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Résumé

Les patients atteints de stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) développent fré-
quemment des manifestations cardiovasculaires. Bien que souvent liées à l’obésité,
ces anomalies peuvent également se développer chez des patients non obèses at-
teints de NAFLD impliquant que cette pathologie hépatique joue, en soi, un rôle dans
la pathogenèse des complications cardiaques.
Pour répondre à cette question et étudier les mécanismes sous-jacents indépen-
damment de toutes perturbationsmétaboliques et comorbidités préexistantes, nous
avons utilisé un modèle murin arborant une déficience mitochondriale hépatique as-
sociée à un défaut d’assemblage du complexe IV de la chaîne respiratoire. Ce mo-
dèle murin avait préalablement été caractérisé au niveau hépatique mettant alors en
évidence le développement d’une stéatose microvésiculaire et un profil lipidomique
similaire à celui observé chez les patients atteints d’une NAFLD sans obésité. L’identi-
fication des mécanismes qui sous-tendent le développement et la progression de la
NAFLD sans obésité et de ces répercussions extra-hépatiques ne faisant pas l’objet
d’un très grand nombre d’études fondamentales, l’objectif principal était donc d’étu-
dier l’axe foie-coeur.
Dans le cadre des travaux de cemémoire, nous avons cherché à approfondir la carac-
térisation hépatique, préalablement faite à l’âge de 5 semaines et ayant fait l’objet de
publications par des laboratoires collaborateurs. Nous avons par la suite investigué la
glycémie, l’insulinémie et le profil des lipoprotéines plasmatiques pour finir par l’ana-
lyse du métabolisme et de la fonction cardiaque. L’ensemble de ces expériences ont
été faites en prenant en compte l’impact non négligeable du sexe sur la physiopatho-
logie de la NAFLD. Nos résultats ont dévoilé un important remodelage phénotypique
sexe-dépendant allant au-delà des lésions hépatiques. Les mâles un peu plus que les
femelles présentaient une hypoglycémie à jeun et une sensibilité accrue à l’insuline.
Ils présentaient un léger dysfonctionnement diastolique soutenu par un remodelage
des lipoprotéines circulantes et dans une certaine mesure, par un remodelage du
lipidome cardiaque. À l’inverse, les femelles ne manifestaient aucun dysfonctionne-
ment cardiaque, mais présentaient des déficiences cardiométaboliques soutenues



par une altération de l’intégrité et la fonction mitochondriale, un remodelage des li-
poprotéines circulantes et une accumulation intracardiaque de triglycérides.
À la lumière de ces résultats, cette étude souligne que les défauts métaboliques dans
le foie peuvent entraîner des anomalies significatives et dépendantes du sexe affec-
tant à la fois le phénotype mitochondrial/métabolique et la fonction contractile in-
dépendamment de l’obésité. Ce modèle expérimental pourrait s’avérer utile dans la
compréhension des mécanismes sous-jacents à la variabilité liée au sexe dans la pro-
gression de la NAFLD chez l’homme non obèse.
Mots-clés : dimorphisme sexuel, maladies hépatiques, stéatose hépatiquenonalcoo-
lique sans obésité, maladies cardiovasculaires, physiopathologie cardiaque, maladies
métaboliques, métabolisme, dysfonction mitochondriale.
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Abstract

Cardiac abnormalities often develop in patients with non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD). Although frequently linked to obesity, these abnormalities can also develop
in patients with lean-NAFLD, implying that the liver pathology per se plays a role in the
pathogenesis of cardiac complications.
To address this question and investigate the underlying mechanisms independent of
any pre-existent metabolic disruptions and comorbidities, we used a murine model
of hepatic mitochondrial deficiency associated with a defect in the assembly of respi-
ratory chain complex IV. This mouse model had previously been characterized at the
hepatic level, showing the presence of microvesicular steatosis, and a lipidomic pro-
file similar to that observed in patients with lean-NAFLD. Because few fundamental
studies have adressed the identification of mechanisms underlying the development
and progression of lean-NAFLD and its extrahepatic repercussions, the main aim was
to study the liver-heart axis.
As a part of this master’s project, we sought to deepen the hepatic characterization
of this mouse model, previously done at 5-weeks of age, and published by collabo-
rators. We then investigated glycemia, insulinemia and plasma lipoprotein profile,
and finally examined cardiac metabolism and function. All these experiments were
done in consideration of the non-negligible impact of sexe on the pathophysiology of
NAFLD. Our results unveiled a sex-dependent multi-faceted phenotypic remodeling
that went beyond liver damage. Males, slightlymore than females, showed fasting hy-
poglycemia and increased insulin sensitivity. They exhibitedmild diastolic dysfunction
supported by remodeling of the circulating lipoproteins, and to some extent remod-
eling of cardiac lipidome. Conversely, females did not manifest cardiac dysfunction,
but exhibited cardiometabolic impairments supported by impaired mitochondrial in-
tegrity and function, remodeling of circulating lipoproteins, and intracardiac accumu-
lation of triglycerides.



In light of these findings, this study underscores that metabolic defects in the liver
can result in significant sex-dependent abnormalities that affect both the mitochon-
drial/metabolic phenotype and contractile function independent of obesity. This ex-
perimentalmodelmay prove useful to better understand themechanisms underlying
the sex-related variability in the progression of lean-NAFLD in humans.
Keywords : sexual dimorphism, liver diseases, lean non-alcoholic fatty liver disease,
heart diseases, heart pathophysiology, metabolic diseases, metabolism, mitochon-
drial dysfunction.
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Créée avec BioRender.com.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

8.1 General phenotype in normal and liver-specific LRPPRC deficient mice.
Immunoblots of (A) LRPPRC, and (B)MTCO1 content in the liver (n=8/group).
Actin was used as loading control. (C)Mice weight and their (D) weight gain
(in %) were taken and calculated once a week (N=40, 10/group). (E) Daily
food intake, and (F) calorie assimilation represented by weight gain on daily
caloric intake were also calculated once a week (n=10). (G) At 14 weeks
of age, organ mass normalized to tibia length were calculated (n=10). The
table represents the average mass for each group and organ. The adjusted
p-value and the impact of sex and genotype are also shown. Difference
between WT and KO mice was assessed with a two-way ANOVA following
by Šidák (A-B, G) or Tukey (C-F) multiple comparison post hoc analysis : ∗

p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001, ∗∗∗∗ p < 0.0001. For panels C-F, significant
differences between groups are symbolized: #, Male WT vs. Female WT; $,
Male KO vs. Female KO; ∗, Male WT vs. Male KO; %, Female WT vs. Female
KO. Adj. p-value: adjusted p-value. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61

8.2 Liver phenotype in normal and liver-specific LRPPRC deficient mice.
(A) Representative images of HPS and Oil Red O stainings in livers from WT
and KO mice. (B) Oil Red O staining area was quantified in hepatocytes
from Lrpprc WT and KO livers (n=10/group). The activity of (C) aspartate
and (D) alanine aminotransferases were measured (n=5-10/group), and
several hepatic markers were quantified by RT- qPCR (n=9-10/group): (E)
Col1a1 for fibrosis, (F) Mmp2 for matrix remodeling, (G) Ccl2 and (H) Tgfβ
for inflammation, (I) Grp78 and (J) Chop for ER stress. (K) Circulating cortisol
levels were quantified (n=6-10/group). Difference between WT and KO
mice was assessed with a two-way ANOVA following by Šidák multiple
comparison post hoc analysis : ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001, ∗∗∗∗

p < 0.0001. The source of variation is indicated below each graphs. . . . . . . . . . 65
8.3 RNA-sequencing analysis in the liver and total cholesterol level

in plasma lipoprotein fraction of normal and liver-specific LRPPRC
deficient mice. The liver transcriptomic signature of (A) KO male and (B)
KO female compared to their respective control (n=10). Transcripts were
classified as down- (blue, cluster#1) or up-regulated (red, cluster#2) based
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on their log2 fold-change. For each comparison, the Cytoscape ClueGO
plugin was used to cluster transcripts significantly enriched following
enrichment analyses of GO terms (Molecular Function, Cellular Component,
and Biological Process) and pathways (KEGG database). The size of the
nodes reflected the statistical significance of the terms (pV). The node color
showed the proportion of transcripts from each cluster that are associated
to the term. Difference between WT and KO mice was assessed with a
classical Fisher’s exact test following by a Bonferroni step-down multiple
comparison post hoc analysis. Only metabolic pathways with a pV ≤ 0.05
are shown here. Plasma from fed-mice at 14 weeks of age was pooled
and subjected to gel filtration by FPLC. Total cholesterol in each lipoprotein
fraction (total of 60) wasmeasured in (C)males (n=4/group), and (D) females
(n=4/group) mice. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

8.4 Glucose metabolism in normal and liver-specific LRPPRC deficient
mice. (A) Blood glucose was monitored during 14 weeks, and insulinemia
was quantified at (1) 9 and (2) 14 weeks (N=40, 10/group). (B) An ITT was
performed at 11 weeks after a 5-hour fast to assess insulin sensitivity with
the blood glucose curves (right), and the areas under the curves (left). (C)
An OGTT was then performed at 12 weeks after a 16-hour fast to estimate
the ability to secrete insulin in response to a bolus of glucose with the
blood glucose curves (right), and the areas under the curves (middle).
Insulinemia was measured before the test (T0), and 30 minutes after
glucose administration (T30) (right). Difference between WT and KO mice
was assessed with a two-way ANOVA following by Tukey (A) or Šidák (B-C)
multiple comparison post hoc analysis : ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001,
∗∗∗∗ p < 0.0001. For panel A, significant differences between groups are
symbolized: #, Male WT vs. Female WT; $, Male KO vs. Female KO; ∗, Male
WT vs. Male KO; %, Female WT vs. Female KO. The source of variation is
indicated below each graphs. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69

8.5 Untargeted lipidomic in hearts of normal and liver-specific LRPPRC
deficient mice. (A) Immunoblot of LRPPRC content in the heart
(n=10/group). Actin was used as loading control. (B) Volcano plot from
LC-QTOF-based untargeted lipidomic of hearts from Lrpprc KO and control
mice (n=7-8/group) depicting the 2214 MS features obtained following MS
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data processing. The x axis corresponds to fold changes (FCs) of MS signal
intensity values for all of these features in Lrpprc KO vs. control mice (log2).
The y axis corresponds to the p values (-log10). Using a corrected p value
(corrected P) threshold of 0.1 and 0.05 (horizontal red dotted lines), 162
MS features significantly discriminated Lrpprc KO from controls mice. See
also supplementary table S9 for the list of lipids identified by MS/MS with
FCs and p values (paired Student’s t test followed by Benjamini-Hochberg
correction). (C-F) Box plots of selected lipids significantly ($ p–corr < 0.1)
discriminating KO from controls mice, and identified by MS/MS using
LC-QTOF. Each dot represents a log2-transformed KO/WT signal intensity
ratio (n=7-8/group) for the indicated lipid (sub)classes with their acyl side
chain(s) – (C) glycerophospholipids : lysophosphatidylcholine (LPC) and
phosphatidylcholine (PC) in green, lysophosphatidylethanolamine (LPE)
and phosphatidylethanolamine (PE) in blue, (D) ether lipids, (E) cardiolipin
(CL) 76:12, and (F) glycerolipids (triacylglycerol; TG). The underscore symbol
“_” beside the acyl side chain for PCs, PEs, and TGs refers to acyl chains
for which the sn position remains to be ascertained. Difference between
WT and KO mice was assessed with a paired Student’s t test: ∗ p < 0.05, ∗∗

p < 0.01 before and $ p–corr < 0.05 after Benjamini-Hochberg correction.
Covariance analyses were performed to test the impact of sex, and are
represented by colored squares under each lipid. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72

8.6 Mitochondrial life cycle in hearts of normal and liver-specific LRPPRC
deficient mice. At 14 weeks of age, the gene expression of (A) Tfam, a
mitochondrial biogenesis marker was quantified (n=8/group). Markers of
mitochondrial (B) fission : (a) Mff and (b) Drp1, and (C) fusion : (a) Mfn1, (b)
Mfn2, and (c) Opa1 were also quantified (n=8/group). Difference between
WT and KO mice was assessed with a two-way ANOVA following by Šidák
multiple comparison post hoc analysis : ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001,
∗∗∗∗ p < 0.0001. The source of variation is indicated below each graphs. . . . . . 73

8.7 Mitochondrial fatty acid metabolism in hearts of normal and liver-
specific LRPPRC deficient mice. At 14 weeks of age, gene expression
of several proteins involved in cardiac fatty acid metabolism were
measured (n=8/group). (A) Pparα, a nuclear receptor functionning as a
transcription factor; (B) Cd36, Cpt1b,and Cpt2; 3 mitochondrial fatty acids
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(FAs) transporters; and (C) Vlcad, Lcad, and Mcad; enzymes implicated in
mitochondrial β-oxidation. (D)Mitochondrial respiration in the presence of
(a) palmitoyl-CoA and (b) palmitoyl-carnitine was also studied (n=6-8/group).
Difference between WT and KO mice was assessed with a two-way ANOVA
following by Šidák multiple comparison post hoc analysis : ∗ p < 0.05, ∗∗

p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001, ∗∗∗∗ p < 0.0001. The source of variation is indicated
below each graphs. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75

8.8 Cardiac function studied by Millar probe in normal and liver-specific
LRPPRC deficient mice. (A) Parameters of blood preasure were measured
in the right carotid artery (Pmax, maximum pressure; Pmin, minimum
pressure) (n=8-10/group). Once entered into the left ventricule, parameters
of systolic pressure were acquired (CT, contraction time; Pmax, maximum
pressure; Pes, end-systolic pressure; MSP, mean systolic pressure; dPmax,
maximum developed pressure) (n=8-10/group). Different parameters of
diastolic pressure was also measured (n=8-10/group) and are represented
by the (B) minimal pressure, (C) beginning diastolic pressure, (D) mean
diastolic pressure, (E) end-diastolic pressure, (F) relaxation time, (G)
myocardial relaxation index, and (H) Tau 1⁄2. (I) The ECGwasmonitored and
the amplitude of the QRS complex was analyzed (n=8-10/group). Difference
between WT and KO mice was assessed with a two-way ANOVA following
by Šidák multiple comparison post hoc analysis : ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗

p < 0.001, ∗∗∗∗ p < 0.0001. The source of variation is indicated below each
graphs. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77

14.1 Immunoblot analysis of Glycogen Synthase and PEPCK content in the
liver of WT and Lrpprc KOmice. Representative images and quantification
(box plots; n=10) of (A) Glycogen Synthase (GS), and (B) PEPCK. Actin was
used as loading control. Difference between WT and KOmice was assessed
with a two-way ANOVA following by Šidák multiple comparison post hoc
analysis: ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001, ∗∗∗∗ p < 0.0001. + : mean for
each group. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86

14.2 Fibrotic and lipidomic phenotype in the heart of WT and Lrpprc KO
mice. Several cardiac markers were quantified by RT-qPCR (n=9-10): (A)
Col1a1 and (B) Col3a1 for fibrosis, and (C) Tgfβ1 for inflammation. (D)
TrichromeMasson staining area (in%) was quantified in hearts of LrpprcWT
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and KO mice (n=8), and (E) representative images were taking. Heatmaps
selected lipids significantly ($ p–corr < 0.1) discriminating KO from controls
mice, and identified by MS/MS using LC-QTOF. Each dot represents a log2-
transformed KO/WT signal intensity ratio (n=7-8) for the indicated lipid
(sub)classes with their acyl side chain(s) - (F) glycerophospholipids, and (G)
ether lipids. The underscore symbol “_” beside the acyl side chain for PCs,
PEs, and TGs refers to acyl chains for which the sn position remains to
be ascertained. Difference between WT and KO mice was assessed with a
paired Student’s t test: ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.01 before and $ p–corr < 0.1 after
Benjamini-Hochberg correction. Covariance analyses were performed to
test the impact of sex, and are represented by colored squares under each
lipid. Related to figures 8.5 and 8.8. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88

15.1 Cartographie des gènes impliqués dans le métabolisme du cholestérol
chez Mus musculus. Issus de la base de données KEGG BRITE (#04979,
Kanehisa Laboratories), les transcripts diminués chez la souris H-LrpprcKO
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flèches suivent le même code de couleur, montrant les concentrations des
différentes fractions de lipoprotéines obtenues par FPLC. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95

15.2 Lipides et protéines impliquées dans le métabolisme en contexte de
lipotoxicité myocardiaque. Adapté d’un modèle créé par Biorender en
collaboration avec Anu Jose et Dr. Thomas Pulinilkunnil de la Dalhousie
University. Créée avec Biorender.com. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98

16.1 Origine des substrats utilisés pour maintenir les niveaux de glucose
sanguin pendant le jeûne et la famine chez des volontaires souffrant
d’obésité. Adapté de Cahill, G.F., 2006. Fuel metabolism in starvation. Annu.
Rev. Nutr. 26, 1–22. Créée avec Biorender.com . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .102

16.2 Voies de la néoglucogenèse impliquant différents précurseurs non
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Liste des sigles et des abréviations

ABCG8 ATP binding cassette subfamily G member 8
ABHD5 Abhydrolase Domain Containing 5
ACTH Hormone adrénocorticotrope
ADP Adénosine diphosphate
AG Acides gras
AGL Acides gras libres
AKT Protein kinase B (PKB)
ALD Hépatopathie alcoolique
ALT Alanine aminotransférase
AMPK AMP-activated protein kinase
AOX acyl-coenzyme A oxidase
Apo Apolipoprotéine
AR Récepteurs aux androgènes
AST Aspartate aminotransferase
ATP Adénosine triphosphate
AUC Aire en dessous de la courbe
BAT Tissu adipeux brun
Cer Céramides
CETP Protéine de transfert des esters de cholestérol
CCL2 Chemokine ligand 2
CDAA Choline-deficient L-amino-defined
CHC Carcinome hépato-cellulaire
Chop C/EBP homologous protein
ChREBP Carbohydrate response element binding protein
CL Cardiolipine
COL1A1 Collagène de type 1
CoQ Coenzyme Q
CPT1 Carnitine palmitoyltransferase I
CPT1B Carnitine Palmitoyltransferase 1B
CPT2 Carnitine palmitoyltransferase II
CR Chylomicrons restants
Cyt c Cytochrome C
DAG Diacylglycerol
DGAT1/2 Diglyceride acyltransferase 1/2
DHA Acide docosahexaénoïque



DLAL Déficit en lipase acide lysosomale
DNL Lipogenèse de novo
DRP1 Dynamin-related protein 1
Erα/β Estrogen receptors alpha/beta
ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinase 1/2
DT2 Diabète de type 2
ENPP1 Ectonucleotide pyrophosphatase/Phosphodiesterase 1
ETC Chaîne de transport d’électrons
FAD/FADH2 Flavin adenine dinucleotide
FIS1 Fission, Mitochondrial 1
FPLC Chromatographie liquide rapide des protéines
GCKR Glucokinase (hexokinase 4) regulator
GH Hormone de croissance
GL Gouttelette lipidique
GLUT1/4 Glucose transporter protein 1/4
GPER1 G Protein-coupled estrogen receptor 1
GPL Glycerophospholipides
GP73 Golgi protein 73
Grp78 Glucose regulated protein
GS Glycogène synthase
GWAS Genome-wide association study
HBL Hypobetalipoproteinémie
HDL Lipoprotéine de haute densité
HF-HFD High-fructose High-fat diet
HFD High fat diet
HPS Hematoxylin-Phloxine-Saffron
HSD17B13 Hydroxysteroid 17-β dehydrogenase 13
HSL Lipase hormono-sensible
IC Intervalle de confiance
IDL Lipoprotéine de densité intermédiaire
IL Interleukine
IMC Indice de masse corporelle
ipGTT Test de tolérance au glucose intrapéritonéal
IRS1 Insulin receptor substrate 1
ITT Test de tolérane à l’insuline
KLF6 KLF transcription tactor 6
LC-MS/MS Chromatographie en phase liquide couplée à la spectromé-trie de masse en tandem
LCAC Long-chain acylcarnitine
LCAD Long-chain Acyl-CoA dehydrongenase
LDL Lipoprotéines de basse densité
LIPA Lipase A
LPC Lysophosphatidylcholine
LPE Lysophosphatidylethanolamine
LPL Lipoproteine lipase
LRPPRC Leucine rich pentatricopeptide repeat containing
MARC1 Mitochondrial amidoxime reducing component 1
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MBOAT7 Membrane-bound O-acyltransferase 7
MCAD Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase
MCP Membrane cofactor protein
MCVs Maladies cardiovasculaires
MFF Mitochondrial fission factor
MFN1/2 Mitofusin 1/2
MMP2 Matrix metalloproteinase-2
mTOR Mechanistic target of rapamycin
MTTP Microsomal triglyceride transfer protein
NAD+/NADH Nicotinamide adénine dinucléotide
NAFL Stéatose hépatique
NAFLD Stéatose hépatique non alcoolique
NASH Stéatohépatite
NF-κB Nuclear factor-κ B
NRF-2 Nuclear factor erythroid 2–related factor 2
Ob-Rb Récepteur à la leptine
OGTT Test de tolérance oral au glucose
OPA1 Optic atrophy 1
ORO Oil Red O
OVX Ovariectomie
OXPHOS Phosphorylation oxydative
PAS Periodic acid–schiff
PC Phosphatidylcholine
PE Phosphatidylethanolamine
PEPCK Phosphoénolpyruvate carboxykinase
PGC1α Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coacti-vator 1-alpha
PI3K Phosphoinositide 3-kinase
PNPLA3 Patatin-like phospholipase domain containing 3
PPARα Peroxisome proliferator activated receptor alpha
PTEN Phosphatase and tensin homolog
RE Reticulum endoplasmique
ROS Espèces réactives de l’oxygène
sdHDL/LDL Petites particules de HDL ou LDL denses
SNP Single nucleotide polymorphisms
SREBP Sterol regulatory element-binding protein 1
TAC Constriction de l’aorte transversale
TFAM Mitochondrial transcription factor A
TG Triglycéride
TGFβ Transforming growth factor beta
TM6SF2 Transmembrane 6 superfamily member 2
TNFα Tumor necrosis factor alpha
UCP2 Mitochondrial uncoupling protein 2
UPRmt Mitochondrial unfolded protein response
VLCAD Very long-chain acyl-CoA dehydrogenase
VLDL Lipoprotéines de très basse densité
WAT Tissu adipeux blanc
11β-HSD 11β-hydroxysteroid dehydrogenase
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Introduction

Les lipides sont un groupe hétérogène de petites molécules hydrophobes ou am-
phipathiques comprenant diverses classes telles que les glycérolipides, les glycéro-
phospholipides, les sphingolipides ou les lipides stérols [1]. Éléments constitutifs des
membranes cellulaires, précurseurs pour les hormones et molécules importantes
dans la production d’énergie, la signalisation cellulaire et la communication entre
les organes, l’homéostasie lipidique nécessite un contrôle rigoureux. À cet effet, le
maintien de l’homéostasie lipidique est assuré par une interaction étroite entre le sys-
tème nerveux central et les tissus métaboliquement actifs tels que le tractus gastro-
intestinal, le tissu adipeux et le foie permettant ainsi la coordination de l’absorption,
de la distribution, du stockage et de l’utilisation des lipides à tous niveaux de l’organi-
sation biologique [2].
Le foie joue un rôle imputable dans la régulation de la distribution des lipides dans
l’organisme et cela en réponse au jeûne et à l’alimentation. Dans ce contexte, les hé-
patocytes synthétisent, stockent et sécrètent des lipides pourmaintenir l’homéostasie
lipidique. Dans des conditions physiologiques, ces processus ne peuvent qu’entraîner
le stockage hépatique de petites quantités d’acides gras sous forme de triglycérides
(TGs), dérivés de l’estérification du glycérol et des acides gras libres (AGLs), avec des
teneurs en TGs inférieures à 5% à l’état d’équilibre [3]. Régulés par de nombreux fac-
teurs tels que la disponibilité des substrats et les hormones métaboliques, cet état
d’équilibre s’explique par le fait que les taux d’acquisition des AGLs par absorption
à partir du plasma et par synthèse de novo dans le foie sont équilibrés par les taux
d’oxydation des AGs et de sécrétion dans le plasma sous forme de lipoprotéines de
très basses densités et enrichies en TG (VLDL-TG) [4]. Les quantités de TGs stockées
dans le foie sont localisées dans des gouttelettes lipidiques (GLs) cytosoliques [5].
Cependant, un déséquilibre entre les taux de formation et de mobilisation des GLs
et/ou la sécrétion de lipoprotéines peuvent conduire à une accumulation excessive
de lipides. Cet état pathologique est plus connu sous le nom de stéatose hépatique
non alcoolique (en anglais non-alcoholic fatty liver diseases (NAFLD)).



1. Stéatose hépatique non alcoolique
1.1. Histoire naturelle

La NAFLD se caractérise par la présence de vacuoles lipidiques au sein des hépa-
tocytes et regroupe un spectre de dommages hépatiques chroniques et progressifs
allant de la stéatose (en anglais non-alcoholic fatty liver (NAFL)) vers sa forme la plus sé-
vère; la stéatohépatite non alcoolique (en anglais non-alcoholic steatohepatitis (NASH))
[6, 7]. Des complications débutant par la fibrose hépatique puis la cirrhose peuvent
évoluer jusqu’au carcinome hépatocellulaire (CHC) et à l’insuffisance hépatique (Fi-
gure 1.1). Il est à noter que la consommation excessive d’alcool doit être exclue
puisque les hépatopathies alcooliques (ALD) représentent à elles seules une catégo-
rie de troubles hépatiques. Cependant, puisque ces atteintes dépassent la portée de
la présente étude, nous n’allons que très brièvement en faire référence.

Fig. 1.1. Spectre d’évolution des stéatoses hépatiques non alcooliques (NAFLD).La stéatose hépatique non alcoolique (NAFL) est présente chez environ 80% des pa-tients avec une NAFLD et représente environ 20-30% de la population mondiale.L’évolution vers la stéatohépatite non alcoolique (NASH; ∼11%) est associée à unrisque d’évolution vers une NASH avec cirrhose. Le carcinome hépatocellulaire peutalors compliquer la cirrhose. Créée avec BioRender.com. Adapté de : Anty R, CanivetCM, Gual P, Tran A. Stéatoses hépatiques métaboliques: histoire naturelle, physio-pathologie et démarche diagnostique. Hépato-Gastro & Oncologie Digestive. 2017-09-01;24(7):702-18.
La caractérisation précise d’une NAFLD nécessite une analyse histologique par biop-
sie du foie. Est alors appelé NAFL, la présence, dans les hépatocytes, de vacuoles lipi-
diques généralement macrovésiculaires excédant 5% de la masse totale du foie [8].
Cette proportion pouvant aller jusqu’à 50%, une hépatomégalie marquée est souvent
observée. Considérée comme une évolution dans la physiopathologie de la NAFLD,
la NASH est définie par la présence d’une stéatose de concert avec une constellation
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de changements histologiques [9]. Chez une partie des individus, elle s’accompagne
d’une nécro-inflammation, de signes de souffrance hépatocytaire sous la forme de
ballonnement, d’inclusions cytoplasmiques (corps de Mallory-Denk) et d’un infiltrat
inflammatoire variable et mixte [9]. Bien que non systématique, cette forme de la
pathologie peut s’accompagner d’une fibrose de sévérité variable. Dans le cas d’une
maladie progressive, la fibrose devient un obstacle à la reconstruction de lobules hé-
patiques sains ce qui aboutit à une régénération anarchique des hépatocytes formant
alors des nodules de régénération. On parle alors de cirrhose micronodulaire. Chez
le patient cirrhotique, le CHC complique souvent la pathologie affectant ainsi le pro-
nostic. En effet, la NASH est ses complications sont actuellement la deuxième cause
de transplantation hépatique aux États-Unis et d’ici 2025, annoncée comme la fu-
ture première cause [10]. Par ailleurs, Younossi ZM et al. estiment que pour 1 000
personne-année, les taux d’incidence de la mortalité hépatique et de la mortalité glo-
bale chez les patients NASH seraient de 15,44 (IC 95% : 11,72 - 20,34) et 25,56 (IC 95%:
6,29 - 103,80), respectivement.

1.2. Épidémiologie

Il est estimé qu’environ 20% à 30% de la population adulte mondiale présente une
NAFLD [11], cette estimation allant jusqu’à 90% chez les patients souffrant d’obésité
morbide (obésité de classe III: IMC ≥40 kg/m2) [12]. La prévalence de cette patho-
logie hépatique continue par ailleurs d’augmenter parallèlement à celle de l’obésité,
atteignant les proportions d’une épidémie mondiale [10, 13, 14]. L’obésité n’est ce-
pendant pas le seul facteur de risque épidémiologique de la NAFLD. On retrouve
notamment les changements socio-économiques, le mode de vie (e.g. sédentarité,
manque d’activité physique, consommation de sucres raffinés, d’aliments transfor-
més et ultra-transformés), certaines maladies métaboliques (e.g. obésité, diabète de
type 2, dyslipidémie, résistance à l’insuline [15]), des facteurs génétiques, mais égale-
ment le sexe, l’âge et l’origine ethnique [11]. Il est cependant important de noter que
ces changements sont toujours en évolution. De ce fait, de nombreuses variables
comme des événements épigénétiques sont à prendre en considération puisqu’ils
expriment, avec le temps, les changements sociaux en phénomènes biologiques. Ces
facteurs étant interconnectés de manière complexe dans la modulation de l’appari-
tion et de la progression de la NAFLD [16], mieux comprendre la physiopathologie de
cette pathologie apparaît donc primordial.

26



1.3. Physiopathologie

1.3.1. Pathogenèse et progression

Lesmécanismes sous-jacents au développement et à la progression de la NAFLD sont
complexes, multifactoriels, et toujours à l’étude. Différentes théories ont été élabo-
rées en commençant par l’hypothèse des « 2 coups » (en anglais, 2 « hits ») émise pour
la première fois en 1998 [17]. Selon cette théorie, l’accumulation intrahépatique de
lipides secondaire à un mode de vie sédentaire, à une alimentation riche en gras, à
l’obésité et à l’insulino-résistance, agirait comme premier coup sensibilisant alors le
foie à diverses agressions. Constituant le « 2e coup », ces agressions se présenteraient
sous la forme de stressmétaboliques (e.g. peroxydation lipidique induite par le stress
oxydatif, lésions médiées par les cytokines) déclenchants au long terme, les cascades
inflammatoires, la fibrogenèse et la stéatonécrose [18]. Grossièrement, le premier
coup représenterait le développement de la NAFL, et le deuxième serait alors à l’ori-
gine de lésions hépatiques avec inflammation menant à la NASH. Depuis, ce modèle
a été considéré comme une simplification excessive de la pathogenèse de la NAFLD
où de nombreux facteurs agissent en synergie sur un fond, chez certains patients,
de prédispositions génétiques. Aujourd’hui, la littérature met plutôt en avant l’hypo-
thèse des « coups multiples parallèles » (en anglais, « multiple parallel hits ») [19, 20].
Selon celle-ci, les habitudes de vie et/ou les facteurs environnementaux et/ou géné-
tiques associés à une obésité entraînent une augmentation des taux sériques d’AGLs
et de cholestérol, le développement d’une résistance à l’insuline, la prolifération et le
dysfonctionnement progressif des adipocytes ainsi que des modifications du micro-
biote intestinal (Figure 1.2). La NAFLD est d’ailleurs encore fréquemment reconnue
comme étant la composante hépatique du syndrome métabolique [21, 22]. Un cer-
tain nombre de processus parallèles et divers contribuent au développement de la
stéatose et de l’inflammation hépatiques. Cependant, afin de rester fidèles, mais suc-
cincts face à l’état actuel de la littérature, ces différents processus seront brièvement
et séparément détaillés dans les prochaines sous-sections.

1.3.1.1. Métabolisme lipidique, lipotoxicité et résistance à l’insuline

L’insuline est une hormone anabolique essentielle au maintien de l’homéostasie glu-
cidique et lipidique. À l’état postprandial, l’augmentation des taux circulants de glu-
cose induit la sécrétion d’insuline par les cellules β pancréatiques. Une grande partie
du glucose va alors être absorbée par les hépatocytes pour y subir la glycogénoge-
nèse, voie métabolique permettant la synthèse de glycogène. Cependant, lorsque le
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Fig. 1.2. Hypothèse des « coupsmultiples parallèles » dans le développement et
la progressionde laNAFLD. Abréviations: AGL; acides gras libres, DNL; lipogenèse de
novo, NAFL; stéatose hépatique non alcoolique, NASH; stéatohépatite non alcoolique,RE; réticulum endoplasmique, ROS; espèces réactives de l’oxygène, TG; triglycérides,VLDL; very low-density lipoprotein. Créée avec BioRender.com. Adapté de : Buzzetti E,Pinzani M, Tsochatzis EA. Metabolism. 2016;65(8):1038-1048.

foie devient saturé en glycogène, tout glucose supplémentaire absorbé par les hépa-
tocytes sera dévié vers des voies conduisant à la synthèse d’acides gras, communé-
ment appelée lipogenèse de novo (DNL), qui seront alors estérifiées en TGs pour être
exportées sous forme de VLDL-TG en périphérie vers, entre autres, le tissu adipeux
[23]. En amont, les récepteurs à l’insuline et le glucose médient ces processus via l’ac-
tivation hépatique de facteurs de transcription (e.g. insulino-dépendant: SREBP-1c,
SREBP-2; glucose-dépendant: ChREBP) [24, 25, 26]. Au niveau du tissu adipeux, l’in-
suline freine la lipolyse en inhibant l’enzyme régulant la libération des AGLs; la lipase
hormono-sensible (HSL) [27]. Évidemment, pour s’assurer d’atteindre l’euglycémie
dans les meilleurs délais, l’insuline inhibe parallèlement la gluconéogenèse et la gly-
cogénolyse tout en augmentant le taux d’absorption du glucose principalement dans
les muscles squelettiques et le tissu adipeux. Par conséquent, à l’échelle de l’orga-
nisme, l’insuline incite la plupart des cellules à oxyder préférentiellement les glucides
au détriment des acides gras afin de produire de l’énergie.
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La résistance à l’insuline semble être une caractéristique fondamentale de la NAFLD
et est plus fréquente dans la NASH que dans la NAFL [28, 29, 30]. Cet état se produit
lorsque les taux sanguins usuels d’insuline sont insuffisants pour réguler les voiesmé-
taboliques clés dans le foie, tissu adipeux et/ou les muscles squelettiques. La NAFLD
ayant été depuis longtemps associée à la présence du syndrome métabolique ou du
diabète de type 2 (DT2) [21], il a été montré que l’hyperglycémie entraînait une surex-
pression de ChREBP favorisant ainsi l’accumulation intrahépatique d’acides gras via
une stimulation accrue de la DNL hépatique [31]. Une étudemenée chez les humains
a d’ailleurs révélé que dans la NAFLD, environ 25% du pool total de lipides hépatiques
provenaient de la DNL hépatique [23]. L’insulino-résistance a également été associée
a une diminution de l’expression des récepteurs à l’insuline [32] et à une inhibition de
la β-oxydation mitochondriale favorisant ainsi l’accumulation de lipides hépatiques
notamment sous forme de TGs [33]. De nombreuses autres altérations telles que
l’induction d’un stress du réticulum endoplasmique (RE), la sécrétion de cytokines et
l’activation d’inflammasomes, ont été corrélées au développement et à la progression
de la NAFLD et ont été passé en revue par Buzzetti, E et al. [19]. Considéré comme
l’un des « coups multiples » prédisposant les patients au développement et/ou à la
progression de la NAFLD, la résistance à l’insuline est critique pour l’établissement et
la pérennité du stress oxydatif, de l’activation de cascades inflammatoires et de l’effet
délétère des lipides s’accumulant de manière intracellulaire et conduisant à l’apop-
tose (communément appeler « lipotoxicité ») [34].

1.3.1.2. Dysfonctionnement du tissu adipeux

Le dysfonctionnement du tissu adipeux blanc constitue une avenue majeure dans la
physiopathologie de la NAFLD avec obésité. En effet, un stockage accru des triglycé-
rides dans les adipocytes précède et facilite l’hypertrophie et la prolifération adipo-
cytaire. Au long terme et tel qu’illustré par le nombre accru de macrophages dans le
tissu adipeux [35] et l’augmentation des niveauxplasmatiques de cytokines inflamma-
toires [36], un état inflammatoire chronique de bas grade s’installe. En effet, les adipo-
cytes hypertrophiés sécrètent des quantités accrues de substances chimio-attractives
(e.g. MCP1, IL-8) attirant de ce fait les monocytes dans le tissu adipeux où ils se dif-
férencient en macrophages. Ceci est bien démontré par le nombre de macrophages
dans le tissu adipeux qui représente 5 à 10% du nombre total de cellules chez les in-
dividus sains, mais qui augmente jusqu’à 50% chez les individus souffrant d’obésité
[35]. D’ailleurs, les macrophages s’infiltrant dans le tissu adipeux ont un phénotype
M1, sécrétant des cytokines inflammatoires (e.g. TNF-α, IL-1) [37]. L’hypertrophie des
adipocytes amène par le fait même à un changement de la polarisation des macro-
phages en promouvant le phénotype M1 au profit du phénotype M2, ces derniers
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sécrétant des cytokines anti-inflammatoires (e.g. IL-10) [37, 38]. Les cytokines pro-
inflammatoires libérées par les macrophages M1 augmentent ainsi la lipolyse et la
résistance à l’insuline dans l’adipocyte créant une boucle de rétroaction positive avec
une inflammation et un dysfonctionnement tissulaire croissants. Cet environnement
pro-inflammatoire a également un impact sur la fonction endocrinienne du tissu.
Les adipokines, dont la leptine et l’adiponectine, sont des hormones sécrétées par
les adipocytes et capables d’agir à la fois au niveau local et systémique. La leptine
est une hormone anorexigène et pro-inflammatoire qui prévient l’accumulation de
TGs dans les adipocytes et les tissus non adipeux. Dans le foie, ceci est réalisé par la
diminution de l’expression de SREBP-1c [39] supprimant ainsi la néoglucogenèse et
la DNL. En canalisant les AGLs vers leurs oxydations plutôt que vers leurs stockages,
la leptine préserve également la sensibilité à l’insuline au niveau musculaire. Via son
principal récepteur (Ob-Rb), la leptine entraîne l’expression de gènes suppresseurs de
la signalation des cytokines agissant commeune boucle de rétroaction négative en in-
hibant la production de leptine et la signalisation de l’insuline [40]. L’adiponectine est,
quant à elle, un sensibilisant à l’insuline possédant des activités anti-inflammatoires
(e.g. inhibition de NF-κB et de la sécrétion de IL-6 et TNF-α; sécrétion de cytokines
anti-inflammatoires [41]) et hépato-protectrices [42]. Elle prévient entre autres l’ac-
cumulation de lipides hépatiques en diminuant la néoglucogenèse, l’influx d’AGLs et
la DNL hépatique (via l’inhibition de SREBP-1c entre autres) tout en favorisant la β-
oxydation mitochondriale, entraînant une réduction de la teneur en TGs hépatiques
[43]. De plus, à l’inverse de la leptine, l’adiponectine agit sur les cellules stellaires et
les cellules de Kupffer en exerçant une action anti-inflammatoire et anti-fibrotique via
la suppression entre autres des cytokines pro-inflammatoires (e.g. TNF-α et IL-6) et
en induisant celles anti-inflammatoires (e.g. IL-10).
Cependant, une dérégulation des adipokines constitue un lien essentiel entre l’obé-
sité, la résistance à l’insuline et l’inflammation, mais également la NAFLD en favorisant
la dyshoméostasie glucidique et lipidique [30, 44]. Dans la pathogenèse de la NAFLD,
les taux de leptine et d’adiponectine sont déséquilibrés [43, 45] et se traduisent par
une augmentation des niveaux de leptine et d’une diminution des niveaux d’adipo-
nectine. De ce fait, l’augmentation soutenue des taux sériques de leptine favorise
la lipotoxicité, la régulation à la hausse des cytokines pro-inflammatoires, et la ré-
sistance à l’insuline en provoquant l’inhibition de la β-oxydation, l’augmentation de
la DNL hépatique via SREBP-1c [46, 47] et en modifiant la sensibilité des adipocytes
à l’action inhibitrice que l’insuline exerce sur la lipolyse [48, 49, 50]. De plus, la lep-
tine, important facteur dans la fibrogenèse hépatique, active les cellules de Kupffer
puis les cellules stellaires [51, 52, 53] favorisant la progression vers un état fibrotique.
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Au long terme, l’hypertrophie des adipocytes et/ou la une résistance à l’insuline ali-
mente la dérégulation des adipokines et vis-versa, entretenant le cercle vicieux d’un
tissu adipeux inflammé et donc dysfonctionnel [54, 55, 56].
Les modifications dans la fonction endocrine du tissu adipeux se traduisent éven-
tuellement par des altérations des lipides plasmatiques. En effet, l’augmentation de
la lipolyse entraîne une élévation des niveaux circulants d’AGLs, exacerbant de ce
fait la sécrétion hépatique de VLDL-TG [57]. En outre, la résistance à l’insuline en-
traîne une production accrue de TGs et inhibe la dégradation d’apoB, se traduisant
ainsi par une production et une sécrétion accrue de VLDL ainsi qu’une augmentation
des TGs à l’état postprandial [58] mais également une diminution de leurs clairances
[59, 60, 61]. Selon la littérature, cela pourrait s’expliquer entre autres par une dimi-
nution, à l’état postprandial, de l’activité hydrolytique de la lipoprotéine lipase (LPL),
notamment modulée par l’action stimulante, mais obsolète de l’insuline [62]. Pour
finir, le métabolisme lipidique est également influencé par la protéine de transfert
des esters de cholestérol (CETP) dont l’action permet le transfert des TGs provenant
des VLDL et chylomicrons vers les lipoprotéines de haute et de basse densité (HDL et
LDL respectivement) qui échangent leurs esters de cholestérol [60, 63]. Dans le cadre
d’une adiposopathie tel que laNAFLD avec obésité, la fonction de CETP est augmentée
induisant ainsi i) la formation de petites particules deHDL denses (sdHDL) alorsmoins
fonctionnelles et plus facilement éliminées par les reins et ii) la formation de petites
particules de LDL denses (sdLDL) dont la clairance est diminuée mais qui confèrent
un risque accru d’évènements athérogènes mais également la NAFLD [60, 63].

1.3.1.3. Microbiote intestinal

De plus en plus de preuves suggèrent que le microbiote intestinal joue un rôle essen-
tiel dans la pathogenèse de la NAFLD. Reconnu comme étant l’axe intestin-foie, cette
communication bidirectionnelle agit de telle sorte que les facteurs dérivés du foie
comme les acides biliaires influencent la composition et la fonction du microbiote
intestinal et que les métabolites dérivés de l’intestin, qu’ils soient alimentaires ou mi-
crobiens, bénéfiques ou nocifs, régulent la synthèse des acides biliaires ainsi que le
métabolisme hépatique du glucose et des lipides [64]. Chez les patients atteints d’une
NAFLD, plusieurs études mettent de l’avant un remplacement des microbes béné-
fiques par des microbes néfastes, entraînant le développement d’un environnement
intestinal pro-inflammatoire et métaboliquement toxique avec pour conséquence un
dysfonctionnement de la barrière intestinale, l’exposition du foie à des facteurs ali-
mentaires et dérivés dumicrobiote, et la progression de la NAFLD [65]. À ceci s’ajoute
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unediminution de la diversité dumicrobiote. Les facteurs dérivés de l’intestin et impli-
qués dans la pathogenèse de la NAFLD peuvent provenir de l’alimentation (e.g. étha-
nol, édulcorants contenant du fructose, choline via sa conversion par le microbiote),
être un produit dumicrobiote (e.g. composantsmicrobiens, produits dumétabolisme
du microbiote) ou être dérivés du patient atteint (e.g. altération du métabolisme des
sels biliaires). Cependant, à savoir si la dysbiose est une cause directe de la NAFLD ou
si elle reflète simplement les changements associés à la maladie dans les systèmes
immunitaire et métabolique du patient reste à être étudié. Certaines études précli-
niques et cliniques suggèrent cependant que la dysbiose dumicrobiote intestinal joue
un rôle clé dans le déclenchement et le maintien de la maladie.

1.3.1.4. Facteurs génétiques et épigénétiques

Des preuves de plus en plus nombreuses suggèrent que la génétique et l’épigénétique
jouent un rôle fondamental dans l’initiation et la progression de la NAFLD. Plusieurs
études ont identifié des variations de séquences génomiques associées à un risque
accru de pathologie hépatique chronique, risque fortement amplifié par l’obésité et
le mode de vie.
Tout d’abord, des études cas-témoins et transversales ont permis d’identifier des va-
riants significativement associés à la prédisposition au développement et/ou la pro-
gression de la NAFLD dont certains étaient causaux dans l’expression phénotypique
de la NAFLD [66]. De manière généralement, ces variants étaient associé au remo-
delage des GLs (e.g. PNPLA3), à la sécrétion des VLDL (e.g. TM6SF2, APOB, MTTP), à
la régulation de la DNL hépatique (e.g. GCKR, KLF6) et aux voies de signalisation de
l’insuline (e.g. ENPP1, IRS1). Plusieurs de ces gènes ont été confirmés par des études
d’association pangénomique GWAS [67]. De nombreux autres gènes candidats et va-
riants ont été mis en évidence, mais ne semblent pas tous directement liés à l’expres-
sion phénotypique de la NAFLD (e.g. facteurs prédisposant à l’insulinorésistance ou
au dysmétabolisme) [66, 67, 68, 69].
Toutefois, l’interaction du bagage génétique avec les facteurs environnementaux est
tout autant cruciale dans la physiopathologie. La littérature suggère de plus en plus
que l’épigénétique traduit les altérations du métabolisme et des nutriments en un
modèle héréditaire d’expression génétique [66, 67]. Par exemple, la consommation
d’une diète riche en gras chez la souris gestante a contribué à la progression de la
NAFLD chez sa progéniture adulte, qui était associée, dès le plus jeune âge, à une
résistance à l’insuline et une augmentation de la masse du tissu adipeux viscéral [70].
Avec l’âge, l’accumulation hépatique de triglycérides était beaucoup plus sévère et la
progéniture développait des signes d’une NASH. Cependant, le rôle de l’épigénétique
dans la pathogenèse de la NAFLD n’est pas encore bien caractérisé.
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1.3.2. Manifestations extra-hépatiques

Avec la contribution non négligeable de plusieurs facteurs de risques tels que ceux
mentionnés dans les sections précédentes, la NAFLD chez la population souffrant
d’obésité peut, avec le temps, avoir de nombreuses manifestations extra-hépatiques
et notamment cardiovasculaires [71]. La littérature à ce sujet est abondante : les
patients vont généralement présenter une dysfonction diastolique et une hypertro-
phie cardiaque conférant alors un risque accru de cardiomyopathies [72, 73, 74, 75,
76, 77]. Ils peuvent également présenter des calcifications valvulaires [78, 79]. Chez
les patients atteints de NAFLD, ces anomalies fonctionnelles, attribuables à des al-
térations du métabolisme énergétique et de la perfusion myocardique, sont à leurs
tours des facteurs de risque pour les arythmies cardiaques [80, 81]. La littérature
met également de l’avant certains défauts de conduction (e.g bloc auriculoventricu-
laire du premier degré, bloc de branche droit ou hémibloc antérieur gauche) [82, 83]
ainsi qu’une prédisposition à l’athérosclérose coronarienne accélérée [71]. À terme,
ces manifestations cardiaques facilitent l’arrivée progressive d’une insuffisance car-
diaque qui demeure aujourd’hui un problème de santé publique mondiale avec une
prévalence estimée à 64,3 millions de personnes atteintes [84, 85].

1.4. Défi de la derniére décénnie : population mince et non obèse

Bien qu’il soit connu que la plupart des patients atteints d’une NAFLD sont obèses,
une récente méta-analyse dénote qu’environ 40% de la population adulte mondiale
atteinte d’une NAFLD ne souffrent pas d’obésité et que près d’un patient sur cinq
est considéré comme mince (IMC < 25 kg/m2; Asie : IMC < 23 kg/m2) [86]. De plus,
les études épidémiologiques décrivent ces patients comme étant le plus souvent des
hommes, plus âgés, ayant un plus grand tour de taille que les patients non obèses
sans NAFLD, mais présentant des anomalies métaboliques moins importantes que
les patients en surpoids ou souffrant d’obésité avec NAFLD [87]. Il est également
important de noter que jusqu’à 8% des adolescents non obèses peuvent être atteints
de NAFLD [88], bien que ce chiffre reste nettement inférieur à la prévalence chez les
adolescents en surpoids ou souffrants d’obésité [89].
Malgré ces chiffres alarmants, ce sujet est encore trop peu exploré : le nombre
d’études sur la NAFLD sans obésité reste limité (sur PubMed : 7 199 résultats vs 122
résultats sur la NAFLD sans obésité) et les manifestations extra-hépatiques et no-
tamment cardiovasculaires ne sont pas très bien répertoriées avec un peu moins
de 25 résultats sur PubMed [90] (Tableau 1.1). D’ailleurs, les thérapies actuelle-
ment disponibles et efficaces pour traiter la NAFLD chez ces patients le démontrent
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: elles impliquent des changements d’habitudes de vie (e.g. remaniement des habi-
tudes alimentaires, style de vie moins sédentaire) mais l’accessibilité à ces ressources
reste limitée avec notamment une faible proportion de programmes personnalisés
[6, 91, 92]. Quant aux stratégies pharmaceutiques, bien que plusieurs médicaments
pour le traitement de la NAFLD aient été développés dans des essais cliniques de
phase III, aucun d’entre eux n’a été étudié chez les patients non-obèses atteints de
NAFLD [6, 92]. En outre, les études sur la mortalité suggèrent que la NAFLD sans obé-
sité présente un risque de mortalité similaire (patients souffrant d’obésité: 27,2% vs
non obèses: 8,3%; p=0,190 [93]) voire supérieur (sur 15 ans, patients souffrant d’obé-
sité: 11,9% vs non-obèses: 51,7% [94] à la NAFLD avec surpoids ou obésité [93, 95, 96].
Avec le manque d’accessibilité aux données malgré l’urgence de la situation, il est
donc primordial de mieux comprendre la physiopathologie de la NAFLD sans obésité
et ses conséquences cardiaques.

Nombre d’études (années)

Requête dans PubMed Total Avec modèles expérimentaux
((nafld[Title/Abstract]) OR (nafld[Text Word])) AND
((obesity[Title/Abstract]) OR (obesity[Text Word])) 7 199 (1993-2022) 710 (2001-2022)
((lean nafld[Title/Abstract]) OR (lean nafld[Text Word])) 122 (2011-2022) 4 (2020-2022)
((lean nafld[Title/Abstract]) OR (lean nafld[Text Word])) AND
((cardiovascular[Title/Abstract]) OR (cardiovascular[Text Word])) 22 (2016-2022) 1 (2022)

Tableau 1.1. Nombre d’études répertoriées sur la NAFLD avec ou sans obésité
dans PubMed (en date du 7 octobre 2022). Le nombre d’études portant sur la NA-FLD sans obésité et ces manifestations cardiovasculaires est également répertorié demême que le nombre d’études avec modèle animal (entré dans PubMed « animal mo-
del ») par requête.

1.4.1. Physiopathologie

Les personnes non obèses atteintes de NAFLD représentent très probablement un
groupe hétérogène de diagnostics moléculaires. En 2021, Sílvia Vilarinho et al. ont
cherché à mieux cerner la NAFLD sans obésité en proposant deux grands sous-types
basés sur l’épidémiologie, l’histoire naturelle et le pronostic [97]. La NAFLD de type
1 surviendrait donc chez les patients présentant une adiposité viscérale et une résis-
tance à l’insuline, mais un IMC normal (< 25-23 kg/m2), et la NAFLD de type 2, chez les
patients présentant une stéatose hépatique résultant d’un trouble monogénique.
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Dans la NAFLD de type 1, la pathogenèse est probablement similaire à celle des pa-
tients en surpoids ou obèses souffrant de NAFLD c’est-à-dire déterminée par un ap-
port calorique excessif, en particulier des glucides simples, et un mode de vie séden-
taire, entraînant une stéatose hépatique et une lipotoxicité [98]. Cependant, compa-
rée aux témoins sains, l’adaptabilité métabolique de ces patients est plus faible, sug-
gérant une plus forte corrélation avec des facteurs de risque génétiques [99]. L’impact
cumulatif de polymorphismes associés à la NAFLD pourrait donc contribuer à la ma-
nifestation et à la progression de la maladie malgré un IMC inférieur [100, 101]. On
peut de ce fait énumérer :

• Le variant p.I148M dans le gène PNPLA3 (patatin-like phospholipase domain
containing 3) codant pour l’adiponutrine, une triglycéride lipase affectant l’hy-
drolyse des TGs dans les adipocytes, et qui confère de ce fait un risque accru
de stéatose hépatique, NASH, cirrhose et CHC [102, 103, 104]. L’augmentation
de l’IMC amplifie par ailleurs l’effet de ce polymorphisme sur la stéatose et sa
progression vers la cirrhose [105]. Cet effet est également observé lors de la
consommation de diètes riches en saccharose [106].

• Le variant p.E167K dans le gène TM6SF2 (transmembrane 6 superfamily member
2). Jouant un rôle majeur dans la biosynthèse du cholestérol hépatocellulaire
et dans la régulation des gènes liés sonmétabolisme, la présence de ce variant
augmente la susceptibilité à la NAFLD en empêchant l’assemblage normal des
VLDL [107]. Les études d’association pangénomique démontrent également
une association avec un IMC et une adiposité plus faibles [108], suggérant que
le variant p.E167K peut jouer un rôle important chez les individus non obèses
atteints de NAFLD. Dans les modèles animaux, ce variant peut provoquer une
stéatose hépatique dans le cadre d’un régime alimentaire normal [109], mais
peut être exacerbé par des régimes riches en gras et en fructose [110].

• Autres variants. Des polymorphismes dans le gèneMBOAT7 (membrane-bound
O-acyltransferase domain-containing protein 7) et GCKR (glucokinase (hexokinase
4) regulator) ont également été associés, mais de façon plus modeste, à la NA-
FLD [111]. À l’inverse, des variants dans les gènes HSD17B13 (7β-Hydroxysteroid
dehydrogenase type 13) [112] et MARC1 (Mitochondrial amidoxime-reducing com-
ponent 1) [113, 114] ont démontré avoir des effets protecteurs contre la sévé-
rité de la maladie hépatique, mais l’évaluation de l’interaction avec l’adiposité
nécessite une étude plus approfondie.

Quant à la NAFLD de type 2, les patients atteints ne présentent pas d’adiposité viscé-
rale, mais présentent une pathologie résultant d’un trouble monogénique rare qui,
dans certains cas, peuvent faire l’objet de traitements ciblés. La littérature met de
l’avant plusieurs troubles monogéniques tels que :
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• L’hypobétalipoprotéinémie (HBL). L’HBL constitue un groupe de pathologie du
métabolisme des lipoprotéines causée par des mutations de perte de fonction
à l’état hétérozygote ou homozygote dans l’apolipoprotéine B (APOB) [115]. Le
phénotype est caractérisé entre autres par unemalabsorption des lipides pou-
vant entraîner de faibles taux de lipides circulants et une stéatose hépatique.
Contrairement aux patients atteints du syndrome métabolique, ces patients
ont généralement des profils lipidiques à jeun démontrant de faibles niveaux
de triglycérides, d’apoB et de cholestérol LDL circulant.

• Des mutations monoalléliques de l’ABHD5 (Abhydrolase Domain Containing 5,
Lysophosphatidic Acid Acyltransferase), entraînant une insuffisance de sa pro-
téine éponyme, sont impliquées dans une forme héréditaire rare de NAFLD en
raison d’une déficience du métabolisme des lipides neutres [116].

• Le déficit en lipase acide lysosomale (DLAL) est une maladie autosomique ré-
cessive résultant demutations de perte de fonction de la lipase A (LIPA), qui en-
trave l’hydrolyse des esters de cholestérol et des triglycérides, entraînant son
accumulation entre autres dans les hépatocytes [117]. De ce fait, les patients
présentant un déficit en LIPA peuvent développer une stéatose hépatique et
un dysfonctionnement progressant vers une cirrhose associée à une dyslipi-
démie.

• Les syndromes lipodystrophiques englobent un spectre de maladies caracté-
risées par une perte sélective du tissu adipeux, plusieurs formes étant asso-
ciées à un dépôt de lipides ectopique dans les tissus viscéraux tels que le foie
[118, 119]. La manifestation hépatique la plus courante de la lipodystrophie
est de ce fait la NAFLD.

Plusieurs troubles monogéniques mitochondriaux associés à un phénotype de NA-
FLD sans obésité ont également été rapportés dans plusieurs études de cas et se-
ront discutés dans la prochaine section. Malgré la présence croissante d’études sur
la NAFLD chez l’humain non obèse, peu d’études s’intéressent aux mécanismes phy-
siopathologiques qui sous-tendent lesmanifestationsmétaboliques et fonctionnelles
de la NAFLD et de ces répercussions extra-hépatiques notamment cardiovasculaires
(Tableau 1.1, ligne 3). De ce fait, des modèles expérimentaux appropriés doivent être
utilisés afin d’élucider les mécanismes physiopathologiques détaillés de la NAFLD et
notamment le rôle des mitochondries.
1.4.2. Modèles expérimentaux

Les causes pathologiques de laNAFLDhumaine étant nombreuses, il est difficile d’éta-
blir un modèle expérimental universel. Ainsi, plusieurs modèles génétiques, nutri-
tionnels (induits par le régime alimentaire) et autres modèles de souris, de rats et de
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cochons d’Inde ont été établis [120, 121, 122]. Les différents modèles couramment
présents dans la littérature et leurs principales caractéristiques sont présentés dans
le tableau 1.2. Bien que ces modèles permettent de mieux cerner la pathogenèse et
les conséquences périphériques d’une NAFLD sans obésité, aucun de ces modèles –
dans ce contexte – n’implique spécifiquement les mitochondries.

2. Implications des mitochondries hépatiques
2.1. Physiologie

Responsable de la régulation d’un certain nombre de processus biologiques, le foie
exige des besoins énergétiques excessifs. Par conséquent, la présence de mitochon-
dries opérationnelles dans les hépatocytes est indispensable.
2.1.1. Processus cataboliques

Impliquées dans divers processus cataboliques, à savoir la β-oxydation et le cycle de
Krebs, les mitochondries ont pour principales fonctions physiologiques la génération
d’énergie sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) ainsi que la production de mé-
tabolites. Brièvement, plusieursmétabolites cellulaires tels que le pyruvate, issu de la
glycolyse, les acides aminés et les AGs alimentent le cycle de Krebs dans lamatricemi-
tochondriale [123]. Le cycle de Krebs génère les équivalents réducteurs nicotinamide
adénine dinucléotide (NADH) et flavine adénine dinucléotide (FADH2), qui transfèrentalors, par oxydation, leurs électrons à la chaîne de transport des électrons (ETC) com-
posé de quatre complexes multi protéiques (Figure 2.1). Le transfert des électrons
à travers l’ETC est couplé au pompage d’ions hydrogène de la matrice vers l’espace
intermembranaire par les complexes I, III et IV permettant, avec l’oxydation des don-
neurs d’électrons par l’ETC, la phosphorylation de l’ADP en ATP par le complexe V (ou
ATP synthétase). Ce processus biologique est connu sous le nom de phosphoryla-
tion oxydative (OXPHOS). Il est important de noter qu’au cours de ce processus, un
certain pourcentage de l’oxygène consommé par la mitochondrie est converti en su-
peroxyde et en hydrogène, également connu sous le nomd’espèces réactives de l’oxy-
gène (ROS), ce qui contribue aux lésionsmitochondriales dans de nombreuses patho-
logies métaboliques [124]. Par ailleurs, en plus de générer du NADH et du FADH2, lecycle de Krebs génère également des intermédiaires qui peuvent être canalisés vers
de multiples voies métaboliques biosynthétiques afin de produire entre autres du
glucose, des acides aminés et des lipides [123].
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Modèle de NAFLD Poids Profil métabolique Histologie hépatique Sexe PMID

Modèles induits par la diète

Souris FVB/NJ ou C57Bl/6(J&N)
sous diète MCD

↓ 40% poids corporel
(∼8-10 semaines post-induction)

- ↓ β-oxydation
- ↓ assemblage/sécrétion VLDL
- ↓ clairance TGs
- ↑ TGs hépatique
- ↑ sensibilité à l’insuline
- ↓ glycémie à jeun

- ↑ stéatose (∼3 semaines post-induction)
- ↑ fibrose (∼5 semaines)
- ↑ inflammation
- ↑ ballonnement des hépatocytes

M et/ou F
14672613
16285964
15122757

Souris C57BL/6 ou rats
Fischer-344 sous diète CDAA

Aucune perte de poids excessive
- ↓ assemblage/sécrétion VLDL
- ↓ clairance TGs
- ↑ TGs hépatique

- ↑ stéatose
- ↑ fibrose (∼20-22 semaines) M et/ou F

8578101
19549522
20347818
27913996

Rats Sprague-Dawley ou
Cochons d’Inde Dunkin Hartley
sous diète HF-HFD

Aucune prise de poids excessive
- ↑ TGs hépatique
- ↑ insulinémie
- ø changement de la glycémie

- ↑ stéatose
- ↑ fibrose
- ↑ inflammation
- ↑ ballonnement

M et/ou F 32757283
29953740

Souris C57Bl/6J ou rats Sprague-
Dawley sous diète athérogène
(cholestérol et acide cholique)

↓ poids corporel
(↓ tissus adipeux epididymaires)

- ↑ cholestérol total
- ↑ cholestérol non-HDL
- ↑ TGs hépatique
- ø résistance à l’insuline
(voire meilleure sensibilité)

- ↑ stéatose (∼6 semaines)
- ↑ inflammation (∼6 semaines)
- ↑ ballonnement (∼24 semaines)
- ↑ fibrose (∼24 semaines)

M et/ou F 26064924
23117815

Modèles génétiques

Souris C57BL/6N
surexpremiant GP73

↓ poids corporel
- ↓ sécrétion VLDL
- ↑ TGs hépatique
- résistance à l’insuline
- intolérance au glucose

- ↑ stéatose (∼6 mois)
- ↑ fibrose
- ↑ ballonnement

M 34853313

Souris C57Bl/6J GM4951−/−

avec ou sous HFD
Aucune prise de poids
(ø changement tissus adipeux)

- ↓ oxydation des lipides
- ↑ TGs hépatique
- ø résistance à l’insuline
- ø résistance au glucose

- ↑ stéatose
- ↑ fibrose M 35842425

Souris C57BL/6J surexprimant
SREBP-1c (spécifique aux
adipocytes)

Aucune prise de poids
(↓ masse tissus adipeux)

- résistance à l’insuline
- ↑ TGs hépatique

- ↑ stéatose
- ↑ fibrose
- ↑ inflammation
- ↑ ballonnement

M et/ou F 9784493
17379003

Souris C57BL6/J PTEN−/−

(spécifique au foie)
Aucune prise de poids
(↓ masse tissus adipeux)

- ↑ synthèse des AGs
- ↑ TGs hépatique
- ↑ sensibilité hépatique à l’insuline
- ↑ sensibilité glucose

- ↑ stéatose
- ↑ fibrose
- ↑ inflammation
- ↑ ballonnement
- développe éventuellement CHC

M et/ou F 14769918
15199412

Souris C57BL/6J AOX−/− Aucune prise de poids
(↓ poids corporel à 5 semaines)

- ↓ β-oxidation peroxisomale
- ↑ TGs hépatique

- ↑ stéatose
- ↑ fibrose
- développe éventuellement CHC

M et/ou F 9624157
8798738

Souris C57BL/6J surexprimant
PNPLA3I148M

Aucune prise de poids

- ↑ synthèse des AGs et TGs
- ↓ hydrolyse TGs
- ↑ TGs hépatique
- résistance à l’insuline
- hypertriglycéridémie

- ↑ stéatose
- ↑ fibrose
- ↑ inflammation

M 23023705

Souris surexprimant DGAT1/2
Aucun changement des masses
grasse et maigre

- ↑ TGs, DAGs, céramides, AGs
insaturés à longue chaine hépatique
- ø résistance à l’insuline
- ø résistance au glucose

- ↑ stéatose M 17618857

Tableau 1.2. Principales caractéristiques des modèles animaux de NAFLD sans
obésité couramment répertoriés dans la littérature (en date du 16 septembre
2022). Methionine and choline deficient diet (MCD), Choline-deficient L-amino-defined
(CDAA), High-Fat-High-Fructose (HF-HFD), Golgi membrane protein (GP73), High-Fat (HFD),
sterol regulatory element-binding protein 1c (SREBP-1c), phosphatase and tensin homo-
log (PTEN), acyl-coenzyme A oxidase (AOX), patatin-like phospholipase domain–containing
protein 3 (PNPLA3), Diglyceride acyltransferase 1/2 (DGAT1/2).

38



Fig. 2.1. Mécanisme simplifié de la chaîne respiratoire mitochondriale et de la
synthèse d’ATP par phosphorylation oxydative. Abréviations: CoQ; coenzyme Q,Cyt c; cytochrome C, FAD/FADH2; Flavine adénine dinucléotide, NAD+/NADH; Nico-tinamide adénine dinucléotide. Créée avec BioRender.com.

2.1.2. Dynamique mitochondriale

En fonction des signaux environnementaux et en raison de leur nature hautement
dynamique, les mitochondries peuvent subir des adaptations fonctionnelles et struc-
turelles afin de répondre aux besoins métaboliques de la cellule par le biais de la
biogenèse, à savoir la croissance et la division des mitochondries préexistantes, ainsi
que les processus opposés de fission (fragmentation) et fusion (connexion) [125].
L’équilibre entre ces deux processus opposés régule le nombre de mitochondries,
leurs tailles et leurs positionnements dans le cytoplasme. Cette dynamique mito-
chondriale est régulée par des protéines de remodelage membranaire. Au cours de
la fusion, MFN1, MFN2 (mitofusins 1 and 2) et OPA1 (optic atrophy-1) intègrent res-
pectivement les membranes externe et interne mitochondriales [126, 127, 128]. Ce
processus est déclenché par les besoins énergétiques et le stress ce qui demande
d’accroître la capacité métabolique et la réparation des fragments mitochondriaux
endommagés. Quant à la fission, les protéines DRP1 (dynamin-like/related protein 1)
et FIS1 (mitochondrial fission protein 1) compriment et séparent les tubules mitochon-
driaux [126, 127, 128]. Ce processus est déclenché dans des conditions de relaxa-
tion facilitant la respiration non couplée et étant ainsi liée à la réduction de la syn-
thèse d’ATP. La fission est essentielle à la dégradation mitochondriale où les parties
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endommagées des mitochondries sont à leur tour éliminées par l’autophagie mito-
chondriale, à savoir la mitophagie [129, 130]

2.1.3. Adaptabilité mitochondriale

L’adaptabilité des mitochondries aux besoins cellulaires et aux conditions de stress
est obtenue par l’activation de mécanismes intracellulaires avancés [131, 132, 133].
La génération de divers signaux de stress mitochondriaux et de voies de réponse au
stress nucléaire entraîne des modifications de l’expression de gènes nucléaires. Le
noyau répond à ces signaux en activant des programmes transcriptionnels induc-
tibles par le stress, comme par exemple la protéine kinase activée par l’AMP (AMPK)
qui active le coactivateur transcriptionnel PGC-1α (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1-alpha) parmi d’autres. De cette façon, ce contrôle
de la qualité mitochondriale renforce la capacité bioénergétique de la cellule en
améliorant le réseau mitochondrial par la biogenèse et la fusion et en produisant
davantage d’ATP.
Toutes perturbations de la fonctionmitochondriale ou tout dysfonctionnement de ce
mécanismede réponsemitochondriale rendent la cellule plus vulnérable aux facteurs
de stress endogènes tels que le stress oxydatif ou lipidique. Ceux-ci tendent à pro-
voquer et/ou aggraver les dérèglements métaboliques liés à l’obésité et contribuent
probablement à l’évolution de la NAFLD [134]. Ceci étant dit, la littérature concer-
nant les atteintes mitochondriales ne semble que concerner la population souffrant
d’obésité avec ou sans comorbidités. Par conséquent, l’implication précise de ces
organelles en absence d’obésité est encore très peu comprise et nécessite de plus
amples investigations.

2.2. Atteintes mitochondriales dans la NAFLD

L’accumulation anormale de lipides dans le foie est pathognomonique de la NAFLD.
En tant que régulateurs majeurs du métabolisme des lipides, il est bien connu que la
décompensation des mitochondries induite par la lipotoxicité est étroitement asso-
ciée à la progression du phénotype obèse de la NAFLD et à ses manifestations extra-
hépatiques, y compris les maladies cardiovasculaires (MCVs) [135]. Compte tenu du
manque de données concernant l’implication des mitochondries dans le phénotype
non obèse, cette section n’abordera que, sauf si mentionné, les recherches ayant été
effectuées sur des modèles animaux de NAFLD avec obésité.
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Dans la NAFL, une dérégulation dumétabolisme lipidique entraîne une accumulation
d’AGLs et de TGs hépatiques induisant un changement métabolique pour surmon-
ter la charge hépatique en AGLs. Ce changement comprend une augmentation de la
β-oxydation mitochondriale des AGs, l’induction du cycle de Krebs et la stimulation
de l’OXPHOS [136]. Régulées par une expression accrue de PPAR-α, facteur de trans-
cription et un régulateur majeur du métabolisme hépatique des lipides, ainsi que par
une augmentation de l’AMPK, senseur du statut énergétique cellulaire, ces voies fa-
vorisent i) l’acheminement des AGLs vers les mitochondries via CPT-1 alors converti
en acyl-CoA par l’acyl-CoA synthétase, ii) l’inhibition de la DNL et iii) l’augmentation
de la β-oxydation mitochondriale en empêchant l’inhibition de CPT-1 [137]. Lim et
al. ont d’ailleurs montré que l’activation de CPT-1 chez des patients traités souffrant
de NAFLD diminuait les marqueurs sériques des lésions hépatiques (e.g. AST, ALT,
bilirubine) suggérant qu’une augmentation de l’activité de CPT-1 protégerait contre le
développement de la NAFLD [138]. De plus, la régulation à la hausse de UCP2, pro-
téine induisant le découplage de la phosphorylation oxydative de la synthèse d’ATP
en dissipant le potentiel de la membranemitochondriale sous forme de chaleur, pro-
tégerait les cellules de l’augmentation des niveaux de ROS chez des rats sous diète
MCD présentant alors une perte de poids [139]. Par conséquent, à un stade précoce
de la pathologie, l’augmentation de l’activité mitochondriale semble protéger les hé-
patocytes des effets délétères du dépôt d’AGLs [140].
Cependant, malgré les tentatives du foie à se remettre d’une accumulation exces-
sive de lipides, au long terme, la capacité d’adaptation des mitochondries est insuffi-
sante pour prévenir la lipotoxicité découlant d’un flux continu d’AGLs. Ceci entraîne
donc une décompensation aux stades avancés de la maladie caractérisée par une β-
oxydation mitochondriale et une OXPHOS accrue, mais insuffisantes [141]. En effet,
cela a été démontré dans un modèle de NAFLD induit par une diète déficiente en
choline qui présentait à 12 semaines une augmentation de l’efficacité de l’OXPHOS,
mais qui perdait cette capacité à 16 semaines [142]. Les mitochondries présentaient
alors des altérations des complexes de l’ETC et du potentielmembranaire ainsi qu’une
réduction de la synthèse d’ATP entraînant la perdition de la capacité des mitochon-
dries à surmonter le flux accru d’AGLs à des stades plus avancés de la maladie. À ces
stades, la progression de la maladie a été accélérée par une expression réduite de
CPT-1 (∼50% chez l’homme [143]), en partie causée par une réduction des intermé-
diaires délétères générés par une oxydation incomplète des AGs et un changement
vers une oxydation accrue du glucose pour la production d’énergie [144], l’altération
de la β-oxydation mitochondriale et la déplétion chronique de l’ATP causée par une
expression plus élevée d’UCP2 dans les hépatocytes [137].
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La sursaturation de ces processus induit inévitablement un dysfonctionnement mi-
tochondrial avec la présence d’une augmentation de la formation de ROS et une ac-
tivation des voies associées au stress du réticulum endoplasmique (RE). Les hépa-
tocytes étant soumis à un stress oxydatif, cela active NF-κB et induit la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires notamment TNF-α, IL-1β, IL-6 et IL-8 [145, 146]. Des
modifications cellulaires telles que la présence d’un stress du RE induisant la réponse
adaptative URPmt (mitochondrial unfolded protein response), réponse transcription-
nelle permettant de promouvoir la survie cellulaire ainsi que la réparation et la récu-
pération desmitochondries défectueuses ayant par exemple accumulé des protéines
non repliées [147], sont également retrouvés et entravent alors l’exportation des li-
pides et/ou activer la DNL ce qui in fine exacerbe la stéatose chez la souris [148, 149].
Au niveau mitochondrial, la NASH se caractérise donc par un état inflammatoire dû
à la surproduction de ROS, à la lipotoxicité et à une augmentation de cytokines pro-
inflammatoires et pro-fibrinogènes. Sensible aux dommages oxydatifs, le nombre
de copies de l’ADNmt se déplète amplifiant de ce fait les lésions hépatiques et com-
promettant la transcription de protéinesmitochondriales critiques telles que PGC-1α,
TFAM et NRF-2 [140, 150]. Par ailleurs, de nombreuses études mettent de l’avant une
activité mitochondriale anormale (e.g. capacité respiratoire affaiblie, dynamique mi-
tochondriale altérée) dans le foie, mais également dans le tissu adipeux ou le muscle
squelettique et peuvent entre autres contribuer à l’insulino-résistance [135]. Cepen-
dant, l’ensemble de ces études ont été répertoriées chez des souris plus ou moins
obèses souffrantes de NAFLD et mise sous diète riche en gras laissant que très peu
de place à l’étude de la dysfonction mitochondriale dans les modèles expérimentaux
et les individus souffrant de NAFLD sans obésité [151]. Chercher à savoir si et com-
ment les mitochondries sont altérées dans la NAFLD sans obésité reste donc à être
établis de manière exhaustive [151, 152, 153].

3. Impact du dimorphisme sexuel
La NAFLD est une maladie sexo-dimorphique, avec une prévalence et une gravité gé-
néralement plus élevées chez les hommes, tels que décrits chez les patients souffrant
d’obésité. Cependant, ce rapport de force change après laménopause puisque la NA-
FLD survient à un taux plus élevé chez les femmes. Les principales différences méca-
nistiques connues entre les sexes, chez une population souffrant d’obésité avant la
ménopause, sont représentées dans la figure 3.1.
Brièvement, les femmes et les hommes stockent différemment les calories excé-
dentaires. Tandis que les femmes présentent une adiposité sous-cutanée au ni-
veau glutéo-fémorale (fessiers et cuisses), les hommes présentent une adiposité
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Fig. 3.1. Aperçude la pathogenèsede laNAFLDet ces différences entre les sexes.L’impact connu des chromosomes et des hormones sexuels n’est pas représenté.Abréviations : AGL; acide gras libre, TG, triglycéride. Créée avec BioRender.com.Adaptée de : Lonardo, A et al. (2019), Hepatology. 2016;70:1457-1469.

abdomino-viscérale. Un tissu adipeux hypertrophié et dysfonctionnel, en particulier
abdomino-viscéral, entraîne une inflammation systémique et une insulino-résistance
[154, 155]. L’ensemble de ces facteurs facilite donc l’afflux d’AGLs vers le foie aug-
mentant, au long terme, le stress métabolique dans les hépatocytes. Comme dé-
crit dans les sections précédentes, l’incapacité des hépatocytes à s’adapter au flux
continu d’AGLs entraîne une lipotoxicité et le déclenchement d’un stress oxydatif.
Dans ce contexte, une inflammation s’implante et, au long terme, favorise l’instal-
lation d’une fibrose, d’une cirrhose puis éventuellement l’apparition de cellules can-
céreuses. Le microbiote intestinal et les acides biliaires, tels que brièvement abordés
dans les sections précédentes, jouent également un rôle central et sexo-dimorphique
dans la NAFLD. En effet, il a été démontré, via des études populationnelles en méta-
génomique, que le sexe parmi d’autres facteurs (e.g. âge, régime alimentaire, IMC)
était corrélé non seulement à la diversité de la composition microbienne, mais égale-
ment à sa richesse fonctionnelle [156, 157], ces différences ayant un impact significatif
sur la dissimilarité entre les sexes dans le métabolisme et les maladies métaboliques
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(Fig. 3.1) [158]. Il est d’ailleurs intéressant de brièvement mentionner que l’expo-
sition chronique à l’alcool entraîne une accumulation de TGs dans les hépatocytes
et favorise l’inflammation du foie par le biais d’endotoxines provenant de l’intestin
[159, 160, 161, 162]; les femmes étant cette fois-ci plus susceptibles que les hommes
de développer une ALD malgré une consommation d’alcool plus faible. Les facteurs
contributoires seraient entre autres i) une plus faible activité de l’alcool déshydro-
génase gastrique [163, 164], ii) une sensibilité accrue des cellules de Kupffer aux lé-
sions dues à l’endotoxine de par la présence des oestrogènes [165, 166] ainsi que
iii) une teneur en eau corporelle totale inférieure et une teneur en graisse corpo-
relle supérieure [164, 167]. Dans son ensemble, ce parallèle entre la NAFLD et l’ALD
démontre encore une fois l’importance de cibler les différences sexuelles multisysté-
miques dans l’étude des maladies hépatiques.
Les modèles animaux de la NAFLD récapitulent généralement les différences entre
les sexes observées chez les patients avec une NAFL ou une NASH. En effet, la littéra-
ture recense plus de cytokines proinflammatoires et profibrotiques, des grades plus
avancés de NASH, un environnement plus propice à la fibrose et une incidence plus
élevée de tumeurs hépatiques chez les sujets masculins que féminins [168, 169, 170].
De plus, un modèle computationnel récent, dont les données informatiques ont été
prises chez la souris, a conclu que les foies féminins et masculins sont des organes
métaboliquement distincts, avec des régulateurs uniques modulant les résultats mé-
taboliques sexe-spécifiques [152]. Via, la présence de récepteurs β-oestrogènes, les
oestrogènes régulent en partie i) le remodelage de la matrice hépatique via les cel-
lules stellaires [171, 172] et ii) les réponses immunitaires via les cellules immunitaires
(revue dans: [173]) et la production de cytokines inflammatoires [174]. De ce fait, il est
suggéré que les cellules immunitaires innées des souris mâles sont activées de ma-
nière à favoriser l’inflammation et la fibrose hépatique, tandis que les macrophages
des souris femelles présentent un phénotype régulateur ou plus protecteur et anti-
fibrotique (revue dans : [170]). En partie expliqués par une production plus élevée
de cytokines pro-inflammatoires et par les effets inhibiteurs des oestrogènes, les ani-
maux mâles développent de ce fait plus souvent des tumeurs hépatiques que les
femelles [175]. Chez l’humain, il est intéressant de noter que des études ont suggéré
que chez les hommes en bonne santé, le risque de NAFLD est inversement corrélé
aux taux sanguins d’oestradiol [176, 177]. D’ailleurs, aux états-Unis, deux études ont
démontré que la prévalence de la NASH chez les femmes ménopausées (âge moyen
de 51 ans) était équivalente à celle des hommes [178], et que la ménopause pré-
maturée augmentait le risque de fibrose et de NASH [179]. De ce fait, les hormones
sexuelles (notamment lesœstrogènes) ont un rôle fondamental dans la protection du
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foie. Il est cependant important de noter que les oestrogènes ne sont pas les seules
responsables du dimorphisme sexuel de la NAFLD.
L’implication des chromosomes XX et XY, bien que très peu répertoriée dans la littéra-
ture [180], ainsi que celle des androgènes est également à prendre en considération.
Par exemple, chez des femmes présentant le syndrome des ovaires polykystiques
avec hyperandrogénie, celles-ci présentaient un risque significativement plus élevé
de NAFLD que les patients témoins avec des taux normaux de testostérone et de ma-
nière intéressante, ce profil était également lié à une insulino-résistance [181, 182].
Par ailleurs, une analyse à grande échelle des profils transcriptomiques de foies hu-
mains a en effet souligné la nature sexuellement dimorphique de la NASH et de la
fibrose via l’identification de signatures génétiques spécifiques aux sexes (e.g. profil
plus porté sur les processus associés au cycle cellulaire chez les femelles et sur les
processus métaboliques et inflammatoires chez les hommes), ces dernières ayant
une capacité prédictive assez élevée dans des cohortes indépendantes [183].
Cependant, malgré les progrès considérables de la recherche sur la NAFLD, notre
compréhension des différences entre les sexes dans la NAFLD reste insuffisante
et cela est encore plus le cas dans la NAFLD sans obésité. D’ailleurs, de manière
surprenante, chez les sujets ne présentant pas d’obésité (IMC < 25 kg/m2), la NAFLD
a été associée à un âge plus jeune [184, 185] et dépendamment des études, soit au
sexe féminin [185], soit ou masculin [184]. Compte tenu du fait que la littérature
semble diverger sur ce dernier point, évaluer l’impact du sexe dans la NAFLD sans
obésité semble d’autant plus important.
À la lumière des évidences révélées dans cette revue de littérature, il apparaît donc
primordial de se pencher sur les bases fondamentales du développement et de la
progression de la NAFLD sans obésité, d’autant plus qu’avec les risques associés et
notamment cardiovasculaires, la médecine au Canada s’oriente vers une pratique de
plus en plus personnalisée [186].

4. Preuve de concept avec le modèle murin H-LrpprcKO

Dans ce premier chapitre il a étémis en évidence que l’adaptabilitémitochondriale est
un point tournant dans le développement et la progression NAFLD, la NASH pouvant
même être considérée comme unemaladiemitochondriale [134, 187]. Lors de la pro-
gression de lamaladie et en concomitance avec certains facteurs de risque, desmani-
festations extra-hépatiques et notamment cardiovasculaires peuvent apparaître. En
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effet, un grand nombre de publications indiquent que les personnes souffrant de NA-
FLD avec obésité peuvent présenter des anomalies cardiaques telles qu’une dysfonc-
tion diastolique ou une hypertrophie cardiaque (Figure 4.1). Cependant, les consé-
quences cardiovasculaires et les mécanismes sous-jacents dans la population sans
obésité, mais souffrants de NAFLD ne sont pas très bien répertoriés (Tableau 1.1).

Fig. 4.1. Implication de la dysfonction mitochondriale dans la progression de la
NAFLD dans la population souffrant d’obésité. Abréviations: DNL; lipogenèse de
novo, TG; triglycéride , ROS; espèces réactives à l’oxygène. Créée avec BioRender.com.

De ce fait, puisque i) nousmanquons de connaissances concernant les répercussions
cardiaques d’une NAFLD sans obésité, impact non négligeable sur la santé des pa-
tients, et ii) que l’implication spécifique des mitochondries hépatiques n’est pas ex-
plicitement répertoriée, il apparaît d’autant plus important de caractériser l’impact
cardiaque d’une NAFLD sans obésité des suites d’une atteinte mitochondriale. Dans
le but d’évaluer cela indépendamment de toute perturbation métabolique préexis-
tante et des comorbidités en soi, nous avons tiré parti d’un modèle murin hépato-
déficient pour le gène Lrpprc (H-LrpprcKO; KO) présent au laboratoire. Retrouvé dans
le génome nucléaire, ce gène encode pour la protéine LRPPRC (leucine-rich pentatrico-
peptide repeat motif containing) avec une séquence d’adressage mitochondriale. LRP-
PRC permet la stabilisation des ARNm mitochondriaux [188, 189, 190]. Sa déficience
cause notamment une altération de l’ultrastructure mitochondriale et un défaut d’as-
semblage des complexes de la chaîne respiratoire, en particulier le complexe IV et
l’ATP synthase [188, 191, 192]. Cette déficience entraîne alors une dysfonction mito-
chondriale.

46



4.1. Phénotype

D’un point de vue phénotypique, la souris H-LrpprcKO a précédemment été caracté-
risée par son hépatopathie mitochondriale en absence d’obésité, récapitulant dans
une certaine mesure les changements décrits dans la NAFLD [191, 193]. En effet, ce
modèle murin possède une signature lipidomique et circulante caractéristique de la
NAFLD avec notamment une augmentation des niveaux hépatiques de TGs et une
augmentation des niveaux plasmatiques des acylcarnitines à longue chaîne (LCACs),
marqueur d’une perturbation de l’oxydation des acides gras mitochondriaux [193].
Ce modèle apparaît donc pertinent pour trois raisons : i) comme précédemment évo-
qué, la dysfonction mitochondriale est au centre du développement et de la progres-
sion de la NAFLD, ii) de par son hépato-spécificité, ce modèle nous permet d’isoler
les manifestations cardiaques de tout autres effets systémiques confondants et iii)
ne prends pas de poids malgré des signes évidents d’une pathologie hépatique.
5. Objectifs, hypothèses et méthodes expérimentales
Dans le cadre de ce projet de maîtrise, l’étude avait pour objectif de caractériser chez
la souris H-LrpprcKO, les changements métaboliques qui sous-tendent les manifesta-
tions cardiaques de la NAFLD sans obésité, tout en évaluant la présence éventuelle
d’un dimorphisme sexuel. Les sous-objectifs de cette étude sont de i) valider le phé-
notype hépatique chez la souris H-LrpprcKO, ii) caractériser lesmanifestations cardio-
métaboliques, iii) évaluer l’impact fonctionnel cardiaque et iv) évaluer la présence
d’un dimorphisme sexuel. Nous nous attendions à ce que les manifestations car-
diaques impliquent de profonds changements métaboliques sexe-dépendants.
Notre hypothèse se base sur la caractérisation faite à 5 semaines par Cuillerier et
al. en 2017 [191] puis par la révélation d’un remodelage du lipidome circulant à 14
semaines, publiées en 2019 par Ruiz et al. [193]. En effet, nous supposons qu’à 14
semaines, le phénotype hépatique se soit détérioré en s’approchant peut-être davan-
tage de laNASHquede laNAFL observée à 5 semaines d’âge. Deplus, avec la présence
d’un remodelage du lipidome circulant, nous pouvons spéculer que cela ait un impact
sur le métabolisme du glucose ainsi que le métabolisme et la fonction cardiaque. Par
ailleurs, nous nous attendons à ce que les manifestations cardiaques impliquent de
profonds changements métaboliques sexe-dépendants.
Notre but a été d’essayer de relier les phénotypes hépatique et cardiaque à des chan-
gements du métabolisme du glucose et des lipoprotéines. Pour ce faire, nous avons
eu recours à diverses techniques. Le phénotype hépatique a tout d’abord été évalué
par la combinaison d’approches histologique et moléculaire ainsi qu’en séquençant
à haut débit le transcriptome hépatique (RNA-seq). Le profil circulant a ensuite été
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survolé en ciblant i) le métabolisme du glucose, principalement par la mesure de la
glycémie et de l’insulinémie et ii) le métabolisme des lipides via l’analyse du profil
des lipoprotéines plasmatiques. Finalement, le phénotype cardiaque a été étudié en
ayant pour objectif de regarder lemétabolismemitochondrial par approchesmolécu-
laires et fonctionnelles (respiration mitochondriale), d’analyser le lipidome cardiaque
par son criblage au LC-MS/MS et d’évaluer la fonction cardiaque grâce à un cathéter
de type Millar.
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Synthèse
L’article présenté ci-après reprend le rationnel, la mise en oeuvre des protocoles et
l’analyse des résultats obtenus depuis ces deux dernières années.
Ce projet de maîtrise a vu le jour suite à la découverte quelque peu accidentelle
d’un dimorphisme sexuel dans la signature lipidomique circulante ainsi que la
présence d’une diminution cardiaque des niveaux de cardiolipines, marqueur d’une
atteinte mitochondriale, chez les souris H-LrpprcKO. Est alors venue l’idée d’examiner
l’axe foie-coeur, avec pour objectif de mieux comprendre l’impact du phénotype
hépatique sur les mécanismes qui sous-tendent la présence de ces manifestations
circulantes et cardiaques. Ne présentant pas d’obésité, notre laboratoire a alors
utilisé ce modèle murin comme preuve de concept dans la compréhension de
cette dynamique multisystémique présente également chez les humains souffrant
de NAFLD sans obésité, mais malheureusement encore trop peu étudié. L’article
présente ainsi les résultats obtenus dans l’analyse de cet axe foie-circulation-coeur.
Compte tenu du fait que cet article aborde l’ensemble des manipulations et résultats
générés au cours de ces dernières années, la section matériels et méthodes n’a pas
fait l’objet d’un chapitre, mais figure dans l’article ci-après.
L’étudiante a contribué à l’élaboration et la mise en oeuvre du protocole. Les ma-
nipulations et expérimentations animales ont été entièrement réalisées par celle-ci.
SD et HB ont gentiment prêté main-forte à la réalisation de certaines expériences
moléculaires. Les données brutes de transcriptomique ont été générées par la pla-
teforme de bio-informatique d’Ottawa. AC a réalisé les expériences de respiration
mitochondriale sous la supervision de YB, CD a généré les données de lipidomique
sur la plateforme de métabolomique de l’Institut de Cardiologie de Montréal (ICM).
Les précieuses collaborations avec MGS, BC et MEC de la plateforme d’histologie de
l’ICM ainsi que CM et NT nous ont permis d’avoir respectivement accès aux données
d’histologie et des profils lipoprotéiques. L’ensemble des résultats ont été analysés
par l’étudiante avec l’aide de SD et MR. Le manuscrit a été écrit en collaboration avec
MR et la révision a été réalisé par SD, CM,MGS, YB etMR. Les abréviations des auteurs
sont définies dans l’article.
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Résumé. Les patients non obèses atteints de stéatose hépatique non alcoolique (NA-
FLD) peuvent développer des complications cardiaques indépendamment des pertur-
bationsmétaboliques préexistantes et des comorbidités. Pour étudier lesmécanismes
sous-jacents indépendants du développement de l’obésité, nous avons utilisé un mo-
dèle murin ayant une atteinte mitochondriale hépatique. L’axe foie-coeur a donc été
étudié puisque ces souris développent une stéatosemicrovésiculaire sans obésité. Nos
résultats ont dévoilé un remodelage phénotypique dépendant du sexe, allant au-delà
des lésions hépatiques. Les mâles, un peu plus que les femelles, présentaient une
hypoglycémie à jeun et une sensibilité accrue à l’insuline. Ils présentaient une légère
dysfonction diastolique, un remodelage des lipoprotéines circulantes ainsi que du lipi-
dome cardiaque. À l’inverse, les femelles ne manifestaient pas de dysfonctionnement
cardiaque, mais présentaient des déficiences cardiométaboliques soutenues par une
altération de l’intégrité mitochondriale et de la β-oxydation, un remodelage des lipo-
protéines circulantes et une accumulation intracardiaque de triglycérides délétères.
Cette étude souligne que les défauts métaboliques du foie peuvent entraîner des ano-
malies significatives dépendantes du sexe et indépendamment de l’obésité. Cemodèle
expérimental peut s’avérer utile pour mieux comprendre la variabilité liée au sexe im-
pliquée dans la progression de la NAFLD sans obésité.
Mots clés : dimorphisme sexuel, maladies hépatiques, stéatose hépatique non-
alcoolique sans obésité, maladies cardiovasculaires, physiopathologie cardiaque,
maladies métaboliques, métabolisme, dysfonction mitochondriale

Abstract. Lean patients with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)may develop car-
diac complications independently of pre-existentmetabolic disruptions and comorbidi-
ties. To address the underlying mechanisms independent of the development of obe-
sity, we used a murine model of hepatic mitochondrial deficiency. The liver-heart axis
was studied as these mice develop microvesicular steatosis without obesity. Our re-
sults unveiled a sex-dependent phenotypic remodeling beyond liver damage. Males,
slightly more than females, showed fasting hypoglycemia and increased insulin sensi-
tivity. They exhibited mild diastolic dysfunction, remodeling of the circulating lipopro-
teins and cardiac lipidome. Conversely, females did not manifest cardiac dysfunction,
but exhibited cardiometabolic impairments supported by impaired mitochondrial in-
tegrity and β-oxidation, remodeling of circulating lipoproteins and intracardiac accu-
mulation of deleterious triglycerides. This study underscores that metabolic defects
in the liver can result in significant sex-dependent abnormalities independent of obe-
sity. This experimental model may prove useful to better understand the sex-related
variability involved in the progression of NAFLD in a lean population.
Keywords: sexual dimorphism, liver diseases, lean patients with non-alcoholic fatty
liver disease, heart diseases, heart pathophysiology, metabolic diseases, metabolism,
mitochondrial dysfunction
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6. Introduction
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) affects approximately 25% of the world pop-
ulation and is associated with metabolic comorbidities including obesity, type 2 dia-
betes, hyperlipidemia, and hypertension [1]. Currently, the most frequent cause of
death in NAFLD is cardiovascular diseases (CVDs). Although regularly associated with
overweight and obesity, NAFLD is increasingly being identified in lean individuals. In
fact, a 2020 meta-analysis estimated that among the NAFLD population, the overall
prevalence of non-obese NAFLD is just over 40%, with 1 in 5 patients being lean (BMI<
25kg/m2; [2]). Furthermore, it has been repeatedly suggested that NAFLD in lean and
obese people represent distinct pathophysiological entities (reviewed in [3]).
Data on the long-term cardiovascular outcome of NAFLD in the lean population are
limited. Yet, they show that lean individuals with NAFLD have a lower prevalence
of metabolic comorbidities (e.g., diabetes, hypertension, hypertriglyceridemia, obe-
sity, metabolic syndrome), but higher liver fibrosis scores and elevated cardiovascular
morbidity and all-cause mortality in advanced stages compared to obese individuals
with NAFLD (reviewed in [4]). Considering the greater cardiovascular risk associated
with NAFLD in lean people, it is crucial to better understand the mechanisms leading
to the development of cardiac abnormalities in this population.
In the obese population, NAFLD is accompanied by a constellation of systemic al-
terations and comorbidities which collectively contribute to the development of car-
diovascular complications (reviewed in [5]). This includes, but is not limited to, adi-
pose tissue dysfunction [6], ectopic deposition of fatty acids in peripheral tissues
(e.g., skeletal muscles, heart; [7]), insulin resistance as well as hyperglycemia and its
adverse cellular consequences (e.g., formation of reactive oxygen species and pro-
inflammatory processes; [8]). Nevertheless, a significant proportion of lean patients
with NAFLD do not present most of these systemic alterations and comorbidities,
which suggests that the liver pathology per se plays a predominant role in the patho-
genesis of cardiac complications. However, it is challenging to experimentally disso-
ciate liver pathology from systemic disturbances and comorbidities.
Abnormal lipid accumulation in the liver is pathognomonic for NAFLD. As major reg-
ulators of lipid metabolism, it is well known that mitochondria dysfunction induced
by lipotoxicity is closely associated with the progression of the obese NAFLD pheno-
type, and its extra-hepatic manifestations including CVDs (reviewed in [9]). To study
the cardiac abnormalities of lean NAFLD independent of any pre-existent metabolic
disruptions and comorbidities per se, we took advantage of our hepatic Lrpprc knock-
out (KO) mouse model who presents a mitochondrial dysfunction associated with a
defect in the assembly of respiratory chain complex IV [10, 11, 12].
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Thismodel has been previously characterized by itsmitochondrial hepatopathy in the
absence of obesity, recapitulating to some extent the circulating lipidomic signature
described in NAFLD (e.g., higher levels of hepatic triglycerides (TGs) and long-chain
acylcarnitines (LCACs), as well as changes in plasma glycerophospholipids [11, 13].
The aim of the present study was therefore to characterize the cardiac abnormalities
of lean NAFLD. Considering the notable impact of sex in the initiation and progres-
sion of this disease [14], we also assessed the sex impact. Our results reveal that loss
of hepatic LRPPRC triggers a multi-faceted phenotypic remodeling that goes beyond
liver damage, with notable disturbances in glucose metabolism metabolic and func-
tional cardiac impairments that are sex-dependent, highlighting that metabolic and
contractile abnormalities are not necessarily coupled in this model. This study gives
new insight into the crucial involvement of mitochondria in the pathophysiological of
lean NAFLD and its impact on CVDs.

7. Materials and Methods
7.1. Animal model

The study protocol was approved by the animal research and ethics committee of
the Montreal Heart Institute. All experiments were conducted in accordance with the
Canadian guidelines to the care and use of experimental animals. Liver-specific Lrp-
prc-null mice (H-LrpprcKO, KO) were produced and selected as previously described
[11]. Mice were maintained in a specific pathogen-free facility on a regular 12-12h
light-dark cycle. All mice had access to standard chow diet and water ad libitum.
Animals (20 WT, 20 KO; 50:50 male:female) were weighed, and monitored for their
caloric intake once a week. At 14 weeks of age, mice used for experiments were eu-
thanized under isoflurane by exsanguination through the thoracic aorta preceding
heart removal. Blood was collected from non-fasted mice in EDTA-coated syringes.
Plasma was recovered following centrifugation (2000g, 15min, 4°C), and stored at -
80°C pending further experimentations. The heart, liver, perigonadal white adipose
tissue (WAT), interscapular brown adipose tissue (BAT), gastrocnemius, soleus, and
tibia were collected, rinsed in cold 0.9% saline, weighted, flash frozen in liquid nitro-
gen, and stored at -80°C.
7.2. Histology

Hematoxylin-Phloxine-Saffron. For a general assessment of histopathology, livers were
rapidly excised and fixed in 10% formalin PBS-buffered solution for 5 days. Tissues
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were dehydrated by incubating in a series of solutions with an increased ethanol con-
tent (70, 95 and 100%), followed by xylene, and embedded in paraffin [15]. Samples
were cut into 6-µm sections, and processed with Hematoxylin-Phloxine-Saffron (HPS)
staining. HPS slides were examined by bright-field microscopy (BX45, Olympus, Rich-
mondHill, ON, Canada), and images were acquired under 10xmagnification. For each
slide, 3 different lobules were taken centering on the central vein. The aim was to
identify, by qualitative analysis, the possible presence of histopathological signs. The
most representative image of each group was chosen for publication.
Oil Red’O. To quantify steatosis, serial cryosections of 10-µm thickness were taken
from livers. On frozen sections, slides were fixed in 10% formalin, incubated in propy-
lene glycol, and processed with Oil Red O 0.7% (ORO) staining for 2 days. After wash-
ing with a series of solutions with a decreased propylene glycol content (100%, and
85%), sections were briefly processed in Mayer’s hematoxylin solution (Leica Biosys-
tems Inc., Buffalo Grove, IL). Following washing, slides weremounted in a glycerin jelly
medium. ORO slides were examined by bright-fieldmicroscopy (BX45, Olympus, Rich-
mondHill, ON, Canada), and images were acquired under 20xmagnification. For each
slide, 3 different lobules were taken centering on the central vein. Lipid droplet num-
ber and morphology in individual hepatocytes were quantified using ImageJ (NIH).
The most representative image of each group was chosen for publication. Masson’s
trichrome staining. To quantify heart fibrosis, hearts were paraffin-embedded and
transverse sections (6-µm) of the ventricles were prepared and stained with Masson’s
trichrome solution [16]. A blind analysis of one section per heart was performed by
bright-field microscopy (BX45, Olympus, Richmond Hill, ON, Canada), and full heart
images were acquired under 10x magnification. Collagen content was quantified by
color segmentation using ImageJ (NIH), and expressed as a percentage of the surface
area.

7.3. Glucose metabolism

Glycemia and insulinemia monitoring. Blood glucose was monitored using a glucome-
ter at 5, 7, 9, 11, and 13 weeks of age at 2pm following a 5h food withdrawal. Blood
samples (100µl) were collected at 9, and 14weeks of age to quantify insulinemia based
on themanufacturer’s protocol (Rat/Mouse Insulin ELISA Kit; cat. EZRMI-13K;Millipore
Sigma).
Insulin Tolerance Test (ITT). ITT was performed at 11 weeks of age. Biosynthetic human
insulin (Humulin R U-100; Eli-Lilly, Indianapolis, IN; 0.6U/kg body weight) was injected
intraperitoneally in conscious mice at 2pm after 5h food withdrawal. Blood glucose
wasmeasured using a glucometer at 0, 15, 30, 45, 60, 90, and 120minutes after insulin
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administration. Area under the curve (AUC) was calculated.
Oral Glucose Tolerance test (OGTT). OGTT was performed at 12 weeks of age. Glucose
(dextrose solution, 2g/kg body weight; Hospira Inc., Lake Forest, IL) was administered
orally by gavage in conscious mice at 9:30am after a 16h fast. Blood glucose was
measured using a glucometer at 0, 15, 30, 45, 60, 90, and 120 minutes after glucose
administration. Blood samples were taken from the lateral saphenous vein prior to
the gavage (0 minutes), and at 30 minutes. Subsequent samples were processed to
quantify insulinemia based on the manufacturer’s protocol (Rat/Mouse Insulin ELISA
Kit; cat. EZRMI-13K; Millipore Sigma). Area under the curve (AUC) was calculated.

7.4. Total cholesterol in plasma lipoprotein profile

Plasma of fed 14-weeks old mice were used to measure total cholesterol in plasma
lipoprotein fractions. Lipoproteins were separated from plasma by size exclusion
chromatography fast protein LC (FPLC) using a Superose 6 column on a FPLC system
with a Model 500 pump from Waters (Milford, MA). In short, and as described [17],
a 100-µl aliquot of mouse plasma pooled equally from four different mice per group
was injected into a 1.0-ml sample loop and separatedwith a buffer (0.15MNaCl, 0.01M
Na2HPO4, and 0.1mMEDTA) at a flow rate of 0.5mL/min. Sixty fractions of 300-µl each
were collected with the lipoproteins being contained within. Batch analysis was per-
formed to measure circulating total cholesterol (Fujifilm Medical Systems U.S.A., Inc.
cat. 999-02601) in plasma lipoprotein fractions according to the manufacturer’s pro-
tocol.

7.5. Cardiac function assessment using Millar catherization

Fed mice were anesthetized with 2% isoflurane in 100% O2 at a flow rate of 2L/min
at 14 weeks of age. Body temperature was monitored and maintained at 37°C using
a heating pad. Cardiac hemodynamics parameters were measured using a microtip
pressure transducer catheter (1,4-F; Millar Instruments) inserted into the left ventri-
cle through the carotid artery as previously described [18]. Data were collected and
analyzed using IOX software (v.2.10.8.25; emka TECHNOLOGIES, Falls Church, VA).
Blood pressure, intraventricular pressures (systole, diastole), and heart rate (HR)mea-
surements were taken when a steady state was reached and represented an average
value. Subsequent mice were euthanized, and organs were harvested as described
in the animal model section.
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7.6. Cardiac untargeted lipidomic using LC-QTOF

Untargeted lipidomic analyses using LC-QTOF were performed using a previously
validated workflow [13, 19]. Briefly, lipids were extracted from powdered heart tis-
sues ( 50mg/sample) and spiked with six internal standards (LPC 13:0, PC14:0/14:0,
PC19:0/19:0, PS12:0/12:0, PE17:0/17:0, PG15:0/15:0; Avanti Polar Lipids Inc, Alabaster,
USA). Following lipids extraction, samples (0.7µl for positive mode, and 2µl for nega-
tive mode) were injected into a 1290 Infinity HPLC coupled to a 6530 accurate mass
QTOF MS system equipped with a dual electrospray ionization (ESI) source. Elution of
lipids was assessed on a Zorbax Eclipse plus column (C18, 2.1x100mm, 1.8µm, Agilent
Technologies Inc.) maintained at 40°C using a 83min chromatographic gradient of sol-
vent A (0.2% formic acid and 10mM ammonium formate in water), and B (0.2% formic
acid and 5mM ammonium formate in methanol/acetonitrile/methyl tert-butyl ether
[MTBE], 55:35:10 [v/v/v]). Samples were analyzed in positive scan mode. MS data
were processed using theMass Hunter Qualitative Analysis software package (version
B.06.00, Agilent Technologies Inc.), and a bioinformatics pipeline that we have devel-
oped as previously described [19]. Lipid final annotation was achieved using MS/MS
analysis on all discriminant MS features. Based on their structures, lipids were anno-
tated by i) searching themass-to-charge ratio of selected features inMETLIN database
and ii) identifying the polar head and acyl chains based on their signature fragment
ion on the MS/MS spectra. Covariance analyses were performed to test the impact of
sex.

7.7. RNA-sequencing analyses

RNA-sequencing data were generated at StemCore Laboratories (Ottawa Hospital Re-
search Institute, ON) from livers of fed mice.
Library quantification and construction – Quantification of input Total RNA samples
(300-1000ng of total RNA) were performed with the Qubit HS RNA assay (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA), and the fragment size was evaluated with the Frag-
ment Analyzer HS NGS assay (Agilent, Santa Clara, CA). An RNAQuality Number (RQN)
of 8.0 or higher was considered satisfactory quality for library construction. A total
of 40 Total RNA samples were submitted for RNA-seq, and library construction was
performed with the Truseq stranded mRNA (Illumina, San Diego, CA). Libraries were
prepared with unique barcodes compatible with the Illumina NextSeq 500 platform
and were quantified with the Qubit HS RNA assay. Library fragment size were evalu-
ated preceding normalization to the same concentration. Sampleswere subsequently
pooled in equal amounts.
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Next Generation Sequencing – The library pools were diluted as required to achieve
maximal cluster density and run on 5 x High Output Flow Cells on the NextSeq 500.
PhiX was spiked in as a control. The samples underwent 1 x 75 cycles of single-end
sequencing. This approach yielded up to 50million reads per sample prior to filtering.
Analyses – From the list of non-filtered transcripts reported, those that were below
the detection threshold for all conditions were excluded. Transcripts that were be-
low the detection threshold in at least 50% of the mice in the control condition were
also excluded. Multiple unpaired t-tests following by a false discovery rate (FDR) mul-
tiple comparison post hoc analysis (Two-stage step-up (Benjamini, Krieger, and Yeku-
tieli)) were performed for each comparison. Transcripts were considered a discovery
when q-value < .05 (desired FDR (Q) < 5%). Transcripts were classified as up- or down-
regulated based on their log2 fold-change (FC). For each comparison, the Cytoscape
(version 3.9.1) ClueGO v2.5.9 plugin [20] was used to cluster transcripts significantly
enriched. A functionally group network was therefore generated following enrich-
ment analyses of GO terms (Molecular Function, Cellular Component, and Biological
Process) and pathways (KEGG database). The generated clusters reflect the relation-
ships between the terms based on the similarity of their associated genes. To have de-
tailed pathways, the GO tree interval was set at 7-15 with a minimum of 2 transcripts
from the uploaded list that were i) associated to aGO term, and ii) represented at least
20% from the total number of transcripts of the GO term. The degree of connectivity
between terms was automatically calculated using the kappa score set at 0.5 in this
study. The size of the nodes reflected the statistical significance of the terms, and the
ClueGO plugin automatically generated cluster labels based on the most significant
term of a group. Therefore, the node color showed the proportion of transcripts from
each cluster that are associated to the term. A classical Fisher’s exact test following
by a Bonferroni step-downmultiple comparison post hoc analysis was by default per-
formed to show the significance of the terms and groups. To ensure that the results
were more readable, only pathways with a pV ≤ .05 were shown.

7.8. Respirometry on isolated cardiac mitochondria

As previously described [11], cardiac mitochondria were isolated and respiration was
measured using Clark-type electrodes at 23°C under continuous stirring. Mitochon-
dria (0.5mg prot/mL) were suspended in respiration buffer (inmM: 10 KCl, 5 K2HPO4,
10 MOPS, 9 Pi, 2,5 MgCl2, 1mg/mL BSA; pH 7,4). Following baseline recording, oxida-
tion of long-chain fatty acids was measured following separate supplementation with
i) palmitoyl-carnitine (20 µm) and ii) palmitoyl-CoA (5µm) and L-carnitine (5mM). Both
supplementation were in the presence of malate (2.5 mM) and ADP (1 mM).

58



7.9. Molecular analyses

Quantitative RT-PCR - Gene transcript levels from frozen liver and heart tissues were
assessed as previously described for hearts [13, 18] using an RNeasy kit (QIAGEN),
and reverse transcribed with the High-Capacity cDNA RT kit (Thermo Fisher Scientific)
as recommended by the manufacturer. Quantification was achieved by MxPro soft-
ware (Agilent Technologies Inc.) and reported using the ∆∆CT method. Gene tran-
script levels were normalized to Ywhaz and Tbp in hearts and livers, respectively. The
list of primers used is reported in Supplementary Table 9.1. Immunoblotting. Protein
levels from frozen liver tissues were assessed following loading and running of 20
µg of protein per sample on 12.5% polyacrylamide gels. Samples were transferred
to nitrocellulose membrane and used for the detection of LRPPRC (1:1000; LRP130
Rabbit Ab, cat. PA5-22034, Thermo Scientific), MTCO1 (1:10 000; Anti-MTCO1 anti-
body [1D6E1A8], cat. ab14705, Abcam), Glycogen Synthase (1:1000; Glycogen Syn-
thase (15B1) Rabbit mAb, cat.3886S, Cell Signaling), and PEPCK (1:1000; PEPCK (H-
300) Rabbit polyclonal IgG, cat. sc-32879, Santa Cruz Biotechnology). β-actin (1:50
000; β-actin HRP (C4), cat. sc-47778, Santa Cruz Biotechnologies) was used for nor-
malization. ELISA and enzyme activity assays. Levels of plasma cortisol (Cortisol (hu-
man/mouse/rat) ELISA Kit; cat. K7430-100; Biovision), ALT (ALT Activity Assay, cat.
MAK052, MilliporeSigma), and AST (AST Activity Assay Kit, cat. MAK055, Millipore-
Sigma)weremeasured spectrophotometrically in a plate reader using ELISA, and stan-
dard coupled enzyme assays according to themanufacturer for cortisol, and adapted
for ALT (1:5), and AST (1:10) [21].

7.10. Statistical analyses

Unless indicated, data are presented as mean ± SEM. Two-way analysis of variance
(ANOVA) following by Šidák multiple comparison post hoc analysis was used to test
for differences in the effects of the genotype and sex variables on the dependant
variable. Moreover, it was assumed that the data (n=10/group) were approximately
following a normal distribution. Therefore and to compare KO males to KO females,
paired t-tests were performed. Statistically significant differences were considered
for a p-value < .05. All analyses were performed using Prism 9.4.0 for Mac OS-X.
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8. Results
8.1. Loss of hepatic LRPPRC does not lead to obesity

Lrpprc knockout (KO)modelwas validated by the 60%hepatic decrease in LRPPRCpro-
tein content similarly in both KO males and females mice (Fig.8.1A). As expected, this
hepatic loss induced a significant and sex-independent decrease of the respiratory
chain complex IV subunit 1 protein content (MTCO1; Fig.8.1B). Of note, the presence
of residual amounts of LRPPRC is likely attributable to liver regeneration as previously
described [11]. Our results are however still consistent with one of our previous study
[13].
Throughout the entire follow-up, homozygous KO mice had reduced body weight
compared to their respective controls (Fig.8.1C). Despite a lowerweight in KO females,
significance was only reached in KO males. However, KO males had similar weight
gain compared to their controls (Fig.8.1D). This was not observed in KO females which
showed a lower, although not significant, weight gain suggesting a mild growth delay.
Of note, the weight of WT mice was subject to sexual dimorphism, a pattern that was
maintained in KOs. Consistent with these results, the absence of increased lipogenic
tissuemass (white adipose tissue, WAT; Fig.8.1G) corroborated the absence of obesity
in KO mice.
To rule out the effect of diet and food intake on the observed phenotype, the daily
food intake (Fig.8.1E) of mice and their ability to assimilate food (weight gain/calorie
intake; Fig.8.1F) were calculated. As shown in Fig.8.1E, except for a significant de-
crease at 7 weeks in KO males, no other major differences were found in daily food
intake. Furthermore, KO mice had a similar profile to their controls suggesting that
despite a somewhat different daily intake, they would not have a problem assimi-
lating calories. This difference was however more evident in KO males than in KO
females, as they displayed an increased, although not significant, weight gain/calorie
intake curve compared to their controls. Together these results indicates that the
phenotype of Lrpprc deficient mice cannot be explained by a difference in food in-
take. Futhermore, since the knockout is liver specific, it is possible that KO mice have
a higher energy expenditure which could therefore explain the lack of difference in
food intake despite a lower weight in KOs.
To better understand the nutritional and health status of the Lrpprc KOmice, anthro-
pometric parameters at 14 weeks were assessed. Normalized to the tibia’s length,
liver mass of KO males was 18% smaller than their controls (Fig.8.1G). This significant
decrease was however lost when normalized to body mass (Supplementary Table
9.2) indicating that even though the loss of LRPPRC seems to affect liver mass, this
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Fig. 8.1. General phenotype in normal and liver-specific LRPPRC deficient mice.Immunoblots of (A) LRPPRC, and (B) MTCO1 content in the liver (n=8/group). Actinwas used as loading control. (C) Mice weight and their (D) weight gain (in %) weretaken and calculated once a week (N=40, 10/group). (E) Daily food intake, and (F)calorie assimilation represented by weight gain on daily caloric intake were also cal-culated once a week (n=10). (G) At 14 weeks of age, organ mass normalized to tibialength were calculated (n=10). The table represents the average mass for each groupand organ. The adjusted p-value and the impact of sex and genotype are also shown.Difference between WT and KO mice was assessed with a two-way ANOVA followingby Šidák (A-B, G) or Tukey (C-F) multiple comparison post hoc analysis : ∗ p < 0.05, ∗∗

p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001, ∗∗∗∗ p < 0.0001. For panels C-F, significant differences betweengroups are symbolized: #, Male WT vs. Female WT; $, Male KO vs. Female KO; ∗, MaleWT vs. Male KO; %, Female WT vs. Female KO. Adj. p-value: adjusted p-value.
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decline was probably not explained by liver atrophy. No changes were seen in KO
females. This pattern was also found for the heart and soleus, two oxidatives mus-
cles (Fig.8.1G). Indeed, heart and soleus mass were decreased by 11% and 18% re-
spectively in KOmales compared to WT. However, this significant difference was only
present when normalizing to tibia lengh suggesting once again that this loss of mass
is probably not related to muscle atrophy but rather to a retarded growth (Supple-
mentary Table 9.2). This result was not only consistent with a previous study [11], but
also with the LRPPRC mutation found in humans where a growth delay is well docu-
mented [22, 23, 24]. No differencewas noted in KO females. Interestingly, themass of
the gastrocnemius, a glycolytic muscle, was unchanged in both sex (Fig.8.1G). Finally,
the mass of lipogenic tissue – white (WAT), and brown (BAT) adipose tissues – were
unchanged regardless of genotype (Fig.8.1G). It should be noted that the absence of
an increased WAT mass was consistent with body weight follow-up, demonstrating
the absence of obesity in this model. Altogether, these results corroborated those
previously obtained at 5 weeks of age [11], and confirmed the lack of obesity in our
model, which can be characterized as "lean". Of note, because our facilities could not
accommodate thermoregulated chambers, mice were housed at an ambient temper-
ature below 30°C (rooms tempered at 22°C), which can impact energy expenditure by
increasing it to regulate body temperature [25]. Thermogenesis upregulation could
therefore influence body weight gain.
8.2. Loss of hepatic LRPPRC results in deleterious liver remodeling

regardless of sex

To assess and validate the liver phenotype, a series of histological and molecular
analyses were performed. Following HPS staining and qualitative observations, livers
lacked structure and organization in KOmales and females in a similar way compared
to their controls (Fig.8.2A). Surprisingly, no microvesicular steatosis was evidenced
following Oil Red’O staining (Fig.8.2A and B) as this was previously seen at 5 weeks
of age [11]. To assess hepatocellular injury, alanine and aspartate aminotransferases
(ALT and AST) activities were measured. AST, produced in hepatocytes as well as in
muscle and heart cells, was not significantly different (Fig.8.2C). ALT, producedmainly
but not exclusively in hepatocytes, was however significantly increased by 1.29-fold
in KOmales (Fig.8.2D). No significant changes were observed in KO females despite a
significant sex impact (p=0.0002). To further identify the extent of liver damage, sev-
eral hepatic markers were targeted. Fibrosis marker Col1a1, and matrix remodeling
marker Mmp2 were first quantified. Col1a1 expression was significantly increased by
2.28- and 1.77-fold in males and females KO respectively (Fig.8.2E). Consistent with
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this result,Mmp2 expression was increased by 2.35-fold in KOmales and by 1.60-fold
in KO females (Fig.8.2F) suggesting matrix remodeling of the liver with the presence
of fibrosis. Inflammatory markers Ccl2 and Tgfβ were then assessed. As shown in
Fig.8.2G, Ccl2 expression was once again significantly and similarly increased in both
KOmales and females (1.59- and 1.84-fold respectively). This was not the case for Tgfβ
expression since only KO males showed a significant increase of 1.37-fold (Fig.8.2H).
The presence of liver damages and remodeling led us to look at some markers of en-
doplasmic reticulum (ER) stress. Chop expression was significantly increased in KO
males (1.71-fold) whereas KO females had a similar increase, but without reaching
statistical difference (p=0.1612; Fig.8.2I). However, the expression of Grp78 was de-
creased by 0.51-fold in KO males, but slightly increased in their female counterparts
(1.30-fold, p=0.2598; Fig.8.2J). This has been observed and associated with fibrosis
and the exacerbation of liver diseases in mice [26]. Overall, these results suggest
remodeling of the liver matrix with signs of fibrosis and inflammation that are inde-
pendent of sex for most of the analyzed parameters. Moreover, the absence of lipid
droplets implied that the liver of both KO males and females was probably at a more
advanced stage than steatosis. It should be noted that a significant decrease in circu-
lating cortisol was observed in KO females (0.42-fold, Fig.8.2K) which has previously
been reported in patients with more advanced stages of NAFLD [27].
To dig deeper into the hepatic signature of our Lrpprc-null mice and whether there
could be a transcriptomic sexual dimorphism, RNA-sequencing analysis was per-
formed. As shown in Fig.8.3, the liver transcriptome signature of KO mice was sig-
nificantly impacted by sex. Males are especially characterized by decreased tran-
scriptmarkers ofmitochondrial innermembrane organization and impaired oxidative
phosphorylation (Fig.8.3A). Consistently, purine ribonucleoside triphosphate biosyn-
thetic process was also decreased. As for KO females, they showed a decrease of
transcript markers for i) the regulation of glucose metabolism ii) the metabolism of
ribonucleoside biphosphate and acetyl-CoA and iii) the processes for fatty acid trans-
fer and biosynthesis as well as triglycerides metabolism (Fig.8.3B). Some similarities
were however found in both sexes. Both KOmales and females showed a decrease in
transcripts involved in the metabolism of i) α-amino acids, ii) plasma lipoproteins and
cholesterol and iii) fatty acids and triglycerides catabolism. It should be noted that the
analyses revealed only 8 transcripts (0.08% of all transcripts) expressed in a different
and significant way between KO males and females (as opposed to 165 transcripts
between WT (1.654% of all transcripts)(Supplementary Table 9.3). Altogether, these
results suggest a sexual dimorphism in the hepatic expression of certain transcripts.
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While KOmales showed a decrease in transcripts involved in mitochondrial organiza-
tion and its phosphorylative capacity, females KO had a more pronouced decrease in
transcripts involved in lipid metabolism.

64



Fig. 8.2. Liver phenotype in normal and liver-specific LRPPRC deficientmice. (A)Representative images of HPS and Oil Red O stainings in livers fromWT and KOmice.
(B) Oil Red O staining area was quantified in hepatocytes from Lrpprc WT and KOlivers (n=10/group). The activity of (C) aspartate and (D) alanine aminotransferaseswere measured (n=5-10/group), and several hepatic markers were quantified by RT-qPCR (n=9-10/group): (E) Col1a1 for fibrosis, (F)Mmp2 for matrix remodeling, (G) Ccl2and (H) Tgfβ for inflammation, (I) Grp78 and (J) Chop for ER stress. (K) Circulatingcortisol levels were quantified (n=6-10/group). Difference between WT and KO micewas assessedwith a two-way ANOVA following by Šidákmultiple comparison post hocanalysis : ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001, ∗∗∗∗ p < 0.0001. The source of variation isindicated below each graphs.
Since the transcriptional profile of KO mice showed hepatic alteration of transcripts
associated with cholesterol and plasma lipoprotein metabolism, this prompted us to
measure total cholesterol in plasma lipoprotein fractions (Fig.8.3C-D). Compared to
their respective controls KO females exhibited lower concentrations of VLDL-C and
IDL/LDL-C whereas KO males showed increased levels (Fig.8.3D). As the endogenous
lipoprotein pathways begins in the liver with the formation of VLDL, it is worth not-
ing that the liver transcriptome of KO both males and females showed a decrease in
several apolipoprotein- associated transcripts synthetized in the liver (e.g. Apoa1/2,
Apob, Apoc1/2/3, Apoe; data not shown). Interestingly, Apoc1/3 and Apoa5 transcripts
– synthetized and secreted from the liver amongst other tissues [28, 29, 30] – were
only decreased in KOmale (data not shown) suggesting a potential link with increased
circulating VLDL-C and IDL/LDL-C [31]. However, a decrease in Pcsk9 transcripts, whos
levels are regulating the rate of degradation of LDL receptors, was observed in KO fe-
male suggesting a potential association with decreased circulating LDL-C. Finally, HDL
concentration was decreased in both KO males and females, but more so in females
(Fig.8.3C-D). Since ApoA-I and -II are the core structural proteins of HDL, it is interest-
ing tomention that the decrease in their transcriptional levels may have impacted the
HDL profile in KOmice. No changes were observed in the larger fraction (chylomicron
remnants and/or large VLDL; noted as CR) concentrations (Fig.8.3C-D). However, with
these results and since we haven’t looked at the intestinal and hepatic absorption, the
liver secretion or the clearance by the WAT, we cannot rule out the hypothesis that
hepatic loss of LRPPRC doesn’t have an impact on these processes.
8.3. Loss of hepatic LRPPRC induces disruptions in glucose metab-

olism in both sexes, but predominantly in males

Since in this model the loss of LRPPRC is specific to the liver, a key organ for gluco-
neogenesis, glucose metabolism was of natural interest. A 14-weeks blood glucose
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follow-up showed that both KO males and females displayed a hypoglycemic profile
after a 5h-fast compared to their respective controls (Fig.8.4A). Males were however
more affected. When we looked at insulin levels, the hypoglycemic profile was as-
sociated with an insulin deficiency highlighted by a significant decrease (0.42-fold in
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Fig. 8.3. RNA-sequencing analysis in the liver and total cholesterol level in
plasma lipoprotein fraction of normal and liver-specific LRPPRC deficient mice.The liver transcriptomic signature of (A) KOmale and (B) KO female compared to theirrespective control (n=10). Transcriptswere classified as down- (blue, cluster#1) or up-regulated (red, cluster #2) based on their log2 fold-change. For each comparison, theCytoscape ClueGO plugin was used to cluster transcripts significantly enriched follow-ing enrichment analyses of GO terms (Molecular Function, Cellular Component, andBiological Process) and pathways (KEGG database). The size of the nodes reflectedthe statistical significance of the terms (pV). The node color showed the proportion oftranscripts from each cluster that are associated to the term. Difference between WTand KOmice was assessedwith a classical Fisher’s exact test following by a Bonferronistep-down multiple comparison post hoc analysis. Only metabolic pathways with apV ≤ 0.05 are shown here. Plasma from fed-mice at 14 weeks of age was pooled andsubjected to gel filtration by FPLC. Total cholesterol in each lipoprotein fraction (totalof 60) was measured in (C)males (n=4/group), and (D) females (n=4/group) mice.

males, and 0.46-fold in females) at 9 weeks of age (Fig.8.4A1). At 14 weeks, this pat-
tern was still observed in fed KO males (0.57-fold), but no changes were found in KO
females.
To gain further insight into the difference between Lrpprc WT and KO mice, an ITT
was performed after a 5-h fast to assess insulin sensitivity. As shown in Fig.8.4B, both
KOmales and females demonstrated a lower area under the curve (AUC) for glycemia
compared to their controls (0.66- and 0.69-fold respectively). However, only the pro-
file of KO males was significantly affected indicating a higher insulin sensitivity than
their female counterparts.
We next assessed the ability to secrete insulin in response to a bolus of glucose by
performing an OGTT following a 16-h fast. KO males demonstrated a sudden de-
crease in glucose levels at 30minutes post-gavage resulting in a decrease of 0.84-fold
AUC compared to their controls (Fig.8.4C). Insulin levels between 0- and 30-minutes
post-gavage were not significantly increased in KO males. In contrast, after 30 min-
utes KO males had lower insulin levels as seen by a 0.48-fold decrease compared to
WT males. Consistent with the precedent results, no significant changes were found
in KO females in response to this glucose challenge.
Overall, KOmales were more affected than their female counterparts: they displayed
pronounced fasting hypoglycemia and had increased and persistent insulin sensitivy
over a 14-week follow-up. This was consistent with the ITT andOGTT results where KO
males exhibited insulin hypersensitivity associated with enhanced peripheral glucose
reuptake.
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In order to identify potential mechanisms to this insulin hypersensitivity and hypo-
glycemic profile, we targeted key enzymes of gluconeogenesis, and glycogenesis (Sup-
plementary Fig.14.1). It is worth noting that even though no significant changes were
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Fig. 8.4. Glucosemetabolism innormal and liver-specific LRPPRCdeficientmice.
(A) Blood glucose was monitored during 14 weeks, and insulinemia was quantified at(1) 9 and (2) 14 weeks (N=40, 10/group). (B) An ITT was performed at 11 weeks aftera 5-hour fast to assess insulin sensitivity with the blood glucose curves (right), andthe areas under the curves (left). (C) An OGTT was then performed at 12 weeks af-ter a 16-hour fast to estimate the ability to secrete insulin in response to a bolus ofglucose with the blood glucose curves (right), and the areas under the curves (mid-dle). Insulinemia was measured before the test (T0), and 30 minutes after glucoseadministration (T30) (right). Difference between WT and KO mice was assessed witha two-way ANOVA following by Tukey (A) or Šidák (B-C) multiple comparison post hocanalysis : ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001, ∗∗∗∗ p < 0.0001. For panel A, significantdifferences between groups are symbolized: #, Male WT vs. Female WT; $, Male KOvs. Female KO; ∗, Male WT vs. Male KO; %, Female WT vs. Female KO. The source ofvariation is indicated below each graphs.

observed, PEPCK content – the rate limiting enzyme of neoglucogenesis – was mod-
estly decreased in the liver of KOmales. No changes were found in KO females. Inter-
estingly, this pattern was reversed in glycogen synthase (GS) content, a key enzyme
of glycogenesis : compared to their respective controls, a 0.67-fold decrease was ob-
served in KO females while males did not exhibited any changes.
8.4. Loss of hepatic LRPPRC leads to a remodeling of the cardiac

lipidome

First and foremost, the hepato-specificity of our KOmodel was validated by the lack of
change in cardiac LRPPRC content, regardless of sex (Fig.8.5A). We thereby sought to
determine whether the cardiac lipidome was affected considering the fact that hep-
atic lipid metabolism alterations eventually lead to a remodeling of circulating lipid
levels as previously seen with our liver-specific Lrpprc-null mice [13], but also with
our plasma lipoprotein profile (e.g. decreased HDL-C that may promote lipidomic
changes in extra-hepatic tissues). Figure 8.5B shows a volcano plot of all 2214 MS
features of the data set. Using a subjective corrected p-value threshold of 0.1 (cor-
responding to an uncorrected p-value of 0.007), 162 features discriminated KO from
control mice, of which 46 lipids were subsequently identified byMS/MS (Fig.8.5B; data
not shown). Out of 31 glycerophospholipids (GPL) identified, 18GPLs (Fig.8.5C), and 10
ether lipids (Fig.8.5D) were decreased (0.30- to 0.88-fold and 0.30- to 0.74-fold, respec-
tively). Changes in GPLs levels were slightly impacted by sex with KO females having a
greater decrease in phosphatidylcholines (PC), and phosphatidylethanolamines (PE)
than their male counterparts (data now shown). Since GPLs are involved in cardiolipin
maturation, targeting and identifying them was one of our objectives. Only CL(76:12)
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was significantly decreased in KO mice (0.59- fold; Fig.8.5E), and no sex impact was
found. Finally, 15 glycerolipids were identified (Fig.8.5F). Interestingly, triglycerides
with up to 58 carbons were all significantly increased in female KO while those with
more than 60 carbons were significantly decreased. Although less pronounced, this
pattern was also observed in KO males with a significant drecrease in longer-chain
triglycerides levels (≥ 60C), but no significant changes in shorter-chain triglycerides
(≤ 58C) (data not shown). Overall, these results demonstrate significant remodeling
of the cardiac lipidome in both sexes, but with KO females being more affected than
their male counterparts.
8.5. Loss of hepatic LRPPRC induces mitochondrial remodeling

mainly in females’ hearts

Changes in the lipidome and the significant decrease of cardiolipin 76:12 in KO’s
hearts prompted us to look at the mitochondrial life cycle. We first targeted mito-
chondrial biogenesis by quantifying mitochondrial transcription factor A (Tfam) gene
expression. As shown in Fig.8.6A, a significant 0.73-fold decrease was only observed
in females KO. No changes were found in KO males. We then sought to look at the
impact of Lrpprc hepatic deletion on mitochondrial dynamics. The expression of the
mitochondrial fission genes Mff and Drp1 were slightly impacted by the hepatic loss
of LRPPRC (Fig.8.6B). In fact, no changes were found in the expression of Mff, and
Drp1 was significantly decreased by 0.72- fold in KO males. The expression of mi-
tochondrial fusion genes was however significantly impacted. As shown in Fig.8.6C,
the expression of Mfn1, Mfn2, and Opa1 were decreased by 0.70, 0.63, and 0.84-fold
respectively, and only in KO female. Of note, biogenesis, and fusion markers were
presenting a sexual dimorphism in KO mice. These results indicates that hepatic loss
of LRPPRCmay affect the integrity of cardiac mitochondria predominantly in females.
We also investigated whether the fatty acid metabolism was impaired in KOmice. We
first targeted the nuclear receptor Pparα, a coordinator of the translational cascade
of proteins involved in fatty acid metabolism, amongst other metabolic pathways. As
shown in Fig.8.7A, the expression of Pparα is significantly decreased by 0.75-fold in
KO females. The gene expression of several fatty acid transporters was then quan-
tified. Cd36, Cpt1b, and Cpt2 were decreased by 0.79-, 0.74-, and 0.76-fold respec-
tively only in the heart of KO females (Fig.8.7B). Transcript levels for β-oxidation ac-
tors were also quantified. Consistent with the previous results, Vlcad, Lcad, andMcad
were significantly decreased only in KO females (0.75-, 0.57-, and 0.75-fold respec-
tively) (Fig.8.7C). Interestingly and consistent with an impairment in the integrity of
mitochondria, genes markers of fatty acid transport and oxidation were marked by a
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strong sexual dimorphism in KO mice. To functionally validate our molecular results
isolated mitochondria from cardiomyocytes underwent fatty acid-stimulated respira-
tion in presence of i) palmitoyl-CoA, and ii) palmitoyl-carnitine (Fig.8.7D). Consistent
with our results, mitochondrial respiration in KO females was reduced by 0.74-, and
0.58-fold in the presence of palmitoyl-CoA, and palmitoyl-carnitine respectively. As
expected, no changes were seen in KO males.
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Fig. 8.5. Untargeted lipidomic in hearts of normal and liver-specific LRPPRC de-
ficientmice. (A) Immunoblot of LRPPRC content in the heart (n=10/group). Actin wasused as loading control. (B) Volcano plot from LC-QTOF-based untargeted lipidomicof hearts from Lrpprc KO and control mice (n=7-8/group) depicting the 2214 MS fea-tures obtained following MS data processing. The x axis corresponds to fold changes(FCs) ofMS signal intensity values for all of these features in Lrpprc KO vs. controlmice(log2). The y axis corresponds to the p values (-log10). Using a corrected p value (cor-rected P) threshold of 0.1 and 0.05 (horizontal red dotted lines), 162 MS features sig-nificantly discriminated Lrpprc KO from controls mice. See also supplementary tableS9 for the list of lipids identifiedbyMS/MSwith FCs andp values (paired Student’s t testfollowed by Benjamini-Hochberg correction). (C-F) Box plots of selected lipids signifi-cantly ($ p–corr < 0.1) discriminating KO from controls mice, and identified by MS/MSusing LC-QTOF. Each dot represents a log2-transformed KO/WT signal intensity ra-tio (n=7-8/group) for the indicated lipid (sub)classes with their acyl side chain(s) – (C)glycerophospholipids : lysophosphatidylcholine (LPC) and phosphatidylcholine (PC)in green, lysophosphatidylethanolamine (LPE) and phosphatidylethanolamine (PE) inblue, (D) ether lipids, (E) cardiolipin (CL) 76:12, and (F) glycerolipids (triacylglycerol;TG). The underscore symbol “_” beside the acyl side chain for PCs, PEs, and TGs refersto acyl chains forwhich the sn position remains to be ascertained. Difference betweenWT and KO mice was assessed with a paired Student’s t test: ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.01 be-fore and $ p–corr < 0.05 after Benjamini-Hochberg correction. Covariance analyseswere performed to test the impact of sex, and are represented by colored squaresunder each lipid.
Taken together, these results suggest that Lrpprc deficiency has a direct impact on
mitochondrial integrity, and fatty acid oxidation capacity predominantly in hearts
of KO females. However, KO males seem to be somewhat protected from this car-
diometabolic impairment. These results are consistent with those obtained by mass
spectrometry which demonstrated remodeling of the cardiac lipidome, with intracar-
diac accumulation of certain triglycerides, predominantly in KO females (Fig.8.5C).
8.6. Loss of hepatic LRPPRC causes impairment of cardiac diastolic

function only in males

Since the hepatic loss of LRPPRChadan impact on thebioenergetic capacities of KO fe-
males, we sought to see whether this was affecting cardiac function. A Millar catheter
was therefore used to acquire the parameters of arterial in the carotid artery, and
left intraventricular pressure. As shown in Fig.8.8A, the maximum arterial pressure
(Pmax) was 0.89-fold decreased in KO males compared to their controls. Otherwise,
theminimum arterial pressure (Pmin), and every other parameter of systolic function
(CT, Pmax, Pes, MSP, dPmax) did not vary in KOmice, and regardless of sex. However,
this was not the case for diastolic parameters. In fact, theminimumpressure (0.778±
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Biogenesis Fission

Fig. 8.6. Mitochondrial life cycle in hearts of normal and liver-specific LRPPRC
deficient mice. At 14 weeks of age, the gene expression of (A) Tfam, a mitochon-drial biogenesis marker was quantified (n=8/group). Markers of mitochondrial (B)fission : (a)Mff and (b) Drp1, and (C) fusion : (a)Mfn1, (b)Mfn2, and (c) Opa1 were alsoquantified (n=8/group). Difference between WT and KO mice was assessed with atwo-way ANOVA following by Šidák multiple comparison post hoc analysis : ∗ p < 0.05,
∗∗ p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001, ∗∗∗∗ p < 0.0001. The source of variation is indicated beloweach graphs.
1.047) aswell as the beginning-, mean-, and end-diastolic pressureswere all increased
in males KO (0.766 ± 1.035; 6.830 ± 2.224; 6.019 ± 1.178 respectively). No changes
were found in KO females. In addition, ECG results showed that the amplitude of the
QRS complex tended to increase by 1.11-fold in KO males (p=0.0792; Fig.8.8I). The
interaction between genotype and sex was however significant (p=0.0467). Because
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alterations in diastolic function can be explained by the presence of fibrosis amongst
other causes, this hypothesis was addressed. Despite a trend toward increased fi-
brotic markers in males (Col1a1: p=0.1205, and Col3a1: p=0.0513; Supplementary Fig.
9.2), no difference was noted in histological quantification (Supplementary Fig. 9.2).
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Fig. 8.7. Mitochondrial fatty acid metabolism in hearts of normal and liver-
specific LRPPRC deficient mice. At 14 weeks of age, gene expression of severalproteins involved in cardiac fatty acid metabolism were measured (n=8/group). (A)
Pparα, a nuclear receptor functionning as a transcription factor; (B) Cd36, Cpt1b,and
Cpt2; 3 mitochondrial fatty acids (FAs) transporters; and (C) Vlcad, Lcad, and Mcad;enzymes implicated in mitochondrial β-oxidation. (D) Mitochondrial respiration inthe presence of (a) palmitoyl-CoA and (b) palmitoyl-carnitine was also studied (n=6-8/group). Difference between WT and KO mice was assessed with a two-way ANOVAfollowing by Šidák multiple comparison post hoc analysis : ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗

p < 0.001, ∗∗∗∗ p < 0.0001. The source of variation is indicated below each graphs.
No changes were detected in KO females. Interestingly, a significant decrease in Tgfb1
level was observed in KO females which was consistent with the absence of fibrosis
(Supplementary Fig. 9.2, [32]).

9. Discussion
The aim of this study was to characterize the cardiac abnormalities of lean NAFLD,
and assess the impact of sex using a liver-specific Lrpprc-null mouse model. Lrpprc
KO mice were followed from 5 to 14 weeks of age, and evaluated at the hepatic, cir-
culatory and cardiac levels. Our results reveal that specific loss of LRPPRC in the liver
does not lead to obesity but induces deleterious remodeling of the liver matrix with
signs of fibrosis and inflammation similar in both sexes recapitulating to some ex-
tent the lean-NAFLD phenotype. Importantly, loss of hepatic LRPPRC goes beyond
liver damage and results in a pronounced sex-dependent multi-faceted phenotypic
remodeling. KO mice are exhibiting disturbances in glucose metabolism with fast-
ing hypoglycemia and increased insulin sensitivity which are predominantly found
in males. KO mice are displaying cardiac abnormalities with females showing car-
diometabolic impairments whereas males are manifesting signs of mild diastolic dys-
function. This study gives new insight into the crucial involvement of mitochondria in
the pathophysiological of NAFLD in the lean population and its cardiac impact.
9.1. Loss of hepatic LRPPRC induces advanced liver defects similar

in both males and females

So far, only one study reporting anthropometric parameters has been published
showing that, at 5 weeks of age, liver-specific Lrpprc KOmice exhibited reduced body
weight despite its normal appearance and locomotor activity under normal cage
bound conditions [11]. Consistently, our data showed that in addition to having a
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reduced weight at 5 weeks, the weight curve was maintained until 14 weeks regard-
less of sex. In the literature, patients harboring mutations in the Lrpprc gene present
cerebral manifestations such asmidbrain lesions, where the pituitary gland is located
[33]. Given that pituitary lesions have an impact on the release of growth hormone
(GH) and via ACTH release on cortisol secretion [34, 35], it would be interesting to
consider the possibility of cerebral manifestations in this mouse model. The latter
could indeed be the cause of a decrease in cortisol levels but also of an alteration in
growth and response to stress. Interestingly, the hepatic phenotype appeared to have
evolved similarly in both males and females from a more steatotic liver at 5 weeks to
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Fig. 8.8. Cardiac function studied by Millar probe in normal and liver-specific
LRPPRC deficient mice. (A) Parameters of blood preasure were measured in theright carotid artery (Pmax, maximum pressure; Pmin, minimum pressure) (n=8-10/group). Once entered into the left ventricule, parameters of systolic pressurewere acquired (CT, contraction time; Pmax, maximum pressure; Pes, end-systolicpressure; MSP, mean systolic pressure; dPmax, maximum developed pressure)(n=8-10/group). Different parameters of diastolic pressure was also measured (n=8-10/group) and are represented by the (B) minimal pressure, (C) beginning diastolicpressure, (D)mean diastolic pressure, (E) end-diastolic pressure, (F) relaxation time,
(G)myocardial relaxation index, and (H) Tau 1⁄2. (I) The ECG was monitored and theamplitude of the QRS complex was analyzed (n=8-10/group). Difference betweenWT and KO mice was assessed with a two-way ANOVA following by Šidák multiplecomparison post hoc analysis : ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001, ∗∗∗∗ p < 0.0001. Thesource of variation is indicated below each graphs.
a more fibrotic and inflamed liver at 14 weeks. Although these are typical histolog-
ical features of severe mitochondria hepatopathy [36], increased levels of fibrosis,
inflammatory and ER stress markers recapitulates what can be observed in a popu-
lation with steatohepatitis (NASH), and to some extent, with early stages of cirrhosis
[26, 37, 38, 39, 40].
However, our data on cortisol showed that KO females had lower circulating levels.
Based on a study by Ahmed et al., there is two seemingly protective phases of altered
hepatic cortisol metabolism in progressive NAFLD [41]. In steatosis, increased cortisol
clearance, thus lowering its local levels, would preserve the hepatic metabolic pheno-
type and limit lipid accumulation. Conversely, in NASH, increased cortisol regenera-
tion, and thus, higher local cortisol levels would possibly limit hepatic inflammation.
Therefore, although it should be kept in mind that these data were generated in an
obese population, our results may indicate that the KO female organism attempts to
preserve the liver, hence the slight phenotypic difference betweenmales and females.
This could also explain the absence of a difference in ALT activity, a classic marker of
liver damage.
Despite similar liver remodeling in both sexes, our transcriptomic data are pinpointing
a sexual dimorphism suggesting the possibility of distinct mechanisms in the emer-
gence and/or progression of this liver phenotype. While KOmales showed a decrease
in transcripts involved inmitochondrial organization and its phosphorylative capacity,
KO females had a more pronouced decrease in transcripts involved in lipid metabo-
lism. Although network modeling for sex differences in NAFLD is still an emerging
field, our data are consistent with a recent study pinpointing perturbations of mito-
chondria and fatty acid biosynthesis gene expression inmales and females Pparg-null
mouse model respectively who were fed with chow diet [42]. Kurt et al. showed that
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oxidative phosphorylation and lipid metabolism were shared between sexes, with
males showing prominent lipid-related processes (e.g. phospholipids, lysophospho-
lipids) compared to females [43]. However, since this study was based on the tran-
scriptome of diet-induced NAFLD mice, the development and progression of the dis-
ease also depended on adipose tissue dysfunction, knowing that female sex is pro-
tected to some extent from dysmetabolism. It is worth mentionning that no study
(to the best of our knowledge) has yet looked at the transcriptome of a lean-NAFLD
mouse model, making our study the first to suggest the presence of a sex-dependent
signature specific to lean-NAFLD without any signs of confouding systemic effects.
Furthermore, NAFL/NASH patients often present different extents of dyslipidemia
(low level of HDL-C, increased levels of LDL particles and triglycerides) which serve
as an important non-invasive marker for NAFLD diagnostics. It has been reported
that NAFLD in lean and overweight/obese population share this common lipid profile
with both lean and overweight/obese controls [44]. Our results were consistent with
these evidences although only male Lrpprc KOmice exhibited increased LDL-C levels,
and decreased HDL-C levels. Even though sex was not studied separately, a previous
study showed that Lrpprc KO mice also exhibited plasma lipidome remodeling with
notably a decrease in DHA-containing PCs, and cholesteryl esters as well as free DHA
[13]. However, such a lipid profile is considered atherogenic and is also linked to an
increased risk of developing cardiometabolic complications [45]. Interestingly, female
Lrpprc KO mice had a different profile with lower plasma levels of lipoproteins than
their controls, a pattern that was also observed in their transcriptome. Although no
analysis of TG influx and cholesterol efflux has yet been performed, these findings
suggest that they may have a synthesis defect. Besides, it has been shown that a
VLDL synthesis and lipid outflow from the liver were impaired in patients with NASH,
but not in patients with NAFL [46].
Overall, our data suggest the presence of a similar liver phenotype across sexes,
which recapitulates the damage found in NASH. However, cortisol levels, transcrip-
tomic data, and total cholesterol in plasma lipoproteins fractions leave room for the
possibility of distinct, sex-dependent mechanisms underlying lean-NAFLD progres-
sion which could therefore have an impact on the extra-hepatic manifestations.
9.2. LRPPRC deficiency disrupts glucose metabolism predomi-

nantly in males

Compared to lean populations, previous studies on NAFLD in lean people reported
a higher risk of impaired glucose tolerance in mouse model and human cohorts as
they either exhibit signs of type 2 diabetes and metabolic syndrome or belong to the
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phenotype of “metabolically obese normal weight” (reviewed in [4, 47]). However,
since our liver phenotype shows promising signs of steatohepatitis at 14 weeks, it
appears that few studies on NASH in the lean population have looked at its impact on
glucose metabolism.
Our data suggested that Lrpprc KOmice had a fasting hypoglycemic profile and insulin
hypersensitivity, with this profile being exacerbated inmales even after statistical cor-
rection to WT. The fact that males were more affected than females seems to be in
agreement with the liver phenotype data where KO males based on increased ALT
activity and no change in circulating cortisol levels – as detailled above –, would be at
a somewhat slighlymore advanced stage of the disease. These results have also been
observed in amousemodel of MCD diet-induced steatohepatitis [48]. However, since
little is known about the relationship betweenNASH in lean people and hypoglycemia,
we speculate that the underlyingmechanisms could be associated to a compensatory
system on behalf of the organism.
This hypothesis is based on artificial nutrition procedures where after undernutri-
tion and a prolonged fast, depletion of hepatic glycogen reserves followed by insulin
hypersensitivity is often observed [49]. In fact, severe hepatic disturbances would
impinge on glycogen storages which would weaken the liver’s capacity to initiate glu-
coneogenesis during a fasting period. Gluconeogenesis being inhibited by insulin,
the latter would become less necessary, and therefore less secreted. Our data are in
agreement with this postulate since Lrpprc KO mice exhibited lower insulin levels re-
gardless of sex. This could also apply to cortisol levels which, although not specific to
glycemia control, increases energy availability by directly inhibiting insulin-producing
pancreatic β-cells [50]. To compensate for this insulin decrease and because eug-
lycemia can be primarly maintained by endogenous glucose production in the liver
[51], insulin-sensitive organs and tissues such as skeletal muscles would be forced
to adapt by increasing their sensitivity to insulin [52]. Mice would then present a re-
active hypoglycemia. However, the response of Lrpprc KO mice to a bolus of glu-
cose was not similar to that observed in the severly malnourished. Generally, glu-
cose intake would provoke insulin secretion thereby leading to a transient correction
of hypoglycemia [53, 54].When moderate, this hypoglycemia is often asymptomatic.
But, in situations of insulin hypersensitivity, symptomatic hypoglycemia may occur.
However, our OGTT data, rather than suggesting distinctive signs of postprandial hy-
poglycemia suggest a rapid reuptake (15 to 30 minutes post-gavage) of glucose by
skeletal muscles.
It should be noted that during prolonged fasting period – or during energy demand –
and once hepatic glycogen storages are depleted, neoglucogenesis uses amino acids,
lactate, pyruvate and glycerol as subtrates for de novo glucose synthesis. Known as
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the Cori cycle, it could explain the struggle to maintain homeostasis between a liver
with depleted glycogen reserves, and skeletal muscles that are hypersensitive to in-
sulin and rapidly metabolizing glucose. Thus, an imbalance of metabolic subtrates or
an alteration in gluconeogenesis signaling pathway can lead to hypoglycemia.
Interestingly, based on the modest decrease in PEPCK content found in males Lrpprc
KO, we can only speculate that this mechanism is a possible driver of hypoglycemia
in males. As for KO females, this mechanism could also be a possibility. Furthermore,
based on the significant decrease in hepatic GS content, we hypothesized that fe-
males Lrpprc KOmight have a less efficient glycogenolysis. However, given that there
was no significant difference in blood glucose levels compared to their controls and
that females naturally have a better glucose homeostasis and insulin sensitivity (re-
viewed in [55]), perhaps they would have a protective mechanism to avoid severe,
and potentially fatal, hypoglycemia.
With that being said, any disruption of liver metabolism, structural integrity, or intra-
cellular dynamicsmay impair the hepatic ability to stabilize normal glucose homeosta-
sis, and hypoglycemia may eventuate. Other plausible mechanisms would involve i)
hyperglucagonemiawhichmight induce downregulation of hepatic glucagon receptor
or blunt the hepatic counter-regulatory response to hypoglycemic events [56], and/or
ii) increased oxidative stress, an important determinant of hypoglycemia [57, 58, 59].
None of these mechanisms have yet been investigated, and pursuing these avenues
of research would help to clarify the link between NAFLD in a lean population and
hypoglycemia.
9.3. Hepatic loss of LRPPRC induces sex-dependent extra-hepatic

manifestations

Clear sexual dimorphism exists in cardiometabolic health susceptibility. However,
data on the mechanisms underlying the progression of cardiovascular events in the
lean population exhibiting NAFLD are limited, and even more so when trying to un-
derstand the impact of sex. Our study showed that hepatic loss of LRPPRC led to
sex-dependent cardiac alterations that affected both mitochondrial/metabolic phe-
notype, and contractile function. While females presented greater cardiometabolic
impairments than males, the latter showed impaired diastolic function.
Our results suggested that only male Lrpprc KOmice displayedmild diastolic dysfunc-
tion due to increased filling pressure, with the amplitude of the QRS complex tending
to increase. This mild diastolic dysfunction could be associated with mitochondrial
dysfunction. In fact, across all targeted mitochondrial genes in males, only the fis-
sion marker, Drp1, and the fusion marker, Opa1, were decreased. Interestingly, using
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cardiac Drp1 knockout mice and the cardiac Mfn double-knockout mice, Song et al.
showed that inhibition ofmitochondrial fission, but not fusion, occured in adult hearts
with increased myocardial fibrosis [60]. Moreover, in explanted failing human heart
samples and in a rat heart failuremodel, Opa1 protein level was significantly reduced,
even though MFN1/2 gene and protein levels remained unchanged [61]. Our results
would therefore be consistent with these data, especially since, at themolecular level,
we had observed a trend towards an increase in cardiac fibrotic markers. It should
be noted that males displayed a tendency towards increased QRS complex ampli-
tude, which could be associated with a conductance defects and in cases of avanced
pathology, to myocardial scarring resulting from accumulation of fibrotic tissue fol-
lowing cardiac trauma [62]. However, no histopathological signs associated with the
presence of fibrosis were observed, which does not exclude the fact that this could
be the case if the mice had been followed longer than 14 weeks. In conjunction with
mitochondrial dysfunction, remodeling of the circulating and cardiac lipid profile is
known to have an impact on the development of cardiac fibrosis [63]. Hence, as de-
scribed above, remodeling of the circulating lipidome and the increased presence of
LDL-C, to the detriment of HDL-C levels, would also be involved in the intracardiac
accumulation of deleterious TGs (≤ 58C; [64]), and altogether to the development of
heart muscle dysfunction.
Conversely, and despite cardiometabolic impairments, our results in females Lrpprc
KOmice showed no evidence of contractile dysfunction. In fact, they exhibited greater
cardiac lipidome remodeling than males with, among other species, greater intrac-
ardiac accumulation of deleterious TGs (≤ 58C). This would be the result of an im-
balanced lipid metabolism caused by i) a decrease in reverse cholesterol transport
mediated by HDL-C, herein decreased, and ii) a decrease in fatty acid oxidation due
to an impairment of β-oxidation. In addition, they exhibited impaired mitochondrial
biogenesis and fusion, as fission was not affected. Consistently, we observed a de-
crease in CLs – although sex-independent – which is known to affect fission/fusion
processes, and reduce respiratory performance [65]. Since these results are risk fac-
tors for cardiovascular damages, this lack of functional impairments at 14weeks could
be explained by the difference in sex steroid hormones. In fact, it has been shown that
cardio-specific Ampkα2 deficiency induces, only in males, left ventricular systolic dys-
function, cardiac fibrosis, and cardiac cardiolipin remodeling [66]. In ovarectomized
females, presence of cardiac fibrosis and mild cardiolipin remodeling were observed,
but no cardiac dysfunction was found, suggesting the possibily thatmales do not ben-
efit from female hormones protection and/or that male hormones may have some
deleterious action. In addition, sex hormone deprivation in both male and female
rats provided evidence that i) sex hormones have a cardioprotective role especially
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female ones, and ii) by having ovariectomy, females showed first signs of cardiac dys-
function at 12 weeks [67]. We can therefore speculate that even with estrogen defi-
ciency – a hypothesis that we cannot rule out given the impact of estrogen deficiency
on mitochondrial dynamics and fatty acid metabolism [68] – Lrpprc KO females might
develop cardiac dysfunction with or without fibrosis later in life. Besides, it is impor-
tant to mention that alteration of mitochondrial biogenesis, dynamics, and fatty acid
metabolism suggest an impairment of mitochondrial integrity in females, a profile
that would most likely be exacerbated in the presence of endogenous stress, and
might as well trigger a functional phenotype.
9.4. Conclusion

Using a mouse model that has been previously characterized by its mitochondrial
hepatopathy in the absence of obesity, and recapitulating to some extent the circu-
lating lipidomic signature described in NAFLD, we unveiled a sex-dependent multi-
faceted phenotypic remodeling that goes beyond liver damage. Males, slighly more
than females, exhibited fasting hypoglycemia and increased insulin sensitivity reflect-
ing altered glucose metabolism potentially caused by dyshomeostasis in the liver-
peripheral organ axis. They also exhibited mild diastolic dysfunction supported by
the presence of mild cardiac mitochondrial dysfunction, remodeling of the circulat-
ing lipoprotein profile, and to some extent cardiac lipidome. Overall, these results
point to a profile that is typically atherogenic and increases the risk of cardiovascular
complications. Interestingly enough, females did not manifest cardiac dysfunction,
but still exhibited cardiometabolic impairment. These evidence were supported by
impaired mitochondrial integrity and β-oxidation, but also by a decreased circulat-
ing lipoprotein profile which all together, led to intracardiac accumulation of delete-
rious triglycerides. However, sex hormones could only delay the onset of functional
complications. Collectively, these results indicate that metabolic defects in the liver
can result in significant sex-dependent abnormalities that affect both the mitochon-
drial/metabolic phenotype and contractile function independent of obesity. This ex-
perimentalmodelmay prove useful to better understand themechanisms underlying
the sex-related variability in the progression of NAFLD in lean people.
9.5. Limitations

This study has limitations. To begin with, we were not at this stage able to explain
the mechanisms underlying the discrepancies in term of cardiac phenotype between
male and female mice. However, we speculate that estrogen would serve as a coun-
terbalance and that there would be a fine line between the “basal” state described
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in this study, and a state inducted by endogenous stress. Further investigations are
needed to assess the impact of estrogen by ovariectomy and/or 17 β-estradiol sup-
plementation, and evaluate the impact of endogenous stress (e.g. transverse aortic
constriction (TAC) procedure, high-fat diet). Moreover, it is well known thatmeasuring
total food intake per day does not eliminate the variability induced by food intake on
metabolic parameters and gene expression. We are aware that somemeasurements
were made while mice were in a stimulated (fed) state (e.g. lipoproteins profile and
hepatic and cardiac genes), and therefore not in a homeostasis steady state. However,
these experiments were unplanned, exploratory, and performed with the equipment
available to us at the time of this study. All our samples were collected by trying to
adjust as much as possible the time variable between each group. Therefore, and
considering the results presented in this study, these measurements should be re-
peated in a steady (fasted) state. Of note, it cannot be ruled out that growth delay
plays a role in this phenotype. Besides, since metabolism is not necessarily associ-
ated with it and vice versa, it would be interesting to look at growth hormones and
to what extent LRPPRC plays a direct role in delayed growth. Finally, because our
model presents an evolutionary disease that follows different trajectories in males
and females, a longitudinal study would also be required in the future.
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14. Supplementary data

Table 9.1. List of murine oligonucleotides used for RT-qPCR.

Table 9.2. Organ mass normalized to body weight (BW) in WT and Lrpprc KO
mice. Statistical analyses were performed using an ordinary two-way ANOVA, anddata were corrected for multiple comparisons using, as recommended, Tukey’s test(with a single pooled variance). Adj p-value: adjusted p- value. Significance wasreached for: ∗ Males WT vs Females WT, † Males KO vs Females KO. Related to fig-ure 8.1.
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Table 9.3. Transcripts significantly up- and down-regulated based of Log2(fold-
change) in females KO vs. males KO. Related to figure 8.3.

Fig. 14.1. Immunoblot analysis of Glycogen Synthase and PEPCK content in the
liver ofWTand LrpprcKOmice. Representative images andquantification (boxplots;n=10) of (A)Glycogen Synthase (GS), and (B) PEPCK. Actin was used as loading control.Difference between WT and KO mice was assessed with a two-way ANOVA followingby Šidák multiple comparison post hoc analysis: ∗ p < 0.05, ∗∗ p < 0.002, ∗∗∗ p < 0.001,
∗∗∗∗ p < 0.0001. + : mean for each group.
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Fig. 14.2. Fibrotic and lipidomic phenotype in the heart of WT and Lrpprc KO
mice. Several cardiac markers were quantified by RT-qPCR (n=9-10): (A) Col1a1 and
(B) Col3a1 for fibrosis, and (C) Tgfβ1 for inflammation. (D) TrichromeMasson stainingarea (in %) was quantified in hearts of Lrpprc WT and KO mice (n=8), and (E) repre-sentative images were taking. Heatmaps selected lipids significantly ($ p–corr < 0.1)discriminating KO from controls mice, and identified by MS/MS using LC-QTOF. Eachdot represents a log2-transformed KO/WT signal intensity ratio (n=7-8) for the indi-cated lipid (sub)classes with their acyl side chain(s) - (F) glycerophospholipids, and (G)ether lipids. The underscore symbol “_” beside the acyl side chain for PCs, PEs, andTGs refers to acyl chains for which the sn position remains to be ascertained. Differ-ence between WT and KOmice was assessed with a paired Student’s t test: ∗ p < 0.05,
∗∗ p < 0.01 before and $ p–corr < 0.1 after Benjamini-Hochberg correction. Covarianceanalyses were performed to test the impact of sex, and are represented by coloredsquares under each lipid. Related to figures 8.5 and 8.8.
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Discussion et conclusion

En prenant avantage d’un nouveau modèle murin exhibant une déficience hépatique
pour le gène Lrpprc, le travail de cemémoire a permis de donner un nouvel aperçu de
l’implication cruciale des mitochondries dans la physiopathologie de la NAFLD sans
obésité et de son impact métabolique et cardiaque.
Ce modèle de souris présentant une inactivation hépato-spécifique du gène Lrpprc
avait préalablement été caractérisé par son hépatopathie mitochondriale en absence
d’obésité, récapitulant dans une certainemesure les changements décrits dans la NA-
FLD. Au niveau moléculaire, la déficience en LRPPRC entraîne un grave défaut d’as-
semblage du complexe IV et ne se limite pas à l’atteinte de l’OXPHOS, elle comprend
également une atteinte de l’oxydation des acides gras à longue chaîne et la présence
d’un stress oxydatif mitochondrial [191]. Au niveau circulant, cette atteinte conduit
à la présence d’une signature lipidomique et circulante caractéristique de la NAFLD
avec notamment une augmentation des niveaux hépatiques de TGs et une augmen-
tation des niveaux plasmatiques des LCACs [193].
Compte tenu du manque crucial de données sur les mécanismes physiopatho-
logiques de la NAFLD sans obésité et ces manifestations extra-hépatiques, et
notamment cardiovasculaires, profiter de l’hépato-spécificité de ce modèle nous a
permis de mieux définir l’implication spécifique des mitochondries hépatiques dans
la progression de cette pathologie. En considérant le sexe dans le développement et
la progression de la maladie hépatique, cette étude a également servi à réitérer le
besoin de distinguer les sexes. Au niveau hépatique, la perte hépatique de LRPPRC a
induit un remodelage matriciel délétère avec des signes de fibrose et d’inflammation
similaires chez les deux sexes. Cette similarité entre les sexes s’est cependant dissi-
pée lorsque certains paramètres des profils circulant et cardiaque ont été évalués.
En effet, les mâles, un peu plus que les femelles, présentaient une hypoglycémie
à jeun et une sensibilité accrue à l’insuline. Ces derniers présentaient une légère
dysfonction diastolique soutenue par un remodelage des lipoprotéines circulantes
et, dans une certaine mesure, un remodelage du lipidome cardiaque. À l’inverse, les
femelles ne manifestaient aucun dysfonctionnement cardiaque, mais présentaient



des atteintes cardiométaboliques soutenues par une intégrité mitochondriale et une
β-oxydation altérée, un remodelage des lipoprotéines circulantes et une accumula-
tion intracardiaque de triglycérides délétères.
Étant donné que ces points ont préalablement été discutés dans le chapitre 2, nous
allons, dans ce troisième et dernier chapitre, reprendre des éléments clés de la dis-
cussion afin d’en pousser plus loin l’analyse desmécanismes et la proposition de nou-
velles pistes d’investigation.

15. Métabolisme lipidique et lipoprotéines
15.1. Métabolisme du cholestérol

Le maintien de l’homéostasie du cholestérol dans l’organisme est obtenu en équili-
brant les voies d’entrée et de sortie du métabolisme du cholestérol. Ceci comprend
l’absorption par les entérocytes du cholestérol non estérifié provenant de l’alimen-
tation ainsi que sa synthèse de novo principalement retrouvée et stockée dans les
hépatocytes [194]. Quant aux principales voies de sortie, le cholestérol non estérifié
peut être converti en acides biliaires et excrété via les voies hépatobiliaire et trans-
intestinale [195].
15.1.1. Synthèse hépatique

La nature des modifications de l’homéostasie du cholestérol associées à la NAFLD
a fait l’objet de recherches approfondies. Les patients atteints de NAFL/NASH pré-
sentent souvent différents degrés de dyslipidémie arborant les principales caractéris-
tiques suivantes: une élévation des taux de cholestérol total, de TGs et de LDL-C et une
baisse de la concentration en HDL-C [194]. Chez les patients avec un IMC normal (IMC
< 24 kg/m2) et atteint d’une NAFLD, Feng RN et al. ont signalés que ces derniers parta-
geaient ce profil lipidique avec les patients NAFLD en surpoids ou souffrant d’obésité
[196]. Nos résultats sont cohérents avec ces évidences bien que seuls les mâles H-
LrpprcKO présentaient une augmentation des taux de LDL-C et une diminution des
taux de HDL-C. Chez les femelles H-LrpprcKO, celles-ci présentaient un profil différent
avec des concentrations de lipoprotéines plasmatiques (VLDL-C et IDL/LDL-C) infé-
rieures à ceux de leurs contrôles, concordant avec les données de transcriptomique.
La figure 15.1 résume l’ensemble des transcripts associés au métabolisme du cho-
lestérol qui étaient diminués chez les souris H-LrpprcKO mâles et femelles (données
brutes non présentées) ainsi que la concentration plasmatique des VLDL-C, IDL/LDL-C
et HDL-C obtenues par FPLC.
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Fig. 15.1. Cartographie des gènes impliqués dans le métabolisme du cholesté-
rol chezMus musculus. Issus de la base de données KEGG BRITE (#04979, KanehisaLaboratories), les transcripts diminués chez la souris H-LrpprcKO sont colorés en bleupour les mâles et en jaune pour les femelles. Les flèches suivent le même code decouleur, montrant les concentrations des différentes fractions de lipoprotéines obte-nues par FPLC.
Chez les femelles H-LrpprcKO, la diminution des concentrations de l’ensemble des li-
poprotéines ainsi que la baisse de l’expression d’une partie des apolipoprotéines (e.g.
ApoB, ApoE, ApoA-1) suggèrent qu’elles pourraient présenter un défaut de synthèse
des lipoprotéines et principalement des VLDL, phénomène ayant été préalablement
observé chez des patients, bien qu’en surpoids, atteints de NASH [197]. Dans cette
étude, malgré le fait que les patients atteints de NAFL et de NASH présentaient un
influx intrahépatique de TGs très similaire, l’afflux de lipides sous forme de VLDL était
plus altéré chez les patients présentant uneNASH. Charlton et al. avaient d’ailleurs as-
socié la NASH à une synthèse hépatique de l’apolipoprotéine B-100 (apoB100) nette-
ment altérée par rapport à des témoins obèses (appariés à l’IMC) sans NASH, étape ci-
nétiquement déterminante dans la synthèse des VLDLs [198]. Combinées ensemble,
ces études ont permis d’établir que l’entrave de la sécrétion de VLDL-TG, causée entre
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autres par la diminution de l’expression hépatique de l’apoB100, et une oxydation ré-
duite des AGs pouvait être des facteurs clés dans la pathogenèse de la NASH. Cepen-
dant, dans le cadre de notre étude, aucune analyse n’a encore été faite pour affirmer
ou infirmer ces hypothèses chez notre modèle murin. Il serait de ce fait pertinent de
cibler par traceurs isotopiques l’influx de TGs et de l’afflux de cholestérol ainsi que de
regarder l’expression des apolipoprotéines nécessaires à la synthèse des VLDL (ApoB-
48, ApoB-100, ApoC, ApoE). Bien évidemment, aux vues des transcripts diminués chez
les femelles H-LrpprcKO (Fig.15.1), nous ne pouvons exclure l’implication de diverses
enzymes ou espèces lipidiques impliquées dans la biosynthèse des VLDLs. On peut
par exemple évoquer l’implication des PC, dont la biosynthèse active est nécessaire
à la sécrétion hépatique des VLDL [199]. En effet, il avait été préalablement montré
que les souris H-LrpprcKO présentaient un remodelage du lipidome hépatique avec
notamment des variations dans les concentrations en PC et une augmentation du ra-
tio PE/PC. On peut donc imaginer un potentiel lien entre la diminution des taux de PC
et la diminution de la sécrétion de VLDL et particulier chez les femelles.
Pour finir, il est intéressant de noter que, chez l’humain, LRPPRC se situe sur le chro-
mosome 2 entre les paires de bases 43 886 224 et 43 995 989. Outre les publications
faisant l’état de ces variants, une dizaine d’articles ont été publiés sur le polymor-
phisme nucléotidique (SNP) rs137852988 se situant au niveau de la 43 875 377e paire
de base du gène codant pour ABCG8. La protéine codée par ce gène a pour fonction
d’empêcher l’entrée des stérols au niveau intestinal et de favoriser l’excrétion du cho-
lestérol et des stérols dans la bile. La présence du SNP rs137852988 contribue alors à
l’accumulation de stérols et à l’athérosclérose, et a été observée chez des patients at-
teints de sitostérolémie (Gene ID: 64241, [200]). Or, chez les mâles H-LrpprcKO, ABCG8
était significativement diminué, laissant entrevoir la possibilité d’une atteinte des pro-
cessus de biosynthèse des acides biliaires, processus ressortis lors de l’analyse du
transcriptome des souris H-LrpprcKO (données non présentées).
15.1.2. Lipides, lipoprotéines et lipotoxicité cardiaque

Il est largement admis que les AGs sont les substrats utilisés de manière prépondé-
rante par le myocarde adulte. Il fonctionne par ailleurs de manière optimale lorsqu’il
oxyde les AGs et le glucose simultanément [201] et cela malgré la présence d’une
boucle de rétrocontrôle, communément appelé cycle de Randle, balançant l’utilisa-
tion cellulaire de ces deux substrats. Cependant, le réseau métabolique cardiaque
étant très flexible, celui-ci utilise d’autres substrats lorsqu’ils deviennent abondam-
ment disponibles (e.g. le lactate durant l’exercice [202, 203], les cétones durant un
jeûne prolongé ou un régime cétogène [204] et les acides aminés lorsque la sensa-
tion de faim se fait ressentir). L’importance de ces divers substrats soutient le concept
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de flexibilité métabolique qui confère l’avantage d’un approvisionnement adéquat
en ATP pour une contraction cardiaque continue dans diverses conditions physio-
logiques.
Brièvement, les AGs sont fournis au coeur sous forme d’AGLs lié à l’albumine ou via
l’hydrolyse par la lipoprotéine lipase (LPL) des chylomicrons et VLDL à la surface lumi-
nale des cellules endothéliales [205, 206]. La majorité des lipides qui entrent dans les
cellules cardiaques, par diffusion passive ou par des transporteurs [207], sont alors
détournés vers l’utilisation des AGs, certains étant stockés ou utilisés pour des be-
soins structurels [208]. Cependant, le décalage entre l’absorption et l’oxydation des
acides gras à longue chaîne dans le myocarde induit une lipotoxicité caractérisée par
une accumulation de TGs, de diacylglycérols (DAG), de céramides et d’autres lipides
(Fig.15.2). Au long terme, cette lipotoxicité myocardiaque peut entraîner l’apoptose
des cardiomyoctes, la fibrose interstitielle et le dysfonctionnement cardiaque [209],
corrélation ayant clairement été mise en évidence chez les rongeurs et les humains.
Dans le cadre de cette étude, il est de prime abord clair que les manifestations car-
diaques proviennent aumoins en partie d’unemodulation du lipidome circulant. D’un
côté, les femelles H-LrpprcKO présentent un remodelage du lipidome cardiaque. En
faveur d’une accumulation intracardiaque de TGs délétères, ce remodelage pourrait
être le résultat d’un métabolisme lipidique déséquilibré causé par i) une diminution
du transport inverse du cholestérol médié par les HDL-C et ii) une diminution de l’oxy-
dation des AGs due à une déficience de la β-oxydation. De l’autre côté, les mâles
H-LrpprcKO n’affichent pas, dans les limites de nos expériences, d’atteintes cardio-
métaboliques majeures, mais présentent un profond remodelage du profil des lipo-
protéines plasmatiques avec une légère dysfonction diastolique, profil corrélant avec
la littérature quant à l’impact sur la santé cardiovasculaire. En effet, les gènes de la
β-oxydation n’étant pas augmentée chez les mâles, nous pouvons supposer qu’un
déséquilibre entre une absorption accrue de TGs provenant des VLDL-C et LDL-C et
le rythme inchangé de l’oxydation des AGs ait eu in fine un impact sur la fibrogenèse
et la fonction cardiaque.
Il faut noter cependant qu’en ce qui concerne la fonction de la LPL, l’action de celle-ci
sur la clairance des chylomicrons-TG est probablement plus importante que son ef-
fet sur l’hydrolyse des VLDL-TG. En effet, les chylomicrons étant de plus grande taille
avec une densité plus faible et une plus grande quantité de TGs, ces derniers ont plus
de chances d’interagir avec la LPL dans la lumière des vaisseaux coronariens [210]
que les VLDL-TG. De plus, la lipolyse des VLDL-TG produit des AGs qui sont ensuite
transportés dans les cardiomyocytes via le récepteur CD36 alors que l’hydrolyse des
chylomicrons génère une plus grande concentration locale d’AGs qui pénètrent alors
dans les cardiomyocytes par des mécanismes de transport passifs de type flip-flop
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Fig. 15.2. Lipides et protéines impliquées dans le métabolisme en contexte de
lipotoxicité myocardiaque. Adapté d’un modèle créé par Biorender en collabora-tion avec Anu Jose et Dr. Thomas Pulinilkunnil de la Dalhousie University. Créée avecBiorender.com
et/ou non médiés par CD36 [211]. Basé sur ces mécanismes et sur la diminution de
CD36 chez les femelles H-LrpprcKO, il serait intéressant de cibler les voies alternatives
à l’influx d’AGs dans les cardiomycotes puisquemalgré une atteinte des transporteurs
des AGs, celles-ci présentent une accumulation intracardiaque. Il serait également in-
téressant d’analyser la composition des lipoprotéines isolées et de cibler des acteurs
clés tels que l’expression et l’activité de la LPL cardiaque afin demieux comprendre le
lien entre une diminution de l’expression de certains transcrits associés aux lipopro-
téines et cette accumulation et remodelage lipidique cardiaque. Concernant la LPL,
il est cependant peu probable qu’elle soit surexprimée chez les souris H-LrpprcKO

puisque plusieurs études ont relié cette augmentation au développement et la pro-
gression de l’insulino-résistance [212, 213]. En revanche, la perte de la LPL cardiaque
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entraîne également une insuffisance cardiaque [214, 215] et bien que cela augmente
l’utilisation du glucose ni cet effet ni les AGs liés à l’albumine ne peuvent remplacer
l’action de la LPL causant alors une diminution de la fraction d’éjection [215]. Pousser
les analyses fonctionnelles plus loin en évaluant certains paramètres par échocardio-
graphie serait également intéressants.

Finalement, il a été montré que l’accumulation de céramides et de DAG modi-
fiait les voies de signalisation intracellulaires en favorisant respectivement l’apoptose
[216] et l’interférence avec la cascade de signalisation de l’insuline cardiaque, entraî-
nant de ce fait une diminution de l’absorption du glucose [217] (Figure 15.2). Nos
résultats du lipidome cardiaque ne montrent qu’une diminution significative de l’en-
tité Cer(d18:1/22:0) chez les femelles H-LrpprcKO, le profil des mâles pour cette entité
étant inchangé. Bien qu’il est impossible de tirer une conclusion sur cette observation
isolée, il se pourrait que cette différence sexuelle soit une autre preuve d’un décalage
dans la progression des manifestations cardiaques associées à la NAFLD. Afin de ré-
pondre à cette hypothèse, il serait intéressant de faire de la lipidomique ciblée et de
creuser les voies intracellulaires associées aux céramides et aux DAGs.

15.2. Cortisol

La réponse physiologique au stress entraîne la libération de cortisol par les glandes
surrénales. Conçu pour augmenter la disponibilité de l’énergie à court terme, le cor-
tisol altère de façon aiguë la sécrétion d’insuline et augmente la production de glu-
cose hépatique. Chez les femelles H-LrpprcKO, nos résultats ont montré une diminu-
tion des niveaux circulants de cortisol, indiquant possiblement que leurs organismes
tentent de préserver le foie en limitant l’accumulation de lipides par l’augmentation
de la clairance du cortisol [188, 218]. Outre la possibilité que cette diminution soit
en partie associée à la diminution de l’insulinémie, tel qu’évoqué préalablement, il se
pourrait également que le métabolisme du cortisol soit altéré. De ce fait, il serait in-
téressant de cibler au niveau hépatique et musculaire (cardiaque et squelettique) le
récepteur des minéralocorticoïdes (qui possède une forte affinité pour le cortisol) et
celui des glucocorticoïdes dont l’affinité pour le cortisol est plus faible,mais également
la 11β-hydroxystéroïde déshydrogénase (11β-HSD), enzymemodulant l’exposition lo-
cale aux glucocorticoïdes via la conversion de cortisone en cortisol et inversement
[219]. Des expériences plus poussées pourraient se pencher sur le bon fonctionne-
ment des glandes surrénales, de l’hypophyse dont la production insuffisante d’adré-
nocorticotrophine (ACTH) peut entraîner un débalancement des taux de cortisol ainsi
la boucle de rétrocontrôle négatif. De pair avec cette hypothèse, il avait été préalable-
ment observé que les souris H-LrpprcKO, dès 5 semaines d’âge, présentaient un retard
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de croissance avec une diminution significative du poids corporel [191] corroborant
par le fait même les résultats de cette étude. De plus, dans la littérature, les patients
arborant desmutations dans le gène Lrpprc présentent desmanifestations cérébrales
avec notamment des lésions du mésencéphale, siège de l’hypophyse [220]. Compte
tenu du fait que des lésions hypophysaires ont un impact sur la libération de l’hor-
mone de croissance (GH) et indirectement, via l’ACTH, sur celle du cortisol [218, 221],
il serait intéressant de considérer la possibilité de manifestations cérébrales pouvant
alors être à l’origine notamment d’une diminution des niveaux de cortisol, mais éga-
lement d’une altération de la croissance et de la réponse au stress. Une autre possibi-
lité à ne pas négliger est l’impact de la thermoneutralité sur le sexe féminin. Connue
comme étant la plage de température ambiante pour laquelle l’énergie n’est dépen-
sée que pour maintenir le métabolisme de base, la thermoneutralité des souris est
plus élevée (∼30°C) que celle des humains [222]. Nos installations ne pouvant pas ac-
cueillir de chambres thermorégulées, les souris ont été hébergées à une température
ambiante inférieure à 30°C (salles tempérées à 22°C) pouvant ainsi avoir un impact
sur la dépense l’énergie par l’augmentation de celle-ci afin de réguler leur tempéra-
ture corporelle [223]. Étant donné que le cortisol est une hormone thermosensible
[224], il se pourrait que cette diminution soit partiellement expliquée par l’absence
de thermoneutralité. D’ailleurs, il a été montré qu’en situation de thermoneutralité,
les souris femelles mises sous diète riche en gras et présentant une NAFLD avaient
un phénotype comparable à celui observé chez l’humain. Aucune résistance à la diète
riche en gras n’a été remarquée, manifestation souvent retrouvée chez les femelles
sous diète riche en gras et hébergée à température ambiante. En outre, les taux
de corticostéroïdes étaient significativement augmentés à 22°C et cela chez les deux
sexes. Bien que cette étude ait été réalisée en présence d’une diète riche en gras, les
résultats témoignent de l’impact de l’importance de la thermoneutralité sur le méta-
bolisme des souris, particulièrement les femelles, et surtout lorsque des hormones
thermosensibles comme le cortisol sont à l’étude. Il est à noter que dans notre étude,
les mesures de cortisol ont été faites à 14 semaines alors que les souris n’avaient pas
été mises à jeun. De ce fait, nous ne pouvons pas vraiment comparer et/ou essayer
d’expliquer ces résultats avec ceux du métabolisme du glucose. Faire une étude avec
les souris H-LrpprcKO en situation de thermoneutralité nous permettrait ainsi de di-
minuer les biais expérimentaux et de réévaluer les taux de cortisol, cette fois-ci après
une période de jeûne.
Pour finir sur le métabolisme lipidique, il serait intéressant, dans le futur, de cibler
l’impact du tissu adipeux dans la progression de la NAFLD. En effet, même en l’ab-
sence d’une augmentation de la masse adipeuse, on ne peut pas exclure un potentiel
dysfonctionnement de celui-ci. Regarder l’expression par exemple, des adipokines
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(e.g. leptine et adiponectine) permettrait de mieux cerner la dynamique peut être
compensatrice de l’axe tissu adipeux-foie sur le phénotype général [225]. Plus gé-
néralement, l’AMPK étant un important senseur énergétique, tant dans le fois que
les muscles squelettiques, le coeur ou encore le tissu adipeux, cibler son expression
dans ces différents tissus permettrait peut être de mieux comprendre l’impact de la
délétion hépatique de LRPPRC sur l’équilibre énergétique de l’organisme [226].

16. Métabolisme du glucose
L’homéostasie du glucose dépend partiellement de la gluconéogenèse pendant le
jeûne et totalement pendant la famine. La source du glucose utilisé lorsqu’une per-
sonne passe de l’état postprandial à l’état de famine a été établie dans des études
menées sur des volontaires obèses [227] (Figure 16.1). Les sources initiales de glu-
cose proviennent de l’alimentation (Figure 16.1I). Environ 3h après un repas et dans le
but de maintenir l’euglycémie, l’organisme commence à faire appel au glycogène hé-
patique (Figure 16.1II). Avant que le glycogène ne soit épuisé, soit après environ 5-6h,
la néoglucogenèse se met en place et au fur et à mesure où la période de jeûne aug-
mente, sa présence devient de plus en plus nécessaire. Une fois le glycogène épuisé,
la néoglucogenèse devient alors seule responsable du maintien de l’euglycémie (Fi-
gure 16.1III). Le tissu adipeux et le muscle squelettique fournissent également des
substrats pour la synthèse de glucose, que ce soit le glycérol pour le tissu adipeux
ou le lactate, le pyruvate, l’alanine et la glutamine pour le muscle squelettique. Après
deux jours de jeûne, l’oxydation des acides gras hépatiques et la cétogenèse prennent
le relais aux vues d’une disponibilité accrue des corps cétoniques (Figure 16.1IV). Du-
rant ces périodes, l’insulinémie diminue et les taux d’hormones de contre-régulation
(e.g. glucagon, catécholamines) augmentent favorisant la production de glycérol par
la néoglucogenèse et la lipolyse ainsi que la production d’acides aminés via la protéo-
lyse musculaire [228]. Une diminution de l’insulinémie favoriserait ainsi i) un taux de
glucose plasmatique plus élevé et bien que moins utilisé cédant la place à la néoglu-
cogenèse et la glycogenèse, ii) un taux d’AGs plasmatique plus élevé via l’activation
de la lipolyse dans le tissu adipeux et iii) un taux de corps cétoniques plus élevé en
canalisant les AGs vers la formation de cétones lorsque l’oxydation du glucose est in-
terrompue. Tous ces mécanismes seraient alors enclenchés afin de s’assurer qu’en
période de jeûne et de famine, les réserves corporelles (tissu adipeux, muscles) soient
utilisées au bon moment, au bon endroit et de manière optimale pour la survie de
l’organisme.
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Bien que nos travaux de recherche se portent sur unmodèlemurin ne présentant au-
cun signe d’obésité, l’explication des évènements se produisant lors d’un jeûne chez
des sujets atteints d’obésité a permis d’élargir nos diverses pistes de réflexion.
16.1. Implication du pancréas

Le glucagon, produit par les cellules α pancréatiques, contribue au maintien de l’eu-
glycémie chez l’humain en augmentant, pendant le jeûne, la production hépatique de
glucose par stimulation de la glycogénolyse et de la néoglucogenèse [229]. Il estmain-
tenant bien compris que la production hépatique de glucose est finement régulée par
le travail synergique de l’insuline et du glucagon comme démontré par exemple, par
la présence de récepteurs à l’insuline sur les cellules α pancréatiques inhibant alors
la sécrétion de glucagon [230, 231]. De ce fait, à l’état de jeûne, la production endo-
gène de glucose représente un équilibre entre les effets stimulants du glucagon et les
effets inhibiteurs de l’insuline.

Fig. 16.1. Origine des substrats utilisés pour maintenir les niveaux de glucose
sanguin pendant le jeûne et la famine chez des volontaires souffrant d’obésité.Adapté de Cahill, G.F., 2006. Fuel metabolism in starvation. Annu. Rev. Nutr. 26, 1–22.Créée avec Biorender.com
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Nos résultats indiquent que la déficience hépatique en LRPPRC entraîne un profil hy-
poglycémique à jeun et une sensibilité accrue à l’insuline, ce profil étant exacerbé
chez les mâles. Il semble important de mentionner que l’injection d’insuline chez les
femelles H-LrpprcKO ont eu un impact drastique sur la glycémie à tel point que sur
dix souris, quatre d’entre elles avaient une glycémie ≤ 1mmol/L après 30 minutes,
nous laissant parfois peu de temps pour agir avant de convulser. De manière surpre-
nante, autant les mâles et que les femelles H-LrpprcKO ont eu beaucoup de difficulté
à revenir à une glycémie normale au bout de 120 minutes. L’ensemble de ces ob-
servations laisse à penser que la synthèse et/ou la régulation de l’insuline puissent
être altérées. Prenons l’exemple du diabète de type 1 non traité ou mal équilibré qui
entraîne la présence, chez les patients, d’une hyperglycagonémie. Cette hypersécré-
tion de glucagon semble être secondaire à une carence en insuline puisque la correc-
tion de l’hyperglycémie par insulinothérapie normalise la glucagonémie [232]. De ce
fait, puisque les souris H-LrpprcKO ne sont pas hyperglycémiantes, mais que contre-
intuitivement, elles présentent une hypoinsulinémie, ces observations faites chez les
diabétiques de type 1 peuvent nous aider à orienter nos futures recherches : la perte
hépatique de LRPPRC pourrait-elle altérer la fonction des îlots pancréatiques et/ou
entraîner un déficit, ou à l’envers un excès, d’autres hormones pancréatiques (e.g.
insuline, glucagon, somatostatine)? Compte tenu du fait que les souris H-LrpprcKO, et
en particulier les femelles compte tenu de leurs plus grandes sensibilités à l’insuline,
avaient du mal à revenir à une glycémie normale durant l’ITT, il se pourrait que les
mécanismes de contre-régulation de l’insuline soient altérés (e.g. glucagon, norépi-
néphrine, épinéphrine, GH et cortisol [233, 234]) et que par conséquent, l’organisme,
pour se protéger de l’effet d’une dose trop importante d’insuline, diminue ses concen-
trations sanguines basales. Cela pourrait également être le cas dans des conditions
basales. Regarder tout du moins l’insulinémie, la glucagonémie, la cortisolémie dans
des conditions de jeûne prolongé durant un ITT et un OGTT pourrait donc servir à
cerner les mécanismes qui sous-tendent l’hypoinsulinémie, l’hypoglycémie asympto-
matique après un simple jeûne ainsi que l’hypoglycémie sévère suite à un ITT. Par
ailleurs, connaissant l’effet des incrétines sur l’homéostasie du glucose, il serait in-
téressant de regarder l’expression et la sécrétion de GLP-1 (glucagon-like peptide-1)
(e.g. ipGTT vs OGTT) , hormone de satiété sécrétée par les cellules entéro-endocrines
en réponse à un repas [235, 236].

16.2. Implication et impact sur les muscles squelettiques

Tel que mentionné préalablement, dans une situation de jeûne prolongé et une fois
les réserves de glycogène épuisées, la néoglucogenèse devient la seule responsable
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dumaintien de l’euglycémie. Viennent alors en aide le tissu adipeux avec la libération
de glycérol, et les muscles squelettiques avec la production de lactate et le pyruvate
via le cycle de Cori ainsi que l’alanine et la glutamine via la protéolyse (Figure 16.2). La
combinaison d’une demande énergétique accrue avec un épuisement des réserves
hépatiques de glycogène peut également enclencher ce mécanisme.

Fig. 16.2. Voies de la néoglucogenèse impliquant différents précurseurs non glu-
cidiques tels que le pyruvate, le lactate, le glycérol et certains acides aminés.Créée avec Biorender.com
Compte tenu du profil glycémique et insulinémique des souris H-LrpprcKO, nous
avions émis l’hypothèse qu’en présence de sévères perturbations hépatiques, celles-
ci empiéteraient sur les réserves glycogéniques affaiblissant ainsi la capacité du foie
à enclencher la néoglucogenèse durant une période de jeûne. Cet épuisement avait
également été retrouvé en condition d’hypersensibilité à l’insuline [237]. Cette situa-
tion pourrait expliquer la lutte pour le maintien d’une homéostasie entre un foie dont
les réserves glycogéniques sont déplétées et un muscle squelettique hypersensible
à l’insuline et métabolisant rapidement le glucose. Par ailleurs, un déséquilibre des
substrats métabolites ou une altération de la signalisation moléculaire associée à la
néoglucogenèse peut entraîner une hypoglycémie. De ce fait, afin de vérifier cette hy-
pothèse nous pourrions i) évaluer les réserves de glycogène par histologie (coloration
avec l’acide périodique de Schiff (PAS), [238, 239], ii) isoler et mettre en culture les cel-
lules musculaires satellites afin d’analyser la capacité oxydative des cellules avec du
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lactate marqué et des acides aminés tels que l’alanine et la glutamine [240]. Tel que
décrit dans Harris RA., beaucoup d’autres molécules sont à différents égards utilisées
comme substrats pour la néoglucogenèse de même que pour les enzymes y étant
impliqués laissant donc de nombreuses de réflexion [240] quant aux mécanismes de
compensation chez la souris hépato-déficiente pour LRPPRC.
En outre, les résultats d’OGTT, démontrant un rapide contrôle de la glycémie chez les
mâles, laissent entrevoir la possibilité d’une recapture rapide (entre 15 et 30 minutes
après gavage) du glucose par les muscles. En raisonnant par l’inverse, le développe-
ment du DT2 peut être causé par une réponse inadéquate de la part de l’organisme
face à une élévation de la glycémie. Cet état d’hyperglycémie peut alors être dû à trois
principales altérations: une production accrut de glucose par le foie, une capacité ré-
duite du pancréas à sécréter de l’insuline et une action altérée de l’insuline sur les
muscles et le tissu adipeux [241, 242]. Étant donné que nos résultats ont également
été associés à une faible insulinémie malgré l’administration d’un bolus de glucose, la
sécrétion d’insuline par le pancréas et son bon fonctionnement sur les tissus périphé-
riques ne sont probablement pas la cause de cette réponse rapide. Cependant, tel
que mentionné plus haut, il se pourrait qu’une altération des mécanismes de contre-
régulation facilite la tâche de l’insuline qui n’a alors pas à compétitionner avec les taux
des hormones adverses et qui est en présence d’un organisme y étant fortement sen-
sible.
Finalement, la présence d’un dimorphisme sexuel dans la réponse à un bolus de glu-
cose pourrait être associée à un mécanisme de protection de la part des femelles
H-LrpprcKO. En effet, il est maintenant évident que les femelles, avant la ménopause,
présentent une plus grande sensibilité à l’insuline avec un métabolisme du glucose
plus délicatement modulé. De ce fait, compte tenu i) de la présence d’un profil hypo-
glycémique à jeun, ii) de la réponse drastique observée lors des ITT et iii) de l’absence
de différence suite à l’administration d’un bolus de glucose avec insulinémie inchan-
gée après 30 minutes, il se pourrait que l’organisme des femelles H-LrpprcKO, par
souci de protection, ait un seuil insulinémique à partir duquel une recapture plus ef-
ficace du glucose par les muscles ne serait qu’alors préjudiciable. Cela pourrait être
expliqué par des changements au niveau des mécanismes de contre-régulation de
l’insuline, tel que mentionné dans la sous-section sur l’implication du pancréas, mais
pourrait également être associé à un changement dans l’expression et/ou la dyna-
mique des transporteurs du glucose insulino-dépendants (GLUT4) ainsi que ces voies
intracellulaires (voies AKT-dépendantes) [243, 244, 245, 246]. De ce fait, il serait inté-
ressant de pousser les analyses plus loin en regardant le métabolisme du glucose au
niveau musculaire via l’expression des GLUT à l’état basal et suite à l’induction d’une
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réponse se voulant hypo- ou hyperglycémiante. Cibler AKT, un noeud critique dans
la signalisation intracellulaire de l’insuline, pourrait également être intéressant.

16.3. Impact sur le muscle cardiaque

Lemétabolisme énergétique cardiaque est complexe. Telle que décrite par Neubauer
S., la machinerie métabolique comporte trois principales composantes soit i) l’utilisa-
tion des substrats provenant de l’alimentation (AGLs, glucose) par la β-oxydation, la
glycolyse puis le cycle de Krebs, ii) la phosphorylation oxydative par l’ETC permettant
alors la production d’ATP et iii) le transfert de cet ATP via un transfert d’énergie lié
à la créatine kinase permettant son utilisation par les myofibrilles nécessaires à la
contraction cardiaque [247]. Cet apport énergétique ne peut être entretenu que par
le métabolisme oxydatif de substrats métaboliques que sont les acides gras et les
carbohydrates. Dans l’évolution vers l’insuffisance cardiaque, les trois composantes
décrites par Neubauer S. sont progressivement touchées.
Pour récapituler, nos résultats concernant l’impact de la délétion hépatique de Lrp-
prc sur les manifestations cardiaques démontrent deux profils distincts et sexe-
dépendants. D’un côté les mâles présentaient une légère dysfonction diastolique
soutenue par la présence d’une légère dysfonction des mitochondries cardiaques et
un remodelage du profil des lipoprotéines plasmatiques et dans une certaine me-
sure, du lipodome cardiaque. Dans l’ensemble, ces résultats mettent en évidence un
profil typiquement athérogène conférant un risque accru de complications cardiovas-
culaires. À l’inverse, les femelles n’étaient pas affectées par une quelconque dysfonc-
tion cardiaque, mais présentaient tout de même des atteintes cardiométaboliques.
Ces preuves étaient étayées par une altération de l’intégrité mitochondriale et de la
β-oxydation, mais également par une diminution du profil des lipoprotéines circu-
lantes, qui, dans l’ensemble, ont conduit à une accumulation intracardiaque de trigly-
cérides délétères. À la lumière du remodelage du lipidome cardiaque, nous pourrions
comparer le phénotype cardiaque des femelles H-LrpprcKO à celui observé dans une
situation de cardiomyopathie diabétique.
Le coeur tirant son énergie principalement de l’oxydation des acides gras, des méca-
nismes non hormonaux font en sorte que lorsque le glucose et les AGs sont tous deux
présents, le coeur utile préférentiellement les AGs afin de conserver le glucose pour le
cerveau en l’absence de nourriture ou de favoriser la glycogenèse postprandiale dans
les muscles [248, 249, 250]. Connu sous le nom de cycle de Randle, ce phénomène
fait en sorte que l’oxydation des AGs réduise l’utilisation du glucose [251]. Bien que
ce phénomène de conservation du glucose joue un rôle important dans la survie pen-
dant les périodes de jeûne, il devient problématique lorsque la flexibilitémétabolique
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est altérée comme chez les patients diabétiques. En effet, dans lemyocarde du diabé-
tique, un des changements majeurs est l’oxydation prédominante des AGs au profit
d’un déclin de l’oxydation du glucose entraînant in fine un dysfonctionnement du ven-
tricule gauche via l’induction d’un stress oxydatif [252]. Mécanistiquement, plusieurs
études mettent de l’avant le fait que l’excès d’AGs dans le sang inhiberait la transmis-
sion du signal insulinique [253, 254, 255] causant ainsi une réduction du transport du
glucose via la diminution de l’expression de GLUT4 [256]. De ce fait, le métabolisme
énergétique cardiaque deviendrait de plus en plus dépendant de l’oxydation des AGs.
Chez les femelles H-LrpprcKO, ce rationnel corrèle avec les résultats démontrant une
diminution de l’ensemble des transporteurs et acteurs de la β-oxydation mitochon-
driale ainsi qu’une altération de la respiration AG-dépendante. Cependant, il est in-
téressant de noter que des résultats préliminaires sur le métabolisme cardiaque du
glucose montrent une expression inchangée du transporteur basal GLUT1, mais une
tendance à la baisse dans l’expression du transporteur insulino-dépendant, GLUT4 et
cela uniquement chez les femelles (données non présentées). Bien que ces résultats
semblent à priori se contredire, il se pourrait que l’organisme des femelles H-LrpprcKO

cherche à se protéger en minimisant son métabolisme énergétique cardiaque pour
éviter de le surcharger. Compte tenu du manque de données dans cette présente
étude, il apparaît crucial d’approfondir la caractérisation du phénotype cardiaque en
regardant par exemple la répartition des substrats en perfusant le coeur enmode tra-
vaillant, appareil largement utilisé au laboratoire. Quant auxmâles H-LrpprcKO, outre
le potentiel lien, préalablement discuté, entre dynamique mitochondriale altérée et
dysfonction diastolique, d’autres pistes de réflexion peuvent être envisageables. En
effet, étant donné que les mâles ne semblent ni présenter de défaut de l’oxydation
des AGs ni d’atteinte au niveau de la fonction mitochondriale, regarder le mécanisme
du transfert énergétique via la créatine kinase et le ratio phosphocreatine:ATP pour-
rait être pertinent [247].

17. Hormones sexuelles
La NAFLD est unemaladie sexo-dimorphique et cette étude en plus de souligner cela,
montre également un dimorphisme sexuel dans les répercussions extra-hépatiques
et notamment cardiovasculaires. Dans le futur du laboratoire, il serait de ce fait
intéressant de comprendre cette différence mâle-femelle en ciblant les hormones
sexuelles.
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17.1. Oestrogènes

Chez les femelles H-LrpprcKO, l’absence d’altérations fonctionnelles à 14 semaines
pourrait s’expliquer par la différence d’hormones stéroïdiennes sexuelles. Les oes-
trogènes sont de puissantes hormones stéroïdiennes présentent à des niveaux éle-
vés chez la femme de l’adolescence à la ménopause et à des niveaux faibles chez
l’homme.
Les femmes possèdent un meilleur contrôle glycémique, une plus grande sensibilité
hépatique et périphérique à l’insuline ainsi qu’une production hépatique de glucose
réduite par rapport aux hommes [257, 258, 259]. De ce fait, puisque la régulation de
la signalisation hépatique est sexo-dimorphique [260, 261], la susceptibilité de déve-
lopper une NAFL sont différents. En effet, chez de jeunes femmes ovariectomisées
[171] ou souffrant d’autres dysfonctionnements reproductifs caractérisés par des ni-
veaux d’oestrogènes altérés (e.g. syndrome des ovaires polykystiques) [262, 263],
celles-ci présentaient une incidence accrue de NAFLD par rapport aux jeunes femmes
témoins. Ces résultats ont alors été corrélés avec une concentration sérique signifi-
cativement plus faible de 17β-estradiol, l’oestrogène la plus significativement active
[263], conférant alors un rôle protecteur à cette hormone.
Mécanistiquement, les oestrogènes ont un impact à la fois au niveau nucléaire et
mitochondrial. La réponse oestrogène-dépendante la plus rapide implique les récep-
teurs aux oestrogènes (ERs; e.g. GPER1) présent à la membrane ainsi que la voie
de signalisation PI3K-AKT et ERK1/2 dépendantes. La réponse nucléaire est cepen-
dant plus lente puisque le complexe ERα/β-oestrogène, agissant comme facteur de
transcription, est transloqué au noyau afin d’activer ou de réprimer l’expression géné-
tique. In fine, la spécificité de la réponse aux oestrogènes est régulée par divers ERs et
semble avoir des effets spécifiques dans le remodelage cardiaque entre autres. Par
exemple, des études fondamentales suggèrent que le traitement par oestrogènes
préviendrait la nécrose et l’apoptose des cellules cardiaques et endothéliales et atté-
nueraient également l’hypertrophie cardiaque pathologique [264].
L’impact hépatique des oestrogènes a, à de nombreuses reprises, était démontré par
l’ovariectomie de modèles animaux. De manière générale, les femelles ovariectomi-
sées (OVX) vont développer une insulino-résistance, une augmentation du flux d’AG
ainsi que de la DNL, une réduction de l’oxydation et de la sécrétion d’AG conduisant
alors à une prise de poids, une augmentation de la masse grasse et une stéatose hé-
patique [262, 265, 266, 267]. En outre, la supplémentation en 17β-oestradiol chez les
femelles OVX entraîne une amélioration de la sensibilité à l’insuline, la suppression
de la néoglucogenèse [268], prévient le dépôt de graisses hépatiques en inhibant la
DNL [265, 269], facilite l’exportation des VLDL via l’augmentation de leurs productions
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hépatiques [270, 271] et soutient la β-oxydationmitochondriale des AGs en induisant
l’expression de PPARα [269]. La perte des récepteurs ERα et GPER1 puis la restaura-
tion du phénotype ont eu des effets similaires à l’ovariectomie (revue dans: [272]).
L’importance des oestrogènes chez les hommes a également fait l’objet d’études. Tout
comme chez les femmes, les oestrogènes régulent l’homéostasie du glucose, la sen-
sibilité à l’insuline, le métabolisme des lipides et préviennent le développement de la
stéatose hépatique [273, 274]. En effet, chez des modèles murins, une carence en
oestrogènes via des mutations codant pour l’aromatase, enzyme permettant la bio-
synthèse d’oestrogènes à partir de la testostérone, a eu pour effet d’altérer les méta-
bolismes hépatiques du glucose et des lipides [275, 276] et l’administration de 17β-
oestradiol renverse ce profil stéatosique via PPARα et de la même manière que chez
les femelles [277, 278, 279]. Ces résultats ont également été observés suite à la perte
des récepteurs ERα et GPER1 puis à la restauration du phénotype [280, 281, 282, 283].
Ces évidences laissent donc entrevoir la possibilité d’une atteinte des taux d’oestro-
gènes et/ou de leurs récepteurs chez les femelles et/ou les mâles H-LrpprcKO. Ce-
pendant, chez les femelles, spéculer sur la sévérité d’une potentielle atteinte semble
cependant difficile puisqu’à priori, la littérature ne recense aucune donnée fonda-
mentale sur l’impact d’une déficience en oestrogènes chez des modèles murins pré-
sentant une NAFLD sans obésité. Nous sommes cependant optimistes puisque, bien
que non associé à la NAFLD sans obésité, une étude a fourni des preuves comme quoi
chez des rates ovariectomisées, les premiers signes de dysfonctionnement cardiaque
n’apparaissaient qu’à 12 semaines [284]. Nous pouvons donc supposer quemême en
présence d’une carence en oestrogènes, les femelles H-LrpprcKO pourraient dévelop-
per une dysfonction cardiaque avec ou sans fibrose plus tard dans la vie. En outre,
il est important de mentionner que l’altération mitochondriale de la biogenèse, de
la dynamique et du métabolisme des acides gras chez les femelles suggère une al-
tération de l’intégrité mitochondriale. Ce profil serait très probablement exacerbé
en présence d’un stress endogène et pourrait également déclencher un phénotype
fonctionnel. De ce fait, les perspectives seraient d’utiliser ce protocole en y incluant
cependant un stresseur métabolique (e.g. diète riche en gras, constriction de l’aorte
transversale afin d’induire une surcharge de pression) avec ou sans ovariectomie.
Cibler les niveaux circulants d’oestrogènes, regarder l’expression des différents ré-
cepteurs (ERα/β et GPER1) et éventuellement essayer de mieux comprendre le rôle
des oestrogènes en supplémentant les femelles OVX avec du 17β-oestradiol serait de
mise. Chez les mâles Lrpprc KO, ce protocole pourrait également être appliqué, mais
cette fois-ci en délétant les gènes codant pour les ERs dans des organes cibles tels
que le coeur. Des salles en situation de thermoneutralité seraient importantes afin de
pouvoir optimiser la comparaison entre les sexes et la transposition des mécanismes
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physiopathologiques vers l’humain. En outre, et c’est d’ailleurs une des limitations de
cette étude, il serait primordial d’avoir un suivi plus long, en commençant peut être
plus tôt que 5 semaines et en incluant peut être l’idée d’y ajouter une étude de sur-
vie. Étant donné que nous sommes en présence d’un modèle ayant une pathologie
évolutive, mais également sexo-dimorphique, faire une étude longitudinale avec un
suivi périodique serait idéal.
17.2. Testostérone

Dans le foie stéatosique, les androgènes et leurs récepteurs (AR) contribuent de ma-
nière directe ou indirecte au phénotype hépatique. D’un côté et à l’aide de modèles
animaux knock-out pour la 5α-réductase et/ou des ARs, des études ontmontrés qu’en
agissant via les voies dépendantes de la GH [285, 286, 287, 288], la déficience en
androgènes pouvait entraîner une stéatose hépatique et une résistance à l’insuline
[289]. De l’autre côté, d’autres études ont montré que les androgènes, par le biais du
remodelage de la chromatine, régulaient l’accessibilité de l’ADN à plusieurs facteurs
de transcription [290, 228]. La littérature s’est également intéressée à l’effet de la
testostérone sur les cellules β pancréatiques, mais certains résultats se contredisent
concernant son effet potentiellement protecteur versus délétère dans l’hyperglycé-
mie [291, 292]. Au niveau cardiaque, il semblerait que la recherche sur l’association
entre la testostérone et les MCVs demeure obscure [293]. Cependant, les potentiels
mécanismes impliqués comprennent l’activation des voies de signalisation associées
au récepteur de l’insuline (AKT, ERK et mTOR), mais également l’expression accrue du
récepteur à l’insuline, d’AKT-2, de GLUT4 ainsi que des enzymes de la glycolyse [294].
À la lumière de ces évidences, il serait intéressant de regarder les taux d’androgènes
chez les souris H-LrpprcKO et de cibler les ARs afin de comprendre l’implication d’une
déficience en androgènes dans la physiopathologie de la NAFLD sans obésité et ces
répercussions cardiovasculaires. Cela est d’autant plus intéressant que chez lesmâles
H-LrpprcKO, ces derniers présentent un métabolisme du glucose plus sévèrement at-
teint que les femelles laissant entrevoir la possibilité de l’implication partielle de la
testostérone dans cette différence sexuelle.
17.3. Hormone de croissance

Finalement, la GH circulante a démontré être cruciale dans l’expression sexe-
dépendante des gènes hépatiques. Dans des conditions physiologiques, les gonades
régulent la sécrétion de la GH demanière sexe-dépendante. Chez les mâles, sa sécré-
tion est pulsatile tandis que chez les femelles celle-ci est plutôt continue [295, 296].
Dans l’ensemble, la GH régule une grande partie des protéines plasmatiques et
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urinaires, mais également les enzymes consacrées au métabolisme des stéroïdes
et divers récepteurs et molécules de signalisation impliqués dans un large éventail
de processus physiologiques [297, 296, 298]. Cette régulation est assurée par
l’interaction avec des voies de signalisations intracellulaires, mais dépend également
de la régulation sexe-spécifique de la méthylation de l’ADN et de la structure de
la chromatine [296, 299, 300]. Dans notre étude, cibler la GH serait intéressant
puisqu’un des principaux problèmes associés à une lésion de la glande pituitaire,
pouvant causer une atténuation de la sécrétion d’ACTH et de cortisol, est la déficience
en GH [221].
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18. Conclusion et perspectives
Les travaux de ce mémoire avaient pour objectif de caractériser chez la souris
hépato-déficiente pour le gène Lrpprc, les changements métaboliques qui sous-
tendent les manifestations cardiaques de la NAFLD sans obésité. La présence d’un
éventuel dimorphisme sexuel devait également être évaluée. Ce modèle murin
avait préalablement fait l’objet d’une caractérisation hépatique et circulante révélant
alors la présence d’hépatopathie mitochondriale en absence d’obésité ainsi qu’une
signature lipidique circulante récapitulant dans une certaine mesure celle observée
chez les patients atteints de NAFLD.
Nos résultats ont dévoilé un important remodelage phénotypique sexe-dépendant
allant au-delà des lésions hépatiques. En effet, les mâles un peu plus que les femelles
présentaient une hypoglycémie à jeun et une sensibilité accrue à l’insuline. Les
mâles, un peu plus que les femelles, présentaient une hypoglycémie à jeun et une
sensibilité accrue à l’insuline, reflétant une altération du métabolisme du glucose po-
tentiellement causée par une dyshoméostasie dans l’axe foie-organes périphériques.
Ils présentaient également un léger dysfonctionnement diastolique soutenu par la
présence d’un léger dysfonctionnement mitochondrial cardiaque, un remodelage
du profil des lipoprotéines circulantes et, dans une certaine mesure, du lipidome
cardiaque. Dans l’ensemble, ces résultats indiquent un profil typiquement athéro-
gène augmentant le risque de complications cardiovasculaires. Il est intéressant
d’observer qu’à l’inverse, les femelles ne manifestaient pas de dysfonction cardiaque,
mais présentaient tout de même une atteinte cardiométabolique. Ces preuves ont
été étayées par une altération de l’intégrité mitochondriale et de la β-oxydation, mais
aussi par une diminution du profil des lipoprotéines circulantes qui, dans l’ensemble,
ont conduit à une accumulation intracardiaque de triglycérides délétères. Devant
ces preuves, il se pourrait que les hormones sexuelles retardent l’apparition de
complications fonctionnelles. Collectivement, ces résultats indiquent que les défauts
métaboliques dans le foie peuvent entraîner des anomalies significatives dépen-
dantes du sexe qui affectent à la fois le phénotype mitochondrial/métabolique et la
fonction contractile indépendamment de l’obésité. Ce modèle expérimental pourrait
s’avérer utile pour mieux comprendre les mécanismes qui sous-tendent la variabilité
liée au sexe dans la progression de la NAFLD maigre chez l’homme.
Dans cette étude, la principale difficulté rencontrée a été d’essayer de comprendre
lesmécanismes sous-tendant lesmanifestations cardiaques alors que lesmâles et les
femelles présentaient un profil complètement antagoniste. Une des multiples pistes
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de réflexion se baserait sur la présence d’une divergence dans le profil des lipopro-
téines plasmatiques, dont l’implication sur le remodelage du lipidome cardiaque est
encore à élucider. Pour résumer brièvement les perspectives futures avec ce mo-
dèle, notre laboratoire aimerait cibler au niveau hépatique les réserves de glycogène
ainsi que les principales enzymes responsables de son métabolisme. Afin de mieux
cerner les atteintes du métabolisme du glucose, nous aimerions marquer le lactate
afin d’évaluer l’implication du cycle de Cori. Au niveau cardiaque, une des priorités
serait de perfuser le coeur en mode travaillant afin de voir quels substrats le coeur
utilise, comment et dans quelles proportions. Finalement, afin de comprendre le di-
morphisme sexuel observé dans ces différents systèmes, nous aimerions cibler les ni-
veaux circulants d’oestrogènes et d’androgènes, évaluer l’expression de GPER1 ainsi
que ERα et ERβ au niveau de la membrane plasmique et de la mitochondrie. Dans
un second temps, il serait intéressant de regarder, en situation de thermoneutralité,
l’impact d’un stresseur métabolique tel qu’une diète riche en gras ou une constriction
de l’aorte transversale. L’idée serait de procéder à l’ovariectomie d’une partie des fe-
melles H-LrpprcKO et de supplémenter certaines de ces souris avec du 17β-oestradiol.
Nous nous attendons à ce que l’ovariectomie accélère le phénotype cardiaque et que
l’ajout d’un stress endogène vienne plus sérieusement aggraver le phénotype. Fina-
lement, étant donné que nous sommes en présence d’un modèle avec une maladie
évolutive sexo-dimorphisme, faire une étude longitudinale avec un suivi périodique
serait idéal. Il serait nécessaire de suivre ces souris plus longtemps, en commençant
peut-être plus tôt que 5 semaines et en incluant l’idée d’y ajouter une étude de survie.
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