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Résumé-La mort hépatocellulaire chronique et 'inflammation qui en résulte sont des événements clés dans la
progression de la stéatose hépatique non alcoolique (NAFL) vers la stéatohépatite non alcoolique (NASH). La
NASH est un état sévére de la maladie qui est associé au développement de la fibrose et qui peut & terme évoluer
vers la cirrhose et le cancer du foie. L’apoptose a initialement été étudiée comme cible potentielle pour réduire la
mort des hépatocytes dans la NASH. Cependant, des études récentes suggérent que I'inhibition des caspases est
inefficace pour traiter les patients atteints de NASH et pourrait méme aggraver la maladie en redirigeant les
hépatocytes vers d’autres voies de mort cellulaire. De nouvelles formes de mort cellulaire dites lytiques ont
récemment été identifiées et induisent de fortes réponses inflammatoires causées par la perméabilisation des
membranes cellulaires. Le controle de ces voies de mort lytiques offre par conséquent de nouvelles opportunités
thérapeutiques pour traiter la NASH. Cette revue résume les mécanismes moléculaires déclenchant ’apoptose
et les voies de mort lytiques, parmi lesquelles la nécroptose, la pyroptose et la ferroptose, et discute de leur
pertinence dans la NASH.
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Abstract - Cell death mechanisms in non-alcoholic steatohepatitis. Continuous cell death associated
with inflammation is a key trigger of disease progression notably in chronic liver diseases such as non-alcoholic
steatohepatitis (NASH). Apoptosis has been studied as a potential target for reducing cell death in NASH.
However, recent studies suggest that caspase inhibition is inefficient to treat NASH patients and may aggravate
the disease by redirecting cells to alternative mechanisms of cell death. Alternative forms of lytic cell death have
recently been identified and are known to induce strong inflammatory responses due to cell membrane
permeabilization. Therefore, controlling lytic cell death modes offers new opportunities for potential therapeutic
intervention in NASH. This review summarizes the underlying molecular mechanisms of apoptosis and lytic cell
death modes, including necroptosis, pyroptosis and ferroptosis, and discusses their relevance in NASH.
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AIF Apoptosis-Inducing Factor CAD Caspase-Activated DNAse
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FADD Fas Associated Death Domain

FasL Stimulating Apoptosis Fragment-Ligand

FLIP Flice Inhibitory System

FSP1 Ferroptosis Suppressor Protein 1

GPX4 Glutathion peroxydase 4

GSDMD  Gasdermine D

GSH Glutathion

HFD High Fat Diet

HO Radical hydroxyle

HtrA2 High Temperature Requirement Protein A2

H50, Peroxyde d’hydrogéne

TIAP Inhibitor of Apoptosis

1L Interleukine

LOX Lipoxygénases

LPCAT3 Lysophosphatidylcholine acyltransférase 3

LPS Lipopolysaccharide

MCD Méthionine-Choline-Déficient

MLKL Mized Lineage Kinase domain Like pseudo
kinase

NAFL Non Alcoholic Fatty Liver

NAFLD  Non Alcoholic Fatty Liver Disease

NASH Non-Alcoholic SteatoHepatitis

NLR Nucleotide-binding domain and Leucine-rich-
Repeat-containing

Oy~ Anion radical superoxyde

PAMP Pathogen-Associated Molecular Pattern

PUFA PolyUnsaturated Fatty Acid

RHIM RIP Homotypic Interaction Motif

RIPK Receptor Interacting Protein Kinase

RO Radicaux hydroxyle ou alcoxyle

ROS Reactive Ozygen Species

SMAC Second Mitochondrial-derivated Activator of
Caspases

TNF Tumor Necrosis Factor

TRADD  TNF Receptor Associated Death Domain

TfR Transferrin Receptor

Introduction

Les cellules sont exposées & de nombreuses perturba-
tions extra- et intracellulaires qui peuvent rompre
I’homéostasie cellulaire et entrainer ’activation de voies
de mort cellulaire. Ces voies sont initiées et propagées par
I'intermédiaire de mécanismes moléculaires distincts qui
meénent au développement de réactions immunitaires
allant d’un profil anti-inflammatoire et tolérogéne jusqu’a
un profil pro-inflammatoire et immunogéne. Plusieurs
décennies de recherche ont révélé de multiples formes de
mort cellulaire génétiquement programmées qui peuvent
coexister simultanément dans un contexte pathologique et
qui possédent des mécanismes d’activation chevauchants
afin d’assurer une stratégie de «sauvegarde » si 'une de
ces voies venait a étre court-circuitée.

Dans les maladies hépatiques chroniques, des agents
toxiques, métaboliques, viraux ou auto-immuns entrai-
nent la mort des hépatocytes, qui est suivie par une
inflammation et wune prolifération compensatoire.

Ces événements sont étroitement liés au développement
de la fibrose, de la cirrhose et du carcinome hépatocellu-
laire (Luedde et al., 2014). Traditionnellement, ’apoptose
était considérée comme la seule voie de mort cellulaire
hautement régulée, directement opposée a la nécrose
passive, une forme de mort cellulaire accidentelle et
incontroélée. La nécrose passive survient lorsque les cellules
sont irrémédiablement endommagées par des forces
extérieures. Elle est caractérisée par un gonflement rapide
de la cellule, une dilatation des organelles ainsi qu’'une
rupture de la membrane plasmique. La perméabilisation
de la membrane plasmique libére des molécules associées
aux dégats (Damage-Associated Molecular Patterns,
DAMP) qui peuvent alors déclencher une forte réponse
inflammatoire. Des découvertes récentes ont mis en
évidence de nouvelles formes de nécrose, telles que la
nécroptose, la pyroptose et la ferroptose, qui partagent les
caractéristiques morphologiques de la nécrose passive,
mais qui ont des mécanismes d’activation propres et
hautement programmés comme c’est le cas pour I'apop-
tose (Vanden Berghe et al., 2014 ; Galluzzi et al., 2018).
La stéatose hépatique non alcoolique (Non-Alcoholic
Fatty Liver Disease, NAFLD) couvre un spectre de
maladies hépatiques chroniques allant de la simple
stéatose (Non-Alcoholic Fatty Liver, NAFL), caractérisée
par une accumulation de triglycérides au sein des
hépatocytes, a la stéatohépatite non alcoolique (Non-
Alcoholic Steatohepatitis, NASH) qui est définie par une
nécro-inflammation pouvant conduire au développement
de la fibrose (Friedman et al., 2018). La NAFLD est
fortement associée a I’'obésité et au syndrome métabolique.
Sa prévalence est estimée & un tiers de la population
générale dans les pays industrialisés. En raison du manque
de thérapies pharmacologiques et de la pandémie d’obé-
sité, la NAFLD est devenue un probléme majeur de santé
publique (Tsochatzis & Newsome, 2018). Bien que les
altérations métaboliques causées par une surcharge en
acides gras libres soient considérées comme une source
majeure des lésions aux hépatocytes, les mécanismes
conduisant & la progression de la maladie de la simple
stéatose a la NASH restent trés mal compris (Friedman
et al., 2018). La lipotoxicité, le stress oxydatif, le
dysfonctionnement des organites et la réponse inflamma-
toire exacerbent la mort cellulaire des hépatocytes. Cette
mort qui devient chronique peut déclencher le recrutement
des cellules immunitaires, ’activation des cellules stellaires
hépatiques et le renouvellement des hépatocytes. L’en-
semble de ces réactions, initié par la mort cellulaire devenue
chronique, stimulerait la progression de la maladie vers la
NASH. Bien qu’historiquement, l'accent ait été mis sur
Papoptose et la nécrose passive, les morts cellulaires
programmeées lytiques, telles que la nécroptose, la pyrop-
tose et la ferroptose, ont récemment été impliquées dans la
pathogenése de la NASH. Cette revue résume les connais-
sances actuelles sur la contribution des différentes formes de

mort cellulaire programmeées dans le développement de la
NASH.



Les mécanismes de mort cellulaire dans la stéatohépatite non alcoolique 3
Voie intrinséque

<% : PAMP DAMP
1 O )

199000999999960000000000
fbsssibissssianf © 4o
]

Voie extrinseque

Récepteurs de mort

L
00000000000 00OCOOOCOOOOOOCOOOOOOCOOOOOOOOOON

OOO000000000
1 DISC °
Caspase-8 < Procaspase-8

Procaspase-10

+ stress du réticulum
» dégats a 'ADN
non réparés

Caspase-10
Cogpge l Procaspase-3
<
Procaspase-7

A‘ l\ BAK

)

. |—————— DIABLO/SMAC ¢

" L
\4
\ ~

\\
--
Apoptosome

E » hypoxie

‘cytochrome C

= |

APAF1

<

Apoptose

Figure 1. Les voies extrinséque et intrinséque de I'apoptose. L’apoptose peut étre déclenchée par la voie extrinséque dépendante des
récepteurs de mort, ou par la voie intrinséque dépendante des mitochondries. La voie extrinséque est activée par la liaison des ligands de
mort tels que Fas, Trail ou TNF-a sur leurs récepteurs. L’activation du récepteur conduit au recrutement des protéines adaptatrices
TRADD et FADD, puis des procaspases 8 et 10 pour former un complexe de signalisation induisant la mort (Death-Inducing Signaling
Complez, DISC). Les procaspases 8 et 10 s’auto-activent et clivent ensuite les procaspases 3 et 7 en leurs formes matures responsables
du déclenchement de 'apoptose. La voie intrinséque, quant a elle, est dépendante de I'intégrité des mitochondries. En réponse a un
stress, le potentiel membranaire mitochondrial chute. Les protéines BAX et BAK provoquent alors la formation de pores
mitochondriaux et le relargage de protéines pro-apoptotiques (cytochrome C, DIABLO/SMAC) dans le cytoplasme de la cellule.
L’association du cytochrome C avec la protéine APAF forme I’apoptosome permettant le clivage de la procaspase-9. Une fois activée, la
caspase-9 active les procaspases 3 et 7 effectrices de 'apoptose. D’autre part, la protéine DIABLO interagit avec les protéines

inhibitrices de ’apoptose (IAP), les rendant inactives.

L’apoptose : des mécanismes moléculaires
a la physiopathologie de la NASH

L’apoptose est la premiére forme de mort cellulaire
programmeée découverte. Elle fut identifiée il y a
maintenant quarante-huit ans (Kerr et al, 1972). A
I'inverse de la nécrose passive, I’apoptose est caractérisée
par un rétrécissement et une pycnose progressive de la
cellule, avec une condensation de la chromatine et du
cytoplasme, suivie d’une fragmentation de ’ADN donnant
lieu a la formation de fragments cellulaires appelés corps
apoptotiques (Kerr, 2002; Elmore, 2007). Les corps
apoptotiques formés conservent 'intégrité de leur mem-
brane plasmique prévenant ainsi le relargage du contenu
intra-cytoplasmique et par conséquent le déclenchement
d’une réponse inflammatoire. L’apoptose s’effectue par le
biais de protéases, les caspases, qui entrainent la mort
cellulaire en déclenchant la dégradation de substrats
cellulaires cytoplasmiques et nucléaires. Les caspases sont
synthétisées sous une forme de précurseurs inactifs, les
procaspases, dont ’activation d’un premier contingent de

caspases dites initiatrices, comme la caspase-8/10,
entraine l'activation séquentielle des caspases dites
effectrices, telles que la caspase-3, au sein d’une cascade
protéolytique. Le processus d’activation peut étre initié
par divers types de signaux intra- et extracellulaires. Deux
voies canoniques d’activation ont été identifiées: la voie
extrinséque dépendante des récepteurs de mort et la voie
intrinséque dépendante des mitochondries (Elmore, 2007)
(Figure 1).

La voie intrinséque dépend de l'intégrité des mito-
chondries qui peut étre compromise par des radiations,
des toxines, ’hypoxie, la génération d’espéces réactives
de 'oxygéne (Reactive Ozygen Species, ROS) ou encore
certaines infections (Elmore, 2007; Estaquier et al.,
2012). La perte du potentiel membranaire mitochondrial
induit la formation de pores transmembranaires mito-
chondriaux qui déclenchent le relargage dans le cytosol
de deux familles de protéines pro-apoptotiques, norma-
lement séquestrées dans ’espace inter-membranaire des
mitochondries (Estaquier et al., 2012). La premiére
famille regroupe le cytochrome C, la protéine DIABLO
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(aussi appelée Second Mitochondrial-derivated Activator
of Caspases, SMAC) et la sérine protéase HtrA2 (van
Loo et al., 2002a, b). C’est a partir du complexe formé
par le cytochrome C et la protéine APAF1 (Apoptotic
Peptidase Activating Factor 1) que apoptosome se
forme. Ce dernier déclenche 'activation de la caspase-9
qui, en retour, active les caspases effectrices 3 et 7
(Estaquier et al., 2012). En paralléle, la protéine
DIABLO interagit avec la famille des protéines inhibi-
trices de 'apoptose (Inhibitor of Apoptosis, IAP), les
rendant inactives et la sérine protéase HtrA2 provoque
leur dégradation (van Loo et al., 2002a, b). La seconde
famille comprend le facteur inducteur de ’apoptose
(Apoptosis-Inducing Factor, AIF), Pendonucléase G et la
protéine CAD (Caspase-Activated DNAse) qui sont
relargués une fois la mort par apoptose déclenchée. Ils
sont alors transloqués dans le noyau pour participer a la
condensation de la chromatine ainsi qu’a la fragmenta-
tion de ’ADN (Enari et al., 1998; Joza et al., 2001 ; Li
et al., 2001). La régulation de la voie intrinséque est
intimement liée & ’expression des génes de la famille de
la protéine Bcl-2 (Cory & Adams, 2002). Cette famille
est constituée de 25 génes pouvant étre pro- ou anti-
apoptotiques tels que Bax, Bak, Bid, Bad ou Bcl-2, Bel-xl
respectivement. En effet, ’expression de Bad et Bak
favorise la création des pores mitochondriaux alors que
celle de Bcl-2 et Bel-xl 'inhibe (Cory & Adams, 2002).
Ces protéines jouent un role majeur en modulant la
poursuite, ou non, du processus de mort cellulaire.

La voie extrinséque est activée lors de la fixation de
ligands de mort tels que le facteur de nécrose tumorale
(Tumor Necrosis Factor, TNF) ou la protéine FasL
(Stimulating Apoptosis Fragment-Ligand) sur leurs récep-
teurs qui possédent une séquence intra-cytoplasmique
conservée, le domaine de mort (Death Domain, DD)
(Ashkenazi & Dixit, 1998 ; Guicciardi & Gores, 2009).
L’activation du récepteur conduit au recrutement de
protéines adaptatrices au niveau du DD, & savoir FADD
(Fas Associated Death Domain) et TRADD (TNF
Receptor Associated Death Domain). Par 'intermédiaire
de leur domaine DED (Death Effector Domain), FADD et
TRADD recrutent les procaspases 8 et 10. Le complexe
ainsi formé, appelé DISC (Death-Inducing Signaling
Complex), permet l'augmentation de la concentration
locale des caspases qui sont alors en mesure de s’activer par
auto-clivage. Les caspases 8 et 10 permettent enfin
l'activation des caspases effectrices 3 et 7. La voie
extrinséque est principalement régulée au niveau de la
formation du DISC. Par exemple, la protéine FLIP (Flice
Inhibitory Protein) peut empécher le recrutement des
caspases 8 et 10 (Ashkenazi & Dixit, 1998 ; Guicciardi &
Gores, 2009). Une voie alternative peut également étre
déclenchée et induire le recrutement de RIPK1 (Receptor
Interacting Protein Kinase 1), au niveau du complexe
TRADD/FADD. Consécutivement a sa déubiquitination
par la protéine cylindromatosis (CYLD), RIPK1 peut
recruter la procaspase-8. Cet ensemble de protéines est
appelé le ripoptosome et permet d’activer 1’apoptose

dépendante de la caspase-8 si la voie extrinséque classique
venait a étre court-circuitée (Tenev et al., 2011).
L’apoptose des hépatocytes a été décrite dans la NASH
et est positivement corrélée & l'expression de la forme
active de la caspase-3. Cette forme est augmentée aussi
bien dans des modéles murins de stéatohépatite que chez
des patients atteints de NASH (Feldstein et al., 2003;
Thapaliya et al., 2014). De plus, un fragment de la
cytokératine-18, clivée par la caspase-3, est retrouvé dans
le sérum de patients NASH en concentration plus élevée
que dans celui des patients avec une simple stéatose
(Feldstein et al., 2009). D’autre part, la caspase-2 est
également régulée positivement dans le foie des patients
atteints de NASH (Machado et al., 2015, 2016). Elle joue
un role important dans ’activation de ’apoptose induite
par les acides gras polyinsaturés a chaine longue. De fagon
intéressante, les souris caspase-2~/~ sont protégées contre
une obésité induite par un régime riche en graisse et ne
développent ni syndrome métabolique ni NAFLD
(Machado et al., 2015, 2016). Enfin, l'inhibition ou
I'invalidation de différentes caspases dans des modéles
murins sous régime Méthionine-Choline-Déficient (MCD)
permet de réduire la mort des hépatocytes et la fibrose
hépatique (Witek et al., 2009; Hatting et al., 2013;
Barreyro et al., 2015). Plusieurs essais cliniques ciblant les
caspases ont été initiés ces derniéres années avec 'utilisa-
tion de pan-inhibiteurs chez les patients atteints de NASH.
Ils n’ont & ce jour pas amélioré significativement la
stéatose, le degré d’inflammation et de fibrose chez ces
patients (Ratziu et al., 2012; Garcia-Tsao et al., 2019;
Harrison et al., 2019). Enfin, le processus apoptotique ne
permet pas, en lui-méme, d’expliquer 1’aspect inflamma-
toire trouvé dans un contexte de NASH. Cela suggére donc
que d’autres voies de mort cellulaire pourraient étre
impliquées dans le développement de cette pathologie.

Les morts cellulaires programmées lytiques
dans la NASH

La nécroptose

La premieére évidence de 'existence de la nécroptose
remonte & 1996 quand Ray et al. ont observé une mort
lytique des cellules rénales de porc infectées par le virus
bovin de la variole. Ce virus exprimait la protéine CrmA
(Cytokine response modifier A), un inhibiteur viral des
caspases (Ray & Pickup, 1996). En 1998, Vercammen
et al. ont découvert qu’'une lignée de fibroblastes murins,
appelée 1,929, était sensible & la mort induite par leTNF-a
aprés inhibition des caspases. En 2000, Holler et al. ont
démontré que les récepteurs de mort classiques initiaient la
mort cellulaire par deux voies alternatives, 'une reposant
sur la caspase-8, c’est-a-dire la voie apoptotique extrin-
seéque et 'autre dépendant de la kinase RIPK1, a savoir la
nécroptose. Cependant, le terme «nécroptoses» utilisé
pour décrire cette nouvelle voie de mort cellulaire
programmée n’est apparu qu’en 2005, lorsque Degterev
et al. ont montré que la nécrostatine-1, un composé
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Figure 2. Les mécanismes moléculaires d’activation de la nécroptose. Aprés la fixation du ligand sur son récepteur de mort, le
domaine intra-cytoplasmique du récepteur TFNR recrute les protéines adaptatrices TRADD et FADD, la kinase RIPK1 et les
ubiquitines ligases cIAP1/2 et LUBAC. Ces derniéres sont responsables de I'ubiquitination de RIPK1, un événement nécessaire a
Iactivation de NFkB et de la survie cellulaire. Un deuxiéme complexe de signalisation peut se former si les chaines d’ubiquitines de
RIPK1 sont éliminées. RIPK1 peut alors s’associer & RIPK3 et entrainer ’activation de ’apoptose dépendante de la caspase-8. Dans ce
complexe, la caspase-8 clive RIPK1 et RIPK3 pour prévenir la formation du nécrosome, complexe protéique inducteur de la nécroptose.
En revanche, sila caspase-8 se trouve inactivée par FLIP par exemple, ’activité kinase de RIPK1 permet d’activer la kinase RIPK3 qui
recrute et phosphoryle MLKL. MLKL va ensuite s’oligomériser et se localiser au niveau de la membrane plasmique afin d’y créer des
pores. La perméabilisation de la membrane plasmique entraine le relargage de médiateurs de I'inflammation.

chimique qui bloque l'activité kinase de RIPK1, était
capable d’inhiber la mort cellulaire induite par le TNF-«.
Plus tard, les deux médiateurs de la nécroptose en aval de
RIPK1, RIPK3 et MLKL (Mized Lineage Kinase domain
Like pseudo kinase) furent identifiés en moins d’une
décennie (He et al., 2009 ; Zhang et al., 2009 ; Sun et al.,
2012). La nécroptose, qui est principalement déclenchée a
la suite d’infections microbiennes, partage les caractéris-
tiques morphologiques de la nécrose passive avec une
augmentation du volume cellulaire, un gonflement des
organites et une perte de l'intégrité membranaire qui
conduit & la libération de DAMP et de cytokines pro-
inflammatoires.

La nécroptose survient lors de ID’activation des
récepteurs de mort mais uniquement si les composants
de la signalisation de la voie apoptotique sont inactifs,
absents ou inhibés (e.g., I'inhibition des caspases). Dans ce
contexte particulier, le récepteur déclenche la formation
d’un complexe de mort nommeé le nécrosome (Tang et al.,
2019) (Figure 2). En son sein, RIPK1 et RIPK3 s’associent
par l'intermédiaire de leur domaine RHIM (RIP Homo-
typic Interaction Motif) (Mompean et al., 2018). En
conséquence, RIPK1 phosphoryle RIPK3 et l'active.
RIPK3 phosphoryle alors MLKL entrainant son oligomé-
risation et sa translocation vers la membrane plasmique ot
elle y forme des pores (Dondelinger et al., 2014;

Hildebrand et al., 2014). Il existe une régulation mutuelle
entre 'apoptose et la nécroptose, et il semble que 'une ne
peut s’activer que si 'autre est inhibée (Vanden Berghe
et al., 2015). En effet, la caspase-8 peut cliver et inactiver
RIPK1 et RIPKS3, ce qui a pour conséquence d’empécher
Pactivation de la nécroptose (Lin et al., 1999 ; Feng et al.,
2007). A Pinverse, l'activité de RIPK3 détermine si les
cellules meurent par nécroptose (le nécrosome est formé)
ou par apoptose si son activité kinase est inhibée (Mandal
et al., 2014 ; Newton et al., 2014).

L’expression de RIPK3 et MLKL est augmentée dans
le foie des patients atteints de NASH en comparaison avec
le stade de simple stéatose (Afonso et al., 2015 ; Gautheron
et al., 2014, 2015). Cette augmentation est également
trouvée dans le tissu adipeux viscéral des patients obéses
atteints de diabéte de type 2 et corréle positivement avec
les marqueurs métaboliques sériques chez ces patients
(Gautheron et al., 2016). Enfin, RIPK1 et MLKL sont
retrouvées dans le plasma des patients atteints de NASH
(Majdi et al., 2019). Fait intéressant, les souris RIPK3~/~
sont protégées contre le développement de la NASH en
régime MCD ( Gautheron et al., 2014 ; Afonso et al., 2015),
mais pas en régime riche en graisse (High Fat Diet, HFD).
En effet, chez les souris RIPK3 ™/, les lésions hépatiques
sont exacerbées par la présence d’hépatocytes en apoptose
(Gautheron et al., 2016 ; Roychowdhury et al., 2016). Bien
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que les mécanismes moléculaires déclenchant cette apop-
tose en absence de RIPK 3 ne soient pas encore élucidés, cela
illustre une nouvelle fois I'interdépendance des voies de
mort cellulaire programmée. Enfin, les souris MLKL ™/~ ne
développent pas de NASH, sont moins obéses et arborent
un profil métabolique sain (Xu et al., 2019).

Récemment, il a été montré que linhibition de
I'activité kinase de RIPK1 par RIPA-56, un inhibiteur
spécifique et stable in vivo, réduit ’expression hépatique
de RIPK3 et MLKL chez les souris nourries avec un régime
HFD (Majdi et al., 2019). Des effets similaires sont
obtenus quand le site catalytique de RIPK1 est muté dans
un modeéle murin de NASH (Tao et al., 2020). La formation
du nécrosome n’étant plus possible, le développement de la
NASH est significativement réduit par rapport aux souris
témoins (Majdi et al., 2019 ; Tao et al., 2020). L’inhibition
de RIPK1 diminue également la stéatose hépatique par des
mécanismes impliquant les mitochondries et I’augmenta-
tion de la B-oxydation des lipides (Majdi et al., 2019). De
fagon similaire, 'inhibition pharmacologique de MLKL
diminue la synthése hépatique de novo des graisses et
ameéliore la réponse a 'insuline (Majdi et al., 2019 ; Saeed
et al., 2019 ; Xu et al., 2019). Ces données démontrent que
cibler spécifiquement RIPK1 ou MLKL pourrait aussi
avoir des effets bénéfiques sur les altérations métaboliques,
par exemple la résistance a I'insuline, qui sont associées &
I’obésité.

Dans ’ensemble, ces études précliniques démontrent
un role prépondérant de la nécroptose dans le développe-
ment de la NASH dans des modéles murins. Néanmoins,
des études supplémentaires, telles que des invalidations
spécifiques de RIPK3 ou de MLKL dans les hépatocytes
murins sont nécessaires pour affiner le potentiel théra-
peutique de traitements ciblés sur la nécroptose pour
réduire la NASH.

La pyroptose

La pyroptose fut initialement observée en 1992 par
Zychlinsky et al. qui décrivirent une forme lytique de mort
cellulaire chez les macrophages infectés par Shigella
flexneri. Cependant, le terme « pyroptose» n’est apparu
qu'une décennie plus tard, en 2001, lorsque Cookson et
Brennan ont démontré que la mort des macrophages
induite par Salmonella était dépendante de la caspase-1.
Depuis cette découverte, le nombre de caspases pyropto-
tiques, par opposition aux caspases apoptotiques, a
considérablement augmenté. La caspase-1, la caspase-11
et leurs orthologues humains, les caspases 4 et 5 (Kayagaki
et al., 2011; Shi et al., 2014), et encore, de fagon plus
surprenante, 'effecteur apoptotique caspase-3 dans des
circonstances spécifiques (Rogers et al., 2017 ; Wang et al.,
2017) ont été impliquées dans cette voie de mort. La
pyroptose, qui survient principalement lors d’une infection
par des agents pathogénes intracellulaires, est caractérisée
par la formation de pores dépendant des caspases dans la
membrane plasmique, un gonflement et une rupture de la
membrane cellulaire, et la libération d’IL-1B et IL-18 pro-
inflammatoires (Bergsbaken et al, 2009). En 2015, la

gasdermine D (GSDMD) a été identifiée comme Ueffecteur
de la pyroptose (Kayagaki et al., 2015 ; Shi et al., 2015). Les
caspases 1 et 11 clivent la GSDMD en un fragment N-
terminal de 31 kDa (GSDMD™"), qui est responsable de la
formation des pores dans la membrane plasmique, et en un
fragment C-terminal de 22kDa (GSDMD“™), qui peut se
lier au fragment N-terminal pour le maintenir dans un état
inactif (Kayagaki et al., 2015 ; Shi et al., 2015). La GSDMD
appartient a une plus grande famille de protéines, composée
de plusieurs membres tels que la GSDMA, GSDMB,
GSDMC et GSDME (Orning et al., 2019). Récemment, la
GSDME a été identifiée comme un effecteur supplémen-
taire de cette voie, capable de substituer la pyroptose a
lapoptose médiée par la caspase-3 (Wang et al., 2017). Bien
que la plupart des gasdermines aient été associées a
I'apparition et au développement de diverses maladies,
leurs fonctions précises et leurs mécanismes d’activation
restent trés peu définis (Broz et al., 2019).

La pyroptose est activée par des voies de signalisation
canoniques et non canoniques, qui différent par I'utilisa-
tion de complexes multi-protéiques cytoplasmiques appe-
lés les inflammasomes (Lamkanfi & Dixit, 2014 ; Broz &
Dixit, 2016) (Figure 3). La voie canonique est dépendante
des inflammasomes qui reconnaissent divers signaux de
dangers exogénes et endogénes, tels que les DAMP et les
molécules associées aux pathogeénes (Pathogen-Associated
Molecular Patterns, PAMP). Ils se forment & partir d’une
protéine de détection appartenant a la famille des
protéines contenant un NLR (Nucleotide-binding domain
and Leucine-rich-Repeat-containing) comme NLRP3, ala
famille des récepteurs de type ALR (AIM2-Like Receptor)
ou aux récepteurs pyrines. Ils contiennent également la
protéine adaptatrice ASC (Apoptosis-associated Speck-
like protein containing a CARD) et un zymogeéne, le plus
souvent la procaspase-1 (Vanaja et al., 2015). Une fois
formés, les inflammasomes conduisent & l’activation de la
caspase-1 qui clive les formes immatures des cytokines IL-
1B et IL-18. Ensuite, ces cytokines pro-inflammatoires
sont libérées a la suite de la formation de pores par le
fragment GSDMD™' dans la membrane plasmique.
D’autre part, la voie non canonique dépend de la fixation
du lipopolysaccharide (LPS) des bactéries sur le récepteur
Toll de type 4 (TLR4) qui permet l'activation de la
caspase-11, capable de cliver la GSDMD indépendamment
de 'amorcage des inflammasomes. Dans ce cas précis, le
fragment GSDMD™' peut activer en retour la voie
canonique pour déclencher la maturation et le relargage
d’'TL-1B et IL-18 (Lamkanfi & Dixit, 2014 ; Vanaja et al.,
2015 ; Broz & Dixit, 2016).

La lipotoxicité et les voies de mort cellulaire déclen-
chent une inflammation chronique du foie qui alimente la
transition de la simple stéatose vers la NASH (Farrell
et al., 2012 ; Schuster et al., 2018). A cet égard, lactivation
des macrophages résidents et infiltrés est une caractéris-
tique majeure de la survenue de la NASH (Tosello-
Trampont et al., 2012). Alors que les macrophages sont
connus pour libérer du TNF-a, qui contribue au
développement de I'inflammation et & 'activation de la
mort cellulaire, il est maintenant établi que les caspases
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Figure 3. Les voies canonique et non canonique de la pyroptose. Le déclenchement de la pyroptose peut se faire par le biais de deux
voies, une voie canonique dépendante des inflammasomes et une voie non canonique indépendante des inflammasomes pour son
initiation. La voie canonique est déclenchée par la reconnaissance de signaux de dangers, tels que les DAMP ou PAMP par les différents
types d’inflammasomes qui sont constitués par des protéines reconnaissant les signaux de dangers (e.g., ASC, NLRP3) et dont
I’assemblage permet ’activation de la procaspase-1. Une fois activée, la caspase-1 permet de cliver et de libérer le fragment N-terminal
(GSDMDNT) de la gasdermine D (GSDMD). Ce fragment s’associe a la membrane plasmique pour y former des pores qui provoquent
un choc osmotique caractérisé par un gonflement de la cellule. Le relargage du contenu intracellulaire engendre une forte réponse
inflammatoire. Une partie de cette réponse inflammatoire est due au fait que la caspase-1 entraine aussi la maturation des interleukines
IL-1B et IL-18. La voie non canonique, quant a elle, est dépendante de la fixation du lipopolysaccharide (LPS) des bactéries sur le

récepteur Toll de type 4 (TLRA4). Cette fixation induit lactivation de la caspase-11 et le clivage de la GSDMD.

inflammatoires, comme la caspase-1 et la caspase-11,
jouent un role clé en tant que médiateurs de I'inflamma-
tion (Tosello-Trampont et al., 2012; Shi et al., 2015). La
pyroptose serait donc une étape dans le développement de
la NAFLD et la progression vers la NASH. L’activation
excessive des caspases inflammatoires a été directement
impliquée dans la pathogenése de la NASH chez ’'Homme
et la souris, ot les cytokines pro-inflammatoires libérées
pendant la pyroptose apparaissent comme des molécules
effectrices clés (Henao-Mejia et al., 2012; Szabo &
Petrasek, 2015; Xu et al., 2018). En effet, Pactivation de
la signalisation IL-1B, en aval des inflammasomes,
entraine une inflammation et une fibrose hépatique dans
les modéles murins de NASH (Mridha et al., 2017).
L’expression de GSDMDNT est positivement corrélée au
score inflammatoire et a la fibrose chez les patients atteints
de NASH (Xu et al., 2018). D’ailleurs, les souris
GSDMD /™ nourries avec un régime MCD développent
une stéatohépatite moindre avec une amélioration notable
de linflammation et de la teneur en triglycérides
hépatiques. De plus, la fibrose hépatique est fortement
atténuée chez ces souris (Xu et al., 2018).

Comme dans le cas de l'inhibition de la nécroptose
(Majdi et al., 2019), les souris GSDMD ™/~ sont également
protégées de la stéatose (Xu et al., 2018). La surexpression
du fragment GSDMD™" induit spontanément des lésions
hépatiques méme en I’absence de régime MCD, indiquant
que la pyroptose est une voie de mort cellulaire cruciale
impliquée dans la pathogenése de la NASH (Xu et al.,
2018). Fait intéressant, les souris possédant spécifique-
ment dans la lignée myéloide une version mutée de
NLRP3, qui inactive les inflammasomes, présentent une
inflammation hépatique et une fibrose moins sévéres que
les souris sur-exprimant NLRP3 (Wree et al., 2014, 2018).
Enfin, sous régime MCD, qui induit la NASH chez les
souris sauvages, les souris NLRP3™/~ ne présentent aucun
signe clinique de la maladie et aucune mort des
hépatocytes (Wree et al., 2014). L’activation des inflam-
masomes dans les cellules immunitaires pourrait donc étre
un déclencheur important de la mort des hépatocytes et
par conséquent du développement de la NASH.

Pour définir la contribution des différents types
cellulaires (macrophages vs. hépatocytes) dans la patho-
genése de la NASH, de nouvelles études sont requises avec



8 Société de Biologie de Paris

©©

Ferroportine

©©© <--» g %}2“ @ Transferrine
TFRécepteur

Glutamate

Fexr @ DMT1
® <— /
c (Ye
hétéropolymére lol @ @ Endosome Cys +Cys
de ferritine @&/ ) NADPH NADP*
(stockage) é @
|
............... e, GSSG  GSH q Glu
- iH0, t{ NADP* NADPH ! y
eaction H e '
de Fenton : ROS i >—< :
Fe* + HO™ +i HO* L Ubiaui :
: : 1 Ubiquinol - Q10 ; GPX4-SeH

LOXs i

...................

! %
. K GPX4-SeOH

PW) PUFA-OOH) < = c e cccc e » (PUFAOH
OO 0900009000000

Ferroptose

Figure 4. Les voies d’activation de la ferroptose. La transferrine, chargée de deux atomes de fer sous sa forme ferreuse (Fe”)7 est
endocytée apreés sa fixation a son récepteur ( Transferrin Receptor, TfR). Son internalisation est a 'origine de la création d'un stock de
fer intracellulaire sous forme d’hétéropolymeéres de ferritine nécessaire & la survie de la cellule. Dans certaines conditions, I’excés en fer
ferreux participe a la génération de radicaux hydroxyles (HO') viala réaction de Fenton (Fezf(aq) + Hy09 — Feg+(aq> +OH ™ (5q + HO).
Différentes enzymes, telles que les lipoxygénases (LOX), utilisent ces radicaux libres hautement réactifs pour oxyder les acides gras
polyinsaturés (PUFA) afin de générer des lipides peroxydés (PUFA-OOH). C’est cette oxydation des lipides membranaires qui est &
Porigine de la fragilisation de la membrane plasmique et, a terme, du choc osmotique provoquant ’explosion de la cellule. Cependant, la
cellule dispose de mécanismes lui permettant d’empécher la peroxydation excessive de ses lipides. Le tandem glutathion/glutathion
peroxydase (GSH/GPX4) est un élément clef de la détoxification des espéces réactives de 'oxygéne (ROS) de la cellule. La biogenése de
GSH nécessite I'entrée de cystine dans la cellule via le systéme Xc™. Dés lors, le GSH est utilisé par I'enzyme GPX4 pour transformer
une molécule toxique en molécules assimilables (GSSG + PUFA-OH + H,0) et éviter oxydation des lipides de la membrane.
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ubiquinol/NADPH permet de séquestrer les radicaux libres (ubiquinol + HO — Q10) afin d’éviter la mort par ferroptose.

une ablation spécifique des médiateurs de la pyroptose,
tels que la caspase-1 et la GSDMD. Cependant, une
inhibition de cette voie pourrait entrainer un risque accru
de développer des infections, les cellules étant privées de
leur premiére ligne de défense face aux pathogeénes (i.e., le
déclenchement d’une inflammation primaire).

La ferroptose

La ferroptose a été initialement observée en 2003 avec
I'utilisation de I’érastine, un composé chimique induisant
spécifiquement la mort des cellules tumorales humaines
porteuses d’une mutation oncogénique RAS (Dolma et al.,
2003). Le terme « ferroptose » fut introduit en 2012 par le
laboratoire de Stockwell pour décrire une mort cellulaire
non apoptotique causée par l’accumulation de lipides
peroxydés, dépendante du fer et pouvant étre induite par
Pérastine (Dixon et al., 2012). La ferroptose, qui intervient
principalement dans les mécanismes de suppression des
tumeurs, est caractérisée morphologiquement par un

rétrécissement du volume cellulaire et une augmentation
de la densité de la membrane mitochondriale, sans
manifestations apoptotiques ou nécrotiques typiques
(Dixon et al., 2012).

La ferroptose peut étre induite de maniére canonique
par une inactivation directe ou indirecte de la glutathion
peroxydase 4 (GPX4), l'enzyme clé protégeant les
membranes biologiques contre les dommages liés a la
peroxydation des lipides, ou de maniére non canonique en
augmentant le pool labile de fer (Dixon et al., 2012)
(Figure 4). La pertinence pathologique de la ferroptose a
été évaluée en utilisant la ferrostatine-1 (Fer-1), qui
prévient 'accumulation de ROS et la ferroptose induite
par érastine (Dixon et al., 2012 ; Skouta et al., 2014 ; Xie
et al., 2016). Dans la voie canonique, I’érastine interagit
directement avec le transporteur SLCTAS5, ce qui perturbe
le transport des acides aminés dans la cellule par le systéme
Xc™ (Dixon et al., 2012). Le systéme transporteur Xc™ est
composé de la sous-unité régulatrice SLC3A2 et de la sous-
unité catalytique SLC7A11, qui favorise ’absorption
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cellulaire de la cystine, le précurseur plasmatique de la
cystéine (clivage de la cystine en deux cystéines), par
échange avec du glutamate (Lo et al., 2008). Dans les
cellules, la cystéine est nécessaire a la synthése du glutathion
(GSH) (Lu, 2013). En bloquant indirectement le trans-
porteur Xc ™, I’érastine inhibe la synthése de GSH, qui est
utilisé par GPX4 pour éliminer la production d’hydrope-
roxydes phospholipidiques, principaux médiateurs du stress
oxydatif durant la ferroptose (Yang et al., 2014).

Les principaux ROS produits par le métabolisme
cellulaire ou accumulés lors de la transformation cellulaire
(e.g., médiée par RAS) sont 'anion radical superoxyde
(O37) et le peroxyde d’hydrogene (HyOs). En présence de
fer libre (Fe? "), ces ROS sont susceptibles d’étre convertis
en radical hydroxyle (HO'), qui est trés réactif vis-a-vis de
macromolécules comme les acides gras polyinsaturés
(PolyUnsaturated Fatty Acids, PUFA). Les réactions
impliquant le fer et conduisant aux radicaux hydroxyle ou
alcoxyle (RO’) sont communément appelées les réactions
de Fenton (Feng & Stockwell, 2018). L’oxydation des
PUFA par une voie catalytique impliquant un membre de
la famille & longue chaine de 'acyl-CoA synthétase 4
(ACSL4), la lysophosphatidylcholine acyltransférase 3
(LPCAT?3), et les lipoxygénases (LOX) sont, en partie,
I’origine des mécanismes de lipotoxicité observés durant la
ferroptose (Yang et al., 2016; Doll et al., 2017 ; Kagan
et al., 2017). Par rapport aux autres protéines de sa
famille, GPX4 est le seul membre capable de réduire les
hydroperoxydes phospholipidiques membranaires, souli-
gnant son role clé contre la peroxydation lipidique. Cette
derniére contribue a la perméabilisation des membranes
plasmiques durant la ferroptose et par conséquent a la
libération de DAMP, mais les mécanismes moléculaires en
cause ne sont pas encore connus (Dixon et al., 2012).
Récemment, la protéine suppresseur de la ferroptose
(Ferroptosis Suppressor Protein 1, FSP1) a été identifiée
comme un élément clé du systéme antioxydant coenzyme
Q10 (CoQ10 aussi appelé ubiquinone) non mitochondrial
qui agit en paralléle de la voie canonique GPX4 pour
stopper la génération des peroxydes lipidiques (Bersuker
et al., 2019 ; Doll et al., 2019). Dans la voie non canonique,
une absorption accrue de fer par le récepteur de la
transferrine (Transferin Receptor, TfR) et une exporta-
tion réduite de fer par la ferroportine favorisent les
dommages oxydatifs et la ferroptose (Gao et al., 2015;
Geng et al., 2018).

Les preuves d’un réle potentiel de la ferroptose dans la
NASH sont encore rares. Néanmoins, les produits
secondaires de la peroxydation lipidique, tels que le
malondialdéhyde et le 4-hydroxinonénal, sont utilisés
comme marqueurs de stress oxydatif chez les patients
NASH (Loguercio et al., 2001). A I'inverse, la vitamine E,
un antioxydant qui réduit la peroxydation lipidique et la
concentration sérique d’alanine aminotransférase (ALT),
est également un marqueur indirect des dommages aux
hépatocytes chez les patients NASH (Sanyal et al., 2010).
De plus, I'accumulation de fer due & un dysfonctionnement
métabolique aggrave la NASH, comme dans la sidérose
hépatique observée chez certains patients NASH (Nelson

et al., 2011). L’hémochromatose primaire aggrave égale-
ment la NASH (Bonkovsky et al., 1999), tandis que
I’élimination du fer améliore les lésions hépatiques et le
niveau d’ALT chez ces patients (Valenti et al., 2011). Dans
une étude récente, les inhibiteurs de la ferroptose, le trolox
et la défériprone, ont supprimé la mort nécrotique des
hépatocytes et linfiltration des cellules immunitaires
inflammatoires chez des souris nourries avec un régime
déficient en choline et supplémenté en éthionine ( Choline-
Deficient, Ethionine supplemented diet, CDE) (Tsurusaki
et al., 2019), modéle murin dans lequel la mort des
hépatocytes est un événement précoce du développement
de la stéatohépatite (Kohn-Gaone et al., 2016).

Dans 'ensemble, les preuves de 'implication de la
ferroptose dans la NASH mériteraient d’étre mieux
exploitées, par exemple, avec 'utilisation de modéles
murins de NASH plus conventionnels (e.g., HFD et MCD)
et des souris invalidées pour GPX4.

Conclusion

La découverte de nouvelles voies de mort cellulaire
programmeée a remis en question toutes nos connaissances
quant & leur implication dans la pathogenése de la NASH.
En effet, le passage de la simple stéatose & la NASH semble
étre médié par ’exécution séquentielle des différentes voies
de mort cellulaire. Prise une a une, I’inhibition de ces voies
de mort cellulaire améliore drastiquement la santé
hépatique dans les différents modéles murins de NASH.
Cependant, une inhibition des caspases pro-apoptotiques
par 'Emricasan chez les patients atteints de NASH n’a pas
entrainé d’améliorations histologiques et a méme aggravé
la fibrose hépatique, le ballonnement des hépatocytes et le
score sérique d’ALT chez ces patients (Harrison et al.,
2019). Il se pourrait que l'inhibition des caspases entraine
I'activation d’autres voies de mort cellulaire, et notam-
ment la nécroptose. Des études précliniques plus appro-
fondies sont donc nécessaires afin d’élucider la séquence de
ces événements de mort et de mieux caractériser les
interactions entre ces voies avant d’envisager des études
cliniques chez ’'Homme.

L’exemple de la nécroptose permet de mieux illustrer
les interconnexions possibles entre les différentes voies de
mort cellulaire. RIPK1 contréle plusieurs voies de
signalisation avec des roles trés variés. En premier lieu,
elle sert de protéine d’ancrage a la kinase IKK qui permet
I’activation du facteur de transcription NF-kB nécessaire
a la survie cellulaire et I'inflammation. En second lieu,
lorsque l'activité kinase de RIPK1 est établie, elle
contribue au déclenchement de 1’apoptose, voire de la
nécroptose, lorsque les médiateurs apoptotiques sont
inhibés. Par conséquent, cibler RIPK1 pourrait avoir
des effets qui restent a explorer (i.e., redirection vers
d’autres voies de mort) chez 'homme. Il serait donc
préférable de cibler les effecteurs en aval de ces voies tels
que MLKL et GSDMD plutét que des régulateurs comme
RIPK1. Récemment, il a été montré que le nécrosulfona-
mide (NSA), un inhibiteur de MLKL, pouvait également
se lier ala GSDMD et bloquer la pyroptose (Rathkey et al.,
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2018). L’utilisation de ce composé permettrait d’inhiber
aussi bien la nécroptose que la pyroptose et pourrait étre
envisagée dans le traitement de la NASH.

L’implication des différentes voies de mort cellulaire
dans la pathogenése de la NASH a pour linstant été
étudiée en utilisant des modéles murins d’invalidation
constitutifs. Dans le cas de la nécroptose, le niveau
d’expression de RIPK3 dans les hépatocytes est para-
doxalement bas par rapport a celui des autres populations
cellulaires du foie, par exemple les cholangiocytes et les
macrophages (Gautheron et al., 2014 ; Krishna-Subramanian
et al., 2019). Il serait donc nécessaire d’explorer les fonctions
spécifiques de ces voies de mort cellulaire dans les différentes
populations hépatiques via 'utilisation de modéles murins
conditionnels.

Pour résumer, I'existence de plusieurs formes de mort
cellulaire programmée, impliquant des mécanismes molé-
culaires distincts, est désormais clairement démontrée.
Bien que la contribution de ces voies dans la pathogenése
de la NASH doive encore étre approfondie, elles devraient
offrir de nouvelles opportunités thérapeutiques.
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