forkhead box 01

FR : Folate receptor (ou FOLR)

FXR : Farnésoide X receptor

G : Guanine

G6P-DH : Glucose 6-phosphate déshydrogénase
GCNS5 : General control nondepressible 5 (ubiquitous histone acetyltransferase)
GH : y-glutamyl hydrolase

GK : Glycérol kinase

Glut2 : Glucose transporter 2

GNMT : Glycine N-methyltransferase

GPO : Glycérol phosphate oxydase

H202 : Peroxyde d'hydrogene



HAT : Histone acétyltransférase

Hcy : Homocystéine

HDAC : Histone deacetylase

HDL : High density lipoprotein

HDL-C : High density lipoprotein-Cholesterol
HES : Hématoxyline-Eosine-Safran

HF : Régime hyper-énergétique (=high fat)

HIF : Hypoxia Inducible Factor

HK : Hexokinase

HMT : Histone méthyltransférase

HNE : Hydroxynonenal

HNF4-a : Hépatocyte Nuclear Factor 4-a
HOMA-IR : Homeostasis Model for Assessment of Insulin Resistance
HPLC : High-performance liquid chromatography
HSC : Hepatic stellate cell

IDL : Intermediary density lipoprotein

IF : Intrinsic factor

IFN : Interféron

IGF-1 : Insulin-like growth factor-|

IL : Interleukine

iMDD : Carence en donneurs de méthyles initiale
IR : Insulino-résistance

IRS : Insulin receptor substrate

Itga-b : Intégrinesaetb

Kinase JNK : c-Jun N-terminal kinase

KO : Knock out

LC/MSMS : Liquid chromatography- Tandem mass spectrometry



LDH : Lactate déshydrogénase

LDL : Low density lipoprotein

LMBD1 : Lysosomal membrane binding D1

LPL : Lipoprotéine lipase

LV : Left ventricle

MADB : Sel disodique

MAT : Méthionine-adénosyl-transférase

MBD : Methyl-CpG sequence binding domain protein
MCD : Méthionine-choline deficiency

MCFA: Medium chain fatty acid

MCM : Méthylmalonyl-CoA mutase

MCP : Monocyte chemoattractant protein

MDA : Malondialdéhyde

MDD : Methyl donor deficiency

MDH : Malate déshydrogénase

MEC : Matrice extracellulaire

MeCbl : Méthylcobalamine

MeCP2 : Methyl CpG binding protein 2

MeTHF : Méthyl-THF

Méthylmalonyl CoA mutase : Méthylmalonyl Coenzyme A mutase
MG : Masse grasse

Mg2*: Magnésium

miR : Micro-RNA

MM : Masse maigre

MMA : Acide méthylmalonique

MMACHC : Methylmalonic aciduria and homocystinuria type C protein

MMADHC : Methylmalonic aciduria and homocystinuria type D protein
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MMP : Matrix Metalloprotease

MnSOD : Superoxyde dismutase mitochondriale a manganese
MS : Méthionine synthase

MS/MS : Tandem mass spectrometry

MSR : Méthionine synthase réductase

MSR1 : Macrophage scavenger receptor 1

mtDNA : ADN mitochondrial

MTHF : Méthylene-THF

MTHFR : Méthyléne tétrahydrofolate réductase

MTR : 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase

MTRR : 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase reductase (ou méthionine

synthase réductase)

Mut : Méthylmalonyl-CoA mutase

N5,10-MeTHF : N5,10-méthyléne tétrahydrofolate
N5-MTHF : N5-méthyl tétrahydrofolate

NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide

NADP: Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NAFLD : Non-alcoholic fatty liver disease

NASH : Nonalcoholic steato-hepatitis

NFxB : Nuclear factor kappa B

NH4" : Ammoniaque

NO : Nitric oxide

NOX : ROS-generating NADPH oxydase (ou superoxyde NADPH oxydase)
NR2A1 : Nuclear Receptor Subfamily 2, group A, member 1
0, " : lon radicalaire superoxyde

OCTN : Organic cation transporter novel

OMS : Organisation mondiale de la santé
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ONOO :Radical péroxynitrique

P450 CYP4A : cytochrome P450 4 A

PABA : Para-aminobenzoic acid

PAI : Plasminogen Activator Inhibitor

PCFT : Proton-coupled folate transporter

PCR : Polymerase chain reaction

PDGF : Platelet derived growth factor

PGC- 1a : Peroxisome proliferator-activated receptor-y co-activateur-1 a
PHD : Prolyl hydroxylase

PI3K : Phosphatidylinositol 3-kinase

PKC : Protein kinase C

Plat : Plasminogen activator

PLP : Pyridoxal phosphate

PMSF : Phenylmethylsulfonyl fluoride

POD : Peroxydase

PPAR-a : Peroxisome proliferator-activated receptor-a
PPAR-y : Peroxisome proliferator-activated receptor-y
PRMT : Protéine arginine méthyltransférase

PT : Triade espace porte

PTEN : Phosphatase and tensin homolog

PTPB1 : Protein tyrosine phosphatase 1B

PVDF : Polyvinylidéne fluoride

RAAS : Renin-angiotensin-aldosterone system

RE : Réticulum endoplasmique

RFC : Reduced folate carrier

RIA : Radioimmunoassay

RIPA : Radioimmunoprecipitation Assay
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RNS : Reactive nitrogen species

ROS : Reactive oxygen species

RT : Reverse transcription

RT-gPCR : Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
RV : Right ventricle

RXR : Retinoid X receptor

SAH : S-adénosylhomocystéine

SAHH : S-adénosylhomocystéine hydrolase

SAM : S-adénosylméthionine

SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SET : Su(var) enhancer of Zeste and Thrithorax

S-FBP : Folate Binding Proteins Solubles

SHMT : Sérine hydroxyméthyltransférase

SHNA : Stéato-hépatopathie non-alcoolique (ou NAFLD)
siRNA : Small interfering RNA

SIRT1 : Sirtuin -1

SLC : Solute carrier

SOCS : Suppressor of cytokine signalling

SOD : Superoxyde dismutase

SREBP-1c : Sterol regulatory element binding protein-1c
SS : Stéatose simple

Stat 3 : Signal transducer and activator of transcription 3
T : Thymine

TAG : Triacylglycérol

Tampon TBE : Tris, Borate, EDTA

TBST : Tris-Buffered Saline and Tween 20

TC : Transcobalamine
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TG : Triglycéride

TGFB : Transforming growth factor B

Thbs : Thrombospondine

THF : Tétrahydrofolate

TIMP : Tissu Inhibitor of Metalloproteases
TLR : Toll-like receptor

TMDS : Thymidylate synthase

TNFR : Tumor Necrosis Factor a receptor
TNFa : Tumor Necrosis Factor a

UPLC : Ultra Performance Liquid Chromatography
Vegfa : Vascular endothelial growth factor a
VLDL : Very low density lipoprotein

ZF : Zinc finger transcription factor cDNA
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Partie 1: Les facteurs influencant le métabolisme des monocarbones.

1 Les déterminants nutritionnels.

1.1 Les folates (vitamine B9).

1.1.1 Définition.

L’acide folique, nommeé aussi acide ptéroylglutamique, est une vitamine hydrosoluble.

La vitamine B9 est présente en majorité dans les végétaux foliacés ; d’ou le terme «folique» qui
vient du latin folium et qui signifie feuille.

Cette vitamine facilite le transfert d'unités mono-carbonées provenant de multiples molécules
vers de nombreuses réactions biosynthétiques telles que la synthése de purines et de

pyrimidines ainsi que la synthése de la méthionine a partir de I'homocystéine (Bottiglieri, 2005).

1.1.2 Les apports nutritionnels.

Notre organisme étant incapable de synthétiser les folates, leur apport est donc exclusivement
alimentaire.

Les aliments constituant une source importante de folates sont le foie, les légumes a feuilles
vertes, les haricots, les germes de blé, les levures, le jaune d’oeuf, le lait et les produits laitiers,
les betteraves, le jus d’orange et le pain complet (lyer et Tomar, 2009). Cependant, la teneur de
cette vitamine diminue en cas de cuisson (dépassant 15 min), congélation et mise en conserve.
Les valeurs de I'apport nutritionnel conseillé (ANC) en France varient en fonction du sexe, de
I'age, et de I'état physiologique.

Ces valeurs sont définies dans le tableau 1.
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Catégorie ANC 2001 (png/j)
Nourrissons 70
Enfantsde 1-3 ans 100
Enfants de 4 - 6 ans 150
Enfants de 7-9 ans 150
Enfants de 10 - 12 ans 250
Adolescents de 13 - 15 ans 300
Adolescents de 15 - 19 ans 300
Hommes adultes 330
Femmes adultes 300
Personnes agées de plus de 75 ans 330-400
Femmes enceintes 400
Femmes qui allaitent 400

Tableau 1 : Apports nutritionnels conseillés (ANC) en folates (ug/j) pour la population

francaise (d'aprés I'Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, 3éme édition, Ed. Tec

&Doc).

1.1.3 La structure chimique.

L'acide folique est composé d'un noyau ptérine, d'un acide para-aminobenzoique (PABA) et

d'une molécule d'acide glutamique ; d'ou son nom chimique :

(figure 1).
6-Methylptérine Acide para Glutamate
A aminobenzof_ue (PABA)
r N r N A \
HaN

Acide ptéroigue

Figure 1 : La structure chimique des folates (modifié d'apres Scott, 1999).

~

Acide ptéroylglutamigue (acide folique)

I'acide ptéroylglutamique
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En général, les folates présents dans I'alimentation sont des ptéroylpolyglutamates car ils
contiennent un enchainement de plusieurs acides glutamiques.

L'acide folique ne correspond pas a la forme physiologiquement active. Les formes actives dans
I'organisme sont |'acide dihydrofolique (DHF), l'acide tétrahydrofolique (THF) et ses dérivés
méthylés (-CH3) ou formylés (-CHO) pouvant porter des radicaux monocarbonés sur les azotes
en position 5 et/ou 10 (figures 2 et 3): N5-formyITHF ; N10-formylTHF ; N5-méthyITHF (N5-
MeTHF) ; N5-formiminoTHF ; N5, N10-méthyléneTHF (N5,10-MTHF) et N5, N10-méthényITHF.
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Figure 2 : La structure chimique de l'acide folique et de quelques formes réduites des folates

(modifié d'apres Scott, 1999).
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Figure 3 : Interconversion des folates (d'aprés Jean-Claude Guilland et Bruno Lequeu.

.

Folates alimentaires

Encyclopédie des vitamines - Du nutriment au médicament. Vol.1).

(1) et (2) : dihydrofolate réductase, (3): tétrahydrofolate formiminotransférase,

(4) : formiminotétrahydrofolate cyclodéaminase, (5) : 5,10-méthylénetétrahydrofolate
déshydrogénase, (6) : 5,10- méthylenetétrahydrofolate réductase, (7) : méthionine synthase,

(8) : 5,10- méthényltétrahydrofolate cyclohydrolase, (9) : 10-formyl-tétrahydrofolate synthétase,
(10) : 10-formyl-tétrahydrofolate déshydrogénase, (11) : thymidilate synthase,

(12) : formyltétrahydrofolate isomérase, (13) : formyltétrahydrofolate cyclohydrolase.

MET: méthionine; HCY: homocystéine.

De nombreuses réactions métaboliques essentielles font intervenir les folates dans le réle de
co-enzymes en agissant comme accepteur ou donneur d'unités monocarbonées, notamment
dans le métabolisme des acides aminés (constituants des protéines) et des acides nucléiques
(ADN et ARN) (Bhaskar, Murthy et al 2011). lls sont donc essentiels a la division cellulaire, la
croissance, la formation des cellules sanguines et au fonctionnement optimal de la moelle

osseuse (Lucock, 2000).
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1.1.4 L'absorption.

Les folates, sous forme de ptéroylpolyglutamates, sont catabolisés en ptéroylmonoglutamates
par une enzyme spécifique présente dans la bordure en brosse de l'intestin gréle appelée
folylpolyglutamate carboxypeptidase (FGCP) ou y-glutamyl hydrolase (GH). Cette enzyme a une
activité maximale a un pH de 5,5 et en présence du zinc (Yao et al, 1996). Les monoglutamates
sont ensuite absorbés par le récepteur «proton-coupled folate transporter» (PCFT) au niveau
du jéjunum proximal de l'intestin gréle (Zhao et al, 2009). |ls seront ensuite méthylés et réduits
en 5-méthylTHF et passeront dans la veine porte grace a un systeme de transporteurs
spécifiques (Rosenberg, 1990). Le transport des folates peut étre plasmatique ou cellulaire

(figure 4).

Intestinal

Figure 4: Absorption et distribution des folates dans le foie et les tissus périphériques
(d’aprés Guéant et al, 2013).

L’absorption des folates se fait au niveau du jéjunum, aprés hydrolyse en monoglutamates. C’est
sous cette forme qu’ils traversent la barriere intestinale pour étre acheminés vers le foie. Ce
cycle constitue une voie importante de redistribution de I'acide folique aux tissus périphériques.
Pour étre métaboliquement active, la molécule de folate doit étre réduite par I’enzyme
dihydrofolate réductase en THF. Puis, la fixation des groupements méthyles en 5 et 10, conduit
aux formes circulantes et actives (N5,10-MTHF et N5-MeTHF). La molécule de 5-MeTHF
véhiculée par le sérum doit étre déméthylée en THF pour intégrer le cycle folique cellulaire et

jouer son réle de donneur de méthyles.

31



1.1.5 Le transport.

1.1.5.1 Le transport plasmatique.

Les monoglutamates, surtout sous forme de 5-méthyITHF, sont transportés dans le plasma soit
sous forme libre soit liés. Ils vont se lier soit a un ligand de faible affinité, principalement
I"'albumine, qui transporte les folates vers certains tissus comme le placenta et le feetus, soit a
un ligand de haute affinité, le «folate binding proteins solubles» (S-FBP) (Fernandes-Costa et
Metz, 1979).Ce dernier transporte les folates vers le foie qui forment une réserve majoritaire
de la quantité totale de folates dans I'organisme (50 % du stock de I'organisme).

La concentration en folates est beaucoup plus importante dans les érythrocytes que dans le
plasma (> 150 pg/L vs > 5 pg/L). La concentration érythrocytaire est un bon indicateur a long
terme du statut en folates (Jean-Claude Guilland et Bruno Lequeu. Encyclopédie des vitamines-

Du nutriment au médicament. Vol.1).

1.1.5.2 Le transport cellulaire.

Trois types de récepteurs peuvent intervenir dans le transport cellulaire des folates (figure 5).

Com partiment extracellulaire Compartiment intracellulaire
Fol™ = Fol
&
H* > H*
Fol~ »| Fol-
(rro)
OP 1« oP-
Folate — Fol~
receptors a _\\\
Fol- > »( Fol- |—>
- i

Figure 5 : Processus de transport des folates a travers la membrane (modifié d'apres Zhao et

al, 2009).

e Reduced folate carrier (RFC) : transporteur des folates réduits :

Le «reduced folate carrier» (RFC) est un membre de la superfamille des «solute carrier» (SLC)

(Ganapathy et al, 2004). C'est un échangeur d'anions qui utilise le gradient transmembranaire
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d'ions phosphates (OP’) pour transporter les folates dans les cellules et ainsi distribuer les

folates aux tissus a pH physiologique (Zhao et al, 2009 ; Sirotnak et Tolner, 1999) (figure 5).

La spécificité de ce transporteur pour les différents folates varie en fonction du tissu et du pole
de la cellule (apical ou basal).

Ce transporteur possede une faible affinité pour les folates non réduits comme I'acide folique
mais une affinité élevée pour les folates réduits ; son substrat prédominant étant le 5-
méthylTHF (Assaraf et Goldman, 1997).

Méme si I'expression de RFC est ubiquitaire, celle-ci reste plus élevée dans les tissus ayant une
fonction d'absorption et un réle dans I'homéostasie des folates (intestin, colon, tubules rénaux,
membrane plasmique des hépatocytes, axones, dendrites, rate, plexus choroide) (Wang et al,
2001 ; Trippett et al, 2001).

Il a été montré que des mécanismes épigénétiques régulent |'expression de RFC (Worm et al,
2001).

Des études menées sur des souris rfc -/- issues de meéres supplémentées avec une faible
concentration en folates montrent un défaut de I'érythropoiése et de nombreuses
malformations congénitales (tube neural, membres, poumons, cceur et peau) (Gelineau-van

Waes et al, 2008).

e Folate receptors (FRs) : récepteurs des folates :

Les récepteurs «folate receptors» présentent une forte homologie avec la protéine de liaison
plasmatique S-FBP.

Ces récepteurs possédent une plus grande affinité pour I'acide folique et le 5-méthyITHF, mais
une plus faible affinité pour les autres folates réduits.

Mais la capacité de liaison des folates aux FRs est diminuée lorsque le pH est inférieur a 5, ou
en |'absence d'ions CI, ou bien encore lorsque le stock d'ATP n'est pas régénéré (Spinella, Brigle
etal, 1995).

lls ont été mis en évidence chez I'Homme dans le placenta (Antony et al, 1981), le cortex, les
tubules rénaux (Selhub et Franklin, 1984), les glandes salivaires submandibulaires, les tubules
proximaux du rein, I'épithélium des trompes de Fallope, I'utérus, I'épididyme, les cellules des
acini du sein, les glandes bronchiques, les alvéoles pulmonaires (pneumocytes de type | et 1l), le
trophoblaste, et un peu plus faiblement dans l'ovaire (cellules de la granulosa), le pancréas, le

canal déférent et la thyroide.
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Ces récepteurs (FRa et FRP) lient les folates avec une forte affinité et effectuent leur
internalisation dans la cellule via un mécanisme d'endocytose. Une fois dans le cytoplasme, la
vésicule d'endocytose est acidifiée, les folates sont ainsi libérés de leurs récepteurs et exportés
grace a PCFT (Zhao et al, 2009) (figure 5).

Le modeéle proposé est le suivant : les folates (5-méthylTHF) se lient aux récepteurs orientés
vers |'extérieur de la cellule puis le récepteur est internalisé via les cavéoles (invaginations de la
membrane riches en cavéoline-1). A l'intérieur de ces cavéoles, un environnement acide est
établi sous l'action d'une pompe a protons. Les folates se dissocient ensuite de leurs récepteurs
et une fois dans le cytoplasme, le 5-méthylTHF est modifié de maniére covalente par ajout de
plusieurs résidus d'acide glutamique (polyglutamates). Les récepteurs sont alors recyclés dans
les cavéoles pour un nouveau cycle (Rothberg et al, 1990 a et b ; Kamen et al, 1988). Plus
récemment, il a été suggéré que PCFT pouvait étre a l'origine du transport des folates de
I'intérieur de la vésicule d'endocytose acidifiée vers le cytoplasme (Andrews, 2007 ; Qiu et al,
2006).

Ce processus d'endocytose, par l'intermédiaire de cavéoles, est appelé potocytose (Anderson et

al, 1992) (figure 6).
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Figure 6 : Cavéole et potocytose. A : Le mécanisme de potocytose (modifié d'aprés Bender et
al, 2002). B : Organisation d'une cavéole et des microdomaines associés (modifié d'apres

Anderson, 1998).

L'expression de FRa est régulée par des mécanismes épigénétiques (méthylation du promoteur)

(Hsueh et Dolnick, 1994).
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L'invalidation du géne Folbp1 chez la souris (correspondant a FOLR1 chez 'Homme et codant
pour FRa) est Iétale pour I'embryon a E10 qui présente des malformations (non fermeture du
tube neural). Si une supplémentation des meres Folbpl +/- est administrée avec de l'acide
folique, ceci inverse le phénotype des embryons Folbpl -/-. Le KO du géne Folbp2
(correspondant a FOLR2 chez I'Homme et codant pour FRB) n'est pas létal ; le développement
embryonnaire se déroulant normalement. Ce récepteur lie les folates de maniéere plus faible

(Piedrahita et al, 1999).

e Proton-coupled folate transporter (PCFT) : transporteur de folates couplés a des

protons (symport):

Il appartient également a la superfamille des «solute carrier» et fonctionne a pH acide (Zhao et
al, 2009). |l transporte les folates et a une forte affinité pour I'acide folique.

C'est une protéine membranaire exprimée majoritairement dans la membrane apicale des
cellules intestinales de la bordure en brosse (au niveau du jéjunum proximal), le rein, le foie, le
placenta, la rétine et le cerveau (Qiu, Jansen et al, 2006 ; Zhao et al, 2009).

Le transporteur PCFT exporte les folates du milieu acidifié de I'endosome (aprés entrée des
folates dans la cellule par potocytose) vers le cytoplasme des cellules ainsi que vers le liquide

céphalo-rachidien (Zhao, Diop-Bove et al, 2011) (figure 5).

1.1.6 Le stockage et I'élimination.

L'organe principal de stockage des folates est le foie, le reste étant essentiellement contenu
dans les érythrocytes et pouvant étre récupéré lors de leur destruction (Herbert, 1962). Le foie
contient la moitié des réserves en folates de I'organisme (10 a 15mg), principalement sous
forme 5-méthyITHF, apres avoir capté 10 a 20 % des folates absorbés au premier passage tandis
gue le reste sera distribué aux autres tissus (a renouvellement rapide), essentiellement la
moelle osseuse et les épithéliums (buccal, digestif et vaginal).

Une proportion importante des folates intracellulaires est associée a la mitochondrie.

Il existe un cycle entérohépatique des folates ou le 5-méthyITHF libéré par le foie par voie
biliaire est réabsorbé dans l'intestin gréle. Ce cycle entérohépatique permettrait de redistribuer

les folates aux tissus.
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Les réserves en folates permettent de subvenir aux besoins de I'organisme pendant quatre

mois en moyenne (Herbert, 1962). Les folates en excés sont éliminés dans les selles et les

urines.

1.1.7 Lesroles.

Les folates jouent différents réles importants (figure 7) :
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Représentation schématique de quelques roles joués par les folates (modifié

d'aprés Tedeschi, 2013). Représentation montrant la synthése de sérine (en vert), le cycle des

monocarbones (en rouge) et le clivage de la glycine (en bleu) et leurs interactions avec d'autres

voies de signalisation.
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1.1.7.1 Lasynthése des acides aminés.
La conversion de ['histidine en acide glutamique passe par un intermédiaire métabolique,
I'acide formimino glutamique (FIGLU). Cette réaction s'effectue dans le cytoplasme et nécessite

le THF qui sera lui-méme transformé en N5,10-méthénylTHF.

1.1.7.2 Lasynthése des acides nucléiques.
e Lasynthese des bases pyrimidiques :
La synthese de la thymine, base pyrimidique indispensable a la synthese d'ADN,
passe par la méthylation du désoxyuridilate monophosphate (dUMP) en
désoxythymidylate monophosphate (dTMP) dans le cytoplasme. Cette réaction est
catalysée par la thymidylate synthase (TMDS), ayant le N5,10-méthyleneTHF
comme co-enzyme (Carreras et Santi, 1995) (figure 7).
e Lasynthese des bases puriques :
Les 2°™ et 8°™® atomes de carbone des noyaux purine sont formés par le N5,10-

méthyleneTHF et le N10-formylTHF dans le cytoplasme.

1.1.7.3 La conversion sérine-glycine.

Cette conversion démarre avec la sérine et le THF pour synthétiser la glycine et le N5,10-
méthyleneTHF.

L'enzyme catalysant cette réaction est la sérine hydroxyméthyltransférase 1 (SHMT1) dans le

cytoplasme et SHMT2 dans la mitochondrie (Tedeschi, 2013) (figure 7).

1.1.7.4 Lasynthése de la méthionine.
Le N5-méthylTHF, donneur de groupement méthyle, sera transféré sur I'homocystéine par
transméthylation a I'aide de la vitamine B12 qui est le cofacteur de la méthionine synthase

(MS). La réaction entraine la régénération du THF et la formation de méthionine (figure 7).

1.1.8 La carence en folates.

La carence en folates est répandue dans de nombreuses régions du monde que ce soit dans les
pays industrialisés ou non industrialisés. Pour pallier ce probleme, aux Etats-Unis, il a été mis en
place une supplémentation systématique des céréales et des farines alimentaires en acide

folique.
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La carence d'apport alimentaire reste la principale cause de carence (10 % de la population
mondiale). Elle résulte de la malnutrition, des régimes amaigrissants, de la cuisson excessive
des aliments ou de l'inadéquation entre les apports et les besoins (accrus au cours de la
grossesse, de la lactation et en cas de cancer). Les autres causes d'une carence en folates
sont une malabsorption, un métabolisme anormal et I'alcoolisme.

La carence en folates peut entrainer de nombreux troubles comme I'anémie mégaloblastique,
des malformations congénitales, des troubles neurologiques, des Spina bifida (Scott, 2001 ; van
der Put et Blom, 2000) et des maladies cardiovasculaires (Gerhard et Duell, 1999 ; Ueland et al,
2000).

Cette carence est associée a une accumulation de I'homocystéine, celle-ci étant toxique pour
notre organisme. La reméthylation de I’'homocystéine étant bloquée, cette derniere s’accumule

et provoque une hyperhomocystéinémie.

1.2 La cobalamine (vitamine B12).

1.2.1 Définition.

La vitamine B12, également appelée cobalamine (Cbl), est une vitamine hydrosoluble qui doit
son nom a |I'atome de Cobalt qu'elle contient. Cette vitamine est indispensable pour le maintien
des fonctions hématologiques et neurologiques.

La vitamine B12 est un nutriment essentiel jouant le role de coenzyme dans deux processus
métaboliques : la conversion du méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA par la méthylmalonyl-CoA
mutase (MCM) au niveau de la mitochondrie et la reméthylation de I'homocystéine en
méthionine par la méthionine synthase (MS) (Rafnsson, Saravanan et al, 2011) au niveau du

cytoplasme des cellules (Rosenberg, 2008).

1.2.2 Les apports nutritionnels.

Notre organisme ne pouvant synthétiser la vitamine B12, son apport alimentaire est donc
indispensable. Elle est principalement présente dans les aliments d'origine animale comme les
abats (foie, rognons), la viande, les ceufs, les poissons, les crustacés et les laitages.

Les besoins en vitamine B12 sont variables en fonction des périodes de la vie, mais les apports
conseillés restent toujours tres faibles (environ 2 pg par jour chez I'adulte). Le tableau 2
récapitule les apports nutritionnels conseillés en vitamine B12.

La concentration plasmatique est comprise entre 160-800 pg/mL. Les valeurs normales doivent

étre supérieures a 200 pg/mL (150 pmol/L) chez un sujet sain.
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Catégorie ANC 2001 (png/j)
Nourrissons 0,5
Enfantsde 1-3 ans 0,8
Enfants de 4 - 6 ans 1,1
Enfantsde 7-9 ans 1,4
Enfants de 10 - 12 ans 1,9
Adolescents de 13 - 15 ans 2,3
Adolescents de 15 - 19 ans 2,4
Hommes adultes 2,4
Femmes adultes 2,4
Personnes agées de plus de 75 ans 3

Femmes enceintes 2,6
Femmes qui allaitent 2,8

Tableau 2 : Apports nutritionnels conseillés (ANC) en vitamine B12 (pg/j) pour la population
frangaise (d'aprés I'Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, 3éme édition, Ed.

Tec &Doc).

1.2.3 La structure chimique.

La vitamine B12 est une molécule organométallique volumineuse. Sa structure chimique est
proche de I'heme mais I'atome central de Fer y est remplacé par un atome de Cobalt. L'atome
de Cobalt peut étre tri-, bi- ou monovalent, en fonction du ligand fixé a cet atome, ce qui
correspond a 3 niveaux d’oxydation. La cobalamine étant alors nommée Cob(l)alamine,

Cob(ll)alamine et Cob(lll)alamine.

La cobalamine appartient a une famille de composés complexes appelés corrinoides, tous
composés d'un noyau central appelé corrine. La cobalamine est constituée de trois parties
(figure 8) : le noyau corrine (un noyau tétrapyrrolique central : un atome de Cobalt avec
4 noyaux pyrroles) et deux chaines axiales, I'une en position a (figure 8 en bleu) avec un
groupement pseudo-nucléotidique diméthylbenzimidazole (DMB) et l'autre en position B

(figure 8 en jaune) avec un radical anionique variable R.
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La nature du radical en position B détermine le nom du composé vitaminique : -CN pour
cyanocobalamine (forme circulante), -OH pour hydroxocobalamine (forme circulante), -CH3

pour méthylcobalamine (cofacteur de réactions de reméthylation, en particulier dans la
formation de Ila méthionine a partir de I'homocystéine) et -5d Ado pour 5’-

désoxyadénosylcobalamine (cofacteur de la méthylmalonyl CoA mutase).

Figure 8 : La vitamine B12 ou cobalamine (Cbl) et ses différentes formes.
Le noyau corrine est formé d’un atome de Co central relié a 4 noyaux pyrroles ainsi qu’a un
ligand anionique (- R), dont la nature permettra de définir :
- R =- CN cyanocobalamine - R = - CH3 méthylcobalamine

- R =-OH hydroxocobalamine - R =-5’d Ado 5’-désoxyadenosylcobalamine
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1.2.4 L'absorption.

Le processus d’absorption de la cobalamine (Cbl) est complexe car il nécessite I'intervention de
plusieurs composés capables de lier la vitamine B12 (figure 9).

Lors de l'ingestion des aliments, la majorité des Cbl reste attachée aux protéines alimentaires,
principalement sous forme d’AdoCbl et de MeCbl.

Au niveau de la bouche, les Cbl libres sont prises en charge par les haptocorrines salivaires
(protéines P). Puis les sécrétions chlorohydropepsiques de I'estomac libérent les Cbl encore
liges a des protéines alimentaires. En raison du pH acide du suc gastrique, la Cbl va
préférentiellement se lier a I'haptocorrine (protéine R) et arrive dans le duodénum sous cette
forme (Allen et al, 1978). A ce niveau, les haptocorrines vont étre dégradées par des enzymes
pancréatiques exocrines (Russell-Jones et Alpers, 1999). De nouveau libre et dans un
environnement plus alcalin, la Cbl va pouvoir former un complexe avec le facteur intrinseque
(IF) (Nicolas et Guéant, 1994). L'IF est une glycoprotéine sécrétée par les cellules pariétales de
I'estomac, qui va permettre a la cobalamine de franchir la barriere intestinale au niveau de
I'iléon (Ganesan et al, 2002). En se liant a la vitamine B12, I'IF se dimérise, ce qui lui confére une
meilleure résistance a la protéolyse et en méme temps protege la vitamine B12 de son
catabolisme par les bactéries intestinales (Combs, 1998). Le complexe IF-vitamine B12 va se
fixer sur un récepteur spécifique appelé cubam situé sur la bordure en brosse des cellules
épithéliales de I'iléon. Ce récepteur est composé de cubiline associée a la protéine amnionless
(Guéant et al, 1988 ; Ganesan, Khadra et al, 2002). Le récepteur cubam nécessite la présence
de Ca”" ainsi qu'un pH supérieur a 5,4 pour se lier au complexe IF-vitamine B12. Une fois
internalisé, le complexe va traverser la paroi du tube digestif par endocytose et I'lF sera
dégradé dans I'entérocyte, libérant ainsi la vitamine B12. Pour pénétrer dans le cytoplasme, la
vitamine B12 traverse la membrane lysosomale par un processus impliquant les protéines
LMBD1 et ABCD4 (ATP-binding cassette (ABC) transporter D4), localisées au niveau de la
membrane du lysosome (Coelho et al, 2012 ; Rutsch et al, 2009).

Aprés un délai de 3 a 5 heures, la vitamine B12 apparait dans le sang sous une forme liée a une
protéine : soit I'haptocorrine (en majorité) (Fernandes-Costa et Metz, 1982), soit la
transcobalamine Il (TCIl) (10 a 30 % de la cobalamine se lie a cette protéine) (Nicolas et Guéant,

1994 ; Seetharam et al, 1999 ; Seetharam et Li, 2000).
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Figure 9 : Mécanisme d'absorption de la vitamine B12

(modifié d'aprés Andrés et al, 2004). (1) Les cobalamines (Cbl) alimentaires issues de
lI'alimentation d'origine animale se dirigent vers l'estomac sous forme liée aux protéines
animales (P). (2) Sous I'action de la pepsine et de I'acide chlorhydrique (HCl) dans I'estomac, les
Cbl sont libérées de leur support protéique et se lient aux protéines R (R). (3) Dans le duodénum,
les Cbl alimentaires liées aux protéines R et les complexes Cbl-protéine R sécrétés dans la bile
sont soumis a l'action des enzymes pancréatiques qui dégradent les protéines R et permettent la
libération des Cbl. (4) Les Cbl se lient au facteur intrinseque (IF). (5) Dans l'iléon distal, les

complexes Cbl-IF se fixent a la cubiline et la cobalamine libérée se lie a la transcobalamine Il
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(TCll) nécessaire au transport via le systeme porte. (6) Dans les cellules périphériques, les
complexes Cbl-TCll sont internalisés par endocytose et la Cbl libérée dans le compartiment
lysosomal est transformée en méthylcobalamine (MeCbl) et adénosylcobalamine (AdoCbl), deux

formes coenzymes actives.

1.2.5 Le transport.

1.2.5.1 Le transport plasmatique.

Dans le sang, la vitamine B12 est toujours liée a des protéines de transport spécifiques, la
transcobalamine Il ou I’haptocorrine, qui assurent son internalisation dans les cellules grace a
un phénomeéne d’endocytose qui s’opére au niveau de récepteurs membranaires (Seetharam et
al, 1999). La transcobalamine Il assure majoritairement le transport de la Cbl des entérocytes
vers les cellules périphériques possédant un récepteur spécifique a leur surface (figure 10).
L'interaction de la transcobalamine Il avec son récepteur est calcium-dépendante.

Chez I'Homme, ce récepteur est présent dans le rein, l'intestin, le foie et le placenta ; tandis
que chez le rat, le récepteur est détecté dans le rein, l'intestin et plus faiblement dans le foie

(Bose et al, 1995a ; Bose et al, 1995b).
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Degraded TCHI
TCll receptor =
Reductise
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Figure 10 : Transport et métabolisme de la vitamine B12 (modifié d'apres Andrés et al, 2004).
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1.2.5.2 Le transport cellulaire.

La Cbl liée a I’haptocorrine est absorbée par les hépatocytes via le récepteur de
I'asialoglycoprotéine. Cette Cbl n'est donc pas disponible aux autres cellules.

La transcobalamine Il fixe la cobalamine avec une grande affinité et la délivre aux différents
tisus. Le complexe Cbl/TCII, circulant dans le sang, se fixe par sa partie protéique a un récepteur
d’endocytose membranaire spécifique (figure 10) (Andrés et al, 2004). |l s'agit du récepteur
mégalin pour les reins et du récepteur CD320 pour le foie et les autres tissus (Cho et al, 2008 ;
Jiang et al, 2013 ; Nielsen et al, 2012).

Le complexe Cbl/TCll est ensuite internalisé dans la cellule par un mécanisme d’endocytose.

La transcobalamine Il est dissociée de la Cbl puis dégradée dans le lysosome et la vitamine B12
est ainsi libérée (Lildballe et al, 2012). Elle quitte alors les lysosomes et est transformée en

coenzymes actifs :

e La méthylcobalamine (MeCbl), coenzyme de la méthionine synthase, au niveau

du cytoplasme.

e L'adénosylcobalamine (AdoCbl), coenzyme de la méthylmalonyl —CoA mutase, au
niveau de la mitochondrie.
Un déficit en transcobalamine Il entraine un déficit en cobalamine cellulaire grave, ceci

montrant bien le role primordial de la transcobalamine Il dans le transport de la cobalamine.

1.2.6 Le stockage et I'élimination.

Nous mettons en réserve en moyenne 3 a 4 mg de cobalamine. Les principaux lieux de stockage
sont le foie, le cceur et la rate. Le foie humain contient prés de la moitié de ce stock. Il existe un
cycle entérohépatique de la cobalamine de I'ordre de 1,3 ug par jour environ (E/ Kholty et al,

1991).

Physiologiquement, les besoins en vitamine B12 sont largement assurés (environ 3 a 4 pg/jour)
car les apports quotidiens sont importants lors d'une alimentation normale. De plus, les
réserves étant de 3 a 4 mg, une carence en vitamine B12 ne se manifestera qu'aprés plusieurs
années (3 a 4 ans) si l'apport de cette vitamine cesse brutalement (suite a une gastrectomie

par exemple).

Chez 'Homme, I'élimination quotidienne de la vitamine B12 est de 2 a 5 ug. Elle est assurée par

la bile, la voie fécale et la voie urinaire.
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1.2.7 Lesroles.
Apreés son transport par le lysosome dans le cytoplasme, la cobalamine intracellulaire est liée a
deux enzymes intracellulaires, la méthionine synthase (dans le cytoplasme) et Ia

méthylmalonyl-CoA mutase (dans la mitochondrie) (Andrées et al, 2004) (figure 10).

1.2.7.1 La conversion combinée de [I'homocystéine en méthionine et du
méthyltétrahydrofolate en tétrahydrofolate.

Au niveau cytoplasmique, la méthionine synthase (MS) transfert le groupement méthyle du N5-

méthylTHF sur la Cbl pour donner la MeCbl et le tétrahydrofolate (THF). Puis la MeCbl transfert

son groupement méthyle sur ’homocystéine pour former la méthionine (Kapadia, 1995).

Une carence en vitamine B12 entrainera une accumulation du N5-méthyITHF et une diminution

du THF, ce qui aura pour conséquence une réduction de la synthése de thymidylate (nécessaire

a la synthése d’ADN).

1.2.7.2 La conversion du méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA.

Dans la mitochondrie, la cobalamine adénosyltransférase en coordination avec une cobalamine
réductase (encore non identifiée), catalyse la réduction de la cobalamine en AdoCbl. L'AdoChl,
un coenzyme de la méthylmalonyl-CoA mutase (Yamanishi et al, 2005), va ensuite intervenir
dans la conversion du méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA (Krautler, 2005) qui intégre le cycle
de Krebs et participe a la néoglucogeneése.

Un déficit en vitamine B12 entrainera le blocage de la méthylmalonyl-CoA mutase et aura pour

conséquence une acidurie méthylmalonique (Grutzner et al, 2013).

1.2.8 Les perturbations du métabolisme de la vitamine B12.

Plusieurs perturbations du métabolisme intracellulaire de la cobalamine peuvent avoir lieu, a
différentes étapes, suite a des mutations de génes jouant un role dans le transport ou le
métabolisme de la vitamine B12 : CblA, CbIB, CbIC, CbID, CbIE, CblF (ou CblJ), CblG, CbIH et Mut.
Selon le geéne touché, il y aura soit défaut de synthese d'AdoCbl, soit de MeCbl, ou alors des

deux simultanément (figure 11).

e Les défauts génétiques affectant uniquement la synthése d'AdoCbl : mutation des génes
MMAA (CblA) et MMAB (CbIB). Ces mutations provoquent une acidurie

méthylmalonique (Coelho et al, 2008). En effet, la protéine MMAA est nécessaire a la
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stabilité et a 'activité de la protéine MMAB, une cobalamine adénosyltransférase qui se
lie a la vitamine B12.

o Les défauts génétiques affectant uniquement la synthése de MeCbl : mutation des
genes MTR (CblG) et MTRR (CblE). Ces deux mutations provoquent une homocystéinurie
(Coelho et al, 2008). La méthionine synthase réductase (MTRR) est impliquée dans la

régénération de la méthionine synthase oxydée (MS).

e Les défauts génétiques affectant la synthése d'AdoCbl et de MeCbl : mutations des
génes LMBRD1 (CblF), ABCD4 (CbIF), MMACHC (CbIC) et MMADHC (CbID). Ces troubles
entrainent une acidurie méthylmalonique combinée a une homocystéinurie (Coelho et
al, 2008 ; Watkins et Rosenblatt 1989 ; Watkins et Rosenblatt, 2011). Les défauts de
LMBRD1 et d’ABCD4 inhibent le passage de la vitamine B12 du lysosome vers le
cytoplasme (Kim et al, 2012). La protéine MMACHC se lie a la CNCbl, clive le
groupement -CN et forme le complexe MMACHC-cob(ll)alamine (Kim et al, 2008). La
protéine MMADHC, quant a elle, interagit avec MMACHC.

Figure 11 : Défauts du métabolisme de la cobalamine (d’aprés Coelho et al, 2008).
A ce jour, neuf défauts de la voie du métabolisme de la cobalamine ont été décrits. La
cobalamine liée a la transcobalamine pénétre dans la cellule par endocytose. Le transport de la
B12 libérée du lysosome dans le cytoplasme, est défectueux chez les patients atteints du défaut

CblF. Les étapes dans le cytosol apres la libération lysosomale sont encore mal connues (CbIC et
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CbID) et la forme exacte de la cobalamine a ce stade n'est pas claire (indiqué par "CBLy"). Dans
le cytoplasme, I’homocystéine est transformée en méthionine sous I'action de la méthionine
synthase utilisant la méthylcobalamine (CblE, CblG). Aprés son transport dans la mitochondrie,
la cobalamine est convertie en adénosylcobalamine, cofacteur pour la méthylmalonyl-CoA
mutase (mut), par la cobalamine adénosyl-transférase (CbIB). Le réle exact de la protéine
associée au groupe CblA n'est pas clair. La protéine CbID constitue un point de liaison entre les

voies cytosoliques et mitochondriales.

1.2.9 La carence en vitamine B12.
La carence en vitamine B12 a une prévalence d'environ 20 % dans les pays industrialisés et

d'environ 50 % dans les pays non industrialisés (Masalha et al, 2002).

1.2.9.1 Les causes de la carence en vitamine B12.

1.2.9.1.1 Le déficit d'apport.

Les carences d'apport en vitamine B12 sont assez rares chez l'adulte dans les pays
industrialisés, en bonne santé et ayant une alimentation variée, mais plus fréquentes chez les
sujets végétaliens car cette vitamine est majoritairement apportée par I'alimentation d'origine

animale.

1.2.9.1.2 Le défaut d'absorption.

Différentes maladies digestives et une malabsorption de la vitamine B12 peuvent également
étre a l'origine d'une carence. Les gastrectomies totales ou partielles, la pullulation bactérienne
de l'intestin gréle (ou syndrome de |'anse borgne), des maladies provoquées par des parasites
intestinaux (la bothriocéphalose par exemple), des maladies chroniques intestinales (maladie
de Crohn, colite ulcéreuse, maladie coeliaque) (Akbulut et al, 2010 ; Headstrom et al, 2008;
Murray, 1999), la pancréatite chronique, les lymphomes, la tuberculose intestinale et I'anémie
pernicieuse de Biermer en sont des exemples (Guéant et Namour, 2004).

L'anémie de Biermer, une maladie auto-immune, est caractérisée par la destruction de la
muqueuse gastrigue par des auto-anticorps dirigés contre les cellules pariétales gastriques
produisant I'lF (62 % des patients) et des auto-anticorps contre I'IF (87,5 % des patients) ;
empéchant la liaison de la vitamine B12 a I'lF et entrainant ainsi l'incapacité d'absorption de la

vitamine B12 alimentaire (Stabler et Allen, 2004).
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Les déficits congénitaux du métabolisme de la vitamine B12 sont liés a un déficit en TCll ou en

récepteurs de I'IF (maladie d’'Imerslund-Grasbeck) (Tanner et al, 2004).

1.2.9.2 Les conséquences de la carence en vitamine B12.

Une carence en vitamine B12 entraine une diminution de I'activité des enzymes Cbl-
dépendantes : la méthionine synthase et la méthylmalonyl-CoA mutase (Allen et al, 1990). Ceci
aura pour conséquence une accumulation de |'acide méthylmalonique (MMA) et de I'Hcy dans
le sang et les urines.

Parmi les conséquences cliniques on retrouve des pathologies neurologiques (polynévrites
sensitives, ataxie, sclérose combinée de la moelle), hématologiques (macrocytose, anémie
meégaloblastique) et digestives (glossite de Hunter).

Il est important de noter que la plupart de ces pathologies peuvent étre associées a des

carences en folates combinées ou non avec une carence en vitamine B12.

1.2.9.3 La perturbation de I'interaction entre la vitamine B12 et les folates.

Une carence en vitamine B12 ne perturbera pas seulement le cycle de la méthionine mais aussi
le cycle des folates.

La carence en vitamine B12 provoque une diminution de la méthionine et donc de la SAM.
Sachant que la SAM est un effecteur allostérique de la méthyléne-THF réductase (MTHFR), la
diminution de la SAM induira une baisse de I'inactivation de la MTHFR. Le N5,10-MTHF sera
alors converti en N5-MeTHF en abondance. Il y aura donc une accumulation de N5-MeTHF, un
métabolite inactif et une diminution de N5,10-MTHF, un métabolite actif, ce qui inhibe la
conversion de dUMP en dTMP et rendra ainsi I'ADN plus instable.

La carence en vitamine B12 empéche également la réaction de régénération des folates qui se
trouvent alors piégés sous la forme de N5-MeTHF. En effet, au cours du cycle des folates, le N5-
MeTHF devait étre régénéré en N5,10-MTHF actif, par un transfert du groupement méthyle

vers la cobalamine lors de la synthese de MeCbl, catalysée par la méthionine synthase.

2 Les autres facteurs influencant le métabolisme des monocarbones.

2.1 Les facteurs propres a chaque individu.
L'dge et le sexe sont des facteurs qui influencent le cycle des monocarbones et peuvent ainsi
contribuer a une hyperhomocystéinémie modérée. En effet, les personnes agées ont des taux

d’Hcy plus élevés (Selhub, 1993). Les hommes aussi ont une concentration d’Hcy plus élevée
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gue les femmes due aux hormones sexuelles et a une plus grande masse musculaire

(Andersson, 1992 ; Jacobsen, 1994 ; De Bree, 2002).

2.2 Les facteurs liés au mode de vie (ou comportementaux) et les facteurs liés a un état
pathologique.

La consommation réguliere de nicotine, de café, et d'alcool favoriserait I'apparition d'une
hyperhomocystéinémie (De Bree, 2002). Chez les sujets dépendants a l'alcool, une
hyperhomocystéinémie a été décrite pour la premiere fois en 1993 (Hultberg et al, 1993).
L'alcool provoque une altération du métabolisme des monocarbones via une réduction de
I'activité de la MS et une modification de la voie de reméthylation (Barak et Beckenhauer, 1988;
Kenyon et al, 1998). Chez le rat, la consommation chronique d'alcool provoque également une
baisse de I'hydroxocobalamine et de I'activité de la MS (Waly et al, 2011).

Certains médicaments peuvent également interagir avec le métabolisme des monocarbones en

provoquant des carences et une hyperhomocystéinémie : le phénobarbital, des contraceptifs
oraux (Shojania et al, 1968), des antibiotiques (Bactrim®), des anti-diabétiques (sulfamides) et

des médicaments anti-folates comme le méthotrexate (inhibiteur de la dihydrofolate
réductase) (Jolivet et al, 1987).

Plusieurs pathologies comme l'insuffisance rénale, I’hypothyroidie, les maladies inflammatoires
intestinales, I'arthrite rhumatoide, le psoriasis, le diabéte de type 2, les maladies
lymphoprolifératives et certains cancers (sein, ovaire, pancréas) peuvent augmenter les taux

d’Hcy (De Bree, 2002).

2.3 Les facteurs environnementaux.

L'environnement peut également induire des modifications du métabolisme des
monocarbones.

En effet, une exposition trop importante au plomb (pollution) entrainerait une hyper-
homocystéinémie (Igbal, 2012).

Il a déja été démontré également qu'une exposition a la fumonisine B1, une mycotoxine
alimentaire contaminant les céréales, combinée a un régime carencé en donneurs de
méthyles, cause une augmentation de la concentration d'Hcy plasmatique. La carence en
donneurs de méthyles et la fumonisine agissent en synergie et altérent les marques sélectives
de l'assemblage de I'hétérochromatine, fournissant ainsi un mécanisme qui peut contribuer a

I'instabilité génétique (Pellanda, 2012).
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D'autres mycotoxines sont capables d'interférer avec le métabolisme des monocarbones :

I'aflatoxine (Viogt et al, 1981), I'ochratoxine et le déoxinivalénol (Hunder et al, 1991).

2.4 Les facteurs génétiques.

Toutes mutations pouvant affecter |'expression des enzymes qui interviennent dans le
métabolisme des monocarbones, peuvent induire une hyperhomocystéinémie. Il s’agit
principalement du polymorphisme des enzymes MTHFR, MS, MSR et TC (MTHFR 677T C-T,
MTHFR 1298 A->C, MTR 2756 A->G, MTRR 66 A>G et TCN2 776 C>G).

2.4.1 Le polymorphisme de MTHFR.
Une soixantaine de polymorphismes ont été décrits pour ce gene. Les plus étudiés sont cités ci-
dessous :
e La substitution de la cytosine en thymidine en position 677 (677 C->T ) provoque un
remplacement de la valine en alanine, dans le domaine catalytique de I'enzyme
(Selhub, 1999 ; Martin et al, 2006), induisant une diminution de I'activité de MTHFR
(Bailey et Gregory, 1999). Ce polymorphisme a été décrit comme un facteur de
risque des maladies cardiovasculaires, des néoplasies colorectales, des défauts de

fermeture du tube neural et des complications de grossesse (Meyer et al, 2004).

e La substitution de I'adénine en cytosine en position 1298 (1298 A—>C) entrainant le
remplacement du glutamate par l'alanine est une mutation ponctuelle du domaine

régulateur de I'enzyme.

2.4.2 Le polymorphisme de MTR.

La substitution de I’adénosine en guanosine en position 2756 (2756 A->G) et le remplacement
de I'acide aspartique par une glycine entrainent un changement de la région responsable de la
réduction de la vitamine B12 (Chen et al, 1997). Une mére homozygote ou hétérozygote pour
cette mutation aura plus de risque d’avoir un enfant porteur d’'une Trisomie 21 (Bosco et al,

2003).

2.4.3 Le polymorphisme de MTRR.
La substitution d'une adénosine en guanosine en position 66 (66 A—>G) et le remplacement

d'une isoleucine en méthionine (Wilson et al, 1999). Cette modification touche le site de
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fixation de la flavine mononucléotide nécessaire a la réduction de la vitamine B12 (Laraqui et

al, 2007).

2.4.4 Le polymorphisme de TCN2.

La substitution de la cytosine en guanosine en position 776 (776 C—>G) provoque le
remplacement d'une arginine par une proline. Cette mutation induit une diminution de la
concentration plasmatique en transcobalamine ainsi gu’une augmentation de la concentration

en Hcy (Namour et al, 2001).
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Partie 2: Le métabolisme des monocarbones et mécanismes

épigénétiques.

1 Le métabolisme des monocarbones et cycles associés.
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Figure 12 : Le cycle des folates, le cycle de I’lhomocystéine (ou méthionine) et la voie de trans-
sulfuration (détaillés ci-apres) (tiré de Blaise, thése d'université).

THF: Tétrahydrofolate;, DHF: Dihydrofolate; MTHF: Méthylene-THF;, MeTHF: Méthyl-THF;, SAM:
S-adénosyl-méthionine; dUMP: Désoxyuracile-monophosphate; dTMP: Désoxytymidine-
monophosphate; SAH: S-adénosyl-homocystéine; FAD: Flavine-adénosine dinucléotide; NADP:
Nicotinamide-adénine-dinucléotide phosphate; ATP: Adénosine triphosphate.

La méthionine synthase (MS, MTR, E.C.2.1.1.13), ayant la méthylcobalamine comme cofacteur,
catalyse la méthylation de I’lhomocystéine pour former la méthionine et le tétrahydrofolate. Le
groupement méthyle provient du méthyl-tétrahydrofolate dont la synthese est catalysée par la
meéthyléne tétra-hydrofolate réductase (MTHFR).Une fois la méthionine formée, la méthionine-
adénosyl-transférase (MAT, E.C.2.5.1.6) catalyse la synthése de S-adénosyl-méthionine (SAM) en
utilisant I'ATP. Le transfert de groupements méthyles, catalysé par des méthyltransférases,

induit la formation de la S-adénosyl-homocystéine (SAH). La SAM est également un inhibiteur
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allostérique de MTHFR, empéchant ainsi la reméthylation de ’homocystéine par une diminution
de la synthése de méthyl-tétrahydrofolate. La SAH formée sera convertie en homocystéine et en
adénosine par la S-adénosylhomocystéine hydrolase (SAHH, E.C.3.3.1.1). C’est la seule réaction
réversible parmi toutes les réactions chimiques impliquées dans le métabolisme de
I’homocystéine. Elle est plus en faveur de la synthése de SAH que de la synthese de
I’homocystéine. En plus de la MS, il existe une autre enzyme nommée la bétaine-homocystéine
méthyltransférase (BHMT, E.C.2.1.1.5) capable de reméthyler ’lhomocystéine en méthionine.
Cette derniere utilise la bétaine (provenant de I'alimentation) comme donneur de groupements
méthyles. Chez ’Homme, la BHMT n’est exprimée qu’au niveau du foie et du rein et est donc

moins importante que la MS.

1.1 Le cycle des folates (figure 12).

La 5,10-méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR) réduit, grace au FADH,, le
N5,10-méthylene tétrahydrofolate (N5,10-MTHF) en N5-méthyltétrahydrofolate (N5-MeTHF).
Cette réaction est irréversible in vivo.

Le groupement méthyle du N5-MeTHF est transféré a I’homocystéine pour devenir le
tétrahydrofolate (THF). Le THF est transformé en N5,10-MTHF par la sérine hydroxyméthylase
ayant la vitamine B6 (le pyridoxal phosphate ou PLP) comme coenzyme et la sérine, qui sera
transformée en glycine, comme donneur de méthyle. Le N5,10-MTHF donne ensuite le
7,8-dihydrofolate (7,8-DHF) grace a la thymidylate synthase, ce qui permet également la
synthése de dTMP a partir de dUMP. La dihydrofolate réductase régénere le THF a partir du
7,8-dihydrofolate et de NADPH, H".

1.2 Le cycle de la méthionine (ou de I'homocystéine).

1.2.1 La méthionine.

La méthionine (figure 13) est un acide aminé essentiel qui joue un réle dans la synthése des

protéines. Elle possede une fonction thioéther (-SCHs).
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Figure 13 : Structure chimique de la méthionine.

Le groupement méthyle lié a 'atome de Soufre peut étre transféré. En effet, la méthionine
adénosyltransférase (MAT) transfert un groupe adénosyl a la méthionine (a partir de I’ATP)
pour former la S-adénosyl-méthionine (SAM) (figure 14). Tous les organismes possedent une

ou deux des trois isoformes de la MAT : MATI, MATII et MATIII (Chamberlin et al, 2000).

4 H
Hy & —5 —0C —C—0C —C00"

PRI

Adenine

Figure 14 : Structure chimique de la SAM.

1.2.2 La SAM, la SAH et le rapport SAM/SAH.

1.2.2.1 La SAM.

La SAM (ou S-adénosyl-méthionine) est le donneur universel de groupements méthyles. Elle
est libérée dans le cytosol de la cellule. Durant la réaction de transméthylation, catalysée
par une méthyltransférase, la SAM donne son groupement méthyle a une grande variété de

molécules acceptrices (protéines, lipides, ADN, etc..) formant ainsi la SAH (S-adénosyl-
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homocystéine) (figure 12). Dans le foie, 50 % des apports quotidiens en méthionine sont
convertis en SAM et 85 % de réactions de méthylation y ont lieu (Mudd et Poole, 1975). La
SAM est également un inhibiteur allostérique de MTHFR, empéchant ainsi la reméthylation

de I’homocystéine par une diminution de la synthése de méthyl-tétrahydrofolate.

1.2.2.2 La SAH.

La SAH (ou S-adénosyl-homocystéine) est ensuite hydrolysée par la SAH-hydrolase (SAHH)
pour former I'homocystéine (Hcy) et I'adénosine. C'est la seule réaction réversible parmi
toutes les réactions chimiques impliquées dans le métabolisme de I’"homocystéine. Il faut
noter que la SAH est un puissant inhibiteur compétitif des réactions de méthylation (figure
15). Un métabolisme rapide de |'adénosine et de I'Hcy est nécessaire pour empécher

['accumulation de SAH.

Methionine

|

SAM
S

Réactions de
transméthylation

N\

SAH Substrats méthylés

S

Figure 15 : La SAH est un inhibiteur des réactions de méthylation.

1.2.2.3 Le rapport SAM/SAH.

Ce rapport est un indicateur de la capacité de méthylation de la cellule. Plusieurs études
ont montré que la diminution de SAM et I'augmentation de SAH dans le foie de rats
recevant un régime pauvre en méthionine, choline, folates et vitamine B12 induisent des
méthylations anormales impliquées dans la formation de cancers (Poirier et al, 1977 ;

Shivapurkar et Poirier, 1983).
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1.2.3 L'homocystéine (Hcy).

L'Hcy est un acide aminé soufré formé a partir de la méthionine (figure 16). Il n’intervient pas

dans la synthese protéique.

H

*HsN— C — COO™

CHz —CH2—SH

Figure 16 : Structure chimique de I’homocystéine.

Différentes études ont montré que I'Hcy est toxique pour la cellule (Boldyrev, 2009 ;
Jakubowski, 2004). L'hyperhomocystéinémie est connue pour provoquer un stress oxydant

(Hoffman, 2011).
L'élimination de I'Hcy est assurée par deux voies :

e La voie de la méthylation aboutissant a la synthése de la méthionine, puis de la SAM via la

méthionine synthase (figure 12).

e La voie de la trans-sulfuration formant la cystathionine (détaillée dans le paragraphe

suivant, figure 12).

Dans la cellule, la concentration d’Hcy est maintenue constante (concentration cellulaire de
1 umol/L et concentration plasmatique de 10 a 15 umol/L) (Roblin et al, 2007 a) grace a
I'autorégulation de ces deux voies. Cependant, plusieurs facteurs peuvent induire une
hyperhomocystéinémie (Roblin et al, 2007 a) comme, par exemple, une réduction de I'apport

en vitamines B6, B9 et B12.
1.3 Lavoie de trans-sulfuration.

L’Hcy a tendance a s’accumuler dans le sang et les tissus (Franken et al, 1996). Afin de dégrader
cet acide aminé toxique, la cellule a besoin d’une réaction catalytique irréversible : «la trans-

sulfuration».
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Cette voie consiste en une condensation entre I'Hcy et la sérine formant la cystathionine, sous
I'action de la cystathionine B-synthase (CBS). Ensuite, la cystathionine est hydrolysée en
cystéine et en a-cétobutyrate par la y-cystathionase (figure 12). Ces deux derniéres enzymes
sont dépendantes du pyridoxal 5’- phosphate (PLP), la forme active de la vitamine B6.

Sachant que la cystéine formée donnera le glutathion (régulateur intracellulaire du statut
redox), la voie de la trans-sulfuration est surtout active dans les tissus nécessitant une forte

concentration de glutathion (comme les neurones) (Dringen et Hamprecht, 1999).

2 Les modifications épigénétiques.

Les modifications épigénétiques peuvent étre définies comme étant des changements de
I'expression des génes, réversibles et héritables lors de la mitose et/ou de la méiose, sans
changement de la séquence nucléotidique. Elles comprennent notamment la méthylation de
I'ADN et les modifications des histones. D'autres mécanismes existent comme le remodelage de
la chromatine, l'interférence a I'ARN et le systeme polycomb-trithorax (Waterland et Michels,
2007).

La mémoire épigénétique est établie en trois étapes, la premiére consiste en des combinaisons
transitoires de facteurs de transcription qui initient le profil d’expression spatio-temporel des
génes cibles, la deuxieme est une étape de transition dans laquelle les facteurs de transcription
disparaissent et la mémoire épigénétique est établie. La derniere étape est I'étape de
maintenance pour garder les modifications épigénétiques a travers les divisions cellulaires
successives, cette étape est réalisée par le systeme polycomb/trithorax.

Le génome humain se présente sous la forme d’une double hélice d’ADN dont la taille a I'état
déroulé est de deux meétres. Dans le noyau des cellules eucaryotes, I'ADN génomique est
compacté avec les histones sous forme de chromatine.

Les histones, que |'on retrouve uniquement chez les eucaryotes, sont les protéines les plus
abondantes de la chromatine. Elles possedent une masse moléculaire comprise entre 10 et
24 kDa. Elles sont treés basiques et riches en résidus lysine et arginine.

Des modifications réversibles au niveau de I'ADN et/ou des histones sont nécessaires afin de
rendre la chromatine accessible et faciliter son ouverture. Ainsi la chromatine se trouvera soit
sous forme d'euchromatine correspondant a une configuration plus relachée et ainsi accessible

a la machinerie de la transcription, soit sous forme d'hétérochromatine associée a un haut
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degré de compaction et a une forte répression de la transcription (Sawan et Herceg, 2010 ;

Vandermeers et al, 2008) (figure 17).

Atteinte
perinatale
]
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Inhibition de la transcription (ADN méthylé)
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Chromosome
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Figure 17 : Exemple de conséquences dues a des modifications épigénétiques

(tiré de Bloch et al, 2007). Une atteinte périnatale entraine l'ajout de groupements méthyles
(jaune) au brin d'ADN (bleu) et une condensation de la chromatine. Cela induit le passage d'une
configuration ou la transcription de I'ARNm (rose) par I'ARN polymérase est possible
(euchromatine), a une configuration ot la transcription est réprimée (hétérochromatine). Ces

modifications peuvent étre inversées par un traitement pharmacologique.

2.1 La méthylation de I'ADN.

La méthylation de I'ADN fait partie des modifications post-réplicatives. Il s'agit du mécanisme
épigénétique le mieux caractérisé. La méthylation s'effectue sur les cytosines des dinucléotides
cytosine-guanine souvent présents dans les Tlots CpG. Les groupements méthyles, provenant de
la SAM, sont transférés sur la position N5 des cytosines par toute une famille d'ADN

méthyltransférases (DNMTs) (Robertson, 2001 ; Jair et al, 2006) (figure 18).
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Figure 18 : Mécanisme de méthylation de I'ADN sur les résidus cytosines par les ADN
méthyltransférases (DNMTs) (modifié d'aprés May, DNA methylation : Fingerprints of the
(epi)lgenome, www.caymanchem.com/app/template/Article.vm/article/2153).

Les DNMTs utilisent la S-adénosyl-méthionine (SAM) comme donneur de groupements méthyles.

Il en résulte la formation de N5- méthylcytosine et de S-adénosyl-homocystéine (SAH)

Les ADN méthyltransférases sont classées en plusieurs catégories : DNMT1, DNMT2, DNMT3A
et DNMT3B. DNMT2 n’a pas de domaine catalytique (Robertson, 2001) et est impliquée dans la
méthylation des ARNt (Pfeifer et Rauch, 2009).

La méthylation des ilots CpG régule I'expression des genes en affectant la liaison de protéines
régulatrices ou en recrutant des complexes répresseurs (Waterland et Michels, 2007). Dans la
plupart des especes, 3 a 5 % des cytosines sont méthylées.

D'une maniere générale, un taux faible de méthylations favorisera I'expression des génes tandis
gu'un taux plus élevé de méthylations correspondra a une inhibition de I'expression des genes

(mise sous silence) (Holliday et Grigg, 1993) (figure 17). Une étude a montré que les facteurs de
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transcription se lient moins efficacement a ’ADN quand celui-ci est méthylé. Un mécanisme
alternatif stipule que des protéines se fixent aux promoteurs méthylés en lieu et place des
facteurs transcriptionnels, empéchant ainsi I'activation des genes.

La méthylation de I'ADN est une modification covalente, héritable et réversible ; c'est une
réaction importante dans plusieurs processus biologiques. Elle est essentielle au
développement normal et est associée a un certain nombre de processus clés, dont I'empreinte
génomique, l'inactivation du chromosome X, la suppression d'éléments répétitifs et la
cancérogeneése (Jair et al, 2006 ; Herceg et Vaissiere, 2011).

Les profils de méthylation de I'ADN varient en fonction des tissus et évoluent lors du
développement. Chez les Mammiferes, la régulation épigénétique est trés active en cas de
fonctionnement cellulaire normal, a partir de la conception jusqu'au vieillissement et la mort.
Les cellules cancéreuses néoplasiques (prolifération cellulaire excessive) sont caractérisées par

une hypométhylation globale.

I y a encore quelques années, la méthylation des cytosines semblait étre réservée
exclusivement aux flots CpG, en raison de leur symétrie intrinseque qui facilite la transmission
de cette marque épigénétique par divisions cellulaires (Schiibeler, 2015). Cependant, les flots
CpG ne sont pas les seuls sites pouvant étre méthylés. Initialement découverts dans les cellules
embryonnaires et pluripotentes (Ziller et al, 2011 ; Lister et al, 2013 ; Tognini et al, 2015), des
taux élevés de méthylation de cytosines ne faisant pas partie des flots CpG, nommés mCH (ou H
représente l'adénine A, la thymine T ou la cytosine C) ont ensuite été trouvés dans les génomes
de souris adulte et du cerveau humain (Xie et al, 2012 ; Varley et al, 2013) et, plus récemment,
dans presque tous les tissus humains (Schultz et al, 2015).

Des résultats récents suggérent que, dans les cellules différenciées, la méthylation mCH a la
méme fonction répressive sur I'expression des génes que la méthylation sur les flots CpG (Lister
et al, 2013 ; Guo et al, 2014 ; Schultz et al, 2015) ; cette action répressive ne pouvant pas
encore étre généralisée a tous les types cellulaires. A l'inverse, une corrélation positive entre
des niveaux élevés de méthylation de type mCH et des niveaux élevés d'expression génique a
été observée dans les cellules souches embryonnaires (Chen et al, 2011).

Les enzymes DNMT3a et DNMT3b ont la capacité a catalyser cette réaction de méthylation
mCH. Des travaux récents suggerent d'ailleurs que DNMT3b est I'enzyme principale des

méthylations mCH dans les cellules souches embryonnaires humaines (Liao et al, 2015).
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2.2 Les modifications des histones.

2.2.1 Définition.

Les modifications des histones jouent un réle primordial dans la structure de la chromatine
(Fraga et al, 2005).

L'unité de base de la chromatine est le nucléosome, formé d'environ 146 paires de bases d'ADN
enroulées deux fois autour d'un octamere d'histones. Cet octamere est composé de deux
diméres d'histones H2A-H2B et de deux dimeéres d'histones H3-H4 ; ces histones formant le
«cceur». Alors que I'histone H1 ainsi que d'autres protéines «non histones», participent a un
degré de condensation supplémentaire en faisant le lien entre chaque nucléosome (figure 19).
Chaque histone est composée d'un domaine globulaire central et d'un domaine N-terminal de
20 a 30 acides aminés appelé «queue». Seule I'histone H2A possede 37 acides aminés
supplémentaires en N-terminal.

Les queues des histones sont les sites des modifications post-traductionnelles réversibles
pouvant relacher ou au contraire compacter la chromatine (figure 19). Ces modifications ou
«marques» sont de plusieurs types : acétylation, méthylation, phosphorylation, ubiquitination
(ou ubiquitinylation), sumoylation, ADP-ribosylation, désamination, isomérisation de proline, et
propionylation (Kouzarides, 2007 ; Liu et al, 2009 ; Biancotto et al, 2010 ; Sawan et Herceg,
2010).
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Figure 19 : Le nucléosome et les modifications des histones

(modifié d'aprés Sawan et Herceg, 2010).
L'ADN est enroulé autour d'un octamére a partir des 4 «cceurs» d'histones H2A, H2B, H3 et H4.

L'histone H1 effectue la liaison entre chaque nucléosome en se liant a I'ADN. Différents acides
aminés constituant les «queues» des histones sont représentés avec leurs différentes
modifications covalentes spécifiques. Les marques actives sont indiquées sur le panel du haut et

les marques répressives sur celui du bas (K : lysine, R : arginine, S : sérine, T : thréonine).

Les modifications sur les queues des histones sont des modifications covalentes (Sawan et
Herceg, 2010) qui donnent lieu au code des histones. Les modifications des histones ne sont
pas considérées de maniere isolée. Elles sont lues par les protéines régulatrices sous forme de
combinaisons qui constituent la base du «langage ou code des histones». Ainsi une
modification donnée, selon la combinaison dans laquelle elle se trouve, peut entrainer des

effets totalement différents en aval. Une modification des histones peut étre influencée par
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une autre modification de maniere synergique ou antagoniste. Cette interaction entre histones
ou «cross-talk» peut se dérouler entre résidus appartenant a la méme histone ou a des histones

différentes (Strahl et Allis, 2000 ; Sawan et Herceg, 2010).

2.2.2 L'acétylation des histones.

Les histones sont acétylées sur les résidus lysines (Minucci et Pelici, 2006 ; Sawan et Herceg,
2010). Deux types d'enzymes sont mis en jeux : les «histones acétyltransférases» (HATs) (Loid|,
1994) et les «histones deacetylases» (HDACs) (Rundlett et al, 1996 ; Waterland et al, 2007 ;
Walkinshaw et al, 2008). Les HATs et les HDACs fonctionnent comme des complexes
multiprotéiques (Lee et Workman, 2007 ; Ekwall, 2005) et I'équilibre dynamique de I'acétylation
des lysines in vivo est gouverné par les actions opposées de ces deux enzymes. Les histones
acétyltransférases (HATs) utilisent un acétyl-coA pour transférer un groupement acétyle sur le
groupement amine-epsilon.

L'acétylation neutralise la charge positive portée par les résidus basiques des histones,
affaiblissant ainsi les interactions entre histones et ADN (chargé globalement négativement)
(Steger et Workman, 1996 ; Luger et Richmond, 1998). Ceci aboutit a un changement
conformationnel de la chromatine facilitant I'accessibilité a I'ADN pour de nombreux facteurs
de transcription.

Une hyperacétylation des histones est donc considérée comme une marque
transcriptionnellement active de la chromatine qui se trouve alors sous forme d'euchromatine.

Par contre, une désacétylation des histones résulte en une diminution de I'espace disponible
entre les histones et I'ADN, ce qui conduit a une conformation fermée de la chromatine
(hétérochromatine) et a une diminution de |'accessibilité pour les facteurs de transcription
(Norton et al, 1989 ; Biancotto et al, 2010 ; Sawan et Herceg, 2010).

Des modifications aberrantes de l'acétylation des histones sont impliquées dans diverses
maladies, y compris le cancer (Yang et Schwartz, 2011). Différentes modifications des histones
ont été observées dans le cancer hépatique. Ce cancer présente une perte de H4K20me3,

H3K9ac et H4K16ac et une augmentation remarquable de H3K9me3 (Pogribny et al, 2007).

2.2.3 La méthylation des histones.

Les queues des histones peuvent également étre méthylées sur les chaines latérales des lysines

et des arginines. Les histones H3 et H4 sont les plus fréquemment méthylées (Lee et al, 2005).
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Les enzymes catalysant cette réaction transferent les groupements méthyles de la S-adénosyl-
méthionine (SAM) sur les histones.

La méthylation des histones fut considérée comme un mécanisme irréversible jusqu'en 2004 ou
la premiére enzyme déméthylase fut découverte. La régulation de la méthylation des histones
est donc maintenant considérée comme un mécanisme plus dynamique (Shi et al, 2004 ; Sawan
et Herceg, 2010).

Les «protéines arginine méthyltransférases» (PRMTs) sont les enzymes qui catalysent les
réactions de méthylation des arginines, en utilisant la SAM comme donneur de groupements
méthyles. Elles sont de deux types : le type | catalyse les mono- et les di-méthylations
asymétriques et le type Il catalyse les mono- et les di-méthylations symétriques (Gary et Clarke,
1998). Jusqu’a présent, 11 PRMTs ont été identifiées. La majorité d’entre elles présente une
activité méthyltransférase, sauf PRMT2, PRMT10 et PRMT11 (Wolf, 2009). Les PRMTs sont
impliquées dans divers processus comme le remodelage de la chromatine, la réparation de
I’ADN, la transcription des genes, le transport nucléocytosolique, I'épissage des ARN, et la
traduction des protéines (Wolf, 2009). Plusieurs études ont montré que la méthylation des
arginines pourrait jouer un réle important dans I'expression des geénes suppresseurs de tumeurs
(Pal et al, 2004 ; Singh et al, 2004).

Les résidus lysine sont méthylés par les «histones méthyltransférases» (HMTs) qui sont des
enzymes lysine-spécifiques. Les résidus lysine peuvent étre mono-, di- ou tri-méthylés. Il existe
deux types de HMTs : celles contenant un domaine SET (Su(var), enhancer of Zeste, and
Thrithorax) et celles ne contenant pas de domaine SET (Feng et al, 2002 ; Ng et al, 2002). La
méthylation des lysines provoque diverses conséquences car selon le résidu méthylé, cette
méthylation peut étre soit une marque de l'euchromatine transcriptionnellement active soit
une marque de I'hétérochromatine transcriptionnellement réprimée. En effet, la méthylation
des histones H3K9, H4K20 et H3K27 est généralement associée a I'hétérochromatine alors que
la méthylation des histones H3K4, H3K36 et H3K79 est plutdt corrélée a I'euchromatine (Sims et
al, 2003).

Une activité aberrante de plusieurs enzymes modifiant les histones a été démontrée dans de

nombreux cancers (Esteller, 2006 ; Biancotto et al, 2010).
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2.3 Les intéractions entre méthylation de I'ADN et modifications des histones.

Les modifications des histones peuvent affecter directement ou indirectement le profil de
méthylation de I'ADN. Inversement, la méthylation de I'ADN influence également les

modifications des histones (Yang et Schwartz, 2011) (figure 20).
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Figure 20 : Conséquences des modifications épigénétiques sur I’expression des génes

(tiré de Yang et Schwartz, 2011).

Les fléeches bleues indiquent le «cross-talk» entre la méthylation de I’ADN et les modifications

des histones.

Une hyperméthylation des ilots CpG au niveau des promoteurs de genes déclenche la
désacétylation des histones. Des protéines possédant un domaine de liaison aux CpG méthylées
(MBD pour «methyl-CpG sequence binding domain proteins»), comme MeCP2, se lient de

maniére sélective aux régions méthylées de I'ADN et recrutent des corépresseurs
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transcriptionnels et des HDACs. Au contraire, des inhibiteurs de HDAC contribuent au
détachement de la protéine MeCP2 des cytosines méthylées, ce qui permet aux HATs d'acétyler
a nouveau les histones favorisant ainsi la transcription des genes. Ceci met bien en évidence
I’existence d’'une coopération entre la méthylation de I’ADN et les modifications des histones
(Monparler et Bovenzi, 2000). Mais quel évenement se produit en premier et lequel déclenche
I'autre ? Cette question reste encore ouverte au débat. Le consensus actuel semble favoriser le
fait que la méthylation de I'ADN soit plutdt secondaire a I'hypoacétylation des histones dans le
processus d'inactivation des genes (Baylin et al, 2001).

D'autres modifications de la chromatine, comme la méthylation des histones, peuvent diriger la
méthylation de I'ADN et vice versa. La plupart des DNMTs et des protéines MBD interagissent
avec des enzymes qui modifient les histones, incluant les HMTs. Les mécanismes moléculaires
de la régulation de l'expression des genes impliquent donc une coordination étroite entre
DNMTs, HDACs, HMTs et d'autres protéines de remodelage de la chromatine (Moggs et al,
2004 ; Baylin et al, 2001).

La méthylation des flots CpG est souvent considérée comme une marque répressive associée
aux marques de chromatine inactive comme les histones H3 et H4 déacétylées, et les H3K9 et
H3K27 méthylées (Pfeifer et Rauch, 2009). Par contre, une hypométhylation des Tlots CpG est
associée a une méthylation de la lysine 4 de I'histone 3 qui est une marque d’activation de la

chromatine (Pfeifer et Rauch, 2009).

Toutes ces modifications épigénétiques jouent un role critigue dans le recrutement de
protéines qui régule de nombreuses fonctions cellulaires, comme la recombinaison ou la
réparation de I'ADN, la réplication et la transcription (Sawan et al, 2008 ; Sawan et Herceg,
2010). Elles sont effectuées par des enzymes qui utilisent des métabolites cellulaires (acétyl-
CoA pour l'acétylation, groupement -CH3 pour la méthylation, ATP pour la phosphorylation...).

La chromatine est donc un reflet des fluctuations métaboliques cellulaires.

Par conséquent, le facteur nutrition peut induire une dérégulation épigénétique.
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Partie 3: Les pathologies en lien avec le métabolisme des

monocarbones et la programmation foetale.

1 Les pathologies liées au métabolisme des monocarbones.

1.1 Les maladies obstétriques.

La grossesse est une période ou les besoins en folates sont considérablement augmentés par
transfert préférentiel des folates vers I'unité foeto-placentaire et en raison d'une augmentation
physiologique de I'érythropoiese (Henderson et al, 1995). Une carence en folates pendant la
grossesse peut induire un décollement du placenta, une prééclampsie, une naissance
prématurée, un faible poids a la naissance, un retard de croissance et des anomalies du
développement (non fermeture du tube neural, fentes palatines,...) (Scholl et Johnson, 2000). |
a été montré qu'une carence en folates augmente de 50 % le risque d’avortement spontané
(George et al, 2002) mais également un retard de croissance et un retard de puberté chez
I'enfant. Plusieurs études ont également associé une concentration plasmatique en Hcy élevée
chez la mere a des fausses couches a répétition, des prééclampsies, des décollements
placentaires (Hague, 2003) et a des malformations cardiaques congénitales (Kapusta et al,
1999).

Des études ont montré qu'une supplémentation en folates avant la conception réduit les
risques d’anomalies du développement comme le spina bifida et 'anencéphalie (MRC Vitamin
Study Research Group, 1991 ; Mantovani et al, 2014) ainsi que la fréquence du Syndrome de

Down chez I'enfant (Barkai et al, 2003).

1.2 Les maladies neurologiques.

La démence et les troubles cognitifs sont des problemes de santé publique chez les personnes
agées (Smith, 2008).

Un lien entre Hcy et/ou vitamines B ainsi que les fonctions cognitives a été établi (Herrmann et
Obeid, 2011). La cobalamine est nécessaire a la synthése de myéline (Sesso et al 1999 ;
Scalabrino, 2009). Une carence en vitamine B12 affecte donc le cerveau, la moelle épiniére, les
nerfs optiques et les nerfs périphériques ; ceci se traduisant par des neuropathies, des névrites,
une perte de la vision et des symptomes psychiatriques (Durand et al, 2003 ; Gochard et al,

2009).
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La déficience en folates est également impliquée dans certains troubles neuropsychologiques
(dépression, schizophrénie, démence...) et dans des maladies neurodégénératives (les maladies
d'Alzheimer et de Parkinson) (lyer et Tomar, 2009). En effet, les patients atteints de la maladie
de Parkinson ont des niveaux élevés d'Hcy (Allain et al, 1995 ; Kuhn et al, 1998) et de MMA
(Levin et al, 2010; Toth et al, 2010). De plus, des observations effectuées sur des patients
atteints de la maladie d’Alzheimer montrent que ces individus ont des concentrations d'Hcy
significativement élevées, ce qui confirme la théorie que les donneurs de méthyles sont
d'importants facteurs de risque modulables chez les personnes &gées ayant des
dysfonctionnements cognitifs (Clarke et al, 1998 ; McCaddon et al, 1998).

Une étude sur le rat a montré qu'une carence maternelle gestationnelle en vitamines B9 et B12
entraine un retard de fermeture du systeme nerveux central et des anomalies cérébrales au
niveau des embryons (E20) ; ceci étant lié a une inhibition de la voie Stat 3 (Kerek et al, 2013).
Une autre étude a également dévoilé des problémes d'olfaction et des altérations de protéines
jouant un réle clé dans la neurostéroidogenése au niveau des bulbes olfactifs de ratons
femelles de 21 jours, suite a une carence maternelle gestationnelle en donneurs de méthyles

(El Hajj Chehadeh et al, 2014).

1.3 Les maladies cardiovasculaires.

D'apres I'OMS, les maladies cardiovasculaires sont la principale cause de déces dans le monde.
En 1976, Wilcken et al ont suggéré une association entre I'homocystéine circulante et les
maladies cardiovasculaires (Wilcken et Wilcken, 1997). En effet, une méta-analyse de données
épidémiologiques a montré qu’une augmentation de la concentration d’Hcy est associée aux
maladies cardiovasculaires (Boushey et al, 1995). Deux autres méta-analyses publiées en 2002
suggerent qu’un abaissement de 25 % de la concentration plasmatique d’Hcy permet Ia
réduction du risque de maladies cardiaques (11-16 %) (Wald et al, 2002). Depuis, Clarke et al
ont démontré que l|'association de la concentration d’Hcy avec les maladies cardiovasculaires
est indépendante des facteurs de risque classiques, comme le tabagisme,
I'hypercholestérolémie et I'hypertension artérielle (Clarke et al, 2010). De plus, Guéant-
Rodriguez et al ont démontré qu'une hyperhomocystéinémie modérée induit un
dysfonctionnement systolique du ventricule gauche (DSVG) (Géant-Rodriguez et al, 2007).

La plupart des études indiquent qu’une hyperhomocystéinémie est associée a des altérations
dans le métabolisme des lipides et peut jouer un réle dans la pathologie vasculaire (Werstuck et

al, 2001 ; Namekata et al, 2004 ; Mikael et al, 2009). Des études ultérieures ont suggéré que
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des altérations épigénétiques pourraient jouer un role dans ces processus (Devlin et Lentz,
2006; Mikael et al, 2006).

Une étude portant sur la supplémentation en vitamine B12 a suggéré que le risque d’avoir des
perturbations vasculaires est réduit avec des doses élevées de vitamine B12 (Spence et al, 2005).
La combinaison entre vitamines B12 et B9 est associée a une amélioration du flux sanguin
coronaire des patients ayant une coronaropathie (Bleie et al, 2011).

Des études réalisées chez I'animal suggerent que I'Hcy altérerait les propriétés élastiques de la
paroi artérielle. Ces études ont suggéré la possibilité d'interaction de I'Hcy avec des médiateurs
physiologiques de la matrice endothéliale par l'intermédiaire de mécanismes oxydatifs ainsi
gu'une diminution de I'activité biologiqgue du monoxyde d'azote conduisant a un
dysfonctionnement endothélial avec pour conséquence |'apparition d'une pro-athérosclérose
(Langman et Cole, 1999 ; Engman, 1998 ; Fanapour et al, 1999).

Plus récemment, une étude a démontré chez le rat un lien entre une carence maternelle en
donneurs de méthyles (folates et vitamine B12) pendant la gestation et I'allaitement et une
insuffisance cardiaque (développement d'une cardiomyopathie) dans la descendance. En effet,
une altération de Il'oxydation des acides gras et du métabolisme énergétique a entrainé le
développement d'une hypertrophie myocardique (figure 21) (Garcia et al, 2011). La SAM,
intervenant dans le cycle de la méthionine, joue un rble important dans l'activation du
peroxisome proliferator-activated receptor-y co-activateur-1 a (PGC-1a) (Blaise et al, 2007 ;
Ventura-Clapier et al, 2008). PGC-la interagit fonctionnellement avec les peroxisome
proliferator-activated receptor-a et y (PPAR-a et PPAR-y), tandis que l'activation de PGC-1la
dépend de sa désacétylation par Sirtuin -1 (SIRT1) et de sa méthylation par la protéine arginine
methyltransferase -1 (PRMT1) (Holness et al, 2010 ; Ventura-Clapier et al, 2008). L'expression
de SIRT1 est impliquée dans les mécanismes épigénétiques de programmation feetale, ce qui
peut également étre influencé par la carence en donneurs de méthyles (Holness et al, 2010 ;
Bossenmeyer-Pourie et al, 2010). Enfin, PPAR-a, PPAR-y et PGC-1a sont trois régulateurs
majeurs du métabolisme oxydatif des mitochondries cardiaques qui jouent un réle central dans
les patho-mécanismes qui conduisent a une hypertrophie du myocarde et a une insuffisance
cardiaque (Ventura-Clapier et al, 2008 ; Madrazo et Kelly, 2008). L'étude de Garcia et al a
montré que le régime carencé en donneurs de méthyles produit une diminution de la
concentration en folates et du ratio SAM/SAH chez des ratons de 21 jours (Garcia et al, 2011).
La diminution du ratio SAM/SAH agit sur la méthylation des protéines impliquées dans les

mécanismes épigénétiques, notamment celles jouant un role clé dans la régulation de
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I'homéostasie du métabolisme du myocarde au cours de la période périnatale (Holness et al,
2010 ; Forges et al, 2007). La perturbation de l'alignement des mitochondries et la
concentration accrue de lipides dans le tissu sont évocateurs d'un effet dramatique de la
carence sur le métabolisme énergétique mitochondrial (figure 22). Ceci a été illustré par
I'accumulation de gouttelettes lipidiques autour des mitochondries, la diminution de I'activité
des complexes | et Il de la chaine respiratoire et le développement d'une hypertrophie
cardiaque apreés la naissance, lorsque les acides gras sont les principaux fournisseurs d'énergie
dans le cceur (Ventura-Clapier et al, 2008). Une analyse protéomique a également mis en
évidence une modification de l'expression de protéines impliquées dans la B- oxydation des

acides gras et le stockage des lipides (Garcia et al, 2011).

Control Deficient
. LV
RV
KNy mm i h

Figure 21 : Photographies prises au microscope optique de coeurs de ratons de 21 jours

dans des conditions de régime controle et de carence en donneurs de méthyles

(modifié de Garcia et al, 2011). Une hypertrophie du ventricule gauche est visible chez les
ratons carencés (a droite) en comparaison avec les ratons contréles (a gauche). Sont indiqués,

LV pour le ventricule gauche et RV pour le ventricule droit.
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Control Deficient Delicient

Figure 22 : Photographies prises au microscope électronique de coupes de ventricule gauche
de ratons de 21 jours contréles et carencés en donneurs de méthyles

(modifié de Garcia et al, 2011). Les mitochondries sont désorganisées dans le cceur des rats
carencés et des gouttelettes lipidiques sont visibles a leur proximité (photographies au centre et
a droite). Sont indiquées, les gouttelettes lipidiques (L), les mitochondries (M) et les myofibrilles

(MF).

D'apres l'analyse bio-informatique des données protéomiques, PGCl-a, PPAR-a et ERR-a
étaient les facteurs les plus déterminants des changements produits par le régime alimentaire
carencé en donneurs de méthyles (Garcia et al, 2011). La désacétylation et la méthylation de
PGC-1a sont deux mécanismes clés de régulation du métabolisme oxydatif qui ont un intérét
particulier dans notre modeéle expérimental, ou la méthylation altérée et I'acétylation sont
attendues dans le contexte de la diminution du ratio SAM/SAH et le retard de croissance intra-
utérin (Holness et al, 2010 ; Forges et al, 2007). La fonction de PGC-la est induite par sa
méthylation au niveau de plusieurs résidus d'arginine dans sa région C-terminale par la protéine
arginine methyltransferase-1 (PRMT1) (Teyssier et al, 2005). L'acétylation de PGC-1a diminue
son activité et est régulée par I'histone désacétylase SIRT1 et 'acétyltransférase GCN5 (Holness
et al, 2010 ; Teyssier et al, 2005 ; Jeninga et al, 2010) (figure 23). Une acétylation accrue et une
diminution de la méthylation de PGC-1a ont été mises en évidence dans le myocarde des
animaux carencés (Garcia et al, 2011). Ces deux modifications post-traductionnelles sont en
adéquation avec la diminution du ratio SAM/SAH et la diminution de I'expression de SIRT1 et
PRMT1 observées chez les rats carencés et sont indicatives d'une inhibition fonctionnelle de
PGC-1a (Holness et al, 2010 ; Ventura-Clapier et al, 2008 ; Jeninga et al, 2010). Cela souléve
I'hypothese d'une programmation métabolique de la carence en donneurs de méthyles dans le

ceceur (Holness et al, 2010 ; Ventura-Clapier et al, 2008 ; Jeninga et al, 2010 ; Chen et al, 2009).
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L'expression des protéines PPAR-a et ERR-a est diminuée dans le myocarde des animaux
carencés, en plus de la diminution de |'activation de leur co-régulateur PGC-1a, ce qui est
également concordant avec la diminution de I'oxydation mitochondriale des acides gras (Garcia
et al, 2011). En conclusion, la carence en donneurs de méthyles a induit une cardiomyopathie
en diminuant l'oxydation mitochondriale des acides gras par un déséquilibre dans I'acétylation/
méthylation de PGC-1a par SIRT1 et PRMT1 et une expression altérée de PPAR-a et ERR-a

(Garcia et al, 2011).

ER-o i Esmogenreceptor alpha
ERBR-o: Esh':\g:nr:lab:dr\eceptm zlp]u

GCIN5 1 General control nondepresdble 5

PGC-la: Peroxisome proliferator sctivated

receptor gamma eo-activator-1 alpha i A A
PRMT1 : Protein arginine methyl ransferase 1 ‘ ‘ ‘ PPA R"'.-’ ‘ Capacité lipogénigue
" " Incorporation de glucose

SIBT1 : Zilentinformation regulator 1

dans tissus

Epigenetics/ fetal
programing

Capacité glucogénigue
|-) Oxydation acides gras
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Figure 23 : Les mécanismes moléculaires expliquant le lien entre les modifications

épigénétiques et le métabolisme énergétique dans le cceur et le foie.

PPAR-a est principalement exprimé dans les tissus métaboliquement actifs, impliquant le foie,
le rein, le cceur, le muscle squelettique et le tissu adipeux brun, mais il est également exprimé
dans les monocytes, les cellules endothéliales vasculaires et les cellules musculaires lisses. Il a
été suggéré que PPAR-a puisse jouer le role de régulateur des besoins en lipides des tissus en

régulant leur captation et leur B-oxydation, en opposition a la fonction de PPAR-y, qui favorise
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la capture et le stockage ultérieur des lipides dans le tissu adipeux (Khan et Vanden Heuvel,
2003).

PPAR-y forme un hétérodimeére avec les récepteurs X des rétinoides (RXR). Il est bien établi que
PPAR-y est un régulateur clé de |'adipogenese. Il est exprimé surtout dans les adipocytes, le
colon et les cellules hématopoiétiques, mais également dans les macrophages, les ostéocytes,
les cellules endothéliales, le placenta, le rein, le foie, les muscles squelettiques et lisses, le

pancréas et l'intestin gréle.

Quant aux cestrogenes, ils régulent de nombreux processus cellulaires dans une grande variété
de tissus cibles pendant la croissance, le développement et la différenciation. Les effets
biologiques des cestrogenes sont principalement observés via leurs actions sur leurs récepteurs
nucléaires, dont le réle est de réguler I'expression des génes sensibles aux cestrogénes.

Le récepteur aux cestrogenes ER-a (ou NR3A1) est un membre de la famille de ces récepteurs
nucléaires (Welboren et al, 2009). Les mitochondries sont des cibles importantes pour |'action
des cestrogénes et des récepteurs aux cestrogenes (ERs). Plusieurs données de la littérature ont
souligné que l'absence d’ER-a provoque une hyperplasie/hypertrophie adipocytaire, une
résistance a l'insuline, une intolérance au glucose et une diminution des dépenses
énergétiques, dans les deux sexes (Chen et al, 2009). Bien que les mécanismes responsables de
la régulation des cestrogenes sur I'adipogenése restent flous, I'absence d’cestrogenes entraine
une altération de I'activité de la lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme lipogénique qui régule le
métabolisme des triglycérides plasmatiques, des acides gras libres et I'augmentation du
stockage des lipides par les adipocytes (Cooke et al, 2001). De plus, les cestrogénes favorisent la
voie de la lipolyse au détriment de la lipogenése par augmentation de |'expression des lipases
qui sont hormono-sensibles et catalysent ainsi I’hydrolyse du triacylglycérol stocké et la
libération des acides gras (Pallottini et al, 2008).

En ce qui concerne ERR-q, son activité peut étre inhibée par des siRNA ou par un antagoniste de
ERR-a, ce qui diminue la capacité de PGC-1a a induire I'expression des genes du métabolisme
énergétique et a améliorer la biogenese mitochondriale et la capacité oxydative (Villena et
Kralli, 2008). En réponse a l'activation de PGC-1a, ERR-a régule donc la fonction de génes
importants pour la biogenese mitochondriale. En outre, ERR-a, en fonction du type cellulaire, a
été montré comme favorisant I'absorption des lipides et leur oxydation, la biogenéese

mitochondriale, la capacité respiratoire et la production de ROS (espéces réactives de
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I'oxygene) et inhibant I'oxydation du glucose (Mootha et al, 2004; Schreiber et al, 2004, Wende
etal, 2005).

1.4 L'homocystéine et insulino-résistance.

Plusieurs études ont présenté une augmentation de la fréquence du diabete de type 2
(insulino-résistant) chez des sujets carencés en vitamine B12, avec une augmentation de I'Hcy
et du MMA (Kumthekar et al, 2012 ; Nervo et al, 2011 ; Pflipsen et al, 2009).

Munshi et al ont montré, dans une étude comparative entre les diabéetes de type 1 et de type 2,
gue seul le type 2 est associé a une hyperhomocystéinémie (Munshi et al, 1996) ; ces patients
développant plus vite des complications macrovasculaires. D’autres études ont également
montré une augmentation de I’homocystéinémie chez les patients diabétiques qui développent
une athérosclérose ou une insuffisance rénale (Wiklund et al, 1996 ; Araki et al, 1993). Des
patients diabétiques souffrant d’hypertension (par néphropathie) et/ou sous traitement
d’hémodialyse, ont une hyperhomocystéinémie modérée associée a une diminution du ratio
SAM/SAH et une diminution de I'activité MTHFR (Poirier et al, 2001). Cela indique que les
patients diabétiques avec une néphropathie ont également des troubles du métabolisme des
monocarbones. Dicker-Brown et al ont également observé une hyperhomocystéinémie
modérée chez des patients diabétiques de type 2 présentant des complications
cardiovasculaires (Dicker-Brown et al, 2001). De plus, une hyper-insulinémie conduirait a une
chute de I'hnomocystéinémie chez des sujets sains mais pas chez des patients diabétiques de
type 2 (Fonseca et al, 1998).

Cependant, bien qu’il existe une corrélation négative entre I'insuline et I'Hcy chez des patients
obeses diabétiques, il n'y a aucune corrélation entre I'Hcy et I'indice de masse corporelle (IMC)
(Fonseca et al, 2003). Le role de ces anomalies métaboliques dans I'étiologie du diabéte reste
assez flou.

Des études plus récentes suggerent que I'Hcy pourrait induire une insulino-résistance par sa
forme toxique, ’lhomocystéine thiolactone, qui provoque des altérations dans les structures

protéiques, notamment sur les récepteurs a 'insuline (Najib et Sanchez-Margalet, 2005).
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1.5 Les maladies hépatiques.

1.5.1 Les NAFLDs (stéato-hépatopathies non-alcooliques).

La stéato-hépatite non-alcoolique (NASH) est la cause la plus importante de maladie hépatique
chronique et est considérée comme la manifestation hépatique du syndrome métabolique
associé au diabete de type 2 (Fracanzani et al, 2008). Les stéato-hépatopathies non-alcooliques
(NAFLDs) se réferent a un large spectre de Iésions hépatiques qui vont de la stéatose simple ou
accumulation de triglycérides intracellulaires, a l'inflammation, la fibrose et la cirrhose. Les
mécanismes impliqués dans l'accumulation de triglycérides dans le foie et les Iésions
hépatocellulaires ultérieures sont multifactoriels.

C'est majoritairement dans le foie qu'a lieu le métabolisme de I'Hcy (80 %). Ceci peut étre
expliqué par le fait que plusieurs enzymes clés du métabolisme de I'Hcy sont essentiellement
hépatiques. En effet, la bétaine homocystéine méthyltransférase (BHMT) n'est exprimée qu'au
niveau du foie et du rein (Sunden et al, 1997) et MAT1, une méthionine adénosyltransférase
(MAT), est une enzyme exclusivement hépatocytaire (Mato et al, 1997 ; Garcia-Tevijano et al,
2001).

Les travaux dont le but est de définir le lien entre la stéatose et I'Hcy sont peu nombreux chez
I'Homme et portent, en général, uniquement sur des analyses de sous-groupes. Il a été apercu
que des patients ayant une accumulation hépatique d'acides gras présentent également une
hyperhomocystéinémie (de Carvalho et al, 2013 ; Roblin et al, 2007 a). De plus, la concentration
en Hcy semble étre plus élevée en cas de NASH qu'en cas de stéatose simple. Les résultats
d'une étude ont également montré une forte corrélation entre la concentration d'Hcy, le score
de fibrose et le score nécrotico-inflammatoire (Gulsen et al, 2005).

Les différents travaux d'expérimentation animale ont montré que des souris invalidées pour
certaines enzymes régulant le métabolisme de |I'Hcy présentent une stéatose hépatique séveére.
En effet, les souris invalidées en cystathionine B syntase (CBS) ont une stéatose hépatique
sévere de type microvésiculaire (VanAerts et al, 1995). Les souris déficientes en MAT1 ont une
stéato-hépatite avec risque accru de carcinome hépatocellulaire (Martinez-Chantar et al, 2002).
Ainsi  toute anomalie enzymatique du métabolisme de I'Hcy responsable
d'hyperhomocystéinémie est associée, au minimum, a une stéatose hépatique de type
microvésiculaire. De plus, en cas de cirrhose, la synthése de SAM est profondément diminuée

(Halsted et al, 1996).
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Une étude sur le rat a montré qu'une carence maternelle en donneurs de méthyles (folates et
vitamine B12) entraine l'apparition d'une stéatose hépatique au niveau de la descendance
(figure 24 A) et prédispose au syndrome métabolique ; des dérégulations épigénomiques du
métabolisme énergétique jouant un réle majeur dans ce processus (Pooya et al, 2012). Cette
étude a montré que des ratons de 21 jours, carencés en donneurs de méthyles (MDD),
présentent un petit poids a la naissance mais aucun changement dans la concentration de
I'insuline, comme observé dans des modeles de programmation foetale de restriction
alimentaire et de restriction protéique chez le rat (Tarry-Adkins et al, 2010 ; Desai et al, 2007).
La carence en donneurs de méthyles a également causé la diminution du ratio SAM/SAH. Une
augmentation accrue des acides gras libres plasmatiques a également été observée ; bien plus
que chez les ratons soumis a un régime restrictif alimentaire et/ou protéique (Tarry-Adkins et
al, 2010 ; Desai et al, 2007). Cela pourrait expliquer pourquoi le régime carencé en donneurs de
méthyles, contrairement a la restriction en protéines, entraine une stéatose hépatique
microvésiculaire et une augmentation du rapport poids du foie/poids total corporel (Blaise et
al, 2007 ; Burdge et al, 2009). Outre la stéatose hépatique, le régime MDD a augmenté
I'expression de protéines marqueurs de fibrose et de constituants de l'inflammasome. Ces
effets peuvent étre causés par I'augmentation de la concentration en peroxydes lipidiques, a la
suite d'une dysrégulation de I'oxydation des acides gras (Csak et al, 2011). Cependant, I'analyse
histologique n'a révélé aucune fibrose ou inflammation dans les tissus hépatiques (figure 24 B).
L'oxydation mitochondriale des acides gras a été considérablement diminuée chez les rats
carencés en donneurs de méthyles, ce qui est en adéquation avec la diminution de I'expression
protéique d'enzymes clés de |'oxydation mitochondriale des acides gras et la diminution de
I'activité des complexes | et Il de la chaine respiratoire. Il a été montré que, I'oxydation des
acides gras et les activités des complexes | et Il, sont réduites dans le tissu hépatique de
patients atteints de stéato-hépatite non-alcoolique (Spiekerkoetter, 2010 ; Perez-Carreras et al,
2003). La carence en donneurs de méthyles entraine également un déficit en carnitine, une
coenzyme jouant un role dans le transport des acides gras et indispensable a la B-oxydation,
ainsi que la diminution de l'expression de la protéine transporteur de cations organiques
OCTN1 (pour novel organic cation transporter) dans le foie ; ce qui correspond a une altération
de l'import de carnitine OCTN1-dépendant (Eder et Ringseis, 2010). La voie PPAR-a/PGC-1a
joue un réle clé dans I'expression des genes codant pour des transporteurs OCTN (Makowski et
al, 2009 ; Vaz et Wanders, 2002). L'inhibition de cette voie par hypométhylation de PGC-1a

pourrait donc expliquer les modifications du métabolisme de la carnitine chez les rats carencés
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(Makowski et al, 2009). Sur le plan clinique, ces résultats sont en accord avec le déficit en
carnitine apergu chez certains patients atteints de stéatose et de stéato-hépatite (Bowyer et al,
1988). De plus, ces résultats soutiennent I'hypothése que l'inefficacité de la B-oxydation des
acides gras et de la respiration mitochondriale est une cause possible de la stéato-hépatite non-

alcoolique (Reddy et Rao, 2006).

A Control

oAl

Methyl deficiency Control Methyl deficiency

Figure 24 : Analyses histologiques en microscopie électronique et colorations histologiques de
foies de ratons de 21 jours soumis a un régime alimentaire standard ou a un régime carencé
en donneurs de méthyles (tiré de Pooya et al, 2012).

(A) La stéatose microvésiculaire trouvée chez les animaux carencés n'a pas été observée chez les
ratons témoins de 21 jours (a gauche, haut et bas) et a disparu lors du retour a un régime
alimentaire standard apres le sevrage (a droite, en haut et en bas, foies examinés a 80 jours).
(B) L'analyse de la fibrose avec la coloration Rouge Sirius (a gauche) (spécifique pour les fibres

de collagéne et de réticuline) et la coloration Trichrome de Masson (a droite, spécifique pour les

77



fibres de collagéne) n'a pas montré de différences entre les foies de ratons de 21 jours contréles

et ceux carencés en donneurs de méthyles.

La fonction de PGC-la étant régulée par méthylation via PRMT1 (Holness et al, 2010), la
diminution accrue de l'interaction de PGC-la avec PPAR-o, ERR-a et HNF-4a et
I'hypométhylation de PGC-1a observées dans le foie des animaux carencés en donneurs de
méthyles sont en adéquation avec la diminution du ratio SAM/SAH observé. Dans le modéle de
carence en donneurs de méthyles, I'oxydation mitochondriale des acides gras a été altérée par
hypométhylation de PGC-1a, puis par conséquent, la diminution de sa liaison avec différents
récepteurs nucléaires, PPAR-a, ERR-a, et HNF4-a (Holness et al, 2010 ; Rodgers et al, 2008). En
accord avec ces résultats, une étude a montré que l'inhibition de l'import mitochondrial
d'acides gras produit des variations transcriptomiques liées a |'altération des voies PGC-1a et
HNF4-a (Van der Leij et al, 2007). De plus, les souris déficientes en PGC-1la montrent une
inhibition de ces voies et une stéatose hépatique (Vaz et Wanders, 2002). L'absence de PPAR-a
favoriserait le développement de la stéato-hépatite, tandis que I'administration d'un agoniste
de PPAR-a montre |'effet opposé, chez des souris recevant un régime déficient en méthionine
et choline (Ip et al, 2004 ; Kashireddy et Rao, 2004). Une concentration faible en glucose
plasmatique a été également observée chez les ratons carencés et est cohérente avec des
études antérieures sur l'effet de la restriction alimentaire, indiquant que ceci peut provenir
d'une altération de I'expression des enzymes de la néoglucogenéese par l'inhibition de PGC-1a
(Rinaudo et Wang, 2012 ; Desai et al, 2007 ; Fernandez-Marcos et Auwerx, 2011).

Selon I'hypothese de la programmation foetale, le faible poids observé a la naissance dans le
modele expérimental de carence en donneurs de méthyles est un indicateur potentiel du
syndrome métabolique. Dans ce contexte, les stéatoses du foie et du myocarde, également
observées dans ce modele, pourraient étre deux manifestations précoces de prédisposition au
syndrome métabolique, dans lequel la dysrégulation de I'homéostasie du métabolisme lipidique
par l'inhibition de PGC-1la joue un réle majeur (Holness et al, 2010 ; Fernandez-Marcos et
Auwerx, 2011). Cette dysrégulation pourrait contribuer a expliquer les liens entre le régime
MDD, le petit poids a la naissance et les manifestations ultérieures du syndrome métabolique,
dans diverses études de population (Yajnik et al, 2008 ; Frelut et al, 2011 ; Fernandez-Marcos et
Auwerx, 2011).

En conclusion, la carence en donneurs de méthyles pendant la gestation et I'allaitement produit

une stéatose hépatique, qui résulte d'une altération de I'oxydation mitochondriale des acides
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gras par diminution de l'interaction de PGC-1a hypométhylée avec les récepteurs nucléaires
PPAR-a, ERR-a, et HNF4-a. Ce lien entre la carence en donneurs de méthyles et la dysrégulation
épigénomique du métabolisme énergétique ouvre de nouvelles perspectives sur la
pathogenese de la stéato-hépatopathie, en particulier en ce qui concerne I'hypothese de la
programmation foetale.

L'hépatocyte nuclear factor 4-alpha (HNF4-a), aussi connu sous le nom NR2A1 (nuclear
receptor subfamily 2, group A, member 1), fait partie de la famille des récepteurs nucléaires. Il
se lie a ’ADN et régule I'expression de nombreux génes clés impliqués dans le métabolisme du
cholestérol, des acides gras, du glucose (néoglucogenese), dans les jonctions cellulaires, la
différenciation et la prolifération dans le foie. La protéine HNF4 joue un réle dans le
développement du foie, des reins, des intestins et des cellules du pancréas. Les changements
d’expression du gene codant HNF4-a peuvent induire un diabéete de type 1, en réduisant la
guantité d'insuline (Gonzalez et al, 2008). Outre ces différents roles, il a été montré que HNF4-a

joue également un réle dans les processus inflammatoires du foie (Babeu et Boudreau, 2014).

Une étude plus récente sur des ratons de 21 jours, nés de meres recevant un régime carencé en
donneurs de méthyles, a rapporté une analyse du génome entier des effets combinés induits
par la carence maternelle sur I'épigénome et le transcriptome du foie de la progéniture. Les
données montrent que la carence en donneurs de méthyles induit des changements importants
dans la méthylation de I'ADN et dans |'expression des genes impliqués dans le métabolisme des
lipides, le stress du réticulum endoplasmique, la fonction mitochondriale, la coagulation
sanguine, des troubles neurologiques et dans des maladies métaboliques comme les NAFLDs et
le diabete. Cette étude montre également que la carence semble induire beaucoup plus de
changements dans la transcription des genes que dans la méthylation de I'ADN ; ceci reflétant
probablement le fait que la plupart des changements moléculaires observés sont des
événements tardifs et que les événements précoces induits dans la vie feetale pourraient avoir

été perdus (Chen et al, 2015).

1.5.2 Les AFLDs (stéato-hépatopathies alcooliques).

En ce qui concerne les AFLDs (alcoholic fatty liver diseases), I’alcoolisme chronique est depuis
longtemps connu pour compromettre le métabolisme des vitamines et en particulier celles
impliquées dans le métabolisme des monocarbones, notamment les folates et la vitamine B12

(Morgan et Levine, 1988 ; Bonjour et al, 1980). Cette altération du statut vitaminique engendre
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une élévation de la concentration d’Hcy. L'accumulation intracellulaire d’Hcy est également
associée au développement de différentes altérations hépatiques (stéatose, réactions
inflammatoires, fibrose ou encore nécrose) chez les patients alcooliques chroniques
(Tsukamoto et Lu, 2001). Chez I'animal, de nombreux travaux expérimentaux ont montré un
stress du réticulum endoplasmique lié a une hyperhomocystéinémie, en cas d'alcoolisation

aigué (Roblin et al, 2007 b).

1.5.3 L'hépatocarcinome.

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) ou hépatocarcinome est un cancer du foie provenant, dans
la plupart des cas, d'une complication de maladies hépatiques préexistantes.

Un déficit en donneurs de méthyles (méthionine, folates et vitamine B12), du a une carence
alimentaire ou a une consommation chronique d'alcool, entraine une diminution de la SAM,
principal donneur de méthyles, qui peut potentiellement conduire a une hypométhylation de
I'ADN ; cette hypométhylation de I'ADN étant rencontrée dans le CHC (Hamid et al, 2009).
Parallelement, une carence en folates induit des cassures dans I'ADN qui peuvent étre
accompagnées par une augmentation de survenue de CHC chez I'Homme. Plusieurs
mécanismes peuvent créer ces cassures : une accumulation de résidus uraciles dans I'ADN et
une déamination in situ des résidus cytosine (Blount et al, 1997).

De plus, une étude a aussi montré une altération de I'expression d'enzymes du métabolisme
des monocarbones (MAT1A, GNMT, BHMT, CBS et MS) chez des patients atteints
d'hépatocarcinome (Avila et al, 2000). Cependant, les mécanismes moléculaires de cette
altération sont encore mal connus.

Ainsi, une déficience chronique en donneurs de méthyles peut agir comme un carcinogéne
(Chandar et Lombardi, 1988 ; Poirier, 1994 ; Mikol et al, 1983 ; Ghoshal et Farber, 1984 ; Kuo et
al, 2008 ; Welzel et al, 2007).

2 Laprogrammation feetale.

2.1 L'hypothése de Barker.

De nombreuses études épidémiologiques ont mis en évidence une relation entre des
événements pathologiques durant la grossesse et le développement, et plus tard au cours de la
vie de I'enfant devenu adulte, I'apparition de maladies cardiovasculaires et métaboliques. Ce

phénomeéne porte le nom de «programmation foetale».
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Ainsi, I'hypothése de la programmation foetale propose que |‘environnement fcetal, en
particulier la nutrition, peut directement influencer le développement embryonnaire et
«programmer» la santé de I'enfant a I’age adulte.

En 1986, Barker a pu observer que les individus nés avec un faible poids avaient un taux de
mortalité cardiovasculaire plus élevé une fois I'age adulte atteint (théorie de Barker). Cette
théorie postule que des facteurs nutritionnels pourraient agir durant les phases précoces de la
vie et entrainer le risque de souffrir de maladies cardiovasculaires ou d'un syndrome

métabolique a I'dge adulte (Barker et Osmond, 1986 a et b) (figure 25).

Carences nutritionnelles
gestationnelles (MPE)

Environnement

Mecanismes épigenétiques
Empreinte génes parentaux Petit poids

ala naissance

Modifications de I'alimentation

(surnutrition) et du style de vie Vie adulte

(sédentarité...) ‘

Augmentation
du risque de
syndrome métaboligue
(et Obésite, Diabéte de typell)

Figure 25 : Hypothése de Barker sur la programmation feetale.

Depuis, de nombreuses études épidémiologiques chez I'Homme et expérimentales chez
I'animal ont montré qu'il existe une corrélation entre un petit poids de naissance (atteintes
périnatales) et de nombreuses maladies de l'adulte, notamment la maladie coronarienne,
I'hypertension artérielle, le diabéte de type 2, la dyslipidémie et I'obésité (Fernandez-Twinn et

Ozanne, 2006 ; McMillen et Robinson, 2005) (tableau 3).
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Facteurs environnementaux responsables de la programmation featale Pathologies liées a la programmation foatale

+ Restriction alimentaire maternelle Martalité par accidents cardiovasculaires
= Restriction calorique Maladie corenarienne
- Restriction protéique Diabéte (type 1 et 2)
- Restrictions en micronutriments Hypertension
Dyslipidémie
* Substances exogénes Ohésité
- Glucocorticoides Ostéoporose
- Nicotine Schizophrénie

Cancers (sein; testicule ; leucémies...)
+ Perturbations de la circulation utéro-placentaire

Hypoxie périnatale Hypertension artérielle pulmenaire
Prééclampsie
Comportement maternel protecteur Résistance au stress

Tableau 3 : Exemples d’association entre les atteintes périnatales et les maladies de I’adulte

(modifié d'aprés Bloch et al, 2007).

Il est intéressant de constater que le risque de développer une pathologie augmente
linéairement avec la diminution du poids du bébé.

Pour expliquer ces observations, Barker a proposé |'hypothése du «thrifty phenotype»,
littéralement «phénotype économe». Cette hypothese postule que, quand l'environnement
intra-utérin est pauvre en nutriments, le feetus adapte son métabolisme pour augmenter ses
chances de survie aprés la naissance dans un milieu extra-utérin supposé pauvre. Toutefois, si
par la suite cet environnement extra-utérin se révele plus riche en nourriture que celui prédit,
les adaptations programmeées pendant la grossesse peuvent étre sources de maladies (Hales et
Barker, 2001). C'est le cas notamment lorsqu'un individu né dans un pays pauvre immigre dans
un pays ou la nourriture est abondante ou lorsque des changements socio-économiques
rapides dans un pays en voie de développement rendent la nourriture plus riche en calories.
Trois principaux mécanismes ont été suggérés : une altération de la croissance de certains

organes, un exces de corticoides et des modifications épigénétiques.

2.2 Les donneurs de méthyles et la programmation feetale.

Les donneurs de méthyles jouent un rble clé dans les interactions entre la nutrition, la
programmation foetale et I’épigénomique (Guéant et al, 2013 ; Guéant et al, 2014). Différentes
expérimentations et études de populations ont montré qu'une carence en donneurs de

méthyles pourra avoir un impact sur les mécanismes épigénétiques et épigénomiques,
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notamment la programmation foetale, ainsi que sur le retard de croissance intra-utérin (Forges
et al, 2007 ; Stover, 2011).

En effet, les donneurs de méthyles sont indispensables pour le bon développement du foetus
(Antony, 2007 ; Kim et al, 2009 ; Smith et al, 2008). Le statut maternel en vitamines B9 et B12
influence la méthylation de I'ADN et de I'ARN des embryons ainsi que I'expression des génes
soumis a empreinte chez les jeunes rongeurs (Guéant et al, 2013).

Il a été montré que des jeunes rats issus d’'une mere carencée en folates et vitamine B12,
présentent plusieurs perturbations de leur programmation foetale. En effet, cette carence
induit chez les jeunes rongeurs des cas de stéatose cardiaque et hépatique, des hypertrophies
myocardiques, des hépatocarcinomes (Blaise et al, 2007 ; Garcia et al, 2011 ; Pooya et al, 2012 ;
Guéant et al, 2013 ; Guéant et al, 2014), des malformations congénitales du tube neural ainsi
que des cardiopathies congénitales (Blom et Smulders, 2011 ; Guéant et al, 2003 ; Weingartner
et al, 2007). La carence en donneurs de méthyles est également associée a une N-
homocystéinylation des protéines structurales de I'estomac, une inflammation ainsi qu'une
apoptose des cellules gastriques (Bossenmeyer-Pourié et al, 2013). Cette méme programmation
foetale entraine également des troubles au niveau du cerveau. En effet, une carence maternelle
en folates et vitamine B12 affecte les cellules neuronales des ratons (prolifération, migration,
différenciation, survie, transport vésiculaire et plasticité synaptique) ; ces modifications
apparaissant suite a des variations épigénomiques et épigénétiques ainsi qu'une importante
augmentation de la N-homocystéinylation des protéines neuronales (Akchiche et al, 2012 ;
Blaise et al, 2009 ; Kruman et al, 2005 ; Zhang et al, 2009). Elle engendre des difficultés
d’apprentissage et une faible coordination locomotrice (Blaise et al, 2007 ; Daval et al, 2009 ;
Guéant et al, 2013). La carence en folates et en vitamine B12 est également liée a I'apparition

de maladies neurodégénératives (Guéant et al, 2013).

2.3 Le syndrome métabolique.

L'hypothese de Barker suppose qu'une carence nutritionnelle gestationnelle entrainerait, entre
autres, un risque de développer un syndrome métabolique.

Le syndrome métabolique désigne une combinaison d'anomalies métaboliques reliées entre
elles et dont la signification clinique et I'origine exacte restent controversées. Malgré I'intérét
scientifique croissant suscité par ce syndrome, notamment en raison du probléme majeur de
santé publique qu’il souléve lié au vieillissement de la population et a I’évolution des modes de

vie, sa définition comme ses critéres diagnostiques sont encore peu harmonisés.
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Les définitions les plus récentes du syndrome métabolique sont celles de la Fédération
Internationale des Diabétiques (FID, 2006) ainsi que |'American Heart Association/National
Heart, Lung and Blood Institute (AHA/NHLBI, 2006). Différents groupes d'experts de la FID et de
I'AHA/NHLBI ont réfléchi a I'amélioration des définitions pré-existantes et ont proposé un
consensus international.

D'apres Alberti et al, une définition commune a pu étre déterminée, excluant |'obésité
abdominale comme pré-requis obligatoire. Ainsi, la présence de trois sur les cing critéres
suivants permet de définir le syndrome métabolique (Alberti et al, 2009) (figure 26):

e Tour de taille élevé (en fonction des ethnies et du sexe).

Triglycérides élevés > 150 mg/dL (1,7 mmol/L) ou traitement pour réduire les triglycérides.

e HDL-C réduit < 40 mg/dL (1 mmol/L) chez I'hnomme et < 50 mg/dL (1,3 mmol/L) chez la
femme ou traitement pour réduire les HDL-C.

e Tension élevée > 130 mmHg (systole) / 85 mmHg (diastole) ou traitement de I'hypertension.

e Glucose a jeun élevé > 100 mg/dL ou traitement du diabéte.

Cette nouvelle définition reconnait que le risque associé au tour de taille varie en fonction des

populations.

Déterminant

[} ]

, du syndrome métabolique

OBESITE
ABDOMINALE

Tour Taille
H: =102 cm "HYPERTENSION

F:=88 -
i . Pression

arterielle

>130/85

Pas de tiercé gagnant pourle
Risque CV

Séverité = nombre de facteurs

DIMINUTION
Chol-HDL
H:=040g/L
F:<0,50g/L

INSULINO-RESISTANC
Glycémie
=1,10-1,26 gfL

DIAGNOSTIC

3sur5

OuDT2

Figure 26 : Les critéres permettant de définir le syndrome métabolique (tiré de Andreelli et

Ziegler, 2005).
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Connaitre la prévalence du syndrome métabolique est fondamental si I'on souhaite estimer
I'ampleur de ce phénomeéne et ainsi mettre en place une politique de santé publique adaptée et
réaliser des comparaisons entre les populations. Cependant, les études publiées different sur la
sélection de la population, I'année d'étude et la définition du syndrome métabolique, ce qui
rend difficile I'analyse de la prévalence et entraine des variations épidémiologiques
importantes. Les différentes études montrent que le syndrome métabolique chez I'adulte
touche aussi bien les pays industrialisés que les pays en voie de développement. L'Amérique,
I'Europe, I'Australie, I'lran et la Turquie sont les plus touchés par le syndrome métabolique,
avec une prévalence touchant environ un quart de leur population. La prévalence du syndrome
métabolique varie de 10 a 20 % en France et suit un gradient Nord/Sud avec une prévalence
plus élevée dans le Nord (Lameira et al, 2008). De plus, la prévalence du syndrome métabolique
semble étre dépendante de |'age d'apres plusieurs études. En effet, Balkau et al ont démontré,
dans la population francaise, une augmentation de la prévalence du syndrome métabolique
avec l'age : 5,6 % chez les 30-39 ans, 10 % chez les 50-59 ans et 17,5 % chez les 60-64 ans
(Balkau et al, 2003). Cette augmentation s'expliquerait par l'augmentation de tous les
composants du syndrome métabolique avec I'age. Il semblerait également que la prévalence du
syndrome métabolique touche davantage les hommes.

Le syndrome métabolique est lié a un risque élevé de développer des maladies
cardiovasculaires et/ou un diabéte de type 2. En effet, différentes études épidémiologiques ont
prouvé que le syndrome métabolique est associé a un risque relativement élevé d'accidents
cardiovasculaires (Ford, 2005 ; Gami et al, 2007). Le syndrome métabolique est également
associé a un risque accru de diabéte de type 2, quelque soit la population (Ford et al, 2008).

Les causes du syndrome métabolique sont encore peu connues mais feraient intervenir des
facteurs génétiques (déterminant la corpulence, la répartition de la masse grasse,
I'hyperinsulinisme, les différents métabolismes) ainsi que des facteurs liés au mode de vie (la
sédentarité, le tabagisme, l'excés de calories apportées) (Andreelli et Ziegler, 2005).
Actuellement, aucun argument décisif en faveur d'une cause unique responsable de I'ensemble
des anomalies du syndrome métabolique n'existe. L'obésité abdominale et l'insulino-résistance
font partie intégrante des mécanismes incriminés dans la genéese et |’évolution du syndrome
métabolique vers des complications cardiovasculaires et le diabéete de type 2. Cependant,
I'obésité abdominale semble étre I'hypothése la plus retenue puisqu'elle apparait selon
plusieurs études comme I'élément central du syndrome métabolique (Maison et al, 2001 ;

Palaniappan et al, 2004 ; Hillier et al, 2006) et précéderait méme l'apparition des autres
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composants du syndrome (Cameron et al, 2008). le tissu adipeux viscéral est relié
indépendamment a tous les composants du syndrome métabolique et est reconnu comme
métaboliquement actif et a I'origine de désordres métaboliques ; ceci suggérant son implication
dans la physiopathologie du syndrome métabolique. L'augmentation de la lipolyse au niveau du
tissu adipeux viscéral conduit a une libération plus importante d'acides gras libres et contribue
ainsi a divers troubles des métabolismes glucidique et lipidique (Rebuffé-Scrive et al, 1992). De
plus, son activité métabolique se traduit par la production d'autres produits comme des
facteurs pro-thrombiques et des cytokines pro-inflammatoires, a l'origine d'éventuelles
complications cardiovasculaires. Mais cette augmentation d'acides gras libres pourrait
également entrainer une accumulation de lipides et de cytokines pro-inflammatoires au niveau

du foie pouvant conduire a une stéato-hépatopathie non-alcoolique (NAFLD).
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Partie 4 : La stéato-hépatopathie non-alcoolique (SHNA ou NAFLD).

1 L'anatomie, I'histologie et la physiologie du foie.

1.1 L'anatomie du foie.

Le foie est une glande annexe du tube digestif qui assure trois fonctions vitales : une fonction
d'épuration, une fonction de synthése et une fonction de stockage. C'est la glande la plus
volumineuse de |'organisme, avec 2 % du poids corporel, soit une moyenne de 1 500 grammes.
Le foie est logé dans I'hypochondre droit, la loge sous-phrénique droite, la partie supérieure du
creux épigastrique puis atteint I'nypochondre gauche. Il se divise en quatres lobes inégaux ; le
lobe hépatique droit est le plus volumineux, le lobe hépatique gauche est la partie la plus
étroite de I'organe (figure 27). Entre ces deux lobes majeurs, on distingue le lobe carré et le
lobe caudé. Chaque lobe du foie est divisé en segments, ce qui méne a un total de 8 segments.
La vésicule biliaire est attachée au foie a la limite du lobe carré et du lobe hépatique droit. Le
lobe carré et le lobe caudé sont séparés par un sillon appelé le hile du foie. C'est au niveau du
hile que la veine porte et I'artere hépatique pénétrent dans le foie et que passent les canaux

biliaires majeurs.
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Figure 27 : Schéma de I'anatomie du foie (tiré de AMFE-Association Maladies Foie Enfants).
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1.2 La structure du foie.

Le foie est constitué essentiellement de cellules hépatiques (hépatocytes) organisées en
travées (travées de Remak) autour des sinusoides (capillaires hautement perméables ou le sang
circule). L'unité fonctionnelle du foie est le lobule hépatique (figure 28).

Les lobules hépatiques sont des groupements de cellules hépatiques, de forme polyédrique
(hexaédre régulier), limités a leurs angles par les espaces portes et centrés par la veine centro-
lobulaire vers lagquelle convergent des sinusoides radiaires. Chaque lobule est constitué de
milliers de cellules hépatiques. Les lobules hépatiques sont séparés les uns des autres par des
travées de tissu conjonctif, auxquelles on donne le nom d'espace porte ou espace de Kiernan,
ou cheminent des vaisseaux et des canaux biliaires intra-hépatiques. Chaque espace porte

réunit une veine porte (vaisseau le plus large), un canal biliaire et une artere (figure 29).

Figure 28 : Photographie d'une coupe histologique d'un foie de porc (vu sur http://www.ac

rennes.fr/pedagogie/svt).
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Figure 29 : La structure d'un segment d'un lobule hépatique (tiré du cours de Bernard

Massonnet, sur http://lyon-sud.univ-lyon1.fr/).

1.3 Lavascularisation du foie.

Les échanges du foie avec le reste de I'organisme se font pour la plupart a travers sa double
irrigation sanguine (veine porte et artére hépatique), qui se termine par une multitude de

capillaires (sinusoides) jusqu'a l'intérieur du foie (figure 30).
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Figure 30 : Schéma de I'anatomie microscopique du foie (vu sur OpenStax College- Anatomy

& Physiology, Connexions Web site, http://cnx.org/content/col11496/1.6/).

Le sang porte est mélangé au sang artériel a I'entrée des sinusoides. Les capillaires sinusoides
sont formés par des cellules fenestrées (0,2 um) ce qui permet aux grosses molécules (250 000
daltons) d’entrer au contact direct des hépatocytes dans I'espace de Disse, qui est situé entre
les capillaires et les lames d’hépatocytes (figure 31). La composition des liquides remplissant

I’espace de Disse est identique a celle du plasma sanguin.
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Figure 31 : Schéma comparant les capillaires continus, fenestrés et les sinusoides (tiré de
OpenStax College- Anatomy & Physiology, Connexions Web site,
http://cnx.org/content/col11496/1.6/).

L'artere hépatique apporte du sang artériel qui oxygene le tissu hépatique ; son produit
veineux est drainé par les veines hépatiques. De plus, la veine porte hépatique améne au foie
du sang provenant des veines ayant drainé l'intestin, véhiculant les produits de la digestion
absorbés par les capillaires intestinaux (notamment acides aminés, lipides, glucides), de méme
que du sang ayant drainé la rate et véhiculant les produits de dégradation de I'hémoglobine.
Apreés passage dans le foie, ce sang est également drainé par les veines hépatiques ; celles-ci se

jetant dans la veine cave inférieure (figure 32).
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Figure 32 : Les circulations hépatiques artérielle et veineuse (tiré du cours de Bernard

Massonnet sur http://lyon-sud.univ-lyon1.fr/).
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1.4 L'histologie du foie.

Les cellules les plus importantes présentes dans le foie sont les hépatocytes (environ 65 % des

cellules) (figures 33 et 34).
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Figure 33 : Schéma d'un lobule hépatique montrant les différentes structures cellulaires du

foie (modifié d'apres Frevert et al, 2005).

Les cellules sinusoidales sont des cellules endothéliales et représentent environ 20 % de la
totalité des cellules du foie. Elles bordent la paroi des capillaires sinusoides et sont
caractérisées, par rapport a d'autres cellules endothéliales, par le fait qu'elles ne reposent pas
sur la membrane basale et qu'elles sont laches : cela favorise les échanges entre le secteur

sanguin et les cellules hépatiques (figures 33 et 34).

Les cellules de Kiipffer représentent environ 10 % des cellules du foie (figures 33 et 34). Ce sont
des macrophages résidents (différents des macrophages présents dans la circulation sanguine
et transportés entre les différents organes). Elles sont fixées aux cellules endothéliales et
restent dans la lumiere des capillaires sinusoides. Elles ont pour role de phagocyter les
particules étrangéres qui ont traversé la barriére intestinale avant qu’elles ne gagnent la

circulation générale.

Les cellules étoilées hépatiques (HSC) ou cellules stellaires représentent environ 5 % des

cellules du foie. Ces cellules se trouvent dans les espaces de Disse, espaces compris entre les
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cellules sinusoidales et les hépatocytes (figure 33). Elles stockent des graisses, notamment de la
vitamine A, et ont une fonction physiopathologique. Quand elles sont activées par un processus
inflammatoire, ces cellules se transforment en myofibroblastes, perdent leur réserve de
vitamine A et synthétisent de la matrice extracellulaire (tissu fibreux) qui au niveau du foie est
un indicateur de Iésion. Sa progression peut se traduire par une aggravation de maladie du foie

ou le stade ultime est la cirrhose hépatique.

D'autres types cellulaires sont également présents dans le foie, les lymphocytes hépatocytaires

et les cellules des canaux biliaires (cholangiocytes).

Toutes ces cellules controlent la composition du sang qui quitte les hépatocytes et la captation
des nutriments qui sont prélevés, stockés ou utilisés par les hépatocytes. Suite aux processus
de détoxification, de dégradation, les nutriments vont étre sécrétés dans la bile. Les

hépatocytes produisent également les sels biliaires.
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Circulation sang.
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4. Canal bilimire

dans espace porte

Figure 34 : Schéma récapitulatif de la structure d'un lobule hépatique (vu sur

http://mapageweb.umontreal.ca/cabanat/bio2412/Chapitre14.html).
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1.5 Les grandes fonctions du foie.

Le foie assure des fonctions endocrine (synthése de molécules a visée sanguine) et exocrine
(synthése de molécules a visée externe, en I'occurrence, digestive), le stockage des nutriments

et la détoxification de I'organisme.

1.5.1 Le stockage et la livraison des nutriments.

Grace a la circulation porte qui améne les produits de digestion intestinale au foie, les
hépatocytes n'accomplissent pas qu'une fonction glandulaire (exocrine et endocrine).
Effectivement, les nutriments peuvent étre également stockés, éventuellement transformés,

puis relargués dans la circulation générale.

1.5.1.1 Les glucides.

Le glucose traverse la membrane sinusoidale par l'intermédiaire d'un transporteur protéique de
faible affinité, Glut2. Le foie est responsable de I'homéostasie glucidique car cet organe peut a
la fois capter le glucose sanguin, le stocker sous forme de glycogene (glycogénogenése) et
ensuite le redistribuer en fonction des besoins de I'organisme mais aussi synthétiser le glucose
(néoglucogenése). Au besoin, le foie retransforme le glycogene en glucose (glycogénolyse),
sous l'action de I'hormone pancréatique glucagon, et le largue dans la circulation sanguine. Les
hépatocytes contiennent de nombreuses mitochondries, ce qui refléte le réle important qu'ils

jouent dans les activités métaboliques.

1.5.1.2 Les protéines.

Le foie joue également un role essentiel dans la synthese et le catabolisme des protéines. Les
protéines sont apportées par I'alimentation et dégradées essentiellement en acides aminés. Le
foie capte ces acides aminés et les utilise principalement pour la synthese protéique (albumine,
protéines de coagulation, facteurs de croissance...). Les protéines n'étant pas spécifiques au
foie, elles sont relarguées dans la circulation générale et constituent essentiellement les
protéines plasmatiques. Le principal déchet toxique qui résulte du catabolisme des protéines

. + . . , . T 4
est I'ammoniaque (NH4 ). Le foie transforme I'ammoniaque en urée, qui est éliminée par le

rein, ou en glutamine.
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1.5.1.3 Les lipides.

Le foie est un organe central du métabolisme et du transport des lipides, dont il assure la
distribution dans I'organisme. En situation normale, il capte les acides gras (AG) résiduels
plasmatiques, concentrés au sein de particules d’origine digestive, nommées chylomicrons
(CM). Les hépatocytes les métabolisent via deux voies : la B-oxydation pour produire de
I'énergie sous forme d'adénosine triphosphate (ATP) ou l'estérification pour synthétiser des
lipides plus volumineux, les triglycérides (TG), eux-mémes stockés dans le foie ou exportés aux
tissus périphériques.

Les adipocytes sont les cellules du tissu adipeux qui permettent le stockage des TG. Lorsque les
capacités de stockage des adipocytes sont dépassées, dans un contexte d’obésité et en
particulier avec la graisse viscérale, les acides gras libres (AGL) parviennent par voie portale au
foie ou ils sont catabolisés par la B-oxydation. Lorsque cette voie est elle-méme dépassée, les
AGL en exces sont stockés sous forme de triglycérides au sein d’organelles cytoplasmiques de
stockage, appelées gouttelettes lipidiques, dans les organes tels que le foie, le muscle et le
pancréas.

Le foie est le principal organe de controle dans I'homéostasie du cholestérol. La synthése du
cholestérol a lieu majoritairement dans le foie mais le cholestérol peut également arriver au
foie directement aprés son passage dans la circulation générale, s'il est absorbé par les
chylomicrons (CM). Il sera alors stocké dans le foie sous forme de cholestérol estérifié ou remis
en circulation. Le cholestérol étant un stérol (hydrophobe), il n'est donc pas soluble dans le
sang. Pour étre assimilé, il doit alors étre incorporé et transporté par des lipoprotéines,
constituées de protéines et de lipides, synthétisées par le foie. Les lipoprotéines sont extrudées
a travers la membrane sinusoidale, vont passer dans le sang et amenent le cholestérol vers les
tissus périphériques pour l'utilisation du cholestérol par les autres tissus. Ces lipoprotéines
peuvent étre des VLDL (very low density lipoprotein) ou des HDL (high density lipoprotein)
(figure 35).
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Figure 35 : Le métabolisme du cholestérol dans le foie (tiré du cours de Bernard Massonnet,

sur http://lyon-sud.univ-lyon1.fr/).

Les lipoprotéines a basse densité (ou LDL pour low density lipoprotein) ont un réle dans le
transport du cholestérol. En effet, elles transportent le cholestérol (ainsi que des triglycérides
et des vitamines liposolubles) vers les cellules de I'organisme qui en ont besoin. La synthése des
VLDL est réalisée de facon continue par les cellules hépatiques permettant la sécrétion
permanente des triglycérides de synthese endogene. Les VLDL sont transformées en IDL
(intermediary density lipoprotein) puis en LDL dans la circulation sanguine (figure 36).

Les lipoprotéines a haute densité (ou HDL) ont un role de recyclage du cholestérol. En effet,
elles déchargent les arteres et les tissus extra-hépatiques du cholestérol oxydé et le raménent
vers le foie ou il sera dégradé (figure 36).

Le foie permet I'élimination du cholestérol en excés par excrétion dans la bile sous forme

d'acides biliaires (figure 35). Le foie est le seul organe pouvant éliminer le cholestérol.
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Schéma simplifié du métabolisme des lipoprotéines
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Figure 36 : Schéma récapitulatif du métabolisme des lipoprotéines (tiré du cours de M-A

Carbonneau, sur http://www.med.univ-montp1.fr/).

1.5.2 La production et I'excrétion de la bile.

La bile représente la fonction exocrine du foie. C'est une substance jaunatre et aqueuse,
contenant de l'eau, des électrolytes et des substances organiques : sels biliaires,
phospholipides, cholestérol et bilirubine (produit de dégradation de I'héme). La bile est
produite en continue par les hépatocytes et sécrétée dans les canalicules puis les ductules. Elle
est drainée par les canaux hépatiques et stockée dans la vésicule biliaire, ol sa composition est
modifiée (phénomeéne de réabsorption et addition de mucus). La bile est ensuite excrétée dans
les canaux biliaires. Ces canaux se regroupent pour former le canal cholédoque qui sort du foie
le long de la veine porte et se déverse dans le duodénum aprés avoir rejoint le canal
pancréatique; la vésicule biliaire étant en dérivation de ce canal (figure 37). Les acides biliaires
et d'autres composants de la bile interviennent dans la digestion des graisses qui se déroule
dans l'intestin gréle. La bile a aussi pour fonction de transporter jusqu'a l'intestin les produits
liposolubles a éliminer aprés leur passage dans le foie. Chez le rat, il n’y a pas de vésicule biliaire

mais les grands canaux biliaires jouent un réle analogue.
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Figure 37 : Voies empruntées par la bile de I'hépatocyte jusqu'au canal cholédoque, en
passant par la vésicule biliaire (tiré du cours de Bernard Massonnet, sur http://lyon-sud.univ-

lyon1.fr/).

1.5.3 Le traitement des déchets.

Le foie accomplit, tout comme le rein, la tache de détoxification de I'organisme. La
détoxification est le métabolisme de désactivation et d'excrétion de molécules toxiques actives
de l'organisme et de xénobiotiques (molécules étrangeéres au métabolisme). Un certain nombre
de substances qui sont soit endogénes (produits par le métabolisme cellulaire), soit exogénes
(apportées par l'alimentation (dont les médicaments)) sont des déchets organiques. Ces
substances peuvent étre potentiellement toxiques pour I'organisme, d'ou leur élimination.
Lorsque ces substances toxiques arrivent au foie, le réle de ce dernier sera de les dégrader en
produits non toxiques. Les produits liposolubles sont reversés dans la bile, puis dans l'intestin et
éliminés dans les selles. Les produits hydrosolubles sont reversés dans le sang, qui les méne
jusqu'aux reins ou ils seront éliminés par les urines. Les hépatocytes et les macrophages
(cellules de Kiipffer) absorbent et dégradent ces substances toxiques.

Les réactions de détoxification se déroulent le plus souvent dans le foie et en deux temps : les
réactions de phase | permettent I'inactivation des substrats ; les réactions de phase Il rendent
le composé plus hydrosoluble, plus polaire pour étre mieux excrété dans la bile, ou les urines.

Le foie élimine, entre autres, I'ammoniaque. La dégradation des protéines par |'organisme
produit de I'ammoniaque (NH4+) qui peut étre éliminé de deux facons par le foie : en urée par

les hépatocytes péri-portaux ou en glutamine par les hépatocytes péri-hépatiques. L'alcool
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(éthanol) ingéré parvient aussi pour l'essentiel jusqu'au foie. Absorbé par les cellules
hépatiques, il est transformé en acétaldéhyde puis en acétate. Ces substances sont reversées
dans le sang et éliminées par voie rénale. Mais I'éthanol et I'acétaldéhyde ont un effet toxique
sur les cellules hépatiques : elles posseédent des propriétés chimiques qui perturbent gravement
leur fonctionnement, et peuvent entrainer une stéatose hépatique. Les hormones stéroides et

les médicaments sont également métabolisés par le foie.

2 Les caractéristiques de la NAFLD.

Le foie est un organe essentiel a la vie chez tous les Mammiféres. Il est un organe central du
métabolisme énergétique et des substances xénobiotiques auxquelles I'individu est exposé. Le
foie peut étre la cible d’agressions diverses telles que les virus, I'alcool ainsi que les substances
chimigues présentes dans I'alimentation ou I'environnement de vie. Le parenchyme hépatique
peut réagir a ces agressions de facon aiglie, aboutissant a une hépatite fulminante (pouvant
s’avérer létale en I'absence de transplantation), mais également, comme on |'observe souvent,
par une réponse chronique caractérisée par le développement d’une stéatose ou par des
degrés variables de nécrose hépatocytaire, d’infiltration tissulaire des cellules inflammatoires et
de fibrose. La progression de ces conditions pathologiques peut aboutir au développement

d’une cirrhose hépatique voire d’un carcinome hépatocellulaire (figure 38).

Non-alcholic Fatty Liver Disease and Cirrhosis
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Figure 38 : Spectre évolutif des stéato-hépatopathies non-alcooliques (SHNA ou NAFLD)
(modifié de Liver Condition in Obese Patients May Not Increase Risk of Death (Medtalk)). Ce

spectre comprend la stéatose simple (SS), avec une accumulation lipidique dans > 5% des
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hépatocytes, la stéato-hépatite non-alcoolique (NASH) avec I'apparition de lésions nécrotico-

inflammatoires, voire de fibrose, dont I'extension a 'ensemble du parenchyme hépatique méne

a la cirrhose.

La stéatose hépatique est définie par une accumulation d'acides gras libres (AGL) et de

triglycérides (TG) dans le cytoplasme des hépatocytes, au sein de vacuoles lipidiques ; les

hépatocytes n’en contenant normalement que des traces non observables en microscopie

optique (Burt et al, 1998). Elle peut étre diffuse ou, plus spécifiqguement, localisée au niveau

centro-lobulaire. Deux types histologiques différents de stéatose ont été mis en évidence,

reconnaissables selon la taille des vacuoles intra-hépatocytaires et qui sont le plus souvent de

mécanismes physiopathologiques distincts :

>

la stéatose macro-vésiculaire ou macro-vacuolaire, est celle majoritairement
observée en cas de NAFLD. Elle correspond histologiquement a une large vacuole
lipidique, unique et refoulant le noyau cellulaire. Bénigne a court terme, elle
évolue lentement et rarement vers la fibrose et la cirrhose lorsqu’elle est isolée

(figure 39).

la stéatose micro-vésiculaire ou micro-vacuolaire est une accumulation de
microgouttelettes lipidiques, respectant le noyau des hépatocytes. Isolée, elle
est relativement rare et potentiellement sévere, du fait du risque d’insuffisance
hépatique sous-jacente. Les acides gras (AG) ont subi alors une estérification
accrue en triglycérides et s'accumulent dans ['hépatocyte. Elle pourrait
également étre un état précurseur d’'une stéatose macro-vésiculaire, par fusion

des microgouttelettes (Murphy et al, 2009) (figure 39).
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Stéatose macrovacuolaire:

* 90% des vacuoles sont de taille
supérieure au noyau

* Noyau déjeté en périphérie

Stéatose microvacuolaire :

* 90% des vacuoles sont plus
petites que le noyau

* Noyau en position centrale

Figure 39 : Les différents types histologiques de stéatose (tiré de http://www.centre-hepato-

biliaire.org/maladies-foie/steatose.html).

Différentes causes de cette accumulation de graisse sont possibles : il peut s’agir d’une
synthése et/ou d’une disponibilité accrues en lipides, d’une sécrétion et/ou d’un catabolisme
de triglycérides diminués, ou bien d’'une combinaison de ces altérations. Les triglycérides intra-
hépatiques peuvent provenir de plusieurs carrefours métaboliques. En effet, ils sont produits a
partir des acides gras captés par le foie depuis le sérum, suite soit a une lipolyse du tissu
adipeux soit a une augmentation quantitative des apports lipidiques alimentaires et peuvent
également étre issus de I’hydrolyse des triglycérides sériques. Le foie est également le siege de
la synthése de novo des acides gras qui peut étre accrue en présence d’un diabete ou d’une
consommation excessive d’alcool. On peut observer également une oxydation anormale des
acides gras dans le cas de mitochondries endommagées et une détérioration du transport
systémique d’acides gras via la sécrétion de protéines a trés basse densité (VLDL) en cas de
malnutrition, d’action de toxines ou de prise de médicaments (Fabbrini et al, 2010).

On distingue deux types de stéatose : la stéato-hépatopathie alcoolique due a une

consommation abusive d’alcool du patient (alcoholic fatty liver disease, AFLD) et la stéato-
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hépatopathie non-alcoolique (non alcoholic fatty liver disease, NAFLD) (Ludwig et al, 1980 ;
O’Shea et al, 2010 ; Lewis et Mohanty, 2010).

La stéato-hépatopathie non-alcoolique (SHNA), appelée «non alcoholic fatty liver disease»
(NAFLD) en anglais, est la conséquence hépatique de désordres métaboliques. Elle est devenue
la forme la plus fréquente de maladie hépatique et un enjeu majeur de santé publique. Cette
pathologie est caractérisée par I'accumulation anormale de graisse dans les hépatocytes
(Angulo, 2002). L'accumulation de graisse dans plus de 5 % des hépatocytes définit une
stéatose du foie significative. Lorsque celle-ci atteint plus de 66 % des hépatocytes la stéatose
est considérée comme sévere (Kleiner et al, 2005 ; Bedossa et al, 2012).

La NAFLD englobe un large spectre de maladies du foie allant de la stéatose simple a la stéato-
hépatite non-alcoolique, en anglais «non-alcoholic steatohepatitis» (NASH), et différents stades
de fibrose jusqu'a la cirrhose (Angulo, 2002 ; Leclercq et Sempoux, 2006 ; Brunt et Tiniakos,
2010) (figures 38 et 40). La stéatose simple, qui est souvent réversible, est définie par la
présence d'une stéatose sans lésion cellulaire. La NASH est déterminée par la présence d'une
stéatose, le plus souvent mixte a prédominance macro-vésiculaire, associée a d’autres criteres
histologiques hépatiques, comme un infiltrat chronique de cellules inflammatoires
(lymphocytes et macrophages majoritairement), des lésions cellulaires telles que la
ballonisation des hépatocytes (hépatocytes de grande taille, considérés comme en voie de
destruction) et la nécrose hépatocytaire, ainsi qu'une fibrose avec ou sans corps de Mallory
(agrégats de filaments d’actine et une fibrose périsinusoidale) (Harrison et Neuschwander-Tetri,
2004) (figure 40). Le terme NASH provient des travaux de Ludwig et al, qui en 1980, décrivaient
des altérations histologiques hépatiques dans une série de 20 patients, sans histoire avérée de
consommation d’alcool (Ludwig et al, 1980).

Les lésions histologiques sont généralement divisées en 3 stades : stéatose simple, hépatite, et
hépatite chronique associée a la fibrose hépatique ou a la cirrhose (MacSween et Burt, 1986 ;

O’Shea et al, 2010).

102



Normal Liver Simple
steatosis

/ Hepatocellular
’ _ Cirrhosis carcinoma
\ NASH e _.

Normal

Steatosis

Cirrhosis

Figure 40 : Spectre évolutif et histologie comparative des stéato-hépatopathies non-
alcooliques (SHNA ou NAFLD) (modifié de Cohen et al, 2011). ( A ) Schéma de la progression de
la NAFLD. L'accumulation de TG dans les gouttelettes lipidiques au sein des hépatocytes
provoque une stéatose. La stéatose associée a l'inflammation, la mort cellulaire et la fibrose est
appelée NASH, et peut évoluer vers une cirrhose. Les individus atteints de cirrhose ont un risque
accru de développer un carcinome hépatocellulaire. ( B ) Les coupes histologiques illustrant un
foie normal, la stéatose simple, la NASH et la cirrhose. Les fibres de collagéne sont colorées en
bleu avec le Trichrome de Masson. La triade espace porte (PT) constituée de I'artére hépatique,

la veine porte et des voies biliaires ainsi que la veine centro-lobulaire (CV) sont indiquées.
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3 L'épidémiologie de la NAFLD.

Actuellement, la NAFLD est la maladie hépatique chronique la plus fréguente au monde, avec
une incidence estimée a 20/10 000 personnes par année (Browning et al, 2004). La prévalence
croissante de la NAFLD dans la population générale fait de cette maladie un véritable probléme
de santé publique.

La NAFLD est une maladie de I'age adulte, souvent diagnostiquée apres 40 ans ; bien que cette
pathologie soit également décrite dans la population pédiatrique, mais avec des
caractéristiques pathologiques distinctes par rapport a celles observées chez [l'adulte
(fréquence moindre d’hépatocytes ballonisés, de fibrose péricentrale, d’inflammation
parenchymateuse) (Loomba et al, 2009). La NAFLD est plus fréquente chez les hommes, les
obeses morbides ainsi que chez les populations asiatiques et hispaniques (Arun et al, 2006 ;
Weston et al, 2005 ; Browning et al, 2004). La prévalence de la NAFLD dans la population
générale est d’environ 30-40 % chez les hommes et de 15-20 % chez les femmes, allant jusqu’a
70 % chez les patients diabétiques de type 2 (Byrne et Targher, 2015). La prévalence de la NASH
est d’environ 3-5 % (Williams et al, 2011).

Bien que les données épidémiologiques sur la NAFLD soient récentes et fragmentaires, la
prévalence de la stéatose a été estimée de 17 a 33 % dans la population générale (McCullough,
2004 ; Vernon et al, 2011). On peut effectivement observer une différence de prévalence de la
stéatose entre les sujets de poids normal, pour lesquels I'estimation varie de 16 a 20 %
(Bellentani et al, 2000), et les sujets obéses, pour lesquels I'estimation varie de 60 a 86 % (Ruhl
et al, 2003 ; Marceau et al, 1999).

Une étude prospective sur 328 personnes (dge moyen de 54 ans) basée sur un questionnaire,
une échographie du quadrant supérieur droit et une biopsie hépatique, chez les sujets dont
I’échographie était positive, a été publiée récemment (Williams et al, 2011) : la prévalence de la
NAFLD était de 46% et la prévalence globale de la NASH de 12,2 %, celle-ci augmentant a 29,9 %
chez les patients ayant un foie stéatosique. L'étude confirme que la NAFLD et la NASH sont plus
souvent retrouvées chez les hommes agés, obéses ou en surpoids, avec des antécédents
d’hypertension et de diabéte. D’ailleurs, les patients atteints de NAFLD consommaient plus
fréquemment des repas du type fast-food et avaient une activité physique moindre (Williams et
al, 2011).

Ces pathologies sont étroitement liées a I'augmentation de l'incidence et de la prévalence de

facteurs associés, tels que l'insulino-résistance (IR), la dyslipidémie, le diabéte de type 2 ou
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I'obésité abdominale, caractéristiques du syndrome métabolique (Marchesini et al, 2001 ;
Marchesini et al, 2003 ; Leclerq et Sempoux, 2006). En effet, au cours des derniéres années,
I'augmentation de prévalence de la NAFLD a suivi I'augmentation de fréquence du syndrome
métabolique et de ses facteurs de risque. Environ 90 % des patients obéses morbides ayant subi
une chirurgie bariatrique ont une NAFLD (Boza et al, 2005). Une stéatose hépatique a été
observée chez 69 a 87 % des patients ayant un diabéte de type 2, ce qui souligne la forte
association entre ces deux pathologies (Leite et al, 2009). La stéatose hépatique affecte aussi
jusqu'a 50 % des patients ayant une dyslipidémie (Assy et al, 2000). Malgré de nombreuses
études, il n'a pas encore été clairement déterminé si c'est la stéatose qui provoque le
dysfonctionnement métabolique ou si c'est ce dernier qui est responsable de I'accumulation de
graisse dans les hépatocytes et donc de la NAFLD (Taylor, 2008; Fabbrini et al, 2010). Des
études récentes rapportent une association entre la NAFLD et |'athérosclérose, suggérant que
des médiateurs inflammatoires communs peuvent provoquer a la fois une atteinte du
parenchyme hépatique et des vaisseaux périphériques (Brea et al, 2005 ; Kim et al, 2009). De
nombreuses études et case-reports ont également mis en évidence un lien direct entre la
NAFLD et le développement d’un carcinome hépatocellulaire (CHC) (Powell et al, 1990 ;
Marrero et al, 2002 ; Sorensen et al, 2003 ; Hashizume et al, 2007 ; Hashimoto, 2009). Plusieurs
résultats ont montré que I'age et une fibrose plus avancée étaient des facteurs de risque

importants pour le développement d’'un CHC (Hashimoto, 2009 ; Page et Harrison, 2009).

4 Lapathogenése de la NAFLD.

4.1 L'augmentation de la synthése et de la disponibilité des lipides.

Une stéatose hépatique peut apparaitre lorsque le taux d'acides gras plasmatiques captés par
le foie et la syntheése de novo des acides gras sont supérieurs a leurs taux d'oxydation et
d'export.

Le tissu adipeux joue un réle important dans I'homéostasie systémique des lipides et du
glucose. Dés que sa capacité a estérifier les acides gras provenant de la circulation sanguine et a
les stocker au sein des adipocytes est dépassée (ce qui se produit en cas d’excés alimentaire
riche en graisses et sucres et en cas d’insulino-résistance), les acides gras libres sont délivrés au

foie, provoquant ainsi une stéatose (Lewis et al, 2002).
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La disponibilité des lipides dans le foie dépend également de |'expression de certains
transporteurs d’acides gras, comme la «fatty acid binding protein» (FABP), les «fatty acid
transport proteins» (FATP), la «fatty acid translocase» (FAT/CD36) et la «caveolin 1» (CAV1)
(Canbay et al, 2007). La syntheése d’acides gras au niveau du foie est induite par I'activation de
facteurs de transcription, tels que les «carbohydrate responsive element binding proteins»
(ChREBP), la «sterol regulatory element binding protein-1c» (SREBP-1c), «forkhead box 01»
(Fox01), ou de certains récepteurs nucléaires comme PPAR-y et le «retinoid X receptor» (RXR)
(Canbay et al, 2007).

Un dysfonctionnement dans le contréle du métabolisme global des lipides joue un réle majeur
dans l'initiation et la persistance de la NAFLD (Fabbrini et al, 2010). Des études in vivo chez
I'Homme montrent qu'environ 60 % des acides gras composant les triglycérides hépatiques
proviennent du tissu adipeux blanc (Donnelly et al, 2005). En effet, il a été montré que la
guantité d’acides gras libérés dans la circulation sanguine est proportionnelle a la masse grasse,
tant chez ’lhomme que chez la femme ; ce qui implique que la quantité d’acides gras libres par
rapport a la masse maigre soit supérieure chez les sujets obéses par rapport aux sujets de poids
normal (Mittendorfer et al, 2009). L'obésité est considérée comme la cause la plus fréquente du
développement de NAFLD (Fabbrini et al, 2010). D’autres résultats montrent, chez des sujets
obeéses avec une NAFLD, une expression augmentée de certaines protéines, comme les lipases
hépatiques ou bien le transporteur FAT/CD36, protéines permettant I'absorption des acides
gras du plasma tant au niveau hépatique que musculaire (Greco et al, 2008 ; Fabbrini et al,
2009). De surcroit, I'hyper-insulinémie peut a elle seule stimuler I'accumulation de lipides au
niveau hépatique, activant la synthése de novo des acides gras (lipogenése) via le facteur de
transcription SREBP-1c, qui active la plupart des genes impliqués dans la lipogenese (Wanless et
al, 1989 ; Wanless et Shiota, 2004). Enfin, des études ont montré que la contribution de la
lipogenése a la production de triglycérides (TG) intra-hépatiques est limitée chez les sujets
normaux et rend compte pour 5 % des acides gras délivrés par les protéines VLDL (very low
density lipoproteins). En revanche, chez les sujets atteints de NAFLD la contribution de la
lipogenese est beaucoup plus importante et rend compte pour 15 a 23 % des acides gras
délivrés dans les protéines VLDL (Diraison et al, 2003; Donnelly et al, 2005).

La résistance a l'insuline est considérée comme une étape clé dans I'accumulation des lipides
au niveau hépatique et donc dans l'initiation de la NAFLD. Dans des conditions d’insulino-

résistance, le tissu adipeux et le muscle oxydent de préférence les lipides, ce qui a pour
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conséquence d’augmenter la quantité d’acides gras libres dans la circulation sanguine (Leclerg

et Sempoux, 2006 ; Lewis et Mohanty, 2010).

4.2 Ladiminution de la sécrétion et du catabolisme des lipides.

Une élimination insuffisante des lipides par B-oxydation ou par sécrétion de VLDL (very low
density lipoproteins) ne semble pas jouer un réle important dans I’'accumulation de lipides dans
la NAFLD (Lewis et al, 2002 ; Ferré et Foufelle, 2010). Cependant, certaines conditions peuvent
altérer la synthese des lipoprotéines au niveau du foie. En effet, une altération de I'assemblage
des VLDL et du transport de TG au réticulum endoplasmique (RE) a été observée dans un
modele de NAFLD induit par un régime riche en graisses chez le rat (Cano et al, 2009). 1| a
également été montré que certains acides gras a chaine moyenne (MCFA pour «medium chain
fatty acids»), comme |'octanoate, le décanoate et le dodécanoate, diminuent la sécrétion de
I'apoprotéine apoB (un constituant des lipoprotéines servant a la reconnaissance de ces
lipoprotéines par des récepteurs et des enzymes) dans des hépatocytes de poulet (Sato et al,
2005). En ce qui concerne la cinétique de sécrétion des protéines VLDL, la plupart des études
ont montré une sécrétion de VLDL supérieure chez les sujets avec NAFLD par rapport aux sujets
sains (Adiels et al, 2006 ; Fabbrini et al, 2008). Chez les sujets sains, la sécrétion de VLDL
augmenterait linéairement avec la concentration de TG intra-hépatiques, tandis que cette
sécrétion atteindrait un plateau chez les sujets avec NAFLD (Fabbrini et al, 2008). Les
mécanismes responsables de ce phénomene sont peu connus mais peuvent étre dus a une
taille de VLDL excédant le diametre des sinusoides, ce qui empécherait leur libération par les
hépatocytes (Horton et al, 1999).

Quant a l'oxydation hépatique des acides gras, les études sur ’'Homme montrent une oxydation
des acides gras normale ou augmentée chez les patients avec une NAFLD (Bugianesi et al, 2005
a et b ; Kotronen et al, 2009). Cependant, les données issues de modeles animaux montrent
que l'augmentation de I'oxydation des acides gras diminue I'accumulation de lipides dans le
foie et vice-versa ; l'inhibition de |'oxydation des acides gras induisant, quant a elle, une
stéatose hépatique (Zhang et al, 2007 ; Stefanovic-Radic et al, 2008). La NAFLD, chez les
individus obéses, semble étre associée a la suppression de plusieurs genes impliqués dans la
voie d'oxydation des acides gras (Wanless et Lentz, 1990 ; Mitsuyoshi et al, 2009). La B-
oxydation des acides gras se produit au niveau mitochondrial et peroxysomal, mais les acides

gras a chalne supérieure a 20 carbones sont aussi métabolisés au niveau du RE par le

107



cytochrome P450 CYP4A pour étre ensuite délivrés au peroxysome (Hashimoto et al, 1999). Le
métabolisme intracellulaire des acides gras hépatiques est principalement régulé par le
systeme de B-oxydation mitochondriale (Kurtz et al, 1998). De plus, différentes études sur
I'Homme et des modeles animaux ont montré qu'une diminution de la [B-oxydation
mitochondriale des acides gras semble liée a un dysfonctionnement mitochondrial (Nassir et
Ibdah, 2014). En effet, des altérations structurelles et fonctionnelles au niveau des
mitochondries sont souvent rencontrées dans les foies stéatosiques (Fabbrini et al, 2010). Les
génes qui codent pour des enzymes clés de la B-oxydation mitochondriale, microsomiale (RE) et
peroxysomale sont sous le contréle du facteur de transcription nucléaire PPAR-a. Des souris
knock-out pour PPAR-a montrent une diminution constitutive de la f-oxydation mitochondriale
et développent une stéatose localisée au niveau centrolobulaire. Si, a cette perte de fonction,
est associée une délétion des alleles du gene qui code pour I'enzyme clé de la B-oxydation
peroxysomale (fatty acyl-CoA oxidase, AOX), une stéato-hépatite micro-vésiculaire est observée
(Hashimoto et al, 1999). Ces résultats montrent que PPAR-a et AOX peuvent jouer un réle
important dans le métabolisme lipidique du foie, et de ce fait, dans la pathogenése de certains

phénotypes de NAFLD (Hashimoto et al, 1999).

4.3 Lerole de l'inflammation dans la progression de la NAFLD.

Les mécanismes impliqués dans la progression de la stéatose vers I'inflammation et la fibrose
restent encore a élucider, bien que certains facteurs soient connus depuis longtemps, comme
une vulnérabilité accrue des hépatocytes stéatosiques, une altération de I'état inflammatoire
systémique, un dysfonctionnement mitochondrial, un excés de stress oxydant et une insulino-
résistance qui, au-dela de conséquences métaboliques déja citées, est responsable de
I'altération de la production des adipokines par le tissu adipeux, donnant lieu a un état pro-

inflammatoire et probablement pro-fibrotique (Leclerqg et Sempoux, 2006).

La pathogenése de la NAFLD est basée sur I'hypothése «multi-hits» (Lewis et Mohanty, 2010),
hypothése appelée initialement «two-hits» en 1998 (Day et James, 1998) (figure 41). Dans ce
modele, un métabolisme dérégulé des acides gras libres («first hit») induit une accumulation de
lipides dans le foie et produit ainsi une stéatose. Des médiateurs inflammatoires, les espéeces
réactives de I'oxygene (ROS) et une altération de I'apoptose constituent différents «second

hits» qui entrainent la survenue d’une inflammation. L’interaction entre les médiateurs
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inflammatoires et les cellules étoilées hépatiques peut générer une fibrose qui, en I'absence de

controle, peut surpasser les capacités régénératives du foie et progresser vers une cirrhose.

Insulinorésistance Syndome métabolique
Acides gras
libres
L J
Stéatose
ATGF-g 4 stress oxydatif
ATHNF-o W glutathion
Jadiponectin apoptose dérégulé
L J
NASH
4 Mort hépatocytes ¥ régénération hépatique
M Activité cellules étoilées réparation d’hépatocytes anormale
Fibrose

Figure 41 : La pathogenése de la NAFLD : hypothése «multi-hits» (Adapté de Lewis et
Mohanty, 2010). La dérégulation du métabolisme des acides gras libres («first hit») induit une
accumulation de lipides dans le foie (stéatose). Des médiateurs inflammatoires, des espéces
réactives de I'oxygéne et une altération de I’'apoptose constituent des «second hits» caractérisés
par la survenue d’une inflammation. L’interaction entre les médiateurs inflammatoires et les

cellules étoilées peut générer une fibrose qui, voire une cirrhose.

Les foies stéatosiques sont plus vulnérables au stress que les foies normaux (Selzner et Clavien,
2001 ; Peralta et Brenner, 2011 ; El-Badry et al, 2007). Différents facteurs peuvent contribuer a
cette vulnérabilité au stress, comme les altérations de la fonction des cellules de Kipffer (les
macrophages résidants dans le foie) et I'adhérence des leucocytes (Farrell et al, 2008). La
stéatose est également associée a un flux sinusoidal perturbé et a une diminution de la
synthése d’ATP (Peralta et al, 2001). De plus, les foies stéatosiques souffrant principalement

d’'une mort cellulaire par nécrose ont une tolérance réduite aux dommages de
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I'ischémie/reperfusion (Selzner et Clavien, 2001), pouvant contribuer a augmenter l'intensité de
la réponse inflammatoire (VanSaun et al, 2009).

Il semble de plus en plus évident qu'il existe, dans la NAFLD, une connexion étroite entre
I'activité sécrétoire du tissu adipeux et la réponse inflammatoire systémique, plus
particulierement hépatique (Feldstein, 2010). Il a été démontré, au cours des derniéres années,
gue le tissu adipeux n’est pas simplement un organe de stockage des lipides, mais un tissu
ayant une activité endocrine et des fonctions immunitaires importantes (Tilg et Moschen,
2010).

L’adiponectine est une adipocytokine anti-inflammatoire dont la signalisation est médiée par
deux récepteurs, AdipoR1 et AdipoR2. La liaison de I'adiponectine sur son récepteur AdipoR1
permet un influx de Ca®* extracellulaire nécessaire a Iactivation de I'«adenosine
monophosphate-activated kinase» (AMPK) et de la protéine Sirtuin 1 (SIRT1), une désacétylase ;
I'action combinée de ces deux protéines protégeant de la stéatose et de l'inflammation
hépatique (Yamauchi et al, 2007). L'adiponectine peut donc jouer un réle central dans
I’équilibre local et systémique de l'inflammation, permettant la prévention de I'inflammation
hépatique (Tilg et Hotamisligil, 2006).

La leptine est une adipocytokine qui stimule I'oxydation des acides gras dans les tissus
périphériques, notamment dans le foie, diminuant ainsi I'expression du facteur de transcription
lipogénique SREBP-1 (Unger, 2002 ; Kakuma et al, 2000). Néanmoins, la leptine semble
participer au développement de la NASH. Elle semble contribuer a l'insulino-résistance
hépatique et, par conséquent, a la mise en place de la stéatose (Tsochatzis et al, 2009). De plus,
elle a un role pro-inflammatoire et est considérée comme un médiateur essentiel de la fibrose
hépatique (Tsochatzis et al, 2006). En effet, une hyper-leptinémie peut avoir des effets
délétéres sur le foie en augmentant la production des ROS (espéces réactives de I'oxygene)
(Bouloumie et al, 1999 ; Yamagishi et al, 2001) et en activant les cellules étoilées hépatiques,
via TGFB1, favorisant ainsi la synthése de collagéene (Tang et al, 2002 ; Ikejima et al, 2002 ;
Saxena et al, 2002).

L’expression du «Tumor Necrosis Factor a» (TNFa) et de lI'interleukine-6 (IL-6), deux cytokines
pro-inflammatoires majeures, est augmentée dans le tissu adipeux des sujets obeses et
insulino-résistants (Hotamisligil et al, 1993 ; Hotamisligil, 2006). Le TNFa, induisant SREBP-1, a
un role lipogénique (You et al, 2005). De plus, les souris génétiquement déficientes pour TNFR1,
le récepteur de TNFa, sont résistantes au développement d’une NASH. De plus, le traitement

des souris déficientes en leptine (ob/ob) avec un anticorps anti-TNFa améliore la stéatose et
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I'insulino-résistance hépatiques (Feldstein et al, 2004). Un déséquilibre des adipocytokines,
notamment du ratio TNFo/adiponectine, semble jouer un role important dans la progression de
la stéatose a la NASH (Feldstein, 2010).

En ce qui concerne la cytokine IL-6, son réle semble étre plus complexe. En effet, certaines
études avaient montré initialement un réle hépato-protecteur pour cette cytokine, grace a son
effet antioxydant, dans le contexte du préconditionnement ischémique et dans les foies
stéatosiques (El Assal et al, 2004 ; Teoh et al, 2006). Mais une autre étude a montré qu'il existe
une différence d’effet entre une exposition courte et une exposition chronique a I'lL-6, la
derniére rendant le foie plus sensible a la mort apoptotique (Jin et al, 2006). De ce fait, le réle
exact de I'lL-6 dans la pathogenése de la NASH reste encore a élucider (Tsochatzis et al, 2009;

Feldstein, 2010).

4.4 Les dysfonctionnements mitochondriaux et le stress oxydant.

4.4.1 Les anomalies mitochondriales.

Au cours des derniéres années, différentes études ont exploré I'implication des mitochondries
dans la pathogenese de la NAFLD et de la NASH (Pessayre et Fromenty, 2005). Des évidences
s’accumulent quant au role d’un dysfonctionnement mitochondrial, notamment une déficience
de la chaine respiratoire, dans la physiopathologie de la NASH, indépendamment de sa cause
initiale (Begriche et al, 2006 ; Rector et al, 2010).

Des études portant sur des patients obeses, diabétiques ou atteints de NASH ont montré des
anomalies fonctionnelles et structurelles des mitochondries hépatiques (Spahr et al, 2003 ;
Sanyal et al, 2001). Il est désormais évident que les mitochondries hépatiques sont une source
significative d’espéces réactives de I'oxygene (ROS pour «reactive oxygen species») dans la

NASH (figure 42) (Begriche et al, 2006).
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Figure 42 : Altérations de la chaine respiratoire (CR) mitochondriale dans les maladies
métaboliques.

(tiré de Begriche et al, 2006). Dans le foie d’un patient insulino-résistant, on observe une
activité élevée de la 8-oxydation qui augmente 'apport d’électrons dans la CR (fleche 1). Le tissu
adipeux des sujets obéses libére de grandes quantités de TNFa, dont la signalisation hépatique
contribue a la perméabilisation des mitochondries (fleche 2). Le déséquilibre entre un apport
élevé et un flux normal peut causer une réduction excessive des complexes | et lll de la CR. Ces
complexes trop réduits peuvent réagir avec I'oxygeéne et former des espéeces réactives de
I'oxygéne (ROS) (fleche 3). Les ROS oxydent les acides gras insaturés dans le foie, déclenchant
une peroxydation lipidique. Les ROS, les espéces réactives de I'azote (RNS) et les produits
réactifs de la peroxydation lipidique (aldéhydes) peuvent directement endommager ’/ADN
mitochondrial (mtDNA) (fleche 4). Les altérations de I’ADN mitochondrial peuvent résulter en
une diminution de la synthése de protéines de la CR (fleche 5). D’ailleurs, les protéines
mitochondriales peuvent étre la cible des ROS, des RNS et des produits de la peroxydation

lipidique (fleche 6), générant un cercle vicieux.

Dans le foie des patients insulino-résistants, I'activité accrue de la B-oxydation augmente le flux
d’électrons de la chaine respiratoire (Pessayre et Fromenty, 2005). Chez les personnes obéses,

les adipocytes liberent des quantités importantes de TNFa, qui, en se liant a son récepteur
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hépatique, peut induire la perméabilisation des mitochondries et une libération partielle du
cytochrome c de I'espace inter-membranaire (Hotamisligil et al, 1993). Le déséquilibre entre un
apport élevé et un flux diminué d’électrons peut étre la cause d’une réduction excessive des

complexes | et Il de la chaine respiratoire, qui peuvent ainsi réagir directement avec I'oxygéne,
produisant des ROS, notamment Iion radicalaire superoxyde (O, *) (Begriche et al, 2006). La

superoxyde dismutase mitochondriale a manganése (MnSOD) peut dismuter I'ion superoxyde ;
ce dernier pouvant oxyder les acides gras insaturés accumulés dans le foie en déclenchant la
peroxydation lipidique. L'ion superoxyde, en présence d’oxyde nitrique (NO), peut également
donner naissance au radical péroxynitrique (ONOQ), espéce radicalaire de 'azote (RNS pour
«reactive nitrogen species»), responsable de la nitrosation de lipides et protéines. Les ROS, les
RNS et les produits réactifs de la peroxydation lipidique (aldéhydes) peuvent directement
endommager ’ADN mitochondrial (ADNmt). Les mutations de I'ADNmt peuvent produire des
altérations des protéines de la chaine respiratoire, causant une détérioration du transfert des
électrons en augmentant encore plus la production des ROS mitochondriaux, générant ainsi un
cercle vicieux.

La compréhension du réle physiopathologique de la mitochondrie est donc incontournable
pour le développement de stratégies préventives et thérapeutiques visant a lutter contre la

NAFLD et sa progression.

4.4.2 Le stress oxydant.

Le stress oxydant constitue une condition de déséquilibre de la balance entre espéces réactives
de I'oxygene («reactive oxygen species», ROS) et de |'azote («reactive nitrogen species», RNS)
et les défenses antioxydantes de la cellule, en faveur des espéeces oxydantes (Liu et al, 2008). Ce
stress oxydant se produit en cas de stéatose ; il est considéré comme une cause principale dans
la pathogenése de la NASH et dans sa progression vers la fibrose et la cirrhose (Videla et al,
2004 ; Seki et al, 2002) (figure 43). Les ROS ont des effets délétéres qui sont connus depuis des
décennies : la peroxydation lipidique, qui rend les membranes cellulaires instables et fragiles ;
I'oxydation des protéines qui altére leur fonction et peut causer la formation d’agrégats
cytotoxiques ; et I'oxydation des acides nucléiques avec un risque accru de formation de
mutations génomiques. Il a été montré que les ROS peuvent avoir différentes fonctions dans la
signalisation cellulaire, en stimulant la prolifération ou la différenciation, ou encore en

déclenchant des réponses adaptatives en fonction de l'intensité oxydative (due a la fois a la
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concentration en ROS et a la durée de leur production intracellulaire) (Hamanaka et Chandel,

2010).
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Figure 43 : Lien entre la production d'espéces réactives de I'oxygene (ROS), la peroxydation
lipidique et le développement de lésions hépatiques observées dans la NASH

(tiré de Begriche et al, 2006). L 'augmentation de la production de ROS dans une cellule riche en
graisses (en particulier due au dysfonctionnement de la chaine respiratoire) active la
peroxydation lipidique et génére ainsi des produits de la peroxydation lipidique, comme le 4-
hydroxynonenal (HNE) et le malondialdéhyde (MDA). La synthése de ROS entraine également
I'augmentation de I'expression de différentes cytokines, dont le Tumor necrosis factor o (TNFa),
le Transforming growth factor 8 (TGF8), le ligand de Fas (FasL) et I'interleukine-8 (IL-8). Les
produits de la peroxydation lipidique ainsi que différentes cytokines sont impliqués dans le
développement de différentes lésions du foie. TNFo et FasL, en se fixant a leurs récepteurs,
induisent la libération du cytochrome c de I'espace intermembranaire mitochondrial vers le
cytosol et activent les caspases ; ceci entrainant la perméabilisation de la membrane
mitochondriale ainsi que la mort cellulaire (1). La mort cellulaire, selon le taux d'ATP, pourra
étre soit sous forme d'apoptose ou de nécrose. TGF 8, IL-8 et HNE sont des substances
chimioattractives ayant pour cible les neutrophiles ; ce qui induit l'infiltration des neutrophiles

puis une inflammation (2). TGF8, HNE et MDA activent la transformation des cellules étoilées
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hépatiques en myofibroblastes (produisant du collagéne), ce qui pourra entrainer le
développement d'une fibrose (3). La leptine, dont le taux est augmenté chez les individus obéses
et ceux atteints de NASH, semble avoir des effets déléteres sur le foie en augmentant la

production des ROS et en favorisant l'activation des cellules étoilées hépatiques (4).

Les ROS jouent un réle crucial dans différentes voies de signalisation impliquées dans la
pathogenése de la NAFLD : la réponse cellulaire a I’hypoxie (Chandel et al, 1998 ; Bell et al,
2007), la régulation de l'activité des phosphatases (Kwon et al, 2004), et la mort cellulaire
induite par TNFa (Kamata et al, 2005).

L’hypoxie conduit initialement a I'activation d’un programme transcriptionnel adaptatif afin de
réduire la consommation d’oxygeéne et d’énergie. De fagcon paradoxale, I’hypoxie augmente la
production des ROS mitochondriaux, mais des résultats montrent que c’est effectivement la
production de H202, au cours de I'hypoxie, qui régule en amont la réponse cellulaire (Chandel
et al, 1998 ; Bell et al, 2007). La réponse cellulaire a I’hypoxie nécessite I'induction des facteurs
de transcription inductibles par I’'hypoxie (HIFs). lls consistent en une sous-unité stable (HIF-B)
et trois sous-unités labiles (HIF-1 a, HIF-2 a et HIF-3a) (Weidemann et Johnson, 2008). Au cours
de I'hypoxie, les sous-unités HIF-a, normalement dégradées, sont stabilisées, ce qui permet la
translocation nucléaire du facteur de transcription et 'activation de I'expression des génes
régulant I’érythropoiese, la glycolyse, I'angiogenése, le cycle et la survie cellulaires (Weidemann
et Johnson, 2008). Le turnover normoxique des sous-unités HIF-a nécessite une hydroxylation
directe des prolines, modification qui permet sa dégradation par le systeme du protéasome.
Cette hydroxylation est réalisée par une famille de prolyl hydroxylases 1, 2, 3 (PHD1-3), dont
I'activité est inhibée pendant I'hypoxie par les ROS mitochondriaux. Au dela de la régulation
transcriptionnelle, I'exposition des cellules aux faibles concentrations d’oxygéene induit une
diminution de la consommation énergétique, en supprimant réversiblement, par endocytose,
I’activité de la Na/K ATPase, le transporteur de sodium et potassium qui maintient le gradient
ionique de la cellule. La suppression de I'activité de cette enzyme nécessite I'activité de 'AMPK
(Gusarova et al, 2009). Les ROS mitochondriaux activent ’AMPK au cours de I'hypoxie et cette
activation permet la phosphorylation de la protéine kinase C zéta (PKCC), qui phosphoryle la

sous-unité a de la Na/K ATPase, conduisant a I'’endocytose du complexe (Dada et al, 2003).

Les ROS régulent aussi I'activité des phosphatases, enzymes clés dans la signalisation cellulaire

ayant une activité opposée a celle des kinases. Les phosphatases ont un résidu de cystéine
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oxydable au sein de leur site catalytique, ce qui en fait une cible de I'action des ROS (Hamanaka
et Chandel, 2010). Certaines phosphatases sont impliquées dans la pathogenése de la NASH.
D’ailleurs, les souris déficientes en «phosphatase and tensin homolog» (PTEN) développent des

Iésions hépatiques correspondant a la NASH humaine (Anezaki et al, 2009).

Les ROS mitochondriaux sont des acteurs majeurs dans la mort cellulaire induite par TNFa, qui
est I'un des mécanismes permettant la progression de la NAFLD. Le TNFa peut promouvoir soit
la survie soit la mort d’une cellule (Aggarwal, 2003). TNFa active deux types de récepteurs, I'un
d’entre eux permet la survie cellulaire a travers |'action du facteur de transcription NFkB
(Micheau et Tschopp, 2003), tandis que I'autre active la kinase JNK qui est un médiateur central
des signaux pro-apoptotiques médiés par TNFa. A la suite de la liaison de TNFa a ces
récepteurs, JNK est active rapidement, mais transitoirement ; en 'absence de NFkB son
activation est prolongée et entraine la mort cellulaire (Liu et al, 1996 ; Tang et al, 2001).
L'inhibition de JNK médiée par NFkB passe par l'induction de la protéine antioxydante
mitochondriale SOD2 («superoxyde dismutase 2») (Kamata et al, 2005). Le TNFa augmente la
production des ROS mitochondriaux qui inactivent les inhibiteurs de JNK (des phosphatases),
permettant son activation soutenue et la mort cellulaire. La SOD2 permet d’atténuer cette

signalisation en diminuant la concentration en ROS mitochondriaux (Kamata et al, 2005).

4.5 L'insulino-résistance.

Depuis sa définition dans les années 80 (Ludwig et al, 1980), de nombreuses études ont été
menées pour comprendre la pathogenese de la NAFLD et sa progression chez certains patients
vers des formes d’hépatopathies plus agressives, comme la NASH, la cirrhose et le carcinome
hépatocellulaire  (CHC). L'insulino-résistance est considérée comme le facteur
physiopathologique majeur qui caractérise la NAFLD (Bugianesi et al, 2005 b), bien que les liens
entre l'insulino-résistance, la pathogenese et la progression de la NAFLD soient complexes et
restent encore a élucider. Bien que le terme soit classiquement utilisé pour décrire une
consommation de glucose insuffisante par le muscle squelettique suite a une stimulation de
I'insuline, I'insulino-résistance associée a la NAFLD et a I'obésité s"accompagne d’une sécrétion
globale d’insuline plus élevée et d’'une extraction hépatique de l'insuline normale, mais avec
une signalisation altérée tant au niveau hépatique (notamment une suppression insuffisante de

la néoglucogenése) qu'au niveau du tissu adipeux (notamment une suppression insuffisante de
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la lipolyse) (Fabbrini et al, 2010). Dans des conditions physiologiques normales, apres
I'ingestion d’un repas contenant du glucose, environ 80 % de ce glucose est métabolisé par le
muscle, qui le stocke sous forme de glycogéne (70 % du glucose absorbé) ou l'oxyde via la
glycolyse pour une utilisation immédiate. Le maintien de I'homéostasie du glucose est régulé
par : 1) la sécrétion de I'insuline par les cellules B du pancréas ; 2) la stimulation de I'absorption
de glucose par l'intestin, le foie et le muscle ; et 3) la suppression de la libération de glucose par
le foie. Bien que le tissu adipeux ne soit responsable que d’une petite fraction d’élimination du
glucose (environ 5 %), son réle reste central dans le maintien de ’lhoméostasie systémique du
glucose (Bugianesi et al, 2005 b). Pour approfondir le réle de I'insulino-résistance comme
facteur indépendant de la NAFLD, un groupe italien a mené une étude sur des patients atteints
de NAFLD mais sans aucun caractére de syndrome métabolique. Les résultats montrent que
I'insulino-résistance altere significativement la lipolyse, I'oxydation lipidique et |'absorption
totale du glucose dans ses deux composantes oxydative et non-oxydative (glycogénogenese)
(Bugianesi et al, 2005 a). Les auteurs ont trouvé une corrélation entre l'augmentation de
I'oxydation lipidique et la diminution de I'absorption du glucose, ce qui suggere que le défaut
métabolique, a I'origine d'une lipolyse accélérée, est responsable d'une augmentation du flux
d'acides gras libres vers le foie et d'une oxydation lipidique accrue (Bugianesi et al, 2005 a). Ces
résultats corroborent I’hypothéese d’une implication directe de I'altération de la signalisation de

I'insuline dans I’établissement d’une NAFLD.

Au niveau moléculaire, les mécanismes responsables de |'insulino-résistance restent encore mal
compris. Si plusieurs mécanismes ont été proposés, tels qu'une production anormale d’insuline
ou des mutations au niveau du récepteur et des ses substrats, il est de plus en plus évident que
des défauts dans la signalisation intracellulaire soient les causes principales de la résistance a
I'insuline dans les tissus cibles (Meshkani et Adeli, 2009 ; Leclerq et al, 2007). Un premier
mécanisme pourrait impliquer une expression diminuée ou une dégradation augmentée des
composantes essentielles pour la signalisation de l'insuline (Leclerq et al, 2007). Au niveau
hépatique, c’est I'isoforme du substrat du récepteur de I'insuline IRS-2 qui fonctionne comme
un adaptateur pour transférer au niveau intracellulaire le signal du lien de I'insuline avec son
récepteur (Pirola et al, 2004). Des souris déficientes en IRS-2 montrent en effet une
hyperglycémie sévere due a une insulino-résistance hépatique (Araki et al, 1994). Il a été
montré que |'activation de diverses voies de transduction du signal peut induire une inhibition

de la signalisation de I'insuline (Tanti et Jager, 2009). La voie JNK et la protéine kinase C (PKC)

117



peuvent phosphoryler IRS1-2 au niveau de plusieurs résidus de sérine et thréonine, ce qui
inhibe la transduction du signal, a 'opposé de la phosphorylation sur un résidu tyrosine induite
par le récepteur de l'insuline (Weickert et Pfeiffer, 2006). Un autre mécanisme est corrélé a
I'induction de facteurs inhibiteurs, tels que les «suppressors of cytokine signalling» (SOCS1-3),
qui bloquent la signalisation de I'insuline a travers une compétition avec les protéines IRS pour
le récepteur de I'insuline et une induction de la dégradation des IRS par le protéasome (Kile et
al, 2002). Une augmentation de I'activité des phosphatases peut aussi inhiber la signalisation de
I'insuline (Schinner et al, 2005). Des études in vivo ont montré que chez la souris, la protéine
«tyrosine phosphatase 1B» (PTPB1) est un régulateur majeur dans la signalisation de I'insuline
(Kaszubska et al, 2002).

La stéatose hépatique peut étre une cause de l'insulino-résistance, méme si dans la NAFLD il
semble plus probable que le site primaire de l'insulino-résistance soit périphérique (le muscle)
avec la stéatose hépatique qui suit temporellement et I'exacerbe (Kim et al, 2001 ; Tiikkainen et
al, 2004). L'insulino-résistance, chez les patients atteints de NAFLD, affecte les cellules étoilées
hépatiques (HSC) ; ces cellules exprimant les récepteurs de l'insuline et les récepteurs a
I'«insulin-like growth factor-1» (IGF-1). En effet, ces deux cytokines ont un effet mitogénique sur
les HSC, via l'activation de la «phosphatidylinositol 3-kinase» (PI3K) et |'«extracellular-signal-
regulated kinase» (ERK). Ainsi, I'insuline induirait la prolifération des HSC (Svegliati-Baroni et al,
1999). l'insulino-résistance est aussi un facteur prédictif de la présence d’autres pathologies
hépatiques plus graves comme la cirrhose, voire le CHC (Bugianesi, 2007). La présence d’une
stéatose est donc désormais considérée comme un marqueur important de I'insulino-résistance
multi-organes, indépendamment de l'indice de masse corporelle (IMC), indice mesurant le
poids et la taille, ou la masse grasse viscérale (Korenblat et al, 2008 ; Fabbrini et al, 2009 ;
Bugianesi et al, 2005 a ; Seppala-Lindroos et al, 2002). Des études récentes ont montré des
liens étiologiques importants qui suggerent que I’évolution de la NAFLD est étroitement
associée a une augmentation du risque d’apparition d’'un CHC (Starley et al, 2010). L'obésité a
été définitivement définie comme un facteur de risque de développer un cancer primitif du
foie, soit un risque de 1,5 a 4 fois (Moller et al, 1994 ; Wolk et al, 2001 ; Calle et al, 2003 ; Oh et
al, 2005). Le diabete est aussi un facteur indépendant qui augmente de 1,8 a 4 fois le risque de
CHC, comme le démontrent des études de cohortes conduites en Suéde, Danemark et Gréce
(Adami et al, 1996 ; Wideroff et al, 1997 ; Lagiou et al, 2000).

Il est donc évident qu'il existe une intégration systémique qui lie I'altération de la signalisation

de l'insuline et le développement d’une inflammation chronique. Cette situation pourrait étre a
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la base de I'établissement des mécanismes adaptatifs aux lésions tissulaires, cellulaires et
subcellulaires qui permettent une survie cellulaire au cours de la progression de la NAFLD. C’est
pourquoi, il apparait nécessaire d’adopter une vision d’ensemble des mécanismes impliqués
dans la NASH pour lutter contre les causes de cette pathologie et en limiter son impact sur la

santé publique.

4.6 L'apparition et le développement d'une fibrose.

La fibrose hépatique est la complication commune de toutes les maladies chroniques du foie et
conduit a la cirrhose et a ses complications séveres : I'hypertension portale, I'insuffisance
hépatique et le carcinome hépatocellulaire. La fibrose est due a un processus de cicatrisation
exagéré qui se caractérise par l'accumulation progressive dans le foie d'une matrice
extracellulaire (MEC) de composition altérée, en réponse a une agression chronique, et résulte
d’un déséquilibre entre syntheése, dépot et dégradation de ces constituants (Friedman, 2003 ;
Lotersztajn et al, 2005). Elle provoque une désorganisation de I'architecture du foie et perturbe
son fonctionnement.

Il est établi que les myofibroblastes hépatiques jouent un réle majeur dans le développement
de la fibrose hépatique. Au cours des hépatopathies chroniques, ces cellules sont soumises a
I’action de cytokines et de chimiokines qui stimulent leur prolifération et provoquent ainsi leur
accumulation, et entrainent la synthése des constituants de la fibrose ainsi que des molécules

bloguant la dégradation de la matrice extracellulaire.

4.6.1 La matrice extracellulaire dans le foie normal et le foie fibreux.

Le foie normal contient une faible quantité de matrice extracellulaire, localisée principalement
dans I'espace de Disse (espace entre les cellules endothéliales sinusoidales et les hépatocytes),
dans les espaces portes autour des vaisseaux et des canaux biliaires, et dans la paroi des veines
centro-lobulaires (Lotersztajn et al, 2005 ; Schuppan et al, 2001). Une des caractéristiques de la
matrice extracellulaire hépatique est de former une lame basale discontinue entre les
hépatocytes et les cellules endothéliales des sinusoides qui permet des échanges

bidirectionnels entre les hépatocytes et le sang.
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Au cours des atteintes hépatiques aigués, la lésion initiale déclenche une réaction
inflammatoire, la nécrose et I'apoptose des hépatocytes, suivies d’une régénération et d’'une
synthése de composants matriciels (Friedman, 2003 ; Lotersztajn et al, 2005). Ce processus
permet la cicatrisation de la lésion en restaurant une architecture hépatique normale. En
revanche, si la maladie causale se prolonge, I'inflammation devient chronique, le déséquilibre
entre la synthése excessive de composants matriciels et la faillite des mécanismes de
dégradation aboutit a la fibrogenése (Friedman, 2003) (figure 44).

Le dépo6t de matrice est constitué de fibres de collagénes, principalement de collagéne de type |
et IV (fibrillaires), de pro-collagéne de type Ill, d'élastine, des protéoglycanes et des
glycoprotéines, avec un dépdt précoce de fibronectine suivi par I'apparition de fibres de
collagénes interstitiels (Schuppan et al, 2001). On constate une augmentation de trois a six fois
de la plupart des molécules matricielles. La localisation initiale de la fibrose est superposable a
celle de la Iésion causale (Ramadori et Saile, 2004). La fibrose s'effectue, initialement, au niveau
péri-sinusoidal (dans I'espace de Disse) ou elle établit une véritable néo-membrane basale qui
isole les hépatocytes des capillaires sinusoides et modifie leur phénotype, avec notamment une
perte des fenestrations des cellules endothéliales sinusoidales et une disparition des
microvillosités hépatocytaires (figure 44). Ce phénomene est responsable d'une réduction de la
perméabilité des sinusoides, réduisant ainsi les échanges de substances solubles entre le
compartiment sanguin et les hépatocytes et concourant au développement de l'insuffisance
hépatique et de I'hypertension portale. Plus tardivement, la fibrose devient septale, progresse
dans le lobule pour former des ponts avec les espaces portes ou les régions centrolobulaires

adjacentes, aboutissant a I'isolement de nodules d’hépatocytes au stade de cirrhose.
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Figure 44 : Les modifications tissulaires liées a la fibrose hépatique (modifié de Pilette et al,

1998).

4.6.2 Les cellules fibrogéniques du foie.

Les constituants matriciels qui s’accumulent dans le foie au cours de la fibrogenese sont
synthétisés par des myofibroblastes exprimant I'a-actine de type musculaire lisse (a-SMA, pour
«a-smooth muscle actin») (Cassiman et al, 2002).

Dans le foie normal, les cellules étoilées représentent 5 a 10 % des cellules et sont localisées
dans I'espace de Disse. Elles sont impliquées dans le métabolisme des rétinoides et le stockage
de la vitamine A, et sont capables de synthétiser les composants de la matrice extracellulaire
(Cassiman et al, 2002). Elles jouent un role essentiel dans le maintien du phénotype des
hépatocytes, des cellules biliaires et des cellules non parenchymateuses.

Lors d’une agression hépatique aigué ou chronique, ces cellules acquiérent un phénotype
myofibroblastique caractérisé par la perte de leurs vacuoles lipidiques et I'acquisition de
filaments de a-SMA (Geerts, 2001). Ce processus d’activation est associé a I'acquisition de
propriétés fibrogéniques : en particulier, les cellules myofibroblastiques proliférent et
s’accumulent dans les zones de nécrose, sécretent des cytokines pro-inflammatoires et des
chimiokines, et synthétisent les protéines de la matrice extracellulaire ainsi que des inhibiteurs

de leur dégradation, conduisant a la formation progressive d’une cicatrice (figure 45).
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Figure 45 : Cause et conséquences de l'activation des cellules étoilées hépatiques (modifié de

Giostra et Rubbia-Brandt, 2003).

4.6.3 Lerole des cellules fibrogéniques dans la physiopathologie de la fibrogenése

hépatique.

4.6.3.1 L'activation et le recrutement.

L'activation des cellules étoilées hépatiques et leur transformation en myofibroblastes
résulteraient de I’action combinée de médiateurs solubles libérés par les cellules adjacentes et
de modifications de la matrice extracellulaire. Ainsi, I'atteinte du parenchyme hépatique
provoque |'activation des cellules de Kipffer (macrophages du foie), des cellules endothéliales
et des plaquettes, mais également un afflux de leucocytes, occasionnant la production de
lipides peroxydés, d’espéces réactives de l'oxygene (ROS) et également de nombreuses
cytokines et chimiokines, notamment le «transforming growth factor B» (TGFB), I'interleukine-1
(IL-1), le «platelet derived growth factor» (PDGF), le «tumor necrosis factor a» (TNFa) et
I’«epidermal growth factor» (EGF) (Pinzani et Marra, 2001) (figure 46). En quelques heures, ces

facteurs déclenchent I'induction de différents facteurs de transcription dans les cellules étoilées
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(NFkB, c-myb, ZF9) (Friedman, 2000), initiant ainsi I'induction de I'expression de cytokines et de
chimiokines pro-inflammatoires et pro-fibrogéniques, ainsi que de leurs récepteurs.
Les récepteurs Toll-like (TLR) activent NFkB, qui finit par activer a son tour la voie de

signalisation pro-fibrogénique TGFp.

4.6.3.2 La prolifération et la survie.

L’accumulation de cellules fibrogéniques lors d’'une atteinte hépatique résulte a la fois de leur
capacité de prolifération élevée et de leur résistance vis-a-vis de |'apoptose.

Il a déja été montré que les cellules étoilées hépatiques synthétisent I'angiotensine Il (Angll ou
AGT) (Bataller et al, 2003) ; cette derniére améliorant la contraction et la prolifération des
myofibroblastes. La prolifération des cellules fibrogéniques est également stimulée par une
grande variété de facteurs de croissance exprimés au cours de I'atteinte hépatique chronique,
notamment le PDGF, le mitogéne le plus puissant dont les récepteurs sont surexprimés par les
cellules étoilées dans le foie cirrhotique, des vasoconstricteurs comme la thrombine, des
métalloprotéinases matricielles (MMPs) comme MMP-2, ou encore des molécules d’adhésion
comme l'intégrine aVb3 (Schuppan et al, 2001).

Parmi les facteurs de survie, on compte le TGFB (Saile et al, 1999), le sphingosine-1 phosphate
(S1P) (Davaille et al, 2002) et le «tissu inhibitor of metalloproteases-1» (TIMP-1) (Murphy et al,
2002). De plus, les myofibroblastes pourraient étre maintenus en phase de quiescence, voire

désactivés, notamment par le gene PPAR-y (figure 46).

4.6.3.3 Le remodelage tissulaire et la fibrose.

La fibrogenése dans le tissu hépatique n'est pas un processus statique, mais un processus
dynamique avec une balance entre la synthése de collagene et des autres composants, et la
dégradation de la matrice extracellulaire (MEC). La dégradation de cette matrice est due aux
métalloprotéinases matricielles (MMPs). A l'inverse, les inhibiteurs de métalloprotéinases
matricielles, les TIMPs («tissu inhibitor of metalloproteases»), vont permettre le maintien de la
MEC (figure 46). La production de MMPs et de TIMPs est finement régulée selon le stade
d’activation des cellules étoilées (Arthur, 2000).

De ce fait, les cellules étoilées activées expriment une grande variété d’enzymes permettant le
remodelage de la MEC comme la plasmine, les cathepsines, I'élastase, et surtout les MMPs et

les activateurs des MMPs, qui clivent les pro-MMPs et ainsi les activent (Benyon et Arthur,
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2001). De plus, les cellules étoilées activées produisent aussi des inhibiteurs spécifiques des
enzymes de la famille des MMPs, les TIMPs. Les cellules étoilées activées synthétisent aussi le
«plasminogen activator inhibitor-1» (PAI-1), inhibiteur de la transformation du plasminogéene
en plasmine qui joue un réle fondamental dans I'activation des autres enzymes dégradant la
matrice et qui permet la production de TGFB par clivage du TGFB latent inactif.

Le TGFPB est I'un des médiateurs les plus importants de la fibrogenese (Gressner et al, 2002). ||
stimule non seulement la synthese de fibronectine, de collagene, de protéoglycanes et de
glycoprotéines par les cellules fibrogéniques, mais il s‘oppose également aux mécanismes
physiologiques de dégradation de la matrice extracellulaire en inhibant la production
d’enzymes dégradant la matrice, comme la MMP-1, la MMP-3, et en augmentant I'expression
de leurs inhibiteurs, tels que le TIMP-1 et le PAI-1.

L’activité des lysyl oxydases et des transglutaminases, deux familles d’enzymes de réticulation
covalente de la matrice extracellulaire, augmente au cours de la fibrogenése (Grenard et al,
1997 ; Grenard et al, 2001).

Les cellules étoilées hépatiques contribuent donc a la formation de la fibrose en synthétisant en
exces des constituants matriciels, mais également a sa stabilisation, en limitant la dégradation

des composants.
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Figure 46 : Les voies d'activation et de désactivation de la fibrogenése hépatique (modifié de
Czaja, 2014). l'inflammation hépatique provoquée par une infection virale ou par des
mécanismes immunitaires peut initier la fibrogenése en induisant I'apoptose des hépatocytes.
Les corps apoptotiques libérés peuvent activer les cellules étoilées du foie quiescentes et les
transformer en myofibroblastes sous la médiation du «transforming growth factor beta 1»

(TGF81), le «platelet-derived growth factor» (PDGF), et I'«endothelial growth factor» (EGF). Le
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processus d'activation est alimenté par la libération de gouttelettes lipidiques (autophagie) par
les cellules étoilées. Les corps apoptotiques provenant des hépatocytes endommagés peuvent
également stimuler les cellules de Kiipffer pour générer des espéces réactives de I'oxygéne (ROS)
et de l'oxyde nitrique (NO) par I' «inducible nitric oxide synthase» (iNOS). Les ROS, a leur tour,
peuvent accentuer l'apoptose des hépatocytes et continuer I'activation des cellules étoilées du
foie. Les cellules de Kiipffer peuvent également libérer des ROS, des cytokines et des chimiokines
qui contribuent a la transformation des cellules étoilées hépatiques quiescentes en
myofibroblastes. Les myofibroblastes peuvent également générer des ROS et augmenter le
stress oxydant dans les hépatocytes par la voie «nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidase» et favoriser l'inflammation hépatique en augmentant ['expression de
cytokines pro-inflammatoires, des molécules d'adhésion, des lymphocytes T activés et des
cellules «natural killer T» (NKT). Les myofibroblastes générent la matrice extracellulaire qui peut
étre réticulée par la lysyl oxydase et rendue résistante a la dégradation. La réversibilité de la
matrice extracellulaire dépend en partie de la réticulation des fibrilles de collagéne et le
contrepoids de la balance des activités entre les MMPs et les inhibiteurs de MMP. L'activité des
myofibroblastes peut étre atténuée par des génes qui favorisent I'apoptose des myofibroblastes
et par l'expression de PPARy qui contribue a l'inactivation des cellules étoilées hépatiques. Les
cellules étoilées inactivées sont différentes des cellules étoilées quiescentes du fait qu'elles aient

un faible seuil de réactivation par TGF61.

4.7 L'implication de I'angiotensine Il dans la NAFLD.

Le systéeme rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS) est connu pour jouer un réle dans
I'hypertension observée dans le syndrome métabolique et semble jouer également un réle

central dans la résistance a l'insuline et la NAFLD.

L'angiotensine Il (Angll ou AGT) est un peptide produisant la plupart des actions biologiques du
RAAS, actions principalement médiées par le récepteur de I'angiotensine Il de type 1 (AT1), qui
est un récepteur couplé aux protéines G et situé sur la membrane plasmique dans la plupart
des types cellulaires, y compris le foie (Mehta et Griendling, 2007 ; Hunyady et Catt, 2006). Des
études ont montré que l'activation du récepteur AT1 contribue a I'adiposité et au gain de poids
dans différents modéles animaux (Araki et al, 2006 ; Kouyama et al, 2005). En outre, un

deuxieme récepteur de I'Angll, de type 2 (AT2) et couplé aux protéines G, a été identifié ; ce
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récepteur ayant des voies de signalisation divergentes de celles de AT1 au sein des tissus dans
lesquels ces deux récepteurs sont exprimés. Le récepteur AT2 aurait un réle protecteur contre
I'adiposité. En effet, I'activation de AT2 par un agoniste réduit I'adiposité et l'insulino-résistance
chez des souris males (Ohshima et al, 2012 ; Shum et al, 2013). AT2 réduit également |'obésité
et l'adiposité chez des souris femelles, indépendamment de leur taux d'cestrogenes. Cette
méme étude a révélé une réduction de I'hyper-insulinémie, suggérant ainsi une diminution de
la résistance a l'insuline (Nag et al, 2015).

L'angiotensine Il (Angll) est synthétisée par les cellules étoilées hépatiques (Bataller et al, 2003).

4.7.1 Lerole de I'angiotensine Il dans la stéatose hépatique.

L'Angll a été identifiée comme étant un acteur majeur du métabolisme lipidique hépatique
altéré observé dans les NAFLDs. La perturbation génétique des composants individuels du RAAS
dans des modeles de rongeurs entraine une protection de I'obésité induite par un régime
hyper-énergétique (Yvan-Charvet et Quignard-Boulange, 2011 ; Takahashi et al, 2007 ;
Jayasooriya et al, 2008 ; Kouyama et al, 2005 ; Yvan-Charvet et al, 2005 ; Nabeshima et al,
2009).

L'effet observé de I'Angll sur I'accumulation de triacylglycérols (TAG) dans le foie peut provenir
de modifications de la disponibilité des lipides dans le plasma (acides gras libres et TAG), de la
diminution de I'oxydation des acides gras hépatiques, de I'altération de la sécrétion des VLDLs

et de I'augmentation de la lipogenése de novo.

4.7.1.1 L'angiotensine Il et la disponibilité accrue des acides gras libres plasmatiques.

La diminution de la capacité de l'insuline a inhiber la lipolyse en conditions postprandiales et
I'augmentation résultante des acides gras libres (AGL) circulants pourraient provenir de l'impact
bien documenté de I'Angll. En effet, I'Angll inhibe I'action de l'insuline par I'augmentation du
stress oxydant (Olivares-Reyes et al, 2009 ; Yvan-Charvet et Quignard-Boulange, 2011 ; Ogihara
etal, 2002 ; Weij et al, 2008 a, b et c ; Wei et al, 2006).
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4.7.1.2 L'angiotensine Il et la diminution de I'oxydation des acides gras.

L'oxydation des acides gras par les mitochondries représente une voie importante (jusqu'a 90 %)
du métabolisme catabolique des acides gras dans le foie (Eaton, 2002), cette réaction étant
nécessaire pour fournir I'ATP au métabolisme anaboliqgue hépatique. En plus d'une
augmentation du flux de lipides plasmatiques affectant les niveaux de TAG dans le foie, I'Angll
semble également jouer un réle dans la diminution de I'oxydation des acides gras (figure 47). En
effet, les dépenses énergétiques accrues observées dans divers modeles knock-out de RAAS
sont associées a l'augmentation de I'expression des genes impliqués dans I'oxydation des acides
gras dans le foie (Takahashi et al, 2007 ; Jayasooriya et al, 2008 ; Kouyama et al, 2005 ; Yvan-
Charvet et al, 2005).
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Figure 47 : L'angiotensine Il entraine la diminution de la fonction mitochondriale (d'apres

Matthew Morris et al, 2013).

L'Angll diminue l'expression de différents génes impliqués dans l'oxydation des acides gras
mitochondriaux dans le foie, y compris le «peroxisome proliferator-activated receptor o»
(PPARa) et la «carnitine palmitoyl transférase-1» (CPT-1). L'Angll peut produire, par une voie
PKC-dépendante (protein kinase C), une augmentation du stress oxydant hépatique qui peut
entrainer la diminution du contenu mitochondrial a cause de dommages dans I'ADN
mitochondrial ainsi qu'une diminution de la fonction mitochondriale par la perturbation de la

phosphorylation oxydative. De nouvelles données suggérent la présence de récepteurs a I'Angll
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sur la membrane externe mitochondriale, ces récepteurs pouvant étre activés par I'’Angll et

entrainant la diminution de la consommation d'oxygeéne.

4.7.1.3 L'angiotensine Il et I'augmentation de la lipogenése de novo.

L'Angll peut agir comme une hormone lipogénique dans le tissu adipeux des rongeurs et chez
I'Homme (Yvan -Charvet et al, 2005 ; Jones et al, 1997). L'activation de la lipogenese dans les
adipocytes est en partie due a I'Angll qui entraine une augmentation de |'expression et de
I'activité de la «fatty acid synthase» (FAS) et du facteur de transcription pro-lipogénique «sterol
regulatory element binding protein-1c» (SREBP-1c) (Yvan- Charvet et al, 2005 ; Jones et al,
1997).

La signalisation médiée par I'Angll a donc la capacité de surcharger le foie avec les AGL
plasmatiques, de diminuer I'oxydation des acides gras hépatiques et d'augmenter

potentiellement la lipogenése de novo dans les adipocytes.

4.7.1.4 L'angiotensine Il et la résistance a l'insuline.

Il semblerait que I'Angll fonctionne en synergie avec d'autres effecteurs afin de réguler
négativement l'action de l'insuline hépatique. Plusieurs études ont observé la présence d'une
résistance a l'insuline hépatique associée a une augmentation du stress oxydant dans des
modeles de NAFLD. L'augmentation de divers types de lipides, tels que les diacylglycérols (DAG)
et les céramides, associée a une diminution de la sensibilité a l'insuline hépatique a déja été
observée dans des modeles de rongeurs obéses (Jornayvaz et al, 2011 ; Yew et al, 2010). Les
DAG sont connus depuis longtemps pour activer les membres de la famille PKC (protein kinase
C). Or, la capacité de I'Angll a activer ces PKC, via le récepteur AT1, et ainsi entrainer
I'apparition d'un stress oxydant a déja été décrit dans le tissu vasculaire (Griendling et al, 1997 ;
Matthew Morris et al, 2013) (figure 47). Des études ont montré que I'Angll joue également un
réle dans la résistance a l'insuline en activant la voie inflammatoire de NFkB dans des modeéles

de rats exposés a une nourriture hyper-énergétique (Zhou et al, 2015).
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4.7.2 Lerole de I'angiotensine Il dans le stress oxydant et I'inflammation.

Une documentation considérable existe sur les effets négatifs de l'augmentation de la
production de ROS, le stress oxydant et I'inflammation liés a I'Angll au niveau des vaisseaux, des
tissus cardiaque et hépatique (Marchesi et al, 2008 ; Bataller et al, 2003 a et b ; Sorescu et
Griendling, 2002). De plus, des effets bénéfiques de la réduction du stress oxydant et de
I'inflammation ont été observés dans le cas d'une diminution de l'activité de I'Angll en utilisant
des bloqueurs du récepteur AT1 ou en inhibant I'enzyme ACE («angiotensin | converting

enzymen).

4.7.2.1 L'angiotensine Il et la production de ROS mitochondriaux.

Le role de I'Angll sur la production de ROS mitochondriaux hépatiques n'a pas encore été étudié
en détail. Les données sur les cellules endothéliales et les cellules du muscle lisse vasculaire
montrent un role direct de l'activation de I'Angll sur I'augmentation de la production de ROS
par les mitochondries (Doughan et al, 2008 ; Kimura et al, 2005). L'Angll active la production de
«superoxyde NADPH oxydase» (NOX) par une voie PKC-dépendante, augmentant la production
mitochondriale de ROS par oxydation de protéines de la chaine de transport d'électrons
(Doughan et al, 2008) (figure 48). En se basant sur ces données, il est possible que I'Angll puisse
entrainer une augmentation du stress oxydant hépatique en augmentant le dysfonctionnement

mitochondrial et la production de ROS.
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Figure 48 : L'association entre l'inflammation du foie et les espéces réactives de I'oxygéene
(ROS) produisant l'insulino-résistance et la fibrose (d'aprés Matthew Morris et al, 2013).

La voie de signalisation de I'’Angll dans le foie peut initier un état inflammatoire en produisant
des cytokines pro-inflammatoires, telles que le tumor necrosis factor o (TNFa), et la sécrétion de
cytokines et de chimiokines additionnelles liées au recrutement et a l'infiltration des leucocytes
(par exemple la monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) et l'interleukine-6 (IL-6)). Cet état
inflammatoire peut étre initié par et/ou entrainer la production de ROS par I'augmentation de la
production mitochondriale de ROS ou l'activation de la production de superoxydes par le
systéme enzymatique de la NADPH oxydase (NOX). L'augmentation de ROS et l'inflammation
peuvent entrainer l'activation de voies de signalisation impliquées dans la propagation des
physiopathologies de la NAFLD, comme la résistance a l'insuline et la fibrose. Les ROS et les
cytokines inflammatoires activent les cellules étoilées du foie (HSC) qui produisent des cytokines
pro-fibrotiques, telles que le transforming growth factor 8 (TGF8) et initie le dépot de matrice
extracellulaire. De plus, I'augmentation de ROS et l'inflammation peuvent produire une
résistance a l'insuline hépatique par l'activation de multiples voies de signalisation de kinases,
avec la phosphorylation de sérine de l'insulin receptor substrate-1 (IRS-1) et une diminution de
la phosphorylation de Akt (alpha serine/threonine-protein kinase) stimulée par l'insuline. S'il
existe une relation entre la fibrose hépatique et la résistance a l'insuline dans la NAFLD, celle-ci

n'a pas encore été décrite.
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4.7.2.2 L'angiotensine Il et I'inflammation.

L'activation de I'Angll via le récepteur AT1, puis l'activation de NOX, entrainent un mécanisme
de signalisation médié par les ROS, en lien avec l'activation de la voie NFkB/TNFa (Wei et al,
2008 a, b et c ; Wei et al, 2006) (figure 48). Une étape cruciale dans la réponse inflammatoire
locale et aiglie, suite a une Iésion ou a un agent pathogene, est le recrutement des leucocytes
et la sécrétion de chimiokines. Des preuves considérables existent décrivant I'obésité et le
syndrome meétabolique comme un état inflammatoire chronique (Elks et Francis, 2010 ;
Ferrante, 2007) avec des élévations des taux de «monocyte chemoattractant protein-1» (MCP-1,
également appelée Ccl2) et d'interleukine-6 (IL-6) tissulaires (Elks et Francis, 2010 ; Ferrante,
2007). De surcroit, I'augmentation de ces deux cytokines est en corrélation avec la gravité de la
NAFLD (Haukeland et al, 2006 ; Greco et al, 2008 ; Wieckowska et al, 2008 ; Lemoine et al, 2009).
MCP-1 est une chimiokine permettant la chimio-attraction de monocytes qui est produite par
divers types cellulaires en réponse a une augmentation du stress oxydant, des facteurs de
croissance et des cytokines comme TNFa (Yadav et al, 2010). IL-6 est une cytokine sécrétée par
différents types cellulaires et peut avoir deux modes d'action dans le foie, pro-inflammatoire et
anti-inflammatoire, selon la durée d'exposition (Tsochatzis et al, 2009). Un ro6le potentiel de
I'Angll dans 'augmentation de I'expression hépatique de ces deux cytokines a été découvert
(Kudo et al, 2009 ; Bataller et al, 2003 a et b ; Kanno et al, 2005 ; Moreno et al, 2009 ; Toblli et
al, 2008) (figure 48). En outre, il a été observé que I'Angll pourrait initier l'inflammation
vasculaire en activant des monocytes, ceci par I'intermédiaire de I'augmentation de I'expression
et de la sécrétion de I'IL-6, via l'activation transcriptionnelle de NFkB, dans des modeéles de

rongeurs (Brasier, 2010).

4.7.3 Lerole de I'angiotensine Il dans la fibrose.

L'Angll a la puissante capacité d'initier les cascades de signalisation pouvant produire une
fibrose hépatique. La stimulation in vitro des HSCs par I'Angll entraine I'augmentation de la
prolifération cellulaire, I'augmentation de capacité de migration, et I'expression de TGF( et du
pro-collagéne ; qui étaient au préalable tous bloqués par un traitement avec divers ARBs
(angiotensin Il receptor blockers) (Bataller et al, 2000 ; Kurikawa et al, 2003) (figure 48).

Un autre mécanisme entrainant la fibrose du foie par I'Angll est I'augmentation de I'activité de

NOX dans les hépatocytes et les HSCs. Ces études démontrent le réle de la médiation de I'Angll
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dans I'activité de NOX et la signalisation des ROS entrainant ainsi une fibrogénese par les HSCs
activées (De Minicis et Brenner, 2007). Le stress oxydant médié par NOX et modulateur de la
fibrose hépatique a été observé chez des rats ayant une activité accrue de NOX activée par

I'Angll (Wei et al, 2008 a, b et c).

133



3

06 10® 10O Iy I

‘ii’ﬁﬁi’r?ﬁh‘l- :'ﬁ:;“;:?}';}h SISV I Sl ib‘c;:}'i'i—
suEEE Yy '1‘1!7‘-1 b A LS 22k ph Stovileisialives >4 :_‘

1 Insulin Receptor

ER stress

Stellate Cells

Activated Immune Cells
of Liver Parenchyma

Figure 49 : Schéma récapitulatif des facteurs mis en jeu dans les NAFLDs (tiré de Bouzianas et

al, 2013).
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Au cours du développement foetal et postnatal, les tissus et les organes sont progressivement
modelés, alternant périodes de prolifération, de différenciation et apoptose, en réponse a des
programmes génétiques et épigénétiques bien précis. Tout au long du développement, des
facteurs alimentaires ou métaboligues modulent I'expression de certains genes. Toute
inadéquation entre ces apports nutritionnels et métaboliques (qualitatifs et quantitatifs) et les
besoins précis de ces processus de développement, durant la fenétre temporelle qui leur est
impartie, pourra résulter en un développement anormal ou en une fonction défectueuse de ces
tissus ou organes, souvent irréversibles.

Le chercheur britannique David Barker apportait en 1989 le lien entre la coronaropathie de
I'adulte et la malnutrition pendant la vie foetale. En effet, Barker a mené une étude aupres de
15 000 personnes nées avec un poids insuffisant et constaté une forte incidence des maladies
cardiovasculaires chez ces sujets. Des études ultérieures sont venues confirmer sa théorie
appelée «hypothese de Barker», selon laquelle I’'environnement prénatal et périnatal influe sur
les probabilités d’étre atteint d’'une maladie cardiovasculaire, d'obésité, d'insulino-résistance
ou de diabeéte, dans la vie adulte.

Cependant, la plupart des études portent sur des carences protéino-énergétiques, peu d’études
se sont intéressées aux carences en donneurs de méthyles (folates et vitamine B12).
Récemment, deux études menées en Inde et au Népal ont montré que la carence en vitamine
B12 pendant la gestation est corrélée a un faible poids a la naissance et a une insulino-
résistance (Yajnik et Deshmukh, 2012 ; Stewart et al, 2011).

Au cours de I'embryogenése, les donneurs de méthyles jouent un role essentiel dans les
mécanismes épigénétiques et épigénomiques (méthylation/acétylation) qui influencent
I’expression des genes et la signalisation cellulaire et jouent un réle important dans la
physiopathologie du retard de croissance intra-utérin, avec des répercussions au cours du
développement et tout au long de la vie. Lors d'une carence en donneurs de méthyles, la
dysrégulation de ces mécanismes épigénétiques et épigénomiques est observée dans le
cerveau, le foie, le coeur et I'estomac.

Des travaux antérieurs dans notre laboratoire ont montré qu'une carence maternelle en
donneurs de groupements méthyle provoque un déséquilibre du rapport
acétylation/méthylation de PGC-1q, suite a une réduction de I'expression de SIRT1, avec pour
conséquences une altération de I'oxydation des acides gras, une hypertrophie du myocarde et
une stéatose hépatique (Garcia et al, 2011 ; Pooya et al, 2012). La carence maternelle en

donneurs de groupements méthyle perturbe également le développement neuro-
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comportemental de la progéniture avec notamment des troubles cognitifs et de la
neuroplasticité. Ces atteintes neurologiques sont dues a une élévation de |'apoptose dans les
structures qui accumulent I'homocystéine (hippocampe, cervelet...) (Blaise et al, 2007 ; Daval et

al, 2009).

Initialement, ce projet comportait I'étude de trois organes clés du métabolisme énergétique, a
savoir le foie, le coeur et le cerveau.

Cependant, le cerveau ne semble pas étre affecté par cette problématique et le cceur quant a
lui montre des résultats prometteurs mais ces recherches ne sont pas assez avancées pour vous

les présenter. Donc ce manuscrit ne comprend que les résultats concernant le foie.

Les problématiques de cette étude sont les suivantes :
» Quelles seront les conséquences d'un retour a une alimentation standard chez des rats

initialement carencés en donneurs de méthyles au cours de leur vie fcetale ?

» Existe-t-il un effet «fetal programming» de la carence gestationnelle en donneurs de
méthyles sur le foie de rats devenus adultes et soumis a un régime hyper-énergétique
(HF) ? Si oui, quelles en seront les conséquences au niveau hépatique, organe clé du

métabolisme ?

» La stéatose hépatique observée chez les rats carencés en donneurs de méthyles de 21

jours s'accentue-t-elle et progresse-t-elle vers une NASH ?

» Les mécanismes de dysrégulation épigénomique du métabolisme énergétique produits
par la carence en donneurs de méthyles avant et pendant la gestation sont-ils impliqués
dans une augmentation du risque de syndrome métabolique liés a une programmation

foetale, en cas de surnutrition a I’age adulte ?
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Figure 50 : Schéma récapitulatif des résultats sur le foie a 21 jours et problématiques du sujet.
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Etude expérimentale
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1 Résumé du protocole expérimental.

Des rates Wistar ont initialement été séparées en deux groupes, un groupe de rates "contréles"
recevant de la nourriture standard ainsi qu'un groupe de rates "carencées" recevant de la
nourriture carencée en folates et vitamine B12 ; ces régimes étant recus avant les
accouplements, pendant la gestation et jusqu'au sevrage des petits (D21) (figure 51).

Puis les ratons des deux groupes ont tous recu le méme régime, a savoir le régime standard,
de 21 jours a 50 jours. A ce stade D50, deux groupes sont toujours identifiables : le groupe de
ratons "controle" nés de meres contrbles et le groupe de ratons "iIMDD" nés de meres
initialement carencées en donneurs de méthyles.

Puis ces ratons, devenus adultes, ont été séparés en deux types de groupes, un groupe
recevant toujours le régime standard "contréle" et un groupe recevant un régime hyper-
énergétique (HF) (riche en sucres et lipides), ceci de 50 jours a 185 jours. A ce stade ultime

D185 quatre groupes existent :

- le groupe de rats "contréle", nés de méeres controles et recevant un régime controle.

- le groupe de rats "controle/HF", nés de méres controbles et recevant un régime HF.

- le groupe de rats "iMDD", nés de méres carencées et recevant un régime controle.

- le groupe de rats "iMDD/HF", nés de méres carencées et recevant un régime HF.
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Figure 51 : Représentation schématique du protocole animal.

2 L'augmentation de la graisse abdominale et du ratio ASAT/ALAT des rats D50 iMDD et

signes biochimiques et histologiques de NASH des rats D185 iMDD/HF.

Les ratons de 50 jours issus de meres carencées (iMDD) montrent une diminution de leur poids
corporel par rapport a ceux nés de meres recevant un régime standard, mais ceci n'étant pas
significatif (figure 52A). Le rapport poids du foie/poids corporel total ne varie pas entre les rats

D50 iMDD et D50 controles (figure 52A).

L'analyse par DXA (absorption bi-photonique a rayons X) montre que le rapport graisse
abdominale/graisse totale corporelle augmente chez les rats D50 iMDD par rapport aux rats
D50 contréles (figure 53B). Le groupe de rats iMDD a donc tendance a accumuler de la graisse
au niveau de I'abdomen et développe ainsi une obésité abdominale (ou centrale), qui est un

des différents criteres diagnostiques d'un syndrome métabolique.

Les analyses biochimiques ont montré que le groupe iMDD de 50 jours a des concentrations
plasmatiques en folates, vitamine B12 et, de maniere surprenante, également en Hcy

significativement inférieures par rapport au groupe contréle (figures 54A et 55A). Ceci indique
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gue les rats iMDD ne semblent toujours pas avoir comblé ce déficit en vitamines B9 et B12 dans
le sang, et cela malgré un retour a une alimentation standard a partir de 21 jours. En outre, les
analyses biochimiques n'ont révélé aucune variation de la concentration de MMA (acide
méthylmalonique) plasmatique a 50 jours (figure 55A). Or, le MMA s'éleve des les premiers
stades d'une carence en vitamine B12, avant méme que les concentrations en B12 ne
s'abaissent de maniere mesurable. En effet, la méthylmalonyl-CoA mutase entraine la
transformation du méthylmalonyl-CoA (déterminé sous la forme d'acide méthylmalonique ou
MMA) en succinyl-CoA ; cette réaction nécessitant la vitamine B12 comme co-facteur. Par
conséquent, a 50 jours, il semble y avoir encore certains effets visibles de la carence maternelle
en donneurs de méthyles dans le sang, mais plusieurs effets ont déja commencé a s'estomper
suite a la mise en place du régime standard. La SAM et la SAH n'ont malheureusement pu étre

dosées par manque d'échantillons plasmatiques.

Les lipides plasmatiques, a savoir le cholestérol total, les triglycérides et les acides gras libres
ont aussi été dosés. Ces dosages ne révelent aucune variation entre les groupes D50 iMDD et

D50 controle (figure 56A).

Le ratio des transaminases ASAT/ALAT (marqueur de fibrose hépatocytaire) augmente dans le
groupe iMDD par rapport au groupe contrdle de 50 jours (figure 56C). L'augmentation de ces

enzymes dans le sang témoigne d'une Iésion cellulaire hépatique.

Différentes colorations histologiques ont été effectuées sur des coupes de foies prélevés, a
savoir la coloration HES (Hématoxyline-éosine-safran), le Trichrome de Masson et le Rouge
Sirius. Ces colorations ne montrent pas de différence entre les groupes controle et iMDD de 50

jours et aucun signe de stéatose ou de fibrose (figure 57A).

Afin de confirmer I'absence de fibrose dans les foies des rats de 50 jours, une analyse par
Western blot de l'expression de différents marqueurs caractéristiques de la fibrose a été
effectuée. Effectivement, aucune variation d'expression pour les protéines a-smooth muscle
actin (a-SMA) et les collagenes de typel al et a2 (al(l)Col et a2(l)Col), qui sont des marqueurs

de fibrose, n'a pu étre observée dans le foie des deux groupes (figure 58A).

Ainsi, certains signes de la carence maternelle en donneurs de méthyles, notamment
plasmatiques, restent tout de méme encore visibles a 50 jours. De plus, les rats de 50 jours ne
présentent aucun signe histologique ou biochimique de stéatose ou de fibrose hépatique. En

revanche, l'augmentation des rapports graisse abdominale/graisse totale corporelle et
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ASAT/ALAT chez les individus iMDD, comparés aux individus contréles, sont tout de méme en
faveur de I'hypothese de la programmation foetale de la carence gestationnelle en donneurs de
méthyles dans le développement de NAFLD. Cette programmation foetale pourrait-elle aggraver

les conséquences d'une surnutrition de ces rats a I'age adulte?

En ce qui concerne les quatre groupes de rats a 185 jours, il n'y a aucune différence significative
de poids corporel entre les groupes (figure 52B), ce qui montre que les rats iMDD ont pu
rattraper leur retard de poids par rapport au groupe contréle ; retard observé de la naissance
jusqu'a 21 jours. Il n'y a également pas de variation du rapport poids du foie/poids corporel
total entre ces différents groupes de rats de 185 jours (figure 52B). Les résultats de DXA
montrent une augmentation du rapport graisse abdominale/graisse totale corporelle pour les
groupes contrdle/HF et iMDD/HF comparés aux groupes sans surnutrition (figure 53B). Les rats
iMDD de 185 jours ne montrent plus de différence de ce rapport graisse abdominale/graisse
totale corporelle avec les rats controles, en comparaison avec les rats a 50 jours. L'obésité
abdominale des individus contréle/HF et iMDD/HF est a nouveau l'un des différents critéres

diagnostiques d'un syndrome métabolique.

Les analyses biochimiques effectuées n'ont révélé aucune variation significative des
concentrations plasmatiques de folates, vitamine B12, Hcy, MMA et du rapport SAM/SAH entre
les différents groupes de rats de 185 jours (figures 54B et 55B et C). Cependant, certaines
tendances, non significatives, peuvent étre mises en évidence, comme la tendance a une
augmentation de la concentration en vitamine B12 dans le groupe iMDD/HF par rapport a tous
les autres groupes (figure 54B) et la tendance a une augmentation du rapport SAM/SAH,
I'indicateur de la capacité de méthylation cellulaire, pour les individus iMDD/HF par rapport aux

autres groupes (figure 55C).

A 185 jours, la carence maternelle en donneurs de méthyles ne semble donc plus avoir une
influence sur les concentrations plasmatiques des constituants des cycles de la vitamine B9 et

de la méthionine, contrairement a 50 jours.

En ce qui concerne les lipides plasmatiques, les concentrations en cholestérol total et
triglycérides sont diminuées, de maniere surprenante, dans le groupe iMDD/HF de 185 jours
par rapport au groupe contrdle/HF. A l'inverse, le groupe de rats iMDD/HF de 185 jours montre

une augmentation de sa concentration en acides gras libres, comparé aux autres groupes

143



(figure 56B). Toutes ces variations vont dans le sens de possibles modifications du métabolisme

lipidigue.

Le rapport des marqueurs de fibrose hépatocytaire ASAT/ALAT du groupe iMDD/HF est
fortement augmenté par rapport aux autres groupes de 185 jours, témoignant ainsi la présence
d'une fibrose hépatique (figure 56C). Il est important de préciser que ce rapport ASAT/ALAT est

trés faible dans les groupes contréle/HF et iMDD de 185 jours.

Les colorations histologiques ont révélé la présence de gouttelettes lipidiques sur les coupes de
foie du groupe D185 contrdle/HF, indiquant une stéatose. Mais une stéatose encore bien plus
marquée est observée sur les coupes de foie du groupe D185 iMDD/HF (figure 57B). La
coloration Red Oil permet de mettre en évidence les lipides. L'accumulation de gouttelettes
lipidigues étant sous forme de microgouttelettes qui respectent le noyau des hépatocytes, la
stéatose est alors définie comme microvésiculaire.

Bien que les colorations Trichrome de Masson et Rouge Sirius ne semblent pas révéler le
développement d'une fibrose hépatique, les analyses de |'expression protéique de marqueurs
de la fibrose ont tout de méme été réalisées.

Ces résultats de Western blot ont alors montré une augmentation de I'expression de ces
protéines marqueurs de fibrose, a savoir a-smooth muscle actin (a-SMA) et les collagénes de
typel al et a2 (al(l)Col et a2(l)Col) dans le foie du groupe D185 iMDD/HF par rapport aux
groupes contrble/HF et iMDD (figure 58B). La métalloprotéinase matricielle-2 (MMP-2), quant a
elle, augmente uniqguement avec le régime hyper-énergétique, c'est a dire dans les groupes
contréle/HF et iMDD/HF (figure 58B). Les foies des individus iMDD/HF de 185 jours semblent

donc étre atteints de stéatose mais également de fibrose.

Ces différents résultats rendent compte de différents signes de NASH au niveau des individus
D185 iMDD/HF comparés aux individus contrbles et contréle/HF, a savoir une stéatose
hépatique microvésiculaire associée a une fibrose, une concentration en acides gras libres
plasmatiques élevée et un ratio ASAT/ALAT augmenté. Quels sont alors les mécanismes

responsables de la mise en place de cette NASH ?
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Figure 52 : Caractéristiques biophysiques des rats D50 soumis initialement a une carence en
donneurs de méthyles (pendant la gestation et I'allaitement) et des rats D185 soumis a une

nourriture hyper-énergétique a I'dge adulte.

A : Le poids corporel diminue, de maniére non significative, chez les rats D50 iMDD par rapport
aux rats D50 contréles. Le ratio poids du foie/poids du corps total ne varie pas entre les individus
D50 contréles et D50 iMDD.
B : Le poids corporel et le ratio poids du foie/poids du corps total ne varient pas entre les
différents individus D185.
Les données sont présentées sous forme de moyenne * écart-type, avec n= 8 dans chaque
groupe (*p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001).
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Figure 53 : Caractéristiques biophysiques des rats D50 soumis initialement a une carence en
donneurs de méthyles (pendant la gestation et I'allaitement) et des rats D185 soumis a une
nourriture hyper-énergétique a I'age adulte.

A : Exemple d'un examen par DXA d'un rat D50 iMDD.

B : Le ratio graisse abdominale/graisse corporelle totale déterminé par DXA est supérieur chez
les rats D50 iMDD par rapport aux rats D50 contréles et augmente avec le régime hyper-
énergétique chez les rats D185 (contréle/HF et iMDD/HF) par rapport aux rats D185 contréles et
iMDD.

Les données sont présentées sous forme de moyenne * écart-type, avec n= 8 dans chaque
groupe (*p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001).
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Figure 54 : Parameétres biochimiques des rats D50 soumis initialement a une carence en

donneurs de méthyles (pendant la gestation et I'allaitement) et des rats D185 soumis a une
nourriture hyper-énergétique a I'dge adulte.
A : Les concentrations plasmatiques de folates et vitamine B12 sont plus faibles chez les rats
D50 iMDD que celles des rats D50 contréles.
B : Les concentrations plasmatiques de folates et vitamine B12 ne varient pas chez les rats de
185 jours, avec tout de méme une tendance non significative a l'augmentation de la

concentration de la vitamine B12 dans le groupe iMDD/HF par rapport aux autres groupes.

Les données sont présentées sous forme de moyenne * écart-type, avec n= 8 dans chaque
groupe (*p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001).
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Figure 55 : Parameétres biochimiques des rats D50 soumis initialement a une carence en
donneurs de méthyles (pendant la gestation et I'allaitement) et des rats D185 soumis a une
nourriture hyper-énergétique a lI'dge adulte.

A : La concentration plasmatique en homocystéine est plus faible chez les rats D50 iMDD par
rapport aux rats D50 contréles. Tandis que la concentration plasmatique de MMA des rats D50
iMDD est similaire a celle des rats D50 contréles.

B : Les concentrations plasmatiques en homocystéine et MMA ne varient pas entre les différents
groupes a 185 jours.

C: Les concentrations en SAM et SAH n'ont pu étre dosées pour les rats de 50 jours.

Le rapport SAM/SAH ne montre qu'une tendance, non significative, a I'augmentation dans le
groupe iMDD/HF par rapport aux autres groupes a 185 jours.

Les données sont présentées sous forme de moyenne * écart-type, avec n= 8 dans chaque
groupe (*p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001).
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Figure 56 : Parameétres biochimiques des rats D50 soumis initialement a une carence en
donneurs de méthyles (pendant la gestation et I'allaitement) et des rats D185 soumis a une
nourriture hyper-énergétique a I'dge adulte.

A : Les concentrations plasmatiques en acides gras libres, cholestérol total et triglycérides des
rats D50 iMDD sont similaires a celles des rats D50 contréles.

B : La concentration plasmatique en acides gras libres augmente dans le groupe de rats D185
iMDD/HF, en comparaison aux autres groupes. Alors que les concentrations plasmatiques en
cholestérol total et triglycérides diminuent dans le groupe D185 iMDD/HF par rapport au groupe
contréle/HF.

C : Le ratio ASAT/ALAT est augmenté chez les rats D50 iMDD et D185 iMDD/HF par rapport aux
groupes contréles respectifs.

Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type, avec n= 8 dans chaque
groupe (*p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001).
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Figure 57 : Histologie des foies des rats D50 soumis initialement a une carence en donneurs
de méthyles (pendant la gestation et I'allaitement) et des rats D185 soumis a une nourriture
hyper-énergétique a I'age adulte.

A : Analyse histologique de coupes de foies de rats D50 (contréle et iMDD) avec la coloration
Hématoxyline-Eosine-Safran (HES), le Rouge Sirius (spécifique pour mettre en évidence le
collagene et les fibres de réticuline) et le Trichrome de Masson (spécifique pour les fibres de
collagéne). Aucune stéatose ou fibrose n'est visible chez les individus D50, qu'ils soient contréles
ou iMDD.

B : Analyse histologique de coupes de foies de rats D185 avec la coloration Hématoxyline-
Eosine-Safran (HES), le Rouge Sirius (spécifique pour mettre en évidence le collagéne et les fibres
de réticuline), le Trichrome de Masson (spécifique pour les fibres de collagéne) et le Red Oil
(coloration de la graisse dans les cellules). Une stéatose microvésiculaire (indiquée par des
fléches) peut étre observée sur les coupes de foie de rats D185 contréle/HF, mais cette stéatose
étant beaucoup plus importante dans le groupe D185 iMDD/HF.

Les photographies ont été prises au grossissement x40.
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Figure 58 : Expression protéique de marqueurs de fibrose hépatique des rats D50 soumis
initialement a une carence en donneurs de méthyles (pendant la gestation et I'allaitement) et
des rats D185 soumis a une nourriture hyper-énergétique a I'age adulte.

Western-blots présentant a-SMA (a-Smooth Muscle Actin), les collagénes de typel al et o2
(al(l)Col et a2(l)Col) et MMP-2 (métalloprotéinase matricielle-2).

A : L'expression des protéines a-SMA, al(l)Col et a2(l)Col et MMP-2 ne varie pas de maniére
significative entre les foies de rats D50 contréles et iMDD.

B : Une augmentation de l'expression de a-SMA, al(l)Col et a2(l)Col dans le foie du groupe de
rats D185 iMDD/HF par rapport aux groupes D185 contréle/HF et iMDD peut étre observée.
L'expression de la protéine MMP-2 augmente dans le foie des groupes de rats D185 ayant recu
le régime hyper-énergétique, avec une augmentation plus importante mais non significative
pour le groupe iMDD/HF.

Analyses densitométriques des blots : les bandes des protéines sont normalisées par rapport a la
B-actine obtenue a partir des mémes blots. Les ratios de a-SMA, al(l)Col, a2(l)Col et MMP-2
sont calculés en utilisant les résultats de la densitométrie et sont exprimés sous forme d'unités
arbitraires. Les données sont comparées par une analyse de variance (Anova) avec le test de
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Fisher, avec n = 8 dans chaque groupe, et présentées sous forme de la moyenne * écart-type (*
p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

3 L'apparition dans le groupe iMDD/HF d'une insulino-résistance et de modifications de

I'expression de différents genes impliqués dans la régulation du métabolisme.

Contrairement au HOMA-IR («Homeostasis Model for Assessment of Insulin Resistance») des
rats de 50 jours qui ne varie pas, le groupe D185 iMDD/HF a un rapport HOMA-IR qui augmente
par rapport aux autres groupes a 185 jours (figure 59A). De plus, les individus D50 ne montrent
pas de variation significative de |'expression du transporteur spécifique du glucose dans le foie
GLUT2. A l'inverse, I'expression de GLUT2 augmente dans le groupe D185 iMDD/HF par rapport
au groupe D185 contrble/HF (figure 59B et C). L'expression de GLUT2 augmente avec le régime
hyper-énergétique dans les groupes de 185 jours, mais d'autant plus dans le groupe

initialement carencé et soumis a un régime hyper-énergétique (iMDD/HF).

Ces résultats appuient I'hypothése d'une insulino-résistance dans le groupe de rats iMDD/HF de
185 jours, celle-ci semblant apparaitre aprés 50 jours. L'insulino-résistance fait également

partie des différents criteres diagnostiques d'un syndrome métabolique.

En ce qui concerne les protéines régulatrices du métabolisme énergétique, une diminution de
I'expression des récepteurs nucléaires PPAR-a, PPAR-y («peroxisome proliferator-activated
receptor-a et y»), ER-a («estrogen receptor alpha»), et ERR- a («estrogen-related receptor
alpha») a été observée dans le groupe D50 iMDD par rapport au groupe D50 controle (figure
60A). Quant aux rats de 185 jours, I'expression de ER-a et HNF4-a («hepatocyte nuclear factor 4
alpha») est diminuée dans le groupe D185 iMDD/HF par rapport au groupe D185 contréle/HF
(figure 60A). De plus, I'expression des protéines PGC-1a («peroxisome proliferator-activated
receptor-y co-activateur-1 a») et PPAR-a augmente avec le régime hyper-énergétique a 185
jours.

Tous ces récepteurs nucléaires jouant un réle, entre autres, dans le métabolisme des lipides ou
des glucides (que ce soit par exemple dans leur absorption, oxydation ou stockage), ces
résultats montrent des dysrégulations des métabolismes énergétiques dans les groupes iMDD

de 50 jours et iMDD/HF de 185 jours.
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L'expression de protéines impliquées dans le transport des acides gras libres dans le foie a
également été étudiée : seule I'expression de MSR1 («macrophage scavenger receptor 1»)
diminue dans le groupe D50 iMDD comparé au groupe D50 contrdle (figure 60B). Inversement,
dans le groupe D185 iIMDD/HF I'expression de MSR1 est augmentée par rapport au groupe
contrble/HF. Les autres transporteurs, a savoir CD36 («cluster of differentiation 36» ou FAT
(«fatty acid translocase»)), FATP2 et FATP5 («fatty acid transport proteins»), suivent la méme
tendance mais sans significativité (figure 60B). La disponibilité des lipides dans le foie va
dépendre de l'expression de ces transporteurs d'acides gras. Ces transporteurs permettent
I'absorption des acides gras du plasma au niveau hépatique. La modification de I'expression de
ces transporteurs d'acides gras conforte I'hypothése de dysrégulations du métabolisme

lipidique dans les groupes iMDD de 50 jours et iMDD/HF de 185 jours.
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Figure 59 : Marqueur de la résistance a l'insuline et expression d'une protéine hépatique
impliquée dans le transport du glucose des rats D50 soumis initialement a une carence en
donneurs de méthyles (pendant la gestation et I'allaitement) et des rats D185 soumis a une
nourriture hyper-énergétique a l'dge adulte.

A : Le ratio HOMA-IR, un marqueur de l'insulino-résistance, ne varie pas dans les groupes de rats
D50 mais augmente dans le groupe D185 iMDD/HF comparé aux autres groupes.

B : Western-blot présentant l'expression de la protéine GLUT2, un transporteur hépatique du
glucose. L'expression de la protéine GLUT2 ne subit pas de modification dans le foie des groupes
de rats D50 (contréle et iMDD).

C : L'expression de la protéine GLUT2, par Western-blot, augmente au niveau des foies du
groupe D185 iMDD/HF par rapport aux groupes D185 contréle/HF et D185 iMDD.

Analyses densitométriques des blots : Les bandes des protéines sont normalisées par rapport a
la B-actine obtenue a partir des mémes blots. Les ratios de GLUT2 sont calculés en utilisant les
résultats de la densitométrie et sont exprimés sous forme d'unités arbitraires. Les données sont
comparées par une analyse de variance (Anova) avec le test de Fisher, avec n = 8 dans chaque
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groupe, et présentées sous forme de la moyenne + écart-type (* p <0,05 ; ** p <0,01 ; *** p
<0,001).
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Figure 60 : Expression de protéines, impliquées dans la régulation du métabolisme
énergétique, dans le foie des rats D50 soumis initialement a une carence en donneurs de
méthyles (pendant la gestation et I'allaitement) et des rats D185 soumis a une nourriture
hyper-énergétique a I'age adulte.

A : Western-blots présentant PGC-1a, PPAR-a, PPAR-y, ER-a, ERR-a et HNF4-a.

L'expression des protéines PPAR-a, PPAR-y, ER-a et ERR-a diminue dans le foie des rats D50
iMDD par rapport au groupe contréle. Par contre, aucune variation d'expression significative
n'est observée pour les protéines PGC-1a et HNF4-a a D50. Pour les rats a D185, seuls ER-a et
HNF4-a montrent une diminution d'expression, dans le foie de groupe de rats D185 iMDD/HF
comparé au groupe contréle/HF.

B : Western-blots présentant CD36, MSR1, FATP2 et FATPS.
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L'expression de la protéine MSR1 diminue dans le foie de rats D50 iMDD par rapport au groupe
contréle ; contrairement a CD36, FATP2 et FATP5 qui ne varient pas. A l'inverse, MSR1
augmente dans le groupe D185 iMDD/HF par rapport aux autres groupes ; les autres protéines,
CD36, FATP2 et FATP5, suivant la méme tendance mais non significativement.

Analyses densitométriques des blots : Les bandes des protéines sont normalisées par rapport a
la B-actine obtenue a partir des mémes blots. Les ratios de PGC-1a, PPAR-a, PPAR-y, ER-a, ERR-
o, HNF4-a, CD36, MSR1, FATP2 et FATP5 sont calculés en utilisant les résultats de la
densitométrie et sont exprimés sous forme d'unités arbitraires. Les données sont comparées par
une analyse de variance (Anova) avec le test de Fisher, avec n = 8 dans chaque groupe, et
présentées sous forme de la moyenne #* écart-type (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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4 Lafibrose dans les foies du groupe D185 iMDD/HF est due a une activation de génes mis

en jeu dans l'inflammasome et dans la voie fibrogénique.

Une analyse quantitative par RT- qPCR a été réalisée sur des foies des quatre groupes de rats de
185 jours. Les génes concernés sont impliqués soit dans des processus d'inflammation, de
fibrose ou de remodelage tissulaire. Les génes représentés sur les figures 61 et 62, sont les
génes qui présentaient un changement d'expression majeur (fold change supérieur a 2), a
savoir une augmentation de l'expression des transcrits des génes dans le groupe D185
iMDD/HF. Il s'agit des genes Ccl11l, Cxcr4, Il1b et Illa faisant partie des geénes pro-
inflammatoires et Nfkbl parmi les régulateurs de l'inflammation. Mais également, Agt
(angiotensinogene), Tgfbl, Tgfb2, Tgfb3 et Bmp7 (la super famille des «transforming growth
factor beta»), Vegfa («vascular endothelial growth factor a») et Ednl (endothéline-1) qui font
partie des genes impliqués dans l'activation des cellules étoilées hépatiques. Le géne Aktl,
guant a lui, code pour une protéine de la voie TGFB impliquée dans la transition des cellules
épithéliales a mésenchymateuses. Les genes Acta2 (a-SMA) et Colla2 font partie des génes
pro-fibrotiques. Et enfin, Plat («plasminogen activator»), Timpl, Timp2 et Timp4 («tissue
inhibitor of metalloproteases»), Itga3 et Itgb8 (intégrines) ainsi que Thbs2 (thrombospondine 2)
sont des genes jouant un role dans I'adhésion cellulaire et la synthése ou |la dégradation de la
matrice extracellulaire (figures 61 et 62).

Ces genes peuvent étre impliqués dans des voies de signalisation communes et différentes
interactions peuvent avoir lieu entre ces nombreux genes, comme des co-expressions ou des

co-localisations.

Par conséquent, ces résultats indiquent que la NASH observée dans le groupe D185 iMDD/HF a
été développée par l'activation de génes impliqués dans différentes voies de signalisation, a
savoir l'inflammation, I'activation des cellules étoilées hépatiques, la fibrose et le remodelage
tissulaire ; ces voies étant essentiellement activées par les constituants de l'inflammasome,

I'angiotensinogene et la famille TGF.

L'activation de ces différentes voies sera-t-elle confirmée par l|'analyse de I'expression

protéique?
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Figure 61 : Analyse quantitative des transcrits de génes jouant un role dans l'inflammation et
dans la voie fibrogénique des foies de rats D185 soumis a une nourriture hyper-énergétique a
I'dge adulte.

A : Les modifications majeures (Fold Change supérieur a 2) de la voie inflammatoire concernent
les génes Ccl11, Cxcrd, Il1b, Il1a et Nfkb1.

B : Les génes Agt (angiotensinogéne), Tgfbl, Tgfb2, Tgfb3 et Bmp7 (transforming growth factor
beta super family), Vegfa (Vascular endothelial growth factor A) et Ednl (endothéline- 1) sont
les génes impliqués dans l'activation des cellules étoilées hépatiques subissant les variations les
plus importantes (Fold Change supérieur a 2).

Les données, avec n = 4 dans chaque groupe, sont présentées sous forme de la moyenne * écart-
type (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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Figure 62 : Analyse quantitative des transcrits de génes jouant un réle dans la voie
fibrogénique et le remodelage des tissus des foies de rats D185 soumis a une nourriture
hyper-énergétique a I'age adulte.

A : Le géne Akt1 code pour une protéine de la voie TGF8 impliquée dans la transition des cellules
épithéliales a mésenchymateuses et subit des variations tres importantes (Fold Change
supérieur a 2). Les génes Acta2 (a-SMA) et Colla2 font partie des génes pro-fibrotiques
subissant les variations les plus importantes (Fold Change supérieur a 2).

B : Les génes Plat (plasminogen activator), Timpl, Timp2 et Timp4 (tissue inhibitor of
metalloproteases), Itga3 et Itgb8 (intégrines) et Thbs2 (thrombospondine 2) sont les génes
impliqués dans I'adhésion cellulaire et la synthése ou la dégradation de la matrice
extracellulaire subissant les variations les plus importantes (Fold Change supérieur a 2).

Les données, avec n = 4 dans chaque groupe, sont présentées sous forme de la moyenne * écart-
type (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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5 L'inflammasome, I'angiotensine Il (AGT), le récepteur de lI'angiotensine Il de type 1 (AT1)

et la voie de TGFB sont des activateurs de la voie fibrogénique dans les foies du groupe

D185 iMDD/HF.

Dans le but de vérifier les résultats obtenus par RT-gPCR, une analyse par Western blot, de
I'expression de protéines mises en jeu dans l'inflammation, I'activation des cellules étoilées

hépatiques, la fibrose et le remodelage tissulaire a été effectuée.

Aucune variation d'expression des marqueurs de l'inflammation étudiés, a savoir NFkB,
Caspase-1 et IL-1B clivée, n'a été observée dans les foies des individus de 50 jours (figure 63A).
Par contre, I'étude révele une augmentation de I'expression de NFkB ainsi qu'une importante
augmentation de |'expression de Caspase-1 et IL-1pB clivée (interleukine-1B active) dans les foies
du groupe D185 iMDD/HF par rapport au groupe D185 contréle/HF (figure 63A). Caspase-1 clive
IL-1B et la rend ainsi active.

L'expression des inducteurs de fibrose, a savoir BMP7 («bone morphogenetic protein 7»), AGT
(angiotensine 1) et AT1 (récepteur de I'angiotensine Il de type 1, médiant le role pro-fibrotique
de I'angiotensine), est augmentée dans le groupe D50 iMDD comparé au groupe D50 contréle ;
TGFB1 ne variant pas entre ces deux groupes (figure 63B). Pour les individus de 185 jours,
TGFB1, BMP7 et AGT ont leur expression augmentée dans les foies du groupe iMDD/HF par
rapport aux groupes iMDD et controle/HF (figure 63B), contrairement a AT1 qui augmente mais
sans significativité.

Ces résultats confirment donc 'augmentation de I'expression des genes Nfkbl1, Tgfbl, Agt et

Bmp7 en RT-qPCR chez les animaux D185 iMDD/HF comparés aux autres groupes de 185 jours.

En appui avec ces résultats, une forte augmentation de la concentration plasmatique en
angiotensine Il a été mise en évidence dans le groupe D50 iMDD par rapport au groupe D50
controle ainsi que dans les groupes D185 iMDD et iMDD/HF (figure 63C) ; cette augmentation

étant apparue visiblement avant 50 jours et se poursuivant donc a un age plus avancé.

Ainsi, ces résultats indiquent qu'il y a, essentiellement apres la période de 50 jours, mise en
place d'un processus inflammatoire suivi du développement d'une fibrose hépatique, ou du

moins le début de I'induction d'une fibrose, dans les foies de rats iMDD/HF de 185 jours.
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Ces résultats ont mis en évidence une implication majeure de l'angiotensine I, un acteur
principal du syndrome métabolique et de la NASH, ainsi que la super-famille TGFB dans la

programmation foetale de la carence en donneurs de méthyles sur la fibrose hépatique.
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Figure 63 : Expression de protéines, impliquées dans l'inflammasome et la voie fibrogénique,
dans le foie des rats D50 soumis initialement a une carence en donneurs de méthyles
(pendant la gestation et I'allaitement) et des rats D185 soumis a une nourriture hyper-
énergétique a I'age adulte.

A : Western-blots présentant NFxB, Caspase-1 et IL-18 clivée.

L'expression des protéines NFxB, Caspase-1 et IL-18 clivée ne varie pas de maniére significative
dans les foies de rats D50 contréles et iMDD.

L'expression des protéines NFxB, Caspase-1 et IL-18 clivée augmente dans le foie des rats D185
iMDD/HF par rapport aux autres groupes D185.
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B : Western-blots présentant TGF61, BMP7, angiotensine Il (AGT) et AT1 (angiotensin receptor
type 1).

Une augmentation de l'expression de BMP7, AGT et AT1 dans le foie du groupe de rats D50
iMDD, par rapport au groupe D50 contréle, peut étre observée.

Pour les rats a D185, I'expression des protéines TGF81, BMP7 et AGT augmente dans le foie des
rats D185 iMDD/HF par rapport aux autres groupes D185.

Analyses densitométriques des blots : Les bandes des protéines sont normalisées par rapport a
la B-actine obtenue a partir des mémes blots. Les ratios de NFxB, Caspase-1, IL-18 clivée, TGF81,
BMP7, AGT et AT1 sont calculés en utilisant les résultats de la densitométrie et sont exprimés
sous forme d'unités arbitraires. Les données sont comparées par une analyse de variance
(Anova) avec le test de Fisher, avec n = 8 dans chaque groupe, et présentées sous forme de la
moyenne # écart-type (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

C : La concentration plasmatique en angiotensine Il est supérieure chez les individus D50 iMDD
et D185 iMDD/HF par rapport a leurs groupes contréles.
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Discussion et

perspectives
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De nombreuses études épidémiologiques et expérimentales ont été menées afin de déterminer
le r6le de la surnutrition dans le développement du syndrome métabolique, le diabete de type
2 et la NASH, mais peu de ces études concernaient I'effet de la programmation fecetale d'une
carence en micronutriments sur ces maladies. Actuellement, 5 a 15 % des femmes enceintes
présentent une carence en folates et/ou en cobalamine. Ces carences en vitamines peuvent
augmenter le risque d'un petit poids a la naissance et avoir une influence sur les événements
liés a la programmation fcetale, dont les mécanismes épigénomiques et épigénétiques
contrélant I'expression des genes (Guéant et al, 2013). De plus, les enfants et les adolescents
sont, de nos jours, fréquemment exposés a la surnutrition.

Précédemment, nous avions déja découvert que la carence en donneurs de méthyles durant la
gestation et I'allaitement entraine 'apparition d'une stéatose microvésiculaire au niveau du
foie chez les ratons sevrés de 21 jours. Cette stéatose est accompagnée d'une augmentation de
la concentration en triglycérides et acides gras libres plasmatiques et de la concentration en
lipides totaux hépatiques, résultant en partie de la diminution de I'oxydation mitochondriale
des acides gras. Les mécanismes moléculaires observés les plus importants sont la diminution
de I'expression des protéines HNF4-a, ER-a et ERR-a ainsi que I'hypométhylation du co-
activateur PGC-1a, ce qui a pour conséquence la réduction de son interaction avec PPAR-a, ER-

a et HNF4-a (Pooya et al, 2012).

Le but de notre étude a été d'évaluer, a I'aide d'un modéle expérimental de programmation
foetale chez des rats carencés en donneurs de méthyles, les liens et les mécanismes
pathologiques entre la programmation foetale et la NASH.

Comme attendu, le retour a un régime normal, entre 21 jours et 50 jours, a fait disparaitre la
stéatose hépatique et la majorité des désordres métaboliques observés chez les ratons
initialement carencés de 21 jours. Les variations majeures observées chez les individus
initialement carencés de 50 jours (D50 iMDD) sont une augmentation du taux de graisse
abdominale et du rapport ASAT/ALAT par rapport aux individus controéles. L'obésité abdominale
des rats iMDD de 50 jours, faisant partie des différents criteres diagnostiques d'un syndrome
métabolique, pourrait bien étre un des arguments en faveur du développement d'un tel
syndrome chez ces rats.

Pour évaluer cette hypothese, ces animaux ont été exposés a |'age adulte a un régime hyper-
énergétique, ce régime contenant moins de graisses que les autres régimes habituellement

utilisés dans les modéles animaux de NASH. Ceci peut expliquer le fait que ce régime hyper-
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énergétique entraine, chez les rats D185 controle/HF, certaines anomalies métaboliques et
histologiques sans augmentation de I'expression de NFkB ou des marqueurs de
I'inflammasome. Au cours de notre étude, en comparant les groupes de rats, nous avons déduit
gue les différents effets observés sont liés a une exposition consécutive a un régime carencé en
donneurs de méthyles suivi d'un régime hyper-énergétique (iMDD/HF) et ne sont donc pas une
conséquence spécifique du régime hyper-énergétique seul.

L'influence combinée de I'effet "programmation fcetale" de la carence en donneurs de
méthyles et du régime hyper-énergétique produit plusieurs caractéristiques de la NASH chez les
individus D185 iMDD/HF, comme la stéatose et la fibrose hépatiques ainsi que I'augmentation
de l'expression de marqueurs de l'inflammation et de la fibrose, par rapport au groupe
controle/HF. Une plus grande concentration en acides gras libres plasmatiques ainsi que
I'augmentation de I'expression de MSR1, un transporteur hépatique d'acides gras, peuvent
induire les mécanismes pathologiques de la stéatose en augmentant l'import d'acides gras vers
le foie (Guéant et al, 2013 ; Bechmann et al, 2012). 1| a déja été montré que la disponibilité des
lipides dans le foie dépend de |'expression des transporteurs d'acides gras (Canbay et al, 2007).
Il est également clairement établi qu'un dysfonctionnement dans le controle du métabolisme
global des lipides joue un réle majeur dans l'initiation et la persistance des NAFLDs.

Une inflammation au niveau du foie a également été mise en évidence, dans le groupe de rats
iMDD/HF de 185 jours, par I'augmentation de |'expression de la protéine NFkB, un régulateur
de l'inflammation, et Caspase-1 et IL-1B clivée, des marqueurs de l'inflammasome. Une
augmentation de I'expression de NFkB a déja été observée chez les patients obéses atteints
d'une NASH (Videla et al, 2009), chez les souris obéses (ob/ob) (Velayudham et al, 2009) et
dans un modele de rongeurs atteints d'une NASH recevant un régime carencé en méthionine
et en choline (MCD) (Dela Pena et al, 2005). Les protéines Caspase-1 et IL-1 jouent toutes deux
un réle majeur dans les stéato-hépatites non-alcooliques induites par un régime alimentaire
spécifiqgue chez les rongeurs, que ce soit un régime carencé en méthionine et choline (MCD)
(Csak et al, 2011) ou encore un régime hyper-énergétique (HF) (Dixon et al, 2013). Dans ces
différents modéles, les acides gras libres activent la voie de signalisation de NFkB et ménent
ainsi a la production de cytokines.

L'activation d’IL-1B par l'inflammasome ainsi que I'augmentation de I'expression des membres
de la super famille TGFB jouent un réle important dans la stimulation des cellules étoilées
hépatiques puis dans la mise en place de la fibrose (Czaja, 2014). En effet, en cohérence avec

tous ces mécanismes, une augmentation de I'expression des ARNm des membres de la super
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famille TGFB, a savoir Tgfbl, Tgfb2, Tgfb3 et Bmp7, a bien été observée dans le tissu hépatique
du groupe de rats iIMDD/HF, comparé aux autres groupes. TGFB1 a donc activé les cellules
étoilées hépatiques, entrainant leur transformation en myofibroblastes (Hayashi et Sakai,
2012), ceci étant démontré par I'augmentation de |'expression de a-SMA chez les rats iMDD/HF
de 185 jours. L'activation des cellules étoilées hépatiques est également en concordance avec
I'augmentation de I'expression de genes codant pour des intégrines (/tga3 et Itgb8) ainsi que
des chimiokines inflammatoires (Ccl/11 et Cxcr4) (Czaja, 2014). Bien que le réle de TGFB1 dans la
fibrogenése hépatique soit bien établi, le potentiel role de BMP7 n'est pas aussi clair. Une
étude a montré que les cellules étoilées hépatiques stimulées par BMP7 ont également une
augmentation de I'expression du collagene de type | et de la fibronectine (Tacke et al, 2007).
Inversement, BMP7 pourrait aussi atténuer, voire empécher, une fibrose hépatique chez le rat
en inhibant I'expression de TGFB1 (Wang et al, 2013). Or cet effet préventif de BMP7 semble
plutot limité, dans notre étude, a la vue de l'apparition d'une fibrose dans le groupe de rats
iMDD/HF de 185 jours. Ainsi, d'aprés notre travail, BMP7 semblerait davantage entrainer, ou du
moins permettre, la mise en place d'une fibrose hépatique plutot que l'inhiber.

Le gene Agt (angiotensinogene) est un des genes majeurs impliqués dans la pathogenese de la
NASH. Dans notre étude, I'expression du géne Agt est augmentée de maniére conséquente
dans le foie du groupe de rats D185 iMDD/HF. Nos résultats montrent également une
importante augmentation de la concentration plasmatique en angiotensine Il chez les individus
iMDD de 50 jours et les individus iMDD/HF de 185 jours, ainsi qu'une augmentation de
I'expression de la protéine angiotensine Il dans les foies de ces mémes groupes. Il a déja été
montré que les cellules étoilées hépatiques synthétisent I'angiotensinell (Bataller et al, 2003) ;
cette derniere améliorant la contraction et la prolifération des myofibroblastes et favorisant
également la sécrétion de cytokines inflammatoires et I'accumulation de matrice extracellulaire
(Lubel et al, 2008). Une augmentation de |'expression de la protéine AT1, un récepteur de
I'angiotensine Il, peut également étre observée dans le groupe de rats iMDD de 50 jours. Ce
récepteur semble étre responsable de la majorité des effets pro-fibrotiques de I'angiotensine.
Récemment, il a été montré que le géne codant pour AT1 (Agtrla) fait partie des genes dont
I'expression est fortement modifiée dans le foie des ratons carencés en donneurs de méthyles
(MDD) de 21 jours (Chen et al, 2015). |l a déja été montré que |'axe délétére angiotensine/AT1
altere I'homéostasie du glucose et favorise la résistance a l'insuline. Ceci est illustré par une
faible sensibilité a l'insuline pour les rats montrant un taux d'angiotensine tissulaire élevé. En

effet, il a été montré que l'activation de la voie inflammatoire de NFkB par |'angiotensine joue
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un roéle critique dans la résistance a l'insuline dans des modeéles de rats exposés a une
nourriture hyper-énergétique (Zhou et al, 2015). L'augmentation de I'expression du géne
Agtrla dans le foie des ratons carencés en donneurs de méthyles (MDD) de 21 jours ainsi que
['augmentation du ratio HOMA-IR des rats iMDD/HF de 185 jours suggérent qu'une altération
du systeme rénine-angiotensine est un composant majeur des effets de la programmation
foetale de la carence en donneurs de méthyles sur l'inflammation du foie et la résistance a
I'insuline.

La résistance a l'insuline joue un réle majeur dans la pathogenese de la NASH. Ceci est appuyé
par I'augmentation du ratio HOMA-IR, I'augmentation de |'expression dans le foie de la protéine
GLUT2, un transporteur du glucose hépatique, ainsi que I'augmentation de la concentration en
acides gras libres plasmatiques, dans le groupe de rats iMDD/HF de 185 jours. La résistance a
I'insuline n'était pas observée dans le groupe de rats iMDD de 50 jours, ce qui signifie qu'elle a
donc été produite par deux expositions consécutives, en premier lieu l'effet de la
programmation foetale de la carence en donneurs de méthyles puis la nutrition hyper-
énergétique a l'dge adulte. L'expression du transporteur GLUT2 est nécessaire au controle
physiologique des genes sensibles au glucose. En effet, I'inactivation de GLUT2 dans le foie
entrainerait une altération de la sécrétion d'insuline, hormone stimulée par le glucose (Thorens,
2015). En outre, dans des conditions de résistance a l'insuline, le tissu adipeux et le muscle
oxydent de préférence les lipides, ce qui a pour conséquence l'augmentation de la quantité
d'acides gras libres dans la circulation sanguine (Leclerqg et Sempoux, 2006 ; Lewis et Mohanty,
2010). L'activation de la voie angiotensine/AT1, de part son influence sur le métabolisme
viscéral, pourrait bien étre une des causes majeures de l'augmentation de la graisse
abdominale et de la résistance a l'insuline chez les rats D185 iMDD/HF. En effet, |'activation de
la voie angiotensine/AT1 active NFKB et entraine des variations de l'adipogeneése, de la
lipogenése et du contenu corporel en tissu adipeux blanc (Favre et al, 2015). La diminution de
I'expression du facteur nucléaire ER-o observée dans le groupe D185 iMDD/HF est en
adéquation avec la résistance a l'insuline et la dysrégulation du métabolisme lipidique décrits
pour ce méme groupe. Plusieurs données dans la littérature ont souligné que I'absence de ER-a
provoque une résistance a l'insuline, une intolérance au glucose et une diminution des
dépenses énergétiques ; cela dans les deux sexes (Chen et al, 2009). Il a également été montré
gue l'absence d'cestrogénes entraine une altération du métabolisme des triglycérides et des
acides gras libres plasmatiques et du stockage des lipides par les adipocytes (Cooke et al, 2001).

L'expression d'un autre facteur nucléaire diminue également dans le groupe D185 iMDD/HF, il
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s'agit de HNF4-a, a qui on a attribué dernierement un réle dans les différents processus
inflammatoires du foie (Babeu et Boudreau, 2014). HNF4-a régule de nombreux geénes clés
impliqués dans le métabolisme du cholestérol, des acides gras et du glucose (néoglucogeneése),
les jonctions cellulaires, la différenciation et la prolifération dans le foie.

Notre modele expérimental reproduit des observations faites dans des populations d'Inde et du
Népal ou la prévalence de la carence en vitamine B12 est trés importante pendant la grossesse.
Il a été constaté que cette carence produit des effets de programmation foetale durant
I'enfance qui sont trés semblables a ceux observés dans notre modeéle expérimental comme un
petit poids a la naissance, I'augmentation de la graisse abdominale ainsi qu'une résistance
ultérieure a l'insuline (Yajnik et Deshmukh, 2012 ; Stewart et al, 2011). Actuellement, les
enfants ainsi que les adolescents sont de plus en plus exposés a une nutrition hyper-
énergétique dans les pays industrialisés et non industrialisés. Dans ces populations, une
ultérieure exposition a la surnutrition peut étre une deuxiéme cause qui participe a
I'augmentation de la prévalence de la résistance a l'insuline observée chez les enfants nés de
meres carencées en vitamine B12 lors de leur grossesse.

Nos résultats suggerent que la programmation foetale, liée a la carence en donneurs de
méthyles, pourrait étre I'une des conditions initiales qui augmenterait le risque de développer
ultérieurement une NASH, voire un syndrome métabolique, chez les patients obéses. Cette

hypothése devrait susciter davantage d'intérét dans les études de population.

En conclusion, une carence en donneurs de méthyles pendant la gestation et l'allaitement
entraine une stéatose hépatique chez les ratons sevrés (D21) ainsi qu'une NASH chez les rats
devenus adultes et soumis a une nutrition hyper-énergétique (D185) ; cela malgré le retour a
une histologie et a un métabolisme majoritairement normaux suite a une alimentation
standard du sevrage jusqu'au jour D50. L'activation de la voie angiotensine/AT1, I'augmentation
de l'expression de TGFB1 et la résistance a l'insuline sont les modifications majeures liées a
I'activation de l'inflammasome, de la voie NFkB et des cellules étoilées ainsi que le
développement d'une fibrose. Ces résultats suggerent que la programmation foetale produite
par la carence en donneurs de méthyles est un facteur de risque de NASH, voire méme du
syndrome métabolique ; la NASH étant considérée comme la manifestation hépatique du
syndrome métabolique. Ces résultats devraient susciter davantage d'attention dans les études

de population afin d'évaluer si la carence en vitamine B12 et/ou en folates pendant la grossesse
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et I'allaitement peut augmenter le risque de développer une NASH au cours de la vie adulte

chez des sujets humains soumis a la surnutrition.

Perspectives:

Une stéato-hépatite non-alcoolique (NASH) peut évoluer vers une cirrhose, voire méme par la
suite entrainer le développement d'un carcinome hépatocellulaire (CHC). Il serait donc
intéressant de prolonger dans le temps le protocole expérimental de programmation foetale de
la carence en donneurs de méthyles associée a une surnutrition a I'dge adulte, menant ainsi les
rats a un age plus avancé. Ainsi, nous pourrions étudier les conséquences au niveau hépatique
a long terme. Il faudrait tout de méme veiller a ne pas arriver a un age des rats trop avancé
pour ne pas risquer d'interférer les résultats par d'autres problemes liés au vieillissement,
comme différentes maladies neurodégénératives par exemple. En prolongeant le protocole, il
sera ainsi possible de déterminer si la stéato-hépatite et la fibrose observées chez les rats
iMDD/HF de 185 jours perdurent et sont accentuées avec I'dge et avec ainsi un temps
d'exposition au régime hyper-énergétique plus long. Nous pourrions également découvrir si les
effets de la programmation fecetale de la carence en donneurs de méthyles sont toujours
observables a un age plus avancé, avec de surcroit un éloignement de plus en plus important de

la période péri-conceptionnelle et ainsi de I'exposition a la carence.

Il pourrait également étre intéressant d'effectuer une analyse de la méthylation du génome des
rats de notre modele. En effet, les genes impliqués dans le métabolisme des glucides et des
lipides, le développement de la fibrose et le remodelage des tissus hépatiques sont connus
pour étre régulés par méthylation de I'ADN (Tryndyak et al, 2006). Chez les patients atteints de
NASH, il a déja été montré que la méthylation du géne codant pour la nicotinamide-adénine-
dinucléotide (NAD) déshydrogénase-6 mitochondriale est augmentée, le degré de méthylation

étant lié a la gravité de la NAFLD.

Ces derniéres années, les micro-ARNSs circulants (miRs) ont gagné un certain intérét en tant que
possibles biomarqueurs de diagnostic des NAFLDs. En effet, miR-122 a été montré comme étant
un régulateur important dans le métabolisme du cholestérol (Esau et al, 2006), du CHC
(Coulouarn et al, 2009) et de I'hépatite C (Jopling et al, 2005). Les taux de miR-122, miR-21,

miR-34a et miR-451, contrélant tous I'hnoméostasie du cholestérol et des acides gras dans le
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foie, sont augmentés chez les patients atteints de NAFLD, en sachant que la concentration en
miR-122 est associée a une stéatose hépatique (Yamada et al, 2013 ; Cermelli et al, 2011). En
outre, de nombreuses voies des miRs sont altérées dans des modeles animaux de NAFLD. A cet
égard, miR-29 (une cible thérapeutique potentielle dans les NAFLDs chez la souris) (Mattis et al,
2014), miR-34a (un régulateur de l'apoptose), miR-155 (un régulateur de suppresseur de
tumeur) sont affectés positivement par un régime méthyl-déficient chez les souris C57BL/6J et
DBA/2) (Pogribny et al, 2010). Ainsi, ces différentes voies des miRs pourraient étre

intéressantes a étudier dans notre modele.

La compréhension des mécanismes régulant le développement de la fibrose hépatique
constitue un enjeu important puisqu'elle peut ainsi permettre le développement de molécules
anti-fibrotiques capables de limiter ou stopper la progression de la fibrose, voire de la faire
régresser. Certains antifibrosants sont déja utilisés et d'autres sont en cours d'étude. Il serait
intéressant d'étudier les conséquences d'un traitement anti-fibrotique sur notre modele
expérimental de programmation fcetale de la carence en donneurs de méthyles associée a une
surnutrition a I'dge adulte. Ainsi, nous pourrions découvrir si la fibrose obtenue dans ce modele
cesse de progresser, régresse voire disparait. De plus, il serait intéressant de voir si ce
traitement anti-fibrotique a la méme efficacité sur les différents groupes de rats de 185 jours,
par exemple le groupe controle/HF et le groupe iIMDD/HF. Idéalement, compte-tenu d'une
durée d'administration prolongée, un traitement antifibrosant devrait étre dénué d'effets
extra-hépatiques, bien toléré et agir sur la matrice extracellulaire produite en exces, sans
altérer la matrice extracellulaire normale.

Les stratégies antifibrosantes peuvent associer plusieurs approches thérapeutiques. Les
molécules anti-inflammatoires et/ou immunomodulatrices exercent un effet antifibrosant
indirect en supprimant le stimulus qui déclenche la fibrogenése. Une action antifibrosante
directe peut également étre obtenue en réduisant I'accumulation des myofibroblastes par des
molécules qui favorisent leur apoptose, ou réduisent leur prolifération, ou diminuent leur
capacité de synthese de composants matriciels.

Plusieurs arguments suggérent que les interférons (IFN) pourraient également, outre leur
activité antivirale, exercer un effet antifibrosant direct. Ainsi, les interférons inhibent
I'activation, la prolifération et la synthese de collagéne des cellules étoilées hépatiques activées
et des myofibroblastes hépatiques en culture (Giannelli et al, 2006). De plus, ces cytokines

inhibent le développement de la fibrose dans un modele expérimental (Roh et al, 2014 ; Jeong
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etal, 2011). Ces données sont renforcées par les résultats d'une étude chez des patients traités
pour une hépatite virale C, qui rapporte que le traitement par l'interféron améliore la fibrose
indépendamment de la réponse antivirale (Popa et Mota, 2007).

D'autres stratégies sont axées sur l'inhibition du stress oxydant, dont la production augmente
dans la grande majorité en cas de maladies chroniques du foie, chez I'Homme ou dans des
modeles expérimentaux. De nombreuses données indiquent en effet que le stress oxydant
stimule I'activation des cellules étoilées hépatiques et active la transcription des genes du
collagéne. Des études ont confirmé ces données en montrant que l'activation des cellules
étoilées était abolie par des antioxydants comme le Tocophérol (vitamine E) (Sanyal et al, 2010;
Jietal 2014).

Au cours de la fibrogenése, la production de plusieurs peptides vasorégulateurs possédant
des propriétés pro- ou anti-fibrogéniques est augmentée, notamment celle de peptides vaso-
actifs tels que I'endothéline-1 ou l'angiotensine, ou encore des facteurs relaxants tels que les
prostaglandines. L'endothéline-1 est pro-fibrogénique par l'intermédiaire de ses récepteurs
ETA, alors qu'elle est anti-fibrogénique via ses récepteurs ETB (Koda et al, 2006). En ce qui
concerne l'angiotensine, l'inhibition de sa production par les enzymes de conversion de
I'angiotensine, ou le blocage de sa liaison aux récepteurs AT1 par des antagonistes sélectifs,

®),

les sartans (Telmisartan, Micardis réduit le développement de la fibrose chez le rat

(Tamaki et al, 2013). De nombreux auteurs indiquent que I'utilisation de bloqueurs de AT1
pourrait étre efficace dans le traitement des NAFLDs (Yokohama et al, 2004 ; Yokohama et al,
2006).

Une autre approche thérapeutique utilise I'acide obéticholique (AO), un puissant agoniste de
FXR. L'acide obéticholique, ou acide 6-ethyl chénodésoxycholique, est un acide biliaire
lipophile, dérivé synthétique de I'acide chénodeoxycholique, congu pour activer fortement le
récepteur nucléaire farnésoide X (FXR). L'activation du FXR augmente la sensibilité a
I'insuline, diminue la néoglycogénése, et les triglycérides plasmatiques (par diminution de la
synthése hépatique de lipides et la clairance périphérique des VLDLs), diminue la synthése
des acides biliaires, et a expérimentalement des actions anti-inflammatoires et
antifibrosantes (Neuschwander-Tetri et al, 2014).

La pioglitazone, un antidiabétique, est un agoniste sélectif des récepteurs nucléaires PPAR-y ;
induisant chez I'animal une sensibilité accrue a l'insuline au niveau du foie, du tissu adipeux et
du muscle squelettique (Sanyal et al, 2010). Une méta-analyse a montré que la pioglitazone

pourrait faire régresser la fibrose chez des patients atteints de NASH (Boettcher et al, 2012).
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Modele d’étude
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Fiche 1

Protocole animal

Les animaux ont été traités conformément a la réglementation en vigueur (décret francais
du 1 février 2013 ; transposé de la directive européenne 2010/63/UE).

Provenance des animaux : Janvier Labs, France.

Espece utilisée : rats Wistar RjHan.

Poids a l'arrivée : 180-210 g.

Age a l'arrivée : 2 mois.

Acclimatation : 1 semaine.

Animalerie de I'unit¢ INSERM U954 - Agrément n°A5454722 — autorisation de projet en
cours d'évaluation.

Environnement : conditions standard d'élevage dans une animalerie qui conserve une
température ambiante de 22-23°C avec un cycle d’alternance jour/nuit de 12h avec acces
a volonté a la nourriture et a 1'eau.

Rats males reproducteurs : alimentés avec de la nourriture standard avant I'accouplement.
Adaptation : un mois avant la mise en accouplement, un groupe de rates a été¢ soumis a un
régime alimentaire standard (Control B vitamin de SDS Dietex, UK) (tableau 4) et un
second groupe a regu un régime alimentaire carencé en donneurs de méthyles (folates et
vitamine B12) (Low B vitamin de SDS Dietex, UK) (tableau 5).

Accouplement : Aprés un mois d'adaptation, les rates sont mises en présence des males
pendant 5 jours.

Gestation : Le poids des rates est mesuré durant la gestation (21 jours).

Naissance : Les ratons sont laissés avec leur mére, sauf s'il y a besoin de rééquilibrer les
portées, jusqu'au jour D21 post-partum ou les ratons sont sevrés.

Sevrage (D21) : A partir du sevrage, tous les ratons recoivent un régime alimentaire
standard et sont placés a deux dans une cage jusqu'au jour D50.

Stade D50 (correspond a la puberté chez le rat): A ce stade, deux groupes sont toujours
identifiables: le groupe de ratons "contrOles" nés de meres ayant recu le régime
alimentaire standard et le groupe de ratons "iIMDDs" nés de méres initialement carencées
en donneurs de méthyles. Plusieurs ratons D50 sont mis & mort (fiche 2) afin de prélever
leur sang et différents organes, essentiellement le foie, dans le but de découvrir les
conséquences d'un retour a une alimentation standard. Les ratons restants sont a nouveau
séparés en deux groupes, un groupe recevant toujours le régime alimentaire standard et
un autre groupe recevant un régime hyper-énergétique (HF) (réalis€ au laboratoire)
(tableau 6) riche en sucres et lipides de 50 jours a 185 jours.

Stade D185 : Les ratons a ce stade sont devenus adultes. Tous les rats D185 sont mis a
mort (fiche 2) afin de prélever leur sang et différents organes, essentiellement le foie,
dans le but de découvrir les conséquences du régime hyper-énergétique suite a un régime
carencé en donneurs de méthyles ou non.
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A ce stade ultime D185 on compte quatre groupes:

- le groupe de rats "controles" nés de meres contrdles et recevant un régime standard.

- le groupe de rats "controles/HF" nés de meres controles et recevant un régime HF.
- le groupe de rats "iIMDD" nés méres carencées et recevant un régime standard.

- le groupe de rats "iMDD/HF" nés de meres carencées et recevant un régime HF.

N.B : - Chaque groupe d'animaux comptait au minimum 7 rats et au maximum 15 rats.

- Dans cette étude, seuls les résultats sur les rats males sont présentés.

Carence maternelle en donneuwrs de méthyles Régime standard Régime standard ou riche en lipides et glucides (HF)

A 1 1
[ gestation allaitement Vo | Ir li
. [— ot
Accouplement Maissance Sevrage Puberté Adulte

D21 D50 p D185

A

C Controle

C/HF Contréle / hyper-énergétique

iIMDD Carence initiale en donneurs de méthyles

iIMDD/HF Carence / hyper-énergétique

Figure 64 : Représentation schématique du protocole animal.
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CALCULATED ANALYSIS:

FRESH | 10% H20 FRESH | 10% H20
TOTAL % 100,00 100,00 CL % 0,37 0,35
MOISTURE % 422 10,00 SCL % 0,31 0,29
C FAT % 5,46 5,13 K % 0,51 0,48
C PROTEIN % 1721 16,17 SK % 0,50 0,47
C FIBRE % 2,46 231 MG % 0,11 0,10
ASH % 5,07 4,76 SMG % 0,00 0,00
NFE % 64,33 60,45 FE mg/kg 153,32 144,07
PECTIN % 0,00 0,00 SFE mg/kg 111,65 104,91
HEMICELL % 0,06 0,06 CU mg/kg 11,08 10,41
CELLULOSE % 2,88 2,71 SCU mg/kg 10,00 9,40
LIGNIN % 0,00 0,00 MN mg/kg 50,99 4791
STARCH % 31,50 29,60 S MN mg/kg 4991 46,90
SUGAR % 31,85 29,93 ZN mg/kg 42,08 39,54
G ENERGY MJ/kg 16,39 15,40 SZN mg/kg 18,00 16,91
D ENERGY MJ/kg 1527 14,35 CO ug/kg 525,00 49332
M ENERGY MJ/kg 13,90 13,06 SCO ug/kg 525,00 49332
AF ENERGY keal/kg 3752,15 3525,72 I ug/kg 0,00 0,00
Cl14 1 MYRI % 0,01 0,01 ST ug/kg 0,00 0,00
C16 1 PALM % 0,03 0,03 SE ug/kg 0,00 0,00
CI8 IW9 OL % 1,13 1,06 S SE ug/kg 0,00 0,00
CI8 2W6 LI % 2,66 2,50 F mg/kg 0,00 0,00
CIS3W3 LI % 0,37 0,35 VIT A iu/kg 5000,00 469827
C20 4W6 AR % 0,01 0,01 SVIT A iu/kg 5000,00 469827
C225W3 CL % 0,00 0,00 VIT D3 iu/kg 2200,00 2067,24
C12 LAURIC % 0,02 0,02 S VIT D3 iu/kg 1000,00 939,65
C14 MYRIST % 0,03 0,03 VIT E iu/kg 5531 51,97
C16 PALMIT % 0,55 0,52 SVITE iu/kg 50,00 46,98
C18 STEARI % 0,21 0,20 VIT B1 THI mg/kg 4,13 3,88
ARGININE % 0,55 0,52 S VIT BI mg/kg 4,05 381
LYSINE % 1.10 1.03 VIT B2 RIB mg/kg 0.34 0.32
SLYS % 0.00 0.00 S VIT B2 mg/kg 0.00 0.00
METHIONINE % 0.43 0.40 VIT B6 PYR mg/kg 4.16 3.91
S METH % 0.00 0.00 S VIT B6 mg/kg 4.08 3.83
CYSTINE % 0.04 0.04 VIT B12 CY ug/kg 50.00 46.98
S CYST % 0.00 0.00 S VIT B12 ug/kg 50.00 46.98
TRYPTOPHAN % 0.15 0.14 VIT C ASCO mg/kg 7.00 6.58
S TRYPT % 0.00 0.00 SVITC mg/kg 7.00 6.58
HISTIDINE % 0.40 0.38 VIT K MENE mg/kg 5.15 484
THREONINE % 0.60 0.56 SVITK mg/kg 5.15 4.84
S THREO % 0.00 0.00 FOLIC ACID mg/kg 1.94 1.82
ISOLEUCINE % 0.88 0.83 S FOLIC mg/kg 1.90 1.79
LEUCINE % 1.32 1.24 NICOTINIC mg/kg 10.08 9.47
PHENYLALAN % 0.72 0,68 S NICOTIN mg/kg 9,80 921
VALINE % 1,05 0,99 PANTOTHENI mg/kg 10,45 9,82
TYROSINE % 0,72 0,68 S PANTOTH mg/kg 9,87 927
TAURINE % 0,00 0,00 CHOLINE mg/kg 124850 1173,16
GLYCINE % 0,69 0,65 S CHOLINE mg/kg 1027,50 965,49
ASPARTIC A % 0,98 0,92 INOSITOL mg/kg 98,00 92,09
GLUTAMIC A % 2,84 2,67 S INOSITOL mg/kg 98,00 92,09
PROLINE % 1,19 1,12 BIOTIN ug/kg 0,00 0,00
SERINE % 0,65 0,61 S BIOTIN ug/kg 0,00 0,00
HYD PROLIN % 0,00 0,00
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INGREDIENTS:
NAME

RICE STARCH
SUCROSE
CASEIN
SOYA OIL
VITAMINS, MINERALS, AMINO ACIDS AND TRACE ELEMENTS
CELLULOSE
CHOLINE BITARTRATE

Tableau 4 : Composition du régime standard (contréle).
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CALCULATED ANALYSIS:
0, 0,
FRESH ﬁgé FRESH II{(;(/;
TOTAL % 100,00 100,00 GLYCINE % 0,69 0,65
MOISTURE % 423 10,00 ASPARTIC ACID % 0,98 0,92
CRUDE OIL % 5,46 5.13 GLUTAMIC ACID % 2,84 2,67
CRUDE PROTEIN % 17,21 16,17 PROLINE % 1,19 112
CRUDE FIBRE % 2,46 231 SERINE % 0,65 0,61
ASH % 4,94 4,64 HYD, PROLINE % 0,00 0,00
NFE % 64,54 60,65 HYD, LYSINE % 0,00 0,00
PECTIN % 0,00 0,00 ALANINE % 0,56 0,53
HEMICELLULOSE % 0,06 0,06 Ca % 0,65 0,61
CELLULOSE % 2.88 2,71 P TOTAL % 0,46 043
LIGNIN % 0,00 0,00 P PHYTATE % 0,00 0,00
STARCH % 31,72 29,81 P AVAILABLE % 0,46 043
SUGAR % 31,86 29,94 Na % 0,22 0,21
GROSS ENERGY | M/kg 16,43 15,44 cl % 0,27 0,25
Egzgé%ESTIBLE Ml/kg 1531 14,39 K % 0,53 0,50
SDS
METABOLISABLE | MJ/kg 13,93 13,09 Mg % 0,11 0,10
ENERGY
AF ENERGY MJ/kg 15,72 14,77 Fe mg/kg 106,08 99,69
Cla1 R
MYRISTOLEIC % 0,01 0,01 Cu mg/kg 11,08 10,41
Cl61 .
PALMITOLEIC % 0,09 0,08 Mn mg/kg 50,99 47,92
C18 1 W9 OLEIC % 0,98 0,92 Zn mg/kg 44,08 4142
CI82 W6 R
LINOLEIC % 1,91 1,79 Co ng/kg 525,00 49337
CI83 W3 R
LINOLENIC % 0,33 0,31 I ng/kg 0,00 0,00
C20 4 W6 R
ARICHIDONIC % 0,01 0,01 Se ng/kg 0,00 0,00
C225W3 .
CLUPANODONIC % 0,00 0,00 F mg/kg 0,00 0,00
C12:0 LAURIC % 0,10 0,09 VITAMIN A iukg | 5000,00 | 4698,76
C14:0 MYRISTIC % 0,17 0,16 VITAMIN D3 iwkg | 1000,00 939,75
C16:0 PALMITIC % 0,32 0,30 VITAMIN E iu/kg 55,50 52,16
VITAMIN Bl
. V)
C18:0 STEARIC % 0,19 0,18 THIAMINE mg/kg 4,98 4,68
VITAMIN B2
V)
ARGININE % 0,55 0,52 RIBOFLAVIN mg/kg 0,34 0,32
VITAMIN B6
0,
LYSINE % 1,10 1,03 PYRIDOXIN mg/kg 4,98 4,68
VITAMIN B12
0,
METHIONINE % 0,43 0,40 CYANOCOBALAMINE | Me/ke 0,00 0,00
VITAMIN C
V)
CYSTINE % 0,04 0,04 ASCORBIC ACID mg/kg 7,00 6,58
VITAMIN K
0,
TRYPTOPHAN % 0,15 0,14 MENEDIONE mg/kg 4,80 4,51
HISTIDINE % 0,40 0,38 FOLIC ACID mg/kg 0,01 0,01
THREONINE % 0,60 0,56 NICOTINIC ACID mg/kg 10,08 9.47
ISOLEUCINE % 0,88 0,83 PANTOTHENIC ACID | mg/kg 10,45 9,82
LEUCINE % 132 124 CHOLINE mg/kg 0,06 0,06
PHENYLALANINE % 0,72 0,68 INOSITOL mg/kg 98,00 92,10
VALINE % 1,05 0,99 BIOTIN ng/kg 0,00 0,00

178



INGREDIENTS:
NAME

RICE STARCH
SUCROSE
CASEIN
SOYA OIL
VITAMINS, MINERALS, AMINO ACIDS AND TRACE ELEMENTS
CELLULOSE

Tableau 5 : Composition du régime carencé en donneurs de méthyles (MDD).
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Ingrédients Quantité (g) Quantité P/L/G (g) % masse Kcal % énergie
Régime A04 SAFE 1000
Protéines 160 16 640
Amidon 458 45,8 1832
Sucres totaux 20 2 80
Cellulose 39 3,9
Sucre fin 451 451 100 1804
Caséine lactique 330
Protéines 290,4 88 1161,6
Huile Lesieur Isio4 287
Lipides 287 100
Margarine Astra 408
Lipides 285,6 70
Glucides 1,632 0,4 6,528
Vitamines UAR200 16
Lait concentré sucré 100
Protéines 7,6 7,6 30,4
Lipides 9 9 81
Glucides 55 55 220
Total général (g) 2592 11008,93
Total Glucides 985,63 38,03 3942,53 35,81
Total Lipides 581,60 22,44 5234,40 47,55
Total Protéines 458,00 17,67 1832,00 16,64
Densité énergétique (kcal/g) 4,25

Tableau 6: Composition du régime hyper-énergétique (HF) (constitué par B. Beck).
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Fiche 2

Prélévement des échantillons

e A 50 jours puis 185 jours post-partum, peser les rats puis les anesthésier avec un mélange

d'isoflurane ~ et d'air (les rats ayant été mis a jeun la veille au soir).

e Apres s'étre assuré que chaque animal soit bien endormi (disparition de certains réflexes :
retrait de la patte lors de son pincement, réflexe oculaire...), effectuer la mise a mort par

exsanguination et recueillir directement le sang dans des tubes héparinés® contenant 50
uL d'EDTA (acide ¢éthyléne diamine tétra acétique) pour l'analyse biochimique
plasmatique:
- centrifuger les tubes a 3500 rpm pendant 10 min a 4°C pour récupérer le plasma.
- aliquoter le plasma par 100 pL.
- acidifier un seul tube de plasma en ajoutant 10 pL d'acide acétique 1N.
- conserver tous les tubes de plasma a -80°C.
e Disséquer chaque rat afin de récupérer un maximum d'organes (foie, cceur, cerveau...).
e Les organes sont pesés puis directement congelés dans l'azote liquide puis placés a
- 80°C (pour les analyses de biologie moléculaire, western blot, dosages tissulaires) ou

fixés dans du formol a 10 % © (pour les analyses histologiques).

VW™ N NN TN N TN SN SN
@ Isoflurane, Baxter.

@ Tubes héparinés, Dutscher.
® Formol a 10 % (v/v) pH 7,4 (LABONORD S.A., Templemars).
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Fiche 3

Absorption bi-photonique a rayons X : méthode DXA

Principe :

La méthode DXA («Dual energy X-ray Absorptiometry») est une méthode d'imagerie médicale
basée sur la comparaison de l'atténuation de rayons X de deux énergies différentes. Il s'agit en
effet de mesurer 'atténuation de deux faisceaux de rayon X d'énergies différentes a travers les
tissus. L'absorption dépendant a la fois de la quantité et de la nature de la matiére traversée, le
rapport d'absorption selon I'énergie permet de décorréler la nature de la matiére de sa quantité.
Elle est tres utilisée en ostéodensitométrie du fait de sa performance en termes d'exactitude, de
reproductibilité et de linéarité. La DXA est devenue une technique tres utile pour les études
animales car elle permet, en particulier, un suivi longitudinal évitant ainsi la mort de 1'animal.

La DXA mesure la composition corporelle totale et régionale de trois compartiments :

la masse grasse (MG), la masse non grasse (MM) des tissus mous et 1’0s. Tous les appareils
DXA sont composés dun générateur émettant des rayons X de deux énergies, une table
d'examen, un détecteur et un systéme informatique. La DXA mesure la transmission a travers le
corps de rayons X a basse et haute énergie. Dans les pixels contenant de I'os, la DXA détermine
les densités de surface de l'os et des tissus mous en utilisant deux énergies différentes. Dans les
pixels ne contenant pas d'os, la DXA mesure directement les pourcentages de masses grasse et
maigre des tissus mous. La DXA compare le rapport de I'atténuation du faisceau de basse et de
haute énergie avec des valeurs expérimentales de masses grasse et maigre des tissus mous,
obtenues par calibration avec des fantomes équivalant a 100 % de masse grasse et 100 % de
masse maigre. La mesure par DXA du corps entier est rapide (3-10 minutes selon les appareils),
non invasive, précise et elle induit une irradiation de 2-5 pSv, ce qui est faible par rapport a
l'irradiation naturelle journaliére (5-7 uSv).

Le ralentissement de la croissance longitudinale chez le rat survient a environ 64 jours d'age,
avec un léger retard par rapport a 1’dge de maturité sexuelle. La maturité sexuelle chez les rats
est déterminée pour les males par l'apparition de spermatozoides matures dans les canaux
déférents (45-55 jours), et pour les femelles par la premiére ovulation (35-40 jours).

La densitométrie du corps entier pour la mesure de la densité osseuse et composition corporelle
(masse grasse, MG ; et masse maigre, MM) est réalisée in vivo par dual-energy X-ray

absorptiometry (DXA) utilisant un densitomeétre DR-4500A ® (Hologic Inc., Waltham, MA,

USA) avec un module pour les petits animaux (calibration avec un fantome dédi¢ a ce module)
chez les rats a I’age de 50 jours et de 185 jours.
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Procédure expérimentale :

@ I
® Placer un fantdme (congu pour analyser les rats) sur I'appareil ~ et lancer la calibration (a

faire une seule fois par jour).
. . ® e . .
® Anesthésier le rat avec un exces d'isoflurane — en utilisant un appareil d’anesthésie
e Déposer le rat anesthésié, en décubitus ventral, sur une plaque en verre positionnée sur la

table d'examen. Le rat continue d'inhaler de 1'isoﬂurane® a l'aide d'un masque relié¢ a
l'appareil d'anesthésie (figure 65).

® Marquer la position du premier rat sur la plaque en verre et disposer, par la suite, les
autres rats toujours de la méme maniere.

e Lancer la mesure. Les mesures sont répétées de maniere consécutive 5 fois pour chaque
animal (utiliser le logiciel «petits animaux»). La durée de chaque passage est de 2
minutes et la durée totale de I’examen pour chaque animal est de 15 minutes.

e Une fois toutes les mesures effectuées pour un mé€me rat, retirer le masque anesthésiant et
reposer le rat dans sa cage, la téte bien dégagée et surveiller son réveil.

Résultats :

Le corps entier du rat est analysé lors d'une mesure avec le DXA, puis le corps est divisé en
plusieurs régions. Pour chacune de ces régions, la surface, le contenu minéral osseux (CMO), la
densit¢ minérale osseuse (DMO) et la composition corporelle (la mase grasse, la masse
musculaire et le pourcentage de graisse) sont mesurés et calculés.

La densité osseuse, MG et MM sont exprimées en moyenne + Ecart type pour chaque point de
mesure. La densité minérale osseuse (DMO) (g/cm?) et le contenu minéral osseux (CMO) (g)
sont évalués, par la suite, a 1’aide d’un logiciel dédi¢ pour le corps entier, et les trois régions
d’intérét: la région lombaire (L1-L4), le fémur et le tibia. La composition corporelle est évaluée
pour la région abdominale, la jambe gauche et la région gonadique. Les données sont exprimées
pour chaque animal en pourcentage de la MG et MM et changement du CMO sur la durée de
I’¢tude. La longueur de fémur est mesurée a partir des images numérisées. Chaque animal est
utilisé comme son propre contrdle et les variations internes des mesures répétées sont définies.
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Figure 65 : Photographie prise lors de ’examen d'un rat au DXA.

Figure 66 : Exemple d'image obtenue apres analyse au DXA ou les différentes régions nous

intéressant ont été délimitées.

A Y ) ST T e T

@ Appareil DXA, Hologic QDR4500A (Waltham, MA, USA).
@Isoflurane, Baxter.
® Appareil d’anesthésie, CAR 600H, TEM (Lormont France).
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Dosages biochimiques
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Fiche 4

Dosage des vitamines B9 et B12

Technique radioisotopique, SimulTRAC-SNB®

Principe : Il s’agit d’un dosage radio-isotopique. La vitamine B12 et les folates non marqués
présents dans 1’échantillon entrent en compétition avec leurs homologues marqués (vitamine B12
[’Co] et folates [1251]) vis-a-vis d’un nombre restreint et constant de sites de fixation. Par
conséquent, le taux de radioactivité liée est inversement proportionnel a la concentration de
I’échantillon. Grace a cette technique, les taux de vitamine B12 et des folates sont déterminés
simultanément dans un seul tube. En effet, les deux marqueurs (vitamine B, [57Col / Folates 1%
) de niveaux d’énergie différents peuvent étre facilement séparés en utilisant un compteur a
double canal.

Les dosages ont été effectués sur des échantillons de plasma a 1’aide du kit SimulTRAC-SNB
(ICN Pharmaceuticals).
Le protocole utilisé est celui décrit par le fabricant:

Les courbes d’étalonnage sont réalisées sur 6 points :

- Vitamine B12 (A= 0, B= 74, C= 148, D= 296, E= 740 et F= 1480 pmol/L).

- Folates (A=0, B=2.3, C=4.5, D=9.1, E=23 et F=45 nmol/L).
Les étalons de vitamine B12 et folates sont dilués dans de la serum-albumine, du chlorure de
sodium et des agents stabilisateurs de conservation.

. : . @ . .
e Ajouter 200 pL de solution active de marquage/DTT — puis agiter.

e Incuber a température ambiante pendant 15 min.

e Ajouter 100 puL de réactif d’extraction puis vortexer.

e Incuber a température ambiante pendant 15 min.

e Ajouter 1000 pL de réactif de liaison SimulTRAC-SNB puis agiter.

e Incuber les tubes a température ambiante pendant 60 min, a I’abri de la lumiére.
e Centrifuger pendant 10 min a 1000 g.

¢ Eliminer le surnageant.

e Compter la radioactivité du culot a I’aide d’un compteur gamma

Calcul des résultats :

e Pour la manipulation, disposer de 16 tubes pour la courbe étalon. A partir du numéro 17,
numéroter 2 tubes supplémentaires pour chaque échantillon. Les étalons (A a F) et les
¢chantillons sont ajoutés conformément aux indications données dans le tableau présenté a la
page suivante :
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Tubes 1,2 3,4 5,6 7,8 9,10 11,12 | 13,14 | 15,16 | RESTES
Etalons ou
Echantillons A A B C D E F Echantillons
(200 pL)

e La courbe et les résultats pour la vitamine B12 sont calculés a partir des résultats obtenus par
comptage du Cobalt’’ et pour les folates, ceux-ci sont calculés & partir des résultats obtenus
par comptage de I’lode'®’.

e Faire la moyenne des mesures des tubes 3 et 4 (tubes « neutres ») et soustraire cette valeur de
toutes les autres mesures pour obtenir des valeurs corrigées.

¢ Faire la moyenne des mesures corrigées des tubes 1 et 2 pour obtenir le nombre de coups total
corrigé pour chaque dosage.

e Diviser la moyenne des mesures corrigées des tubes 5 et 6 par le nombre de coups total
corrigé de facon a obtenir le coefficient de niveau de marquage BO (ce coefficient ne doit pas
dépasser 36 %).

e Diviser les mesures corrigées de chaque tube par la moyenne corrigée des tubes 5 et 6 pour
obtenir le pourcentage de niveau de marquage de chaque tube.

e Tracer une courbe étalon : en abscisse la concentration des étalons de vitamine B12 en pg/ml
et la concentration des étalons de folates en ng/ml et en ordonnée le pourcentage de niveau de
marquage (B12 ou folates)/BO0.

Courbe étalon vitamine B12 Courbe étalon folate
a0 90
% 80 ¥ 80
z 70 g 70
B 60 £ 60
g 50 & 5o
2 40 E 40
£ =0 ——Sériel 2 30 ——Sériel
=
o 20 3 20
=
% 10 ® 10
4] (4]

0 2 4 6 -3 0 1 2 3 4 5 6

[vitamine B12] pg/ml [folate] ng/mi

e La concentration de la vitamine B12 ou des folates dans le plasma est déterminée par
extrapolation a partir de la courbe étalon donnant le pourcentage de niveau de marquage par
rapport a la valeur en pg/ml de vitamine B12 ou la valeur en ng/ml de folates.

VW™ N NN TN N TN SN SN

@Kit ICN Pharmaceuticals, Inc, USA coffret commercial SimulTRAC-SNB (ICN Pharmaceuticals).
@DTT : Sigma-Aldrich (St Louis, USA).
OFluostar Galaxy (BMG LabTechnologies, Champigny sur Marne, France).
®Compteur COBRA-II'TM autogamma (Packard) & double canal.
Coup total par minutes Cobalt 57 : 10.000-25.000
Coup total par minutes lode 125 : 15.000-35.000
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Fiche 5

Dosage de I’homocystéine et de I’acide méthylmalonique

Principe : L’homocystéine liée aux protéines est quantifiée apres libération par ajout d’un
réducteur. Les protéines sont précipitées au méthanol. Les concentrations plasmatiques en
homocystéine et acide méthylmalonique sont ensuite mesurées par une technique de
chromatographie liquide a ultra haute performance couplée a une détection par spectrométrie de
masse en mode MRM positif (UPLC-MS/MS). Les standards internes deutérés sont ajoutés et
quelques pL sont injectés dans I’'UPLC. La colonne de chromatographie permet de séparer le
MMA de son isomere, 1’acide succinique (méme masse moléculaire mais polarité différente). La
quantification est faite grice a une gamme d’étalonnage et a un ajustement inter-échantillon
grace aux standards deutérés ajoutés en concentration connue et constante.

X/

XS Préparation des réactifs et de la gamme d’étalonnage :

> Préparation des standards :
Préparation d’aliquots de solutions meéres de standards non deutérés et deutérés a 1 mmol/L.

Homocystéine® Homocystéine d8® ?ﬁ\g‘gf Z;Z)IA
(MM 268 4) (98 %) 99 %) (98 %)
Poudre (mg) * 13.27 13.8 11.809 12.356
HCI0.1 N 50 mL 50 mL
(T° amb, hormones)
Vortexer, soniquer
NaOH 10 M 1 mL 1 mL
(+ 4°C, hormones)
DTT 132.7 mg 132.7 mg
HC10,I N qsp 100 ml
H,0 Milli Q 100 mL 100 mL
Vortexer, soniquer Vortexer, soniquer
i{;}zentration sol. iystérirllllg (d’homo- (l;ystériﬁl(:/[d@ (d’homo- 1 mM | mM

Aliquoter par fraction de 0,7 mL.
Congeler a — 20°C.

* N.B : Vérifier les quantités a peser pour chaque flacon en fonction de la masse et de la pureté
du produit.
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> Préparation de la gamme d’étalonnage :
Diluer S8 au 2 jusque S1 dans le pool de plasma :

Concentration finale (uM) S8  S7 S6 S5 S4 S3 S2 S1
HCY 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625 0.781
MMA 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625  0.781

> Préparation du mélange de standards internes :
150 uL d' HCYd4 a 1 mmol/L.
10 pL de MMA d3 4 2 mmol/L.

4,5 ml de DTT® 200 mmol/L.

> Préparation des controles de I'homocystéine :

Plasma Control Level I (n°0072) + II (n°0073) lyophilisé®

Reconstituer chaque flacon avec 2 mL d’eau distillée HPLC grade, laisser reposer 10 a 15
minutes et agiter jusqu'a dissolution totale. Aliquoter a 200 pL et conserver a -20°C.

> Préparation de la solution d’extraction :

MeOH 0,1 % (v/v) d’acide formique®

«+ Préparation des échantillons :

o Décongeler les plasmas, les vortexer et les centrifuger (10 min, 3500 tours par minutes).
e Allumer la thermosoudeuse Waters (30 min de préchauffe).
e Dans un tube de 1,5 mL en polypropylene, ajouter :

Double Standard Standard Controles (pool, Echantillo
blanc S S levels 1 & 2) ns
S0 S1 a S8
Echantillon 50 uL pool 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
pool
Solution de SI 0 50 uL 50 uL 50 uL
DTT 200 mM 50 uL 0 0 0
Vortexer ATTENDRE 15 min a température ambiante
MeOH 0,1% ac 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

formique

N.B : Travail possible a partir de 25 pL de plasma. Dans ce cas, diviser tous les volumes par 2.

e Vortexer et incuber 30 min a + 4°C.
e Vortexer et centrifuger a 16000 tours par minute pendant 10 min.
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e Reprendre 100 pL de surnageant dans un microtube de 1,5 ml (congeler éventuellement si
nécessaire de faire ultérieurement 1’é¢tape LC/MSMS) par 400 uL d’H,O 0,1% (v/v) ac
formique (= dilution au 1/5°™).

e Vortexer et centrifuger a 16000 rpm pendant 10 min.

e Transférer sur microplaque Waters 350 pL ou 1 mL (ne pas remplir les puits a plus d’1/3).

e Sceller les plaques avec un film plastique a I’aide de la thermosoudeuse Waters (30 min de
préchauffe).

e Passer sur LC/MSMS selon la technique ci-apres.

o Méthodes :
e Lancement de la méthode LC/MSMS via Analyst :

- Méthode UPLC Acquity: &ISO 2.80 MIN 95-5 FL.method.

- Méthode d’acquisition : \&T3 HCY MMA AC SUCC ISO _FL Hé6.dam.
2 périodes : MRM + pour HCY puis MRM — pour MMA (présence d’une valve pour
permettre un switch vers la poubelle).

- Méthode de quantification : HCY —AC SUCC-MMA .qmf.

A S S N e T e T e

O DL Homocystine, Tréitol (DTT) en poudre (Sigma-Aldrich, St Louis, USA).

® Acide méthylmalonique, Acide Formique 98% : (Sigma-Aldrich, St Louis, USA).

® Standards internes (SI) d8 Homocystine (DLM 3619, Cambridge isotopes).

@ MMA d3.

® Homocystéine Plasma Control Level I (n°0072) & Level II (n°0073) lyphylisé (Chromsystems).
e Colonne UPLC : Acquity UPLC HSS T3 (1,8um ; 2,1 x 50 mm).

e UPLC Acquity Waters, Boucle d’injection de 10 pl.

e Spectrométre de Masse 4000 QTrap Applied Biosystems / MDS Sciex.
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Fiche 6

Analyse de molécules adénylées (SAM/SAH)

Technique de dérivation fluorescente a I'aide du chloroacétaldéhyde

Principe :

La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (en anglais Liquid
chromatography-mass spectrometry ou LC-MS) est une méthode d'analyse qui combine ces deux
techniques afin d'identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses substances.

Une unité¢ LC-MS est composée de deux blocs principaux: un chromatographe en phase liquide
et un spectromeétre de masse.

Technique :

1. Préparation des solutions stocks (SAM ; SAH):

e Préparer les solutions stock de standard (SAM ; SAH) ® a 50mM dans de D’acide

chlorhydrique 1N.
e Ajouter 0,5v de NaOH 2N, 0,2v de citrate de sodium 1M (pH=5) et 0,3v d’eau ultra pure pour

. ) @
atteindre une concentration finale de 25mM .

¢ Aliquoter et stocker a -20°C.
e Préparer les solutions de travail stock de standard a S5uM final dans de 1’eau ultra pure.

2. Déprotéinisation des échantillons:

e M¢élanger 100ul d’échantillon (ou de standard) a Sul d’HCIO4 a 60 %, vortexer et incuber 5
minutes dans la glace.

e Centrifuger a 20 000g pendant 10 minutes a 4°C.

¢ Eliminer le culot.

e Ajouter un volume de KOH (0,5N) pour neutraliser et précipiter les sels de perchlorate et
vortexer.

e Ajouter 20 pl de KH2PO4 (1M) pour tamponner la solution, vortexer, centrifuger a 20 000g
pendant 10 minutes (4°C) et éliminer le culot.

3. Dérivation des adényls:

e Dans des microtubes noirs de 0,5ml, ajouter successivement:
» 200ul d’échantillon ou de standard.
» 200ul d’acétate de sodium a 1M.
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» 10ul de chloroacétaldéhyde a 50 %.
e Vortexer et incuber a 80°C pendant 20 minutes puis refroidir a 4°C.

4. Procédure de séparation et d’analyse par HPLC:

e Injecter les échantillons (50 pL) dans un systéme de chromatographie liquide a haute

. . 0O .. .
performance (HPLC) constitué¢ d'une pompe a haute pression , un injecteur d'échantillons
automatisé , une colonne contenant une résine de silice de 5 um de granulométrie comportant
des greffons hydrophobes (18 carbones) © , un détecteur a fluorescence Shimadu RF10AXL

® . . . @ .
(278nm : Ex/418nm:Em) ~ et un intégrateur (logiciel Borwin 3.1) et maintenu a 30°C dans

un four a colonne , a un débit constant de 0,8 mL/min (générant environ une pression de 95
bar).

e L'absorbance est mesurée a 254 nm (maximum d'absorbance des purines par un

spectrophotométre UV-visible

N.B : L'ordre d'¢lution des différents métabolites est la SAH puis la SAM. En paralléle, des
standards contenant différentes concentrations de SAH et SAM ® (8- 6-4-2-1 et 0,5uM) sont

passés pour obtenir une gamme ¢étalon réalisée en mesurant l'aire sous le pic en fonction de la
concentration de standards. Ceci permettra de déterminer la concentration des échantillons selon
une droite d'équation y = ax+b.

W™\ N ™\ N N N SN S

®Standards SAM et SAH, Sigma-Aldrich (St Louis, USA).

@Tous les produits sont fournis par Sigma-Aldrich (St Louis, USA).
®Pompe a haute pression, SpectraSystem, P1000XR, TSP.

@Injecteur d'échantillons automatisé, AS100, TSP.

®Colonne Resolve n°85711 C18 (150 x 3,9mm,5p) Lichrospher (Interchim).
®Détecteur a fluorescence Shimadu RF1I0AXL (278nm:Ex/418nm:Em).
@Intégrateur: logiciel Borwin 3.1.

®Four a colonne, Waters.

®Spectrophotométre, SpectraSeries UV 100, TSP.
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Fiche 7

Dosage des triglycérides, du cholestérol total et des acides gras libres

Principe : Toutes ces méthodes sont basées sur une série de réactions enzymatiques en
colorimétrie couplées.

> Dosage des triglycérides : Les triglycérides de 1'échantillon sont hydrolysés par un ensemble
de lipases microbiennes pour former du glycérol et des acides gras. Le glycérol est
phosphorylé par I'adénosine triphosphate (ATP) en présence de la glycérol kinase (GK) pour
former du glycérol-3-phosphate. Le glycérol-3-phosphate est oxydé par l'oxygene
moléculaire en présence de la glycérol phosphate oxydase (GPO) pour produire du peroxyde
d'hydrogeéne (H202) et de la dihydroxyacétone phosphate. Le H202 formé réagit avec le 4-
aminophenazone, le N,N-bis(4-sulfobutyl)-3,5-dimethylaniline et le sel disodique (MADB)
en présence de peroxydase (POD) afin de produire un chromophore, lu a 660/800 nm.
L'augmentation de 1’absorbance jusqu'a 660/800 nm est proportionnelle au contenu en

triglycérides de I'échantillon.

Lipase

Triglycérides + 3 H,O R — Glycérol + 3 Acides gras
GK, Mg

Glycérol + ATP — Glycérol 3-phosphate + ADP

GPO
Glycerol 3-phosphate + O, E— Dihydroxyacétone phosphate + H.O.

POD
H.0, + 4-AAP + MADB — Coloration bleue + OH™ + 3 H,O

» Dosage du cholestérol total : Une méthode enzymatique est utilisée pour mesurer le taux de
cholestérol dans le sérum et le plasma. Au cours de cette procédure, les esters de cholestérol
contenus dans un échantillon sont hydrolysés par la cholestérol estérase (CHE). Le
cholestérol libre produit est oxydé par la cholestérol oxydase (CHO) pour former du
cholesténe-3-one, avec production simultanée de peroxyde d'hydrogéne (H202) qui s'allie
par oxydation avec la 4-aminoantipyrine et le phénol en présence de la peroxydase (POD) et
produit un chromophore. Le colorant rouge formé, la quinonéimine, peut étre mesuré¢ par
spectrophotométrie a 540/600 nm. L'augmentation de 1’absorbance jusqu'a 540/600 nm est
proportionnelle au contenu en cholestérol de I'échantillon.
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CHE

2 Esters de cholestérol + 2 H,O L 2 Cholestérol + 2 acides gras
2 Cholestérol + 2 0, _an 2 Cholesténe-3-one + 2 H,0,
2 H,0; + 4-Aminoantipyrine + Phénol .. B Quinonéimine + 4 H.0

(Coloration rouge)

» Dosage des acides gras non estérifiés (ou acides gras libres) : Sous 1’action de 1’Acyl-CoA
synthétase (ACS), et en présence de coenzyme A et de sel trisodique d’adénosine 5-
triphosphate (ATP), les acides gras non estérifiés de 1’échantillon (RCOOH) sont transformés
en Acyl-CoA, AMP et acide pyrophosphorique (PPI). Grace a I’Acyl-CoA oxydase (ACOD),
I’ Acyl-CoA obtenu est oxydé et libére du 2,3-trans-Enoyl-CoA et du peroxyde d’hydrogéne
(H202). En présence de peroxydase (POD), le peroxyde d’hydrogeéne libéré conduit a la
formation d’un pigment bleu violet par condensation oxydative avec la 3-Méthyl-N-Ethyl-N-
(B-Hydroxyéthyl)-Aniline (MEHA) et la 4-amino-antipyrine (4-AA). La concentration en
acides gras non estérifiés s’obtient par la mesure de 1’absorbance du composé coloré en bleu
violet (540-700 nm).

RCOOH + ATP + CoA i} Acyl-CoA+ AMP + PPi
Acyl-ColA+ O3 &D» 2.34rans-Enoyl-CoA+ Hz02
2 H:0z + 4-amino-antipyrine + MEHA & 3 Hz0 + Pigment bleu violet

Technique :

Les mesures sont réalisées avec un automate multiparamétrique Olympus AU 2700®
(Beckman-Coulter, France). Les réactifs sont préts a l'emploi et peuvent étre placés directement
sur l'appareil. Les analyseurs Beckman Coulter calculent automatiquement les concentrations en
triglycérides, cholestérol total et acides gras libres de chaque échantillon. Ces dosages ont été
réalisés en collaboration avec le laboratoire de biochimie-biologie moléculaire-nutrition et
métabolisme du CHU de Nancy-Brabois.
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Fiche 8

Dosage des marqueurs du stress cellulaire (ALAT/ASAT)

Principe :

Les transaminases sont des enzymes ayant une activité métabolique a l'intérieur des cellules. Ces
enzymes sont présentes dans plusieurs tissus (foie, cceur, reins, muscles...) reflétant ainsi
l'activité et la destruction des cellules de ces organes. L'augmentation de leur taux dans le sang
témoigne d'une Iésion cellulaire, le plus souvent dans le foie, parfois dans le ceeur, les muscles ou
les reins. Les principales causes d'augmentation du taux des transaminases dans le sang sont les
anomalies hépatiques.

Les dosages sont basés sur la mesure cinétique des transaminases sériques dans un systéme
réactionnel dont la finalité est I'oxydation du coenzyme NADH,H."

Technique :

L'activité enzymatique de I'ALAT se mesure a partir de deux réactions successives.

La transamination de l'alanine en pyruvate est réalisée en présence de l'alanine aminotransférase
(ALAT). Le pyruvate obtenu est réduit en lactate en présence du coenzyme NADH,H" et de la
lactate déshydrogénase (LDH). La cinétique de cette derniére réaction est déterminée par les
mesures successives de l'absorbance du coenzyme NADH,H" a 340 nm. De cette cinétique est
déduite la concentration de l'alanine aminotransférase (ALAT). En effet, la diminution de
I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD" est proportionnelle a I’activit¢ ALAT dans
I’échantillon.

ALAT
- _ s +
Alanine + a-cétoglutarate — > Pyruvate + Glutamate
LDH
Pyruvate + NADH + H* (_a Lactate + NAD*

Comme pour le dosage de I’ALAT, I’activité enzymatique de I’ASAT se mesure a partir de deux
réactions successives. L'aspartate aminotransférase (ASAT) catalyse la transformation de
l'aspartate en oxaloacétate. L'oxaloacétate formé est réduit en malate en présence d'une quantité
connue de coenzyme NADH,H" et de la malate déshydrogénase (MDH). La cinétique de cette
derniére réaction est déterminée par les mesures successives de l'absorbance du coenzyme
NADH,H" & 340 nm. De cette cinétique est déduite la concentration de l'aspartate
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aminotransférase (ASAT). En effet, la diminution de 1’absorbance due a la conversion du NADH
en NAD" est proportionnelle a I’activité ASAT dans I’échantillon.

ASAT
, _> ,
Aspartate + a-cétoglutarate -— Oxaloacétate + Glutamate

MDH
Oxaloacétate + NADH + H* -— Malate + NAD*

Les mesures sont réalisées avec un automate multiparamétrique, Olympus AU 2700 (Beckman
Coulter, France).La solution de contrdle, les réactifs ainsi que 12 pL de chaque échantillon de
sérum a doser ont été ajoutés a l'automate. La calibration de I'automate et le dosage des sérums
ont été ensuite programmés via un microordinateur intégré au systéme. Les différentes lectures
de I'absorbance de NADH,H" ont été réalisées grace a un spectrophotométre intégré a l'automate.
Les résultats du dosage des transaminases sont déduits par l'automate.

Ces dosages ont été réalisés en collaboration avec le laboratoire de biochimie-biologie
moléculaire-nutrition et métabolisme du CHU de Nancy-Brabois.
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Fiche 9

Dosage du glucose

Principe :

I1 s’agit d’un test enzymatique UV (méthode a I’hexokinase) utilisé dans la détermination
quantitative du glucose dans le sérum, le plasma et I'urine.

Le glucose est phosphorylé par I’action de I’hexokinase (HK) en présence d’adénosine
triphosphate (ATP) et d’ions magnésium pour produire du glucose 6-phosphate et de

I’adénosine diphosphate (ADP). La glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6P-DH) oxyde le
glucose 6-phosphate de fagon spécifique pour produire du gluconate 6-phosphate; le NAD" étant
simultanément réduit en NADH. L’augmentation de I’absorbance a 340nm est proportionnelle a
la concentration en glucose de 1’échantillon.

L'équation de la réaction est présentée ci-dessous:

2
HK, Mg =

Glucose + ATP — Glucose 6-phosphate + ADP
G6P-DH

Glucose 6-Phosphate + NAD" _ Gluconate-6-P + NADH + H'

Technique :

Les mesures sont réalisées avec un automate multiparamétrique Olympus AU 2700® (Beckman-
Coulter, France). Les réactifs sont préts a l'emploi et peuvent étre placés directement sur
l'appareil. Les analyseurs Beckman Coulter calculent automatiquement les concentrations en
glucose de chaque échantillon. Ce dosage a été réalisé en collaboration avec le laboratoire de
biochimie- biologie moléculaire-nutrition et métabolisme du CHU de Nancy-Brabois.
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Fiche 10

Dosage de l'insuline

Technique radioimmunologique, ImmuChem™ RIA Kit®

Principe : Le dosage radioimmunologique dépend de la capacité d'un anticorps a se lier a son

antigéne. Pour quantifier l'antigéne, les formes radioactives [Insuline- '*’I] et non radioactives
de l'antigéne sont en compétition pour les sites de liaison sur un anticorps spécifique. Plus
I’antigéne non radioactif est présent, moins l'antigéne radioactif va se lier a I’anticorps. Lors du

dosage de l'insuline par ImmuChem™ ®, l'anticorps est li¢ de fagon covalente a la surface
intérieure d'un tube en polypropyléne. Ainsi, le complexe antigéne-anticorps li¢ est également 1ié
a la paroi du tube. Il n’y a pas de deuxieéme anticorps, de charbon actif ou tout autre agent
précipitant nécessitant une centrifugation. A la conclusion de 'essai, I'antigéne libre est aspiré ou
décanté.

La radioactivité ['*I] liée & I’anticorps, inversement proportionnelle & la quantité d’insuline
non-radioactive contenue dans les standards et les échantillons a doser, est ensuite mesurée a
I’aide d’un compteur gamma. L’insuline dans les échantillons est déterminée graphiquement a
partir d’une courbe de standards d’insuline.

Les dosages ont été effectués sur des échantillons de plasma a 1’aide du coffret commercial

ImmuChemTM(D )

N.B: - Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante (18-25°C) au moins 30 min
avant leur utilisation.

- La distribution des réactifs dans les tubes revétus s'effectue également a température
ambiante.

- Les essais sont effectués en double pour les standards, les contrdles et les échantillons.

Meéthode :

Le protocole utilis¢ est celui décrit par le fabricant.

> Reconstitution et dilution du traceur:
® Reconstituer le lyophilisat d'insuline-['*I] avec 5 mL d'eau distillée, bien mélanger.
e Compléter a 125 mL avec la solution tampon.

e Laisser 60 min a température ambiante.
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> Procédure de dosage:

e Numéroter 14 tubes pour la courbe étalon, 2 autres pour les contrdles positifs et négatifs
ainsi que les tubes pour les échantillons.
e Ajouter les standards, les contrdles et les échantillons a doser conformément aux
indications données dans le tableau suivant:
Tubes 12 3,4 5,6 7.8 9,10 11,12 13,14 15,16 17, ...
Etalons ou | 100 uL 100uL 100l 100pL  100pL 100l 100l 100wl 100 uL

échantillons Standard1 Standard2  Standard3  Standard4  Standard5  Standard6 ~ Standard7  Contréles  Echantillons

Description | 0 5,5 15 35 70 175 310 Controle  Plasma

pUI/mL pUI/mL pUI/mL pUI/mL pUI/mL pUI/mL pUI/mL pUI/mL

Ajouter 900 pL de solution active de marquage dans chaque tube. Agiter les tubes au
vortex.

Fermer les tubes et les incuber a température ambiante pendant 18 h.

Décanter avec précaution et jeter le surnageant. Retirer la derniére goutte en posant les
tubes sur du papier absorbant.

Laver chaque tube avec 4 mL d'eau distillée.
Aspirer I'eau et sécher les tubes avec du papier absorbant.

Mesurer la radioactivité des tubes vides (revétus), 1'un aprés I'autre a 1'aide d'un compteur
gamma

Lire les valeurs des échantillons a partir de la courbe d'étalonnage en corrigeant s'il y a
lieu par le facteur de dilution et calculer les résultats.

A S T T ) S N S

® ImmuChem™ Coated Tube Insulin '*°T RIA Kit, MP (Biomedicals, LLC, USA).

@ COBRA-II™ autogamma (Packard) a double canal.
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Fiche 11

Calcul du HOMA-IR

La relation entre glycémie et insulinémie est bien connue et a conduit a 1'élaboration de 1'indice
HOMA (Homeostasis Model Assessment), indice qui permet de mettre en évidence une
résistance a l'insuline qui est un facteur de risque de diabéte de type 2.

Apres avoir dosé le glucose et l'insuline, il est ainsi possible de calculer 1'indice HOMA-IR.

Un résultat trop ¢élevé de I'indice HOMA indique la présence d'une résistance a l'insuline.
L'indice HOMA est bas¢ sur une formule mathématique, présentée ci-dessous, permettant
d'évaluer la résistance a l'insuline de maniére simple et fiable.

r )

(Insuline x Glucose)
HOMA-IR =

22,5

Avec : -l'insuline en mUI/L
- le glucose en mmol/L

- J

Pour la conversion des unités:

» Insuline: pour convertir des pmol/L en mUI/L, pmol/L / 6,045 = mUI/L.

» Glucose: pour convertir des g/l en mmol/l, g/L x 5,5 = mmol/L.
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Fiche 12

Dosage de I'angiotensine I1

Technique radioimmunologique, RIA Kit®

Principe :

Le dosage radioimmunologique dépend de la capacité d'un anticorps a se lier a son antigéne.
Pour quantifier l'antigéne, les formes radioactives [Angiotensine II- '*I] et non radioactives de
I'antigéne sont en compétition pour les sites de liaison sur un anticorps spécifique. Plus
I’antigéne non radioactif est présent, moins l'antigéne radioactif va pouvoir se lier a I’anticorps.
Par conséquent, le taux de radioactivité liée est inversement proportionnel a la concentration de
I’échantillon. La radioactivité ['*1] liée a I’anticorps, inversement proportionnelle a la quantité
d’Angiotensine II non-radioactive, est ensuite mesurée a 1’aide d’un compteur gamma.
L’ Angiotensine II dans les échantillons est déterminée graphiquement a partir d’une courbe de

standards d'Angiotensine II.

Le dosage a été effectu¢ sur des échantillons de plasma a 1’aide du coffret commercial RIA

(Phoenix Pharmaceuticals)®.

Méthode :

Le protocole utilisé est celui décrit par le fabricant.

> Préparation des réactifs:
Reconstituer le lyophilisat d’Angiotensine II-['*1], les anticorps spécifiques, le peptide standard,
les contrdles positifs et négatifs ainsi que les échantillons a doser avec le tampon RIA.

» Procédure de dosage:

® Numéroter 16 tubes pour la courbe étalon, 2 autres pour les contrdles positifs et négatifs
ainsi que les tubes pour les échantillons.

® Préparer la gamme étalon.

® Ajouter les étalons et les échantillons conformément aux indications données dans le
tableau suivant:
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Tubes 1,2 34 5,6 7,.8... 15,16 17,18 19...
Etalons ou | 100 KL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100pL 100 uL
échantillons Standard1 Standard2 Standard3 Standard4 Standard8  Controles Echantillons
1,280 640 320 160 10 .
L. Controle  Plasma
Description pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

e Ajouter 100 pL d'anticorps primaire (anticorps lapin anti-peptide) dans chaque tube.
Agiter les tubes au vortex.

e Couvrir les tubes et les incuber a 4°C pendant 24 h.

e Ajouter 100 uL de solution traceur ['*’I] dans chaque tube. Agiter les tubes au vortex.

e Couvrir les tubes et les incuber a 4°C pendant 24 h.

® Ajouter 100 pL d'anticorps secondaire dans chaque tube (le sérum chévre anti-lapin IgG,

puis le sérum lapin). Agiter les tubes au vortex.

® Incuber a température ambiante pendant 90 min.

e Ajouter 500 pL de tampon RIA dans chaque tube puis vortexer.

e (entrifuger les tubes a 3000 rpm pendant 20 min a 4°C.

e Aspirer délicatement la totalit¢ du surnageant de chaque tube.

® Mesurer la radioactivité¢ du culot a I'aide d'un compteur gamma

e Lire les valeurs des échantillons a partir de la courbe d'étalonnage en corrigeant s'il y a

lieu par le facteur de dilution et calculer les résultats.

A S N S N ) S

@ Coffret commercial RIA (Radio-Immunoassay), Phoenix Pharmaceuticals, Inc, USA.
@ COBRA-II ™ autogamma (Packard) a double canal.
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Analyses histologiques
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Fiche 13

Traitement des échantillons tissulaires pour I'analyse histologique

e Apres fixation pendant 24h dans le formol, les prélévements sont mis en
cassette.

e [Is sont ensuite déshydratés et imprégnés de paraffine dans un automate de

. @ iy : :
type Excelsior ES ~ par passages dans une série de bains successifs de

formol, d'alcool, de toluéne et de paraffine.

e A partir des blocs de paraffine ainsi obtenus, des coupes de 5 pM
d'épaisseur sont réalisées a 1'aide d'un microtome.

e Ces coupes sont ensuite montées a I'eau albumineuse sur des lames de

verre traitées a la poly-L-lysine ~ pour les colorations ordinaires ou spéciales.

A S S N e T e T e

@  Excelsior ES (Thermoscientific, Pittsburg, USA).
@  Poly-L-lysine TM (VWR International, Leuven, Belgique).
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Fiche 14

Réalisation de la coloration HES (Hématoxyline-Eosine-Safran)

Technique:
> Les coupes sont colorées dans un automate® par bains successifs :
e Toluene
e Alcool 100° ©
e Alcool 95° ©
e Hématoxyline
e FEau acétifiée a 1% (eau + acide acétique)
e Fosine 1 %
e Alcool 100° ©
e Safran
e Alcool 100° ©
e Toluene

®
» Montage des lames avec lamelles 24x60mm © et Bukitt ®..

Résultats: Cette coloration permet de mettre en évidence une stéatose.

- L"hématoxyline colore les noyaux en violet.
- L'éosine colore les cytoplasmes en rose.
- Le safran colore les fibres de collagéne en jaune.

W™\ N NN\ N N N SN SN

Les techniques de coloration ont été réalisées au Service d'Anatomopathologie a I'Hopital Central, Nancy.

@ Automate tissue-Tek DRS, Sakura, Nagano.

@Toluéne (Carlo-Erba, Val de Reuil, France).

®Tous les produits sont fournis par VWR Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France).
@Hématoxyline : Shardon Gill 2 Hematoxylin (Thermoscientific, Pittsburg, USA).
®Eau acétifiée (Merck, Darmstadt, Deutschland).

®Eosine, Diapath, Microstain Division (Martinengo, Italia).

@Safran, Microm Microtech (Francheville, France).

®Eukitt® (Freiburg, Deutschland).
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Fiche 15

Réalisation de la coloration Rouge Sirius

Technique:

> Déparaffinage et réhydratation des lames:

S O] . .
e Plonger la lame dans trois bains de xyléne ~ en agitant, 3x5 min.

e Plonger dans deux bains d’alcool absolu® en agitant les lames, 2x3 min.

e Plonger dans un bain d’alcool a 80 %® en agitant, 2 min.

e Réhydrater a I’eau courante puis a 1’eau distillée.

» Coloration:

e Plonger dans I’acide phosphomolybdique 0,2 %®, 1 min.

e Rincer a I'eau courante.

e Colorer au Rouge Sirius@ (filtré avant I’emploi), 30 min.

e Rincer a I’eau courante.

e Plonger dans I’acide chlorhydrique 1N®, 1 min.

e Rincer a I’eau courante.

e Rincer par un jet de pissette d’alcool a 95 %

e Rincer dans deux bains d’alcool absolu® en agitant la lame.

> Xyléne et montage:

e Plonger dans trois bains de xylé:ne(D en agitant la lame.

e Monter la lame sous lamelle 24x6Omm® et Eukitt ®

Reésultats: Cette coloration permet de déceler s'il y a une fibrose.

- Le Rouge Sirius colore les fibres de collageéne et de réticuline en rouge.

- Les noyaux et le cytoplasme sont jaunes.
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Les techniques de coloration ont été réalisées au Service d'Anatomopathologie a I'Hopital Central, Nancy.

®Xyléne (VWR Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France).

@Tous les produits sont fournis par VWR Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France).
® Acide phosphomolybdique 0,2 % (Merck, Darmstadt, Deutschland).

@ Rouge Sirius (RAL) (Thermoscientific, Pittsburg, USA).

® Acide chlorhydrique 1N (Merck, Darmstadt, Deutschland).

® Eukitt ® (Freiburg, Deutschland).
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Fiche 16

Réalisation de la coloration Trichrome de Masson

Technique:

> Déparaffinage et réhydratation des lames:

D O] . .
e Plonger la lame dans trois bains de xyléne ~ en agitant, 3x5 min.
e Plonger dans deux bains d’alcool absolu® en agitant les lames, 2x3 min.

¢ Plonger dans un bain d’alcool a 80 %® en agitant, 2 min.

e Réhydrater a I’eau courante puis a I’eau distillée.

> Coloration:

e Colorer a 1’Hémat0xy1ine®, 10 min.

e Rincer a I’eau courante.

. @ . .
e Plonger dans I’eau ammoniacale = jusqu’a bleuissement de la coupe.

e Rincer a I’eau courante puis a 1’eau distillée.

e (olorer a la Fuchsine Ponceau®, 10 min.

e Rincer a I’eau distillée.

. . ® . .
e Plonger dans I’acide phosphomolybdique ~ (éclaircissement du rouge), 3 min.
e Colorer sans rincer par le bleu d'Aniline®, 1 min.
e Plonger rapidement dans I’eau acétifié¢e = pour éliminer I’exces de colorant.

¢ Rincer dans deux bains d’alcool absolu® en agitant la lame.

> Xyléne et montage:

: : RS, . . A
e Plonger dans trois bains de xyléne en agitant la lame. Les coupes doivent étre

uniformément transparentes.

e Monter la lame sous lamelle 24x6Omm® et Eukitt ®

Reésultats: Cette coloration permet de mettre en évidence une fibrose.

- L"hématoxyline colore les noyaux en violet.

- La Fuchsine Ponceau colore les cytoplasmes en rose-rouge, les hématies et la kératine en
rouge vif.

- Le bleu d'Aniline colore les fibres de collagéne en bleu.
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Les techniques de coloration ont été réalisées au Service d'Anatomopathologie a I'Hopital Central, Nancy.

@®Xyléne (VWR Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France).
@Tous les produits sont fournis par VWR Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France).
®Hématoxyline, Shardon Gill 2 Hematoxylin (Thermoscientific, Pittsburg, USA).

@Eau ammoniacale : ammoniaque (Merck), eau stérile (versyleine fresenius) (VWR Prolabo, Fontenay-sous-
Bois, France).

®Fuchsine Ponceau : fuchsine acide 1 % (RAL avec 100mL de Ponceau de Xylidine a 1%) (Thermoscientific,
Pittsburg, USA).

® Acide phosphomolybdique (Merck, Darmstadt, Deutschland).
@Bleu d'Aniline (VWR Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France).
®Eau acétifiée (Merck, Darmstadt, Deutschland).

@Eukitt ® (Freiburg, Deutschland).
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Fiche 17

Réalisation de la coloration Red Oil

Technique:

> Fixation des coupes:

e Plonger la lame dans un bain d'alcool isopropylique a 60 % ®, 1 min.

» Coloration:
e Colorer dans la solution Red Oil®, 10 min.
e Rincer avec de l'alcool isopropylique a 60 % ®, 30 sec.
e Rincer délicatement a 1'eau distillée.

e Colorer a I'némalun (Hematoxyline) ®, 30 sec.

e Rincer délicatement a 1'eau distillée.

» Montage:

e Monter la lame sous lamelle 24x60mm@ avec un liquide de montage aqueux.

NB: La visualisation des lipides se fait sur des coupes congelées fixées préalablement dans du

paraformaldéhyde 5 % ®et coupées a l'aide d'un cryostat.

Résultats: Cette coloration permet de confirmer une stéatose, en identifiant les lipides

hydrophobes en phase liquide (triglycérides, acides gras, cholestérides). Le corps coloré appelé
lysochrome se déplace du solvant dans lequel il se trouve vers le lipide tissulaire.

- L'hématoxyline colore les noyaux en bleu.
- LeRed Oil colore les gouttelettes lipidiques en rouge.

W™\ N N TN N TN SN SN
Les techniques de coloration ont été réalisées au Service d'Anatomopathologie a I'Hopital Central, Nancy.

@ Alcool isopropylique 60 % (VWR Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France).

@ Red Oil (Thermoscientific, Pittsburg, USA).

® Hématoxyline, Shardon Gill 2 Hematoxylin (Thermoscientific, Pittsburg, USA).
@ Tous les produits sont fournis par VWR Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France).
® Paraformaldéhyde 5 % (Sigma-Aldrich, St Louis, USA).
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Quantification des protéines
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Fiche 18

Extraction des protéines totales a partir de tissus

Avant de commencer :

e Préparer une solution de phenylmethanesulfonylfluoride ou phenylmethylsulfonyl

fluoride (PMSF)(D dissous a 10 mg/mL dans 1'éthanol absolu.

e Préparer une solution d'orthovanadate de sodium (Na3VOs4) ® a 18,39 mg/mL

dans de 1'eau MilliQ.
e Préparer le tampon de lyse RIPA o (Radioimmunoprecipitation Assay) selon le tableau

suivant :
Tampon RIPA Concentration
NaCl (sodium chloride) © 8 g/L
Na2HPO4 (sodium phosphate anhydrous dibasic) © 1,44 ¢/LL
KH2PO4 (potassium dihydrogen phosphate) @ 0,24 g/L
NP40 (Nonidet P40) © 1%
DOC (Deoxycholate de sodium) © 0,5 %
SDS (Lauryl sulfate ou sodium dodecyl sulfate) © 0,1 %
PMSF © 10 uL/mL
Na3vo4 © 10 uL/mL
Cocktail d'inhibiteurs de protéases © 1,4 pL/mL
Procédure :

L’extraction des protéines se fait en condition dénaturante a partir du tissu hépatique, en
maintenant les échantillons a 4°C.

e Broyer le tissu a I'aide d'un mortier et d'un pilon dans l'azote liquide et la carboglace et garder
environ 60 mg de tissu puis conserver le reste a - 80°C.

e Reprendre le broyat tissulaire dans du tampon RIPA a raison de 300 pL de tampon pour 60
mg de tissu.

e Incuber 10 minutes dans la glace.
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e Homogénéiser en vortexant puis en passant le broyat dans une seringue de ImL munie d'une
aiguille de 0,9 mm de diametre (10 a 20 allers-retours).

o Effectuer 3 cycles de congélation-décongélation (azote-bain marie a 37°C).

e Ultra-soniquer 15 min a 4°C.

e Centrifuger 30 minutes a 12000 rpm a 4°C.

e Récupérer le surnageant et doser les protéines par la méthode de I'acide bicinchoninique
(BCA) (Fiche 19).

e Stocker les protéines a -80°C.

N.B : Travailler toujours sur de la glace.

W™\ N N N N N SN

O®Tampon de lyse RIPA : Tampon RIPA (NaCl 8 g/l, Na2HPO4 1,44 g/1, KH2PO4 0,24 g/1, NP40 1 %, DOC
0,5 %, SDS 0,1 %), a ajouter au moment de I’extraction : PMSF (10 mg/ml d’éthanol) 10ul/ml RIPA, Na3VO4
(100mM 18,39 mg/ml d’H20) 10ul/ml RIPA, cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche Applied Science,
Meylan, France) 14ul/10ml RIPA.
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Fiche 19

Dosage des protéines par la méthode de I’acide bicinchoninique (BCA)

Principe : La méthode BCA est une méthode de dosage colorimétrique de concentration des
protéines, basée sur le pouvoir réducteur des protéines en milieu alcalin (réduire 1'ion cuivrique
Cu(II) en ion cuivreux Cu(l) ) et la capacité de 1’acide bicinchoninique a former un complexe
coloré avec les ions cuivreux. Le produit de la réaction, coloré en pourpre, est formé par
I’interaction de deux molécules de BCA avec un ion Cu®*". Le complexe est hydrosoluble et
présente une forte absorbance entre 540 et 590 nm, permettant le dosage colorimétrique des
protéines. La concentration en protéines est déterminée a partir d'une courbe étalon.

Procédure :

e Préparer une gamme étalon (0, 50, 100, 200, 400, 800, 1200, 1600 et 2000 pg/mL, en triple

exemplaires) a partir d’une solution stock de BSA® (bovine serum albumin) diluée dans le
méme tampon que les échantillons a doser (tampon de lyse RIPA).
e Distribuer 25 pL de chaque dilution de BSA et d’échantillon a doser sur une plaque de 96

puits. Deux blancs sont réalisés avec 25 pL de diluant seul. S’il faut diluer 1’échantillon,
utiliser le tampon de lyse RIPA.

e Préparer le réactif de travail en mélangeant 50 volumes du réactif A (BCA)® avec 1 volume
du réactif B (CuSO4)®.

e Ajouter 200 pL de réactif de travail@ et agiter la plaque.

e Couvrir la plaque et la placer 30 min a 37°C.
e Laisser refroidir la plaque a température ambiante.

®
e Mesurer I’absorbance sur un spectrophotomeétre lecteur de plaques ~ a 570 nm.

e La droite de régression étalon est tracée et la concentration protéique des échantillons
déduite.
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Smith et al.(Smith et al., 1985) Anal. Biochem., 150 : 76-85.
® Ampoule contenant de la BSA a 2,0 mg/mL dans une solution de NaCl a 0,9 % (p/v) et NaN; a 0,05 %
(P/v).
@ Réactif A : solution aqueuse contenant BCA-Na, 1% (p/v), Na,CO3 2 % (p/v), tartrate-Na, 0,16 %, NaOH
0,4 % (p/v) et NaHCO; 0,95 % (p/v) (pH 11,25).
® Réactif B : solution de CuSO4.5H,0 a 4 % (p/v) dans de 1’eau déionisée.
@ Pierce, Rockford, IL, USA kit BCA Protein Assay® Reagent pi erce, Rockford, IL, USA).
® Lecteur de plaques Victor’ Wallac Multilabel, Perkin Elmer.
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Fiche 20

Western Blotting

1- Electrophorese analytique des protéines sur gel dénaturant de
polyacrylamide (SDS-PAGE) :

a- Préparation des gels d'électrophorése:

e Laver les plaques de verre a I'eau distillée puis a 1’alcool, puis les placer sur leur support,
séparées par des espaceurs (1,5 mm) et fixer I’ensemble sur le socle de coulage.

e Couler le gel de séparati0n® (préparé selon le tableau 7) entre les plaques de verre (prévoir
10mL de solution par gel) puis recouvrir la surface avec de 1’isopropanol.

e Laisser polymériser pendant 20 min a température ambiante (le temps de polymérisation
varie en fonction de la température ambiante).

e Aspirer I’isopropanol, rincer abondamment la surface du gel avec de 1’eau distillée, tout en
s’assurant par la suite de 1’élimination de toute trace d’eau.

e Couler « en exces » le gel de concentration (préparé selon le tableau 7).

e Positionner le peigne en Téflon en évitant de piéger des bulles au niveau des dents et

laisser polymériser 15 min a température ambiante.

e Retirer le peigne et rincer les puits avec du tampon de migration.

e Monter l'appareil de migration en assemblant les 2 supports de gel sur le systeme central
d’¢électrodes.

e Remplir le réservoir central jusqu'en haut ainsi que la moitié¢ de la cuve avec du tampon de

... @ A 12 oo
migration et contrdler 1’étanchéité.

b- Préparation et dépot des échantillons:

e Ajouter 1 volume de tampon de dépot Laemmli 2X © pour 1 volume d’échantillon.

e Chauffer les échantillons a 100°C pendant 5 min, dans un bloc chauffant.

e Charger les puits du gel avec les échantillons (30 a 40ug de protéines par puits en général) et
les marqueurs de poids moléculaire

N.B: Pour une plus belle migration, déposer a quantité et volume constants (pour une méme
quantité¢ de protéines par échantillon, compléter avec de I'eau Milli-Q pour obtenir le méme
volume).

c- Migration a voltage constant:

e Brancher la cuve d’¢lectrophorese sur un générateur de courant continu. La migration débute
a 80 V constant le temps que les protéines pénétrent dans le gel de concentration (~ 15min)
puis 110 V jusqu’a ce que le front de migration atteigne le bas du gel (~ 1h 30min).

e Arréter la migration quand le front de migration arrive en bas des plaques.
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Appareil d’¢lectrophorése Mini-PROTEAN® II (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France).
O Gel de séparation : acrylamide : bisacrylamide (29:1) (Bio-Rad Laboratories), tampon Tris-HC1 0,125 M
(pH 6,8), SDS 0,1 % (Bio-Rad Laboratories), polymérisé avec persulfate d’ammonium 0,05% (p/v) et TEMED

0,05 % (v/v) (Euromedex, France).
© Tampon de migration : Tris 250 mM contenant glycine 1,92 mM et SDS 1% (p/v) pH~8,3 (ne pas ajuster

avec HCI).

® Tampon Laemmli X2 ; Sigma-Aldrich (St Louis, USA).
@ Marqueurs de poids moléculaires : Low Molecular Weight; LMW - Amersham Pharmacia, UK.
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Gel de migration 5 mL 10 mL 15 mL 20 mL 25 mL 30 mL 40 mL 50 mL
H,0 MQ o] 53 g 10,6 133 15,0 201 265
Acrylamide
e 1 5 3 4 5 6 8 10
6 % g LM PH 5 2,5 3.8 5 6,3 7,5 10 12,5
SDS10 % | 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0.4 0,5
APS10% | 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0.4 0,5
TEMED 0,004 |0008 [0012 o016 |002 0024 0032 |004
H,0 MQ 23 4.6 7 93 11,6 13,0 18,6 750
Acrylamide
pldv 13 27 4 53 6,7 8 10,7 134
8 % sTgs 1,5M pH (g8 2,5 338 5 6,3 7,5 10 12,5
SDS10 % | 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0.4 0,5
APS10% | 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0,4 0,5
TEMED 0,003 |0006 [0009 0012 |0015 |0018 |0024 |003
H,0 MQ 2 4 5.9 7.9 9.9 11,9 158 20
Acrylamide
e 1,7 33 5 6,7 83 10 13,3 16,6
10 % g LM PH 5 2,5 3.8 5 6,3 7,5 10 12,5
SDS10 % | 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0,4 0,5
APS10% | 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0.4 0,5
TEMED 0,002 [0004 [0006 0008 |001 0012|0016 |002
H,0 MQ 17 33 5 6,6 83 9,9 132 16,4
Acrylamide
pldv 2 4 6 8 10 12 14 20
12 % sTgs 1,5M pH (g8 2,5 338 5 6,3 7,5 10 12,5
SDS10 % | 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0.4 0,5
APS10% | 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0,4 0,5
TEMED 0,002  |0004 |0006 0008 |001 0012|0016 |002
H,0 MQ 12 23 3,5 46 5,7 6,9 9,2 114
Acrylamide
e 2,5 5 7,5 10 12,5 15 20 25
15 % g LM PH 5 2,5 3.8 5 6,3 7,5 10 12,5
SDS10 % | 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0,4 0,5
APS10% | 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0.4 0,5
TEMED 0,002 [0004 [0006 0008 |00l 0012|0016 |002
Gel de concentration 1 mL 2 mL 3 mL 4 mL 5 mL 6 mL 8 mL 10 mL
H,0 MQ 0,68 1.4 2.1 o] 34 41 5,5 6.8
Acrylamide
e 0,17 0,33 0,5 0,67 0,83 1 13 1,7
gg‘s 0.5M pH | 13 0,25 0,38 0,5 0,63 0,75 1 1,25
SDS10% | 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,1
APS10% | 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,1
TEMED 0,000 0002 [0003 |0004 |0005 |0006 0008 0,01

Tableau 7 : Composition des gels de concentration et de séparation pour SDS-PAGE

Tris/Glycine.

216




2- Transfert des protéines sur membrane :

a- Préparation du transfert:

Equilibrer les éponges et les papiers filtre dans du tampon de transfert froid (30min
minimum).

Couper la membrane PVDF® (polyvinylidéne fluoride) ou en nitrocellulose® ala
dimension du gel (7x8,5 cm).

Immerger uniquement la membrane PVDF dans du méthanol pour Il'activer
(perméabilisation de la membrane) pendant au moins 30sec, puis la tremper dans du
tampon de transfert froid pendant environ 5 min.

Démonter I’appareil de migration, éliminer le gel de concentration et équilibrer le gel

d’¢lectrophorese dans le tampon de transfert® froid (Smn maximum).

b- Electro-transfert liquide:

Superposer les différents ¢léments du sandwich sur la partie transparente de la cassette du
systéme de transfert dans 1’ordre suivant :
- éponge

- un papier filtre

- la membrane de PVDF
- le gel de polyacrylamide

- un papier filtre

- ¢éponge

Expulser les bulles d’air en faisant rouler une pipette plastique sur le sandwich puis fermer
la cassette.

Placer la cassette dans son socle en mettant bien la partie noire de la cassette contre la
partie noire du socle.

Placer le montage dans la cuve remplie de tampon de transfert froid.

. ® . . o
Brancher 1’appareil de transfert  sur un générateur de courant continu et transférer a

ampérage constant 350 mA pendant 45min. Afin de s'assurer que le tampon de transfert ne
chauffe pas trop durant le transfert ajouter un pain de glace et un barreau aimanté dans
l'appareil puis le placer sur un agitateur €lectrique.

c- Fin et vérification du transfert:
Démonter le sandwich et récupérer la membrane puis repérer les standards de poids moléculaires.

®
Colorer la membrane avec une solution de rouge Ponceau S  pendant 5 min, décolorer

partiellement a 1’eau distillée. Poursuivre le ringage jusqu’a décoloration compléte de la

@

membrane avec du tampon de lavage TBST .
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d- Blocage:
e Saturer les sites aspécifiques en incubant la membrane dans du tampon de blocage®
pendant 1 h a température ambiante sous agitation lente.

A noter que suivant les anticorps, la solution de blocage peut étre faite soit avec de la BSA
(Bovine serum albumin) soit avec du lait écrémé (idem pour la dilution des anticorps).

N.B : A ce stade, on peut soit laisser sécher la membrane avant le blocage et la conserver au
frigo, soit la conserver dans la solution de blocage a -20°C, et ceci pour une révélation
ultérieure. Avant de réutiliser une membrane séche, la repasser dans un bain de méthanol
(uniquement pour une membrane en PVDF).

A S e e T S N S W

® Membrane polyvinylidéne difluoride membrane, (PVDF), porosité 0,45 ou 0,2 pm (Bio-Rad
Laboratories, Marnes-la-Coquette, France).

@ Membrane nitrocellulose, porosité 0,45 ou 0,2 um (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France).
® Tampon de transfert : Tris 480 mM, glycine 390 mM, SDS 0,375 % (p/v) pH~9,2 (ne pas ajuster avec
HCI).

@ Papier filtre Whatman d’épaisseur 1 mm ou blotting paper, Sigma-Aldrich (St Louis, USA).

® Appareil de transfert électrophorétique Mini-Trans-Blot Cell (Bio-Rad Laboratories).

® Solution filtrée de rouge Ponceau S a 0,5 % (p/v) contenant acide acétique a 1% (v/v) : Sigma-Aldrich
(St Louis, USA).

® Tampon de lavage : TBS contenant Tween® 202 0,05 % (v/v).

Tampon de blocage : (TBST) Tris-HCI 20 mM (pH 7,4), NaCl 0,15 M (TBS) contenant du Tween 20® a
0,3 % (v/v) et 5 % de lait en poudre écrémé ou de la BSA (Bovine serum albumin).

218



3- Immunodétection par révélation en chimiluminescence de P’activité
peroxidase :

e Incuber la membrane avec I’anticorps primaire dirigé contre une protéine donnée (voir

. O] . o
tableau ci-dessous) dans du tampon de blocage  pendant 1 nuit a 4°C, sous agitation

rotative lente, dans de petites pochettes scellées, apres avoir enlevé toutes les bulles.

e Laver la membrane 4 fois 10 min avec le tampon de lavage TBST ®, sous agitation forte.

e Incuber la membrane dans la solution d’anticorps secondaire conjugué a la peroxidase
(voir tableau ci-dessous) pendant 1 h a température ambiante, sous agitation rotative lente,
dans de petites pochettes scellées, apres avoir enlevé toutes les bulles.

e Laver la membrane 4 fois 10 min avec le tampon de lavage TBST, sous agitation forte.

e L’activité peroxidase est révélée par chimiluminescence
- Déposer la membrane (protéines vers le haut) sur un film plastique.
- Appliquer sur la membrane le volume de mélange réactionnel indiqué par le
fournisseur, laisser agir 5 min puis sécher la membrane.
- Disposer la membrane sur un film plastique.

e Révélation des bandes protéiques en utilisant un systéme détecteur Fusion-FX7 ~: pour

une premiere révelation, utiliser 1’option «auto-exposure» (calcul automatique de la durée
d’exposition) puis réajuster le temps d’exposition si nécessaire.

A S e e T S N S W

® Tampon de blocage : Tampon TBST et 5 % de lait en poudre écrémé ou de la BSA, SmL par membrane.
@ Tampon de lavage : TBS contenant Tween®™ 20 4 0,05 % (v/v).

® ECL (Amersham Pharmacia Biotech, UK) est basé sur la synthése enzymatique d’un ester acridinique
émettant une lumiére intense.

@ Détecteur Fusion-FX7 (Fisher, S/N 10-201068).
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Anticorps primaires (anti-) Sources Dilutions | Fournisseurs

AGT Lapin 1/700 GeneTex (Etats-Unis)

a-SMA Lapin 1/400 Abcam, Paris (France)

AT1 Chévre 1/700 ISJ&;r;‘;&)I-CruZ Biotechnology (Etats-
B-Actine poulet 1/1000 US Biological (Etats-Unis)
BMP7 Souris 1/700 Abcam, Paris (France)

Caspase-1 Lapin 1/500 Abcam, Paris (France)

CD36 Souris 1/700 Millipore (Etats-Unis)

CollAl Chévre 1/1000 ISJ&;r;‘;&)I-CruZ Biotechnology (Etats-
CollA2 CSaie 1/1000 %?ﬁg_cmz Biotechnology (Etats-
ER-a Lapin 1/700 Millipore (Etats-Unis)

ERR-a Lapin 1/700 Millipore (Etats-Unis)

FATP2 Chévre 1/700 IS;?';%)"CI‘UZ Biotechnology (Etats-
FATPS Lapin 1/700 ISJ&;r;‘;&)I-CruZ Biotechnology (Etats-
GLUT2 Lapin 1/2000 Abcam, Paris (France)
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Tableau 8 : Anticorps primaires utilisés en immunofluorescence indirecte.
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Anticorps

Pontoise (France)

Sources |Dilutions | Fournisseurs
secondaires
Molecular  Probes,  Cergy-
Chevre |1/2000
Pontoise (France)
: ) Molecular  Probes,  Cergy-
Horseradish Lapin 1/2000 _
Pontoise (France)
peroxydase-
. . Molecular ~ Probes,  Cergy-
conjugated anti- Poulet | 1/3000 .
Pontoise (France)
. Molecular  Probes,  Cergy-
Souris | 1/2000

Tableau 9 : Anticorps secondaires utilisés en immunofluorescence indirecte.
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Fiche 21

Déshybridation de membrane apres western blotting (stripping)

Principe: Les membranes ayant déja ét¢ incubées avec des anticorps primaires et secondaires
peuvent €tre ré-incubées avec un autre anticorps apres avoir €té déshybridées.

e  Chauffer le tampon entre 37 et 50°C.

. . R O)
e Sous hotte, remplir un bac en verre de tampon de déshybridation ~ chaud.
e Immerger les membranes dans les bacs pendant 30 min dans un bain-marie en agitant de
temps en temps.
e Rincer rapidement les membranes a 1’eau distillée.
. . @ . L .
e Rincer ensuite avec du tampon de lavage TBST = 2x10 min sous agitation rapide.

e Reprendre le protocole de western a partir du tampon de blocage.

A S e e T S N S W

® Tampon de déshybridation : Pour 1 litre, 100 mM 2-mercaptoethanol 7 ml, 2 % SDS 20g, 62,5mM Tris
HCL pH 6,7 7,57g.

@ TBST 10x : Pour 1 litre, Tris 200 mM 24,2g, NaCl 1,5 M 87,5g, pH 7,4 a ajuster avec HCI

gsp H20 MilliQ. Conserver a 4°C.
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Quantification des ARN
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Fiche 22

Extraction des ARN avec le Kit RNeasy®® Plus Mini Kit avec élimination

d’ADN génomique a partir des tissus

Ce kit est utilisé¢ pour extraire les ARN servant a la RT-PCR semi-quantitative. Avec la
procédure RNeasy toutes les molécules d’ARN d'une taille supérieure a 200 nucléotides sont
isolées. Par conséquent les ARNr 5,8S; 58S, et les ARNt, sont exclus (15-20 % des ARN
totaux). Toutes les étapes du protocole RNeasy devront €tre accomplies a température
ambiante. Pendant la procédure, il faut travailler rapidement. Toutes les étapes de
centrifugation sont menées a 20-25°C.

Avant de commencer :
- Préparer 1’éthanol a 50 %.

- Ajouter 10 pl de [S-mercaptoéthanol® pour 1 mL de tampon RLT.

- Ajouter 4 volumes d’éthanol 96-100 % au tampon RPE comme indiqué sur la

bouteille

Procédure:

e Broyer le tissu a I’aide d’un mortier et d’un pilon dans 1’azote et la carboglace et garder 20
mg de tissu puis conserver le reste a -80°C.

e Ajouter 600 uL de tampon RLT, vortexer environ 10sec, puis homogénéiser a 1'aide d'une
seringue et d'une aiguille (0,9 mm) en faisant 10 allers et retours dans la seringue.

N.B: A ce stade, les échantillons peuvent étre placés a —80°C et étre utilisés apres
plusieurs mois. Pour traiter les lysats congelés, décongeler les échantillons pendant 1min a
37°C dans un bain-marie jusqu’a décongélation complete de I’échantillon et dissolution
des sels.

¢ Centrifuger le lysat a vitesse maximale (16000 g) pendant 3min.

e Récupérer le surnageant a l'aide d'une pipette et transférer le tout sur une mini-colonne a
¢limination d’ADN génomique placée dans un tube collecteur de 2 mL.
Centrifuger pendant 30 sec a vitesse >8000 g. Récupérer 1’¢luat et jeter la colonne.

e Ajouter 1 volume d’éthanol 50 % (600 pl) (RNase-free) a l'¢luat et bien mélanger en
pipetant. Ne pas centrifuger.

e Transférer jusqu’a 700 ul de I’échantillon sur une mini-colonne RNeasy placée dans un
tube collecteur de 2 mL.
Centrifuger pendant 15 sec a vitesse >8000 g. Jeter 1’¢luat.
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N.B : Si le volume d'échantillon excede 700 pl, charger les échantillons successivement
en gardant la méme colonne et centrifuger comme ci-dessus. Jeter 1’éluat apres chaque
étape de centrifugation.

e Ajouter 700 pL de tampon RW1 sur la mini-colonne. Centrifuger pendant 15sec a vitesse
>8000 g pour laver la colonne. Jeter 1’¢luat.

e Laver la colonne avec 500 pL de tampon RPE. Centrifuger pendant 15sec a vitesse >8000
g. Jeter I’¢luat.

e Ajouter encore 500 uL de tampon RPE a la colonne. Centrifuger pendant 2 min a vitesse
>8000 g. Jeter 1’¢luat.

e Transférer la colonne dans un nouveau tube collecteur de 2 mL et recentrifuger 1 min a
vitesse maximale (16000 g) pour sécher la membrane.

N.B : Enlever délicatement la colonne du tube pour éviter tout contact entre la membrane
et le produit d’écoulement. S’assurer que le tube soit bien vide.

e Transférer la colonne dans un nouveau tube collecteur de 1,5 mL. Déposer 40 pL d’eau
RNase-free sur la membrane. Centrifuger Imin a vitesse >8000 g pour ¢luer I’ARN.

N.B: Si le taux d’ARN attendu est >30 pg, répéter I’étape d’élution avec un second
volume d’eau. Eluer dans le méme tube collecteur.

e Doser les ARN afin d’obtenir la concentration de chaque échantillons (fiche 23).
e Aliquoter les ARN par 1 pg et conserver a -80°C.

A S e B ) W N S S

@ Rneasy Plus Mini Kit : Qiagen, Courtabeeuf, France.

© Préparer le volume a utiliser, a savoir 10 pl de f-Mercaptoéthanol par ml de tampon RLT.

® Ajouter de I’éthanol au tampon RPE avant utilisation soit 44 ml d’éthanol 96-100 % Rnase-free dans les
11 ml de tampon RPE.
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Fiche 23

Quantification des ARN

e Prendre une cuve en quartz propre dans laquelle on dépose 60ul (volume minimum pour
lire une DO) d’eau Milli-Q afin de faire le blanc.
e Diluer ’ARN dans de I’eau a 1/30™, soit 2l d’ARN dans 58ul d’eau Milli-Q.

e Lire I’absorbance a 230, 260 et 280 nm avec a un spectrophotometre

N.B : Pour avoir une bonne estimation de la concentration, la DO doit étre comprise entre 0,1
et 1 unité de DO (si on se situe en dehors de cet intervalle, il faut diluer ou concentrer les
¢chantillons).

Le ratio Axeo / Aggo est calculé pour vérifier la pureté de la solution. Celui-ci doit étre compris
entre 1,8 et 2. Un ratio inférieur signifie une contamination par des protéines. Un ratio
supérieur indique une dégradation des ARN.

De méme, le ratio Ajesp/Azzp est mesuré. Un ratio supérieur a 2,1 indique une contamination
par des produits organiques.

e Calculer la concentration en ARN a partir de la valeur mesurée a 260nm, sachant qu’une
concentration d’ARN de 40 pg/mL donne une absorbance d’environ une unité de DO. Ne
pas oublier de multiplier le résultat trouvé par la dilution choisie.

[ARN] =40 pg/mL x A¢ nm x facteur de dilution

e Aliquoter les ARN a 1 pg/tube.

A e N B S S S e S S

@ Spectrophotométre Biophotometer, Eppendorf.
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Fiche 24

Analyse qualitative de ' ARN sur gel d'agarose

Préparation du gel d’agarose :

e Peser 1'agarose®aﬁn de préparer un gel a 1 % (p/v (g/mL)).

e Dissoudre l'agarose dans du tampon TBE 1X® (Tris, Borate, EDTA) (50 mL pour 8

¢échantillons ou 80 mL pour 15/20 échantillons) par chauffage au four a micro-ondes
jusqu’au début d’ébullition puis laisser refroidir sur la paillasse.

N.B : Ne pas faire bouillir le mélange pour éviter le risque de projections.

o . o ® .
e Aprés refroidissement, ajouter du bromure d'éthidium (BET) — a une concentration finale
de 0,5 ug/mL (1 ou 2 gouttes) et homogénéiser.
e Verser délicatement la solution chaude d’agarose dans le support de gel ou le peigne en

téflon est préalablement positionné, et laisser polymériser pendant 20 min a température
ambiante.

e Retirer le peigne et la plaque de son support puis placer le gel dans la cuve

d’électrophorése@ horizontale remplie avec du tampon TBE 1X.

Préparation et dépot des échantillons d’ARN :

e Décongeler les aliquots de 500 ng d'ARN préparés au préalable (fiche 23).
e Ajouter de I'eau Milli-Q gsp 10 pL et 2 pL. de tampon de dép6t®

e Déposer les 12 pL finaux ainsi que des marqueurs de taille dans les puits du gel.

Migration des ARN sur gel d'agarose :

e Refermer la cuve avec son couvercle et relier les €lectrodes a un générateur de courant
continu.

e Faire migrer 'ARN sous une tension constante de 80 V (petit gel) ou 130 V (grand gel)
pendant 50 min (18 V/cm).
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Observation des ARN sur gel d’agarose :

e Une fois la migration achevée, arréter le générateur et sortir le support de la cuve puis
visualiser I'ARN contenu dans le gel sur une plaque UV (312 nm) par Image Master™
VDS©.

N.B : Deux bandes correspondant aux ARNr 28S et 18S sont alors visibles sur le gel, par
contre, si les ARN sons dégradés, un smear est alors observe.

A S e e T S N S W

® Agarose standard, Euromedex.
®© Tampon TBE 10X : Tris 890 mM acide borique 890 mM, EDTA (EthyleneDiamineTetraAcetic acid) 20

mM (pH 8,0).

® Bromure d'éthidium (BET) : Eurobio.

@Wide Mini-Sub™ Cell (Bio-Rad).

® Solution de dépot 6X : Bleu de bromophénol 0,05 % (p/v), saccharose 40 % (p/v), EDTA 0,1 mM (pH
8,0), SDS 0,5 % (p/v), Sigma-Aldrich (St Louis, USA).

®Image MasterTM VDS, Pharmacia Biotech.
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Fiche 25

Transcription inverse des ARN (RT)

Principe :

Ce kit a été optimisé pour la réaction d’amplification en chaine avec le kit RT? Profiler
PCR Array. Cette méthode consiste en une rétro-transcription (transcription inverse ou RT)

des ARN en utilisant le kit RT* First Strand de Qiagen®, suivie d'une PCR sur plaque (RT?

Profiler PCR Array). Elle permet de synthétiser le brin complémentaire d’'un ARN avec des
désoxyribonucléotides en utilisant une ADN polymérase ARN dépendante (transcriptase
inverse). Il contient une étape d’¢limination de 'ADN génomique et un controle d’ARN
externe pour s’assurer de la fiabilité des résultats.

N.B : Il est préférable de réaliser toutes les étapes dans la glace pour éviter la dégradation des
ARN.

Contenu du Kit :

1- Tampon gDNA Elimination Buffer, 5x : Pour 1’élimination de I’ADN génomique.

2- Reverse Transcriptase Enzyme Mix 3 : Enzyme catalysant la transcription inverse.

3- Reverse Transcription Buffer, 5x : Pour 1’optimisation de la transcription inverse, contient
Mg*" et ANTPs.

4- Primer and External Control Mix : Mélange d’oligo-dT et de random primers dissouts
dans I’eau.

5- RNase-Free Water : Eau ultrapure.

Avant de commencer, décongeler les échantillons d'ARN et le contenu du kit dans de la glace
(sauf I’enzyme RT qu’il faut sortir au dernier moment).

Elimination de ’ADN génomique :

e Dans un microtube de 0,2 mL stérile, préparer un volume d’ARN extraits (fiches 22 et 23)
équivalent a 1 pg d’échantillon gsp 8 uL avec de I'eau RNase free.

e Ajouter 2ul de tampon gDNA Elimination® par tube d’ARN.

e Homogénéiser a la pipette et centrifuger rapidement.

e Incuber 5 minutes a 42°C au thermocycleur® et placer les tubes immédiatement dans la

glace.
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Transcription inverse :

e Préparer le mélange réactionnel selon le nombre de tubes (compter 10 % d’exces pour les
erreurs de pipetage) d'apres le tableau suivant :

Réactifs Volume/tube
Tampon Reverse Transcription 5x 4 uL
Primer and External Control Mix 1 uL
Reverse Transcriptase Mix 3 2 ulL
RNase-Free Water 3uL

e Ajouter 10 uL du mix / tube d’ARN traité contre I'ADN génomique.

e Homogénéiser a la pipette et centrifuger brievement.

e Placer dans le thermocycleur préchauffé et sélectionner le programme RT suivant :
Segment 1 : 42°C 15 min

Segment 2 : 95°C 5 min

e Mettre les tubes dans la glace.

e Ajouter 91 pL d'eau RNase-Free dans chaque tube (volume final de 111 pL). Bien
mélanger.

e Mettre les tubes dans la glace.

e Conserver les ADNc produits a -20°C.

A S e B ) W N S S

O® RT’First Strand® Kit : Qiagen, Courtaboeuf, France.
® Thermocycler GeneAmp® PCR System 2400 : Perkin Elmer Biosystems, 91945 - Courtaboeuf cedex.
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Fiche 26

Screening de ’expression des génes par le « RT? Profiler PCR Array — Rat
Fibrosis — Qiagen Kit ®»

Principe : L’analyse quantitative de I’expression des ARNm est réalisée avec le kit «RT?
Profiler PCR Array - Qiagen», permettant 1’analyse de l'expression d'un panel de génes
associés a plus de 100 voies biologiques spécifiques. Les «Primer and External Control»
correspondent a des amorces pour PCR quantitative expérimentalement testées et optimisées
pour l'analyse de I’expression génique. Notre étude a été effectuée sur une plaque contenant
84 génes impliqués dans l'inflammasome et la fibrose - «Rat Fibrosis». L’expression de 5
genes de référence est étudiée et les données sont confrontées a celles obtenues avec les génes
d’intéréts. La plaque contient des puits pour le controle de la contamination par ’ADNg et le
contrble de I’efficacité de la RT et de la PCR.

96-well PCR Array

PB80HH8O
88068680
Q0800680
0080608
PHO86HS
6086666

Reverse
Transcription
Control

Figure 67 : Exemple représentatif du contenu des puits d’une PCR array

Avant de commencer, décongeler les produits de RT (ADNCc) et le contenu du kit dans de la
glace.

N.B : - Il est important de réaliser toutes les étapes dans la glace.
- Dissoudre les précipités qui peuvent étre présents dans le tampon RT> SYBR Green
Mastermix en chauffant le tube 1 min a 42°C et en le vortexant rapidement.
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Réaction d’amplification :

Dans un tube de 5 mL stérile, mélanger les composants du mix, d'apres le tableau
suivant :

2x RT* SYBR Green Mastermix 1350 uL
ADNCc issu de la réaction de transcription inverse | 102 uL

Eau RNase-Free 1248 uL
Volume final 2700 uL

Sortir la plaque de son étui.

Transférer le mix dans un réservoir stérile.

A l'aide d'une pipette multi-canaux, ajouter 25 pL du mix dans chaque puits de la
plaque avec les amorces des génes déja fixées, en s'assurant bien de ne pas introduire
de bulles dans les puits.

Mettre un film adhésif transparent sur la plaque.

Centrifuger la plaque briévement (1 min a 1000g, T° ambiante) pour éliminer les
¢ventuelles bulles d’air.

Vérifier ensuite qu'il n'y ai pas de bulles d'air et poser la plaque sur de la glace.

Programmer le bloc thermostaté® pour 10 min d’activation de la polymérase
(HotStart DNA Taqg Polymerase) a 95°C puis 40 cycles de deux étapes: 95°C pendant

15 sec et 60°C pendant 60 sec®

Placer la plaque dans le bloc thermostaté® et lancer le run.

Sortir la plaque de l'appareil que I'on entourer de papier aluminium pour ensuite la
congeler a -20°C si une analyse par ¢lectrophorese est nécessaire.

Analyser les résultats a I’aide du fichier Excel d’analyse fourni «SABiosciences PCR
Array Data Analysis Template Excel».

A N I e e T T

® RT2 Profiler PCR Array Kit, RT? First Strand Kit, Qiagen, Courtabceuf, France.

@ Applied Biosystems Bio-Rad.

® Ces conditions ont été optimisées par le fournisseur, permettant de réaliser une amplification linéaire
de la quantité d’amplicons de tous les génes.

233



Fiche 27

Analyses statistiques

Les données ont été analysées avec le logiciel Statview v.5 (SAS Institute, Berkley,
Californie, USA) et le logiciel Stata version 12.0 SE (StataCorp, Texas, USA). Nous avons
calculé les moyennes + écartypes. Pour les analyses biologiques et la DXA, nous avons utilisé
le test de Mann-Whitney. Les données de Western-Blot ont ét¢ comparées par une analyse de
la variance (Test Anova) a un facteur. Les valeurs de p <0,05 ont été considérées comme
significatives. Concernant les changements d’expression de geénes, nous avons exprimé les
données «fold change» en moyennes + écartypes et la différence statistique était une valeur p
inférieure a 0,05 de la moyenne de la différence du «fold change» de niveau d’expression.

A D50, nous avons comparé le groupe contrdle au groupe iMDD. A D185, nous avons
comparé les différences entre les groupes controle versus iMDD ; contrdle versus

controle/HF ; controle versus iMDD/HF ; iMDD versus iMDD/HF ; controle/HF versus
iMDD/HF.

Les résultats de significativité ont ét¢ indiqués par des astérisques (*p<0,05; **p<0,01 et
**%p<0,001).
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Résumé : L'influence de 1'hypothése de la programmation feetale sur la stéato-hépatite non-
alcoolique (NASH) n’a pas été suffisamment étudi¢e. La carence en donneurs de méthyles
pendant la grossesse et l'allaitement est fréquente dans la population et est un modéle
expérimental de programmation feetale. Dans ce modéle, elle entraine une stéatose hépatique
chez les ratons de 21 jours, résultant notamment d'une déficience de 1'oxydation des acides
gras. Nous avons ¢évalué les effets de la programmation feetale sur la NASH chez des rats
Wistar nés de meres recevant soit un régime standard, soit un régime carencé en donneurs de
méthyles (iMDD), pendant la gestation et I'allaitement. Les ratons sevrés ont ensuite recu un
régime standard (D21 a D50), puis une partie de ces rats devenus adultes ont ensuite été
soumis a un régime hyper-énergétique (HF) (D50 a D185). Les animaux ont été sacrifiés a
D50 et D185.

Nous avons observé une augmentation de la graisse abdominale et du rapport ASAT/ALAT,
mais aucune anomalie histologique hépatique chez les rats D50 iMDD. En revanche, les rats
D185 iMDD/HF ont développé une NASH, avec les caractéristiques d'une insulino-résistance
ainsi qu'une augmentation de l'expression de nombreux génes et protéines impliqués dans
lI'inflammasome, l'activation des cellules étoilées hépatiques, la fibrose et le remodelage
tissulaire, incluant 'Angll, TGFpB1 et NF«B.

En conclusion, la carence en donneurs de méthyles pendant la gestation et l'allaitement
produit une NASH chez des animaux soumis ultérieurement a un régime hyper-énergétique a
I'age adulte, malgré le retour préalable a une alimentation standard. Ces résultats suggerent
qu'une carence gestationnelle en donneurs de méthyles est un facteur de risque de NASH chez
les individus exposés ultérieurement a un régime hyper-énergétique.

Mots-clés : Carence en donneurs de méthyles - Programmation fcetale - Epigénomique -
Stéatose - Stéato-hépatite.

Summary: The influence of fetal programming hypothesis on non-alcoholic steato-hepatitis
(NASH) has deserved insufficient interest. Methyl donor deficiency during pregnancy and
lactation is frequent in population and is an experimental model of fetal programming. In this
model, it produces a liver steatosis in 21 days old pups, which results from decreased fatty
acid oxidation. We evaluated the effects of fetal programming on NASH in Wistar rats born
from mothers fed either a control or a methyl donor deficient (iMDD) diet during pregnancy
and lactation. Pups received a control diet after weaning (D21 to D50) and a part from adult
rats were fed with an high-fat diet (HF) (D50 to D185). Animals were sacrificed at D50 and
D18s.

In D50 iMDD rats, we observed an increased abdominal fat and ASAT/ALAT ratio, but no
liver histological abnormality. However, D185 iMDD/HF rats have developed NASH, with
hallmarks of insulin resistance and increased expression of several genes and proteins
involved in inflammasome, stellate cell stimulation, fibrosis and tissu remodelling, including
Angll, TGFfB1 and NF«B.

In conclusion, MDD during pregnancy and lactation produces NASH in animals subjected
subsequently to an high-fat diet during adulthood, despite the recovery of a control diet. These
results suggest that MDD during pregnancy is a risk factor of NASH development in subjects
subsequently exposed to high-fat diet.

Keywords: Methyl donor deficiency - Fetal programming - Epigenomics - Steatosis - Steato-
hepatitis.
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