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Résumé frangais (1000 caracteres espaces compris)

La régénération hépatique a été étudiée chez le rat Sprague-Dawley normal ou en
insuffisance hépatique induite par des toxiques, tels le thioacétamide et la D-
Galactosamine, ou aprés hépatectomie partielle. Selon le type d’atteinte la ploidie
hépatocytaire lors de la régénération varie considérablement, démontrant ’existence de
mécanismes de régénération différents. L’induction, chez la souris Nude, de différents
types d’insuffisance hépatique mimant la clinique nous a permis d’évaluer dans ces
modeles ’efficacité de la greffe d’hépatocytes de rat enrichis ou non en hépatocytes
diploides ou tétraploides. Les résultats indiquent que ’implantation cellulaire demeure
faible en toutes circonstances, avec des variations selon P’insuffisance induite. Des
investigations sont requises afin d’améliorer le taux de cellules implantées au sein du
parenchyme hépatique receveur, dans I’optique de mettre a disposition un traitement

alternatif fiable a la transplantation hépatique orthotopique.

Titre anglais
Evaluation of kinetics of hepatic regeneration and of hepatocyte transplantation efficacy

in different murine models of hepatic injury

Résumé anglais (1000 caracteres espaces compris)

Hepatic regeneration was studied in normal Sprague-Dawley rat after hepatic injury
induced by toxics such as thioacetamide and D-Galactosamine or after partial
hepatectomy. Hepatocyte ploidy in regenerating livers strongly depends on the injury,
thus demonstrating the existence of different regeneration mechanisms. Induction in
Nude mice of liver injury relevant to various clinical situations allowed us the study of
hepatocyte transplantation efficacy in those models with cell suspensions enriched or not
in diploid or tetraploid hepatocytes. Implantation of hepatocytes remained rather weak
under any circumstances and varied according to the type of injury. Future
investigations are required in order to improve the rate of hepatocyte implantation into

the parenchyma leading to a secure alternative to orthotopic liver transplantation.
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«La recherche procéde par des moments distincts et durables, intuition,
aveuglement, exaltation et fievre. Elle aboutit un jour a cette joie, et connait

cette joie celui qui a vécu des moments singuliers»

Albert Einstein, Comment je vois le monde.
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PREMIERE PARTIE: Généralités sur le foie

1. Anatomie et histologie du foie

La connaissance de 1’anatomie hépatique remonte a des temps anciens, puisque 1’arrangement
structural du foie en plusieurs lobes était apparent pour les personnes chargées de préparer des
repas a partir d’animaux, ou dans le cadre de cérémonies ou encore lors de la momification
d’humains . On a pu retrouver des modéles de foie en argile, réalisés autour de I’an 2000
avant Jésus-Christ par les Babyloniens qui associaient déja des noms aux différentes zones du
foie; des concepts similaires ont été découverts par des civilisations ultérieures “V. Les
Babyloniens considéraient le foie comme le siege de I’ame, en raison d’observations de
blessures de guerre et de sacrifices animaux au cours desquels des hémorragies massives

survenaient a cet organe.

Le foie murin, a la différence du foie humain est anatomiquement plurilobé: celui d’un rat
adulte pése de 15 a 20g, contre environ 3 a 5g chez la souris (soit environ 4.5% de la masse
corporelle chez le murin et 2,5% chez I’homme '?), et est constitué de 5 lobes (Figure 1): le
lobe gauche, le lobe médian, le lobe droit et les deux lobes caudaux (ou de Spiegel).

Contrairement a des espéces telles ’homme ou la souris, le rat ne posséde pas de vésicule

biliaire.

Figure 1: Vue supérieure d’un foie de rat in situ. LG:
lobe gauche; LM: lobe médian; LD: lobe droit.
(Dessin courtoisement fourni et reproduction autorisée

par les auteurs Marc Aprahamian et Yvan Freund).

La vascularisation de chacun des lobes hépatiques est majoritairement assurée par une

branche de la veine porte et minoritairement par une branche de I’artére hépatique, apportant
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du sang oxygéné (Figure 2). Le foie utilise 25-30% de 1’oxygene consommé par un

organisme.

Figure 2: Représentation des différents lobes
hépatiques et vascularisation chez le rat LG:
lobe gauche; LM: lobe médian; LD: lobe droit;
LC: lobes caudaux.

(Dessin courtoisement fourni et reproduction
autorisée par les auteurs Marc Aprahamian et

Yvan Freund).

Sur le plan histologique, le foie est constitué d’unités fonctionnelles appelées lobules @2V,
L’unité fonctionnelle d’un organe donné peut étre définie comme étant la plus petite structure
distincte se suffisant a elle-méme et qui peut de facon indépendante réaliser toutes les
fonctions connues de cet organe ¥,

Les lobules hépatiques sont organisés autour d’une veine centrale, et séparés entre eux par des
espaces portes contenant des canaux biliaires, des petites branches de la veine porte et de
I’artére hépatique. Les lobules ont une forme hexagonale et sont constitué¢s de travées
cellulaires de 20 a 25 hépatocytes, reliées entre elles en délimitant des lacunes hépatiques a
I’intérieur desquelles cheminent les sinusoides hépatiques. Chaque lacune est ainsi divisée en
un sinusoide et un espace péri-sinusoidal (ou de Disse): la surface basale des hépatocytes des
hépatocytes est donc séparée des cellules endothéliales sinusoidales adjacentes par I’espace de
Disse, lieu des échanges de substances entre le sérum et les hépatocytes (Figure 3).

Le flux sanguin se fait de fagon unidirectionnelle, de la veine porte aux veines hépatiques. La
lymphe est formée dans le foie par filtration du plasma vers les espaces de Disse lorsque le
sang passe par les sinusoides.

L’innervation du foie se fait surtout par le syst¢tme sympathique (via des fibres nerveuses
adrénergiques) mais le systeme parasympathique (via des fibres nerveuses cholinergiques)

entre également en jeu "*7.
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Figure 3: Schéma d’un lobule
hépatique (d’apres Sigal et al.,
1992 199) CV: veine centrale; K:
cellules de Kupffer; FSC: cellules
de Ito; BC: canalicule biliaire; En:
cellule endothéliale; S: sinusoide
avec fenestrations; DS: espace de
Disse; HADb: branche de I’artére
hépatique; PVb: branche de Ia
veine porte; CDJ: canal de
Hering; BDI: canal biliaire; LmP:
travée circonscrivant le lobule;

LP: travée hépatocytaire.

2. Différents types cellulaires et fonctions hépatiques

Les différents types cellulaires présents dans le foie sont trés organisés d’un point de vue
architectural et coopérent pour assurer les différentes fonctions “*"” métaboliques et

excrétrices de cet organe.

2.1. Les types cellulaires

Le Tableau 1 montre I’abondance respective des différents types cellulaires présents dans le
foie:

- Les cellules parenchymateuses ou hépatocytes

Ces cellules sont de loin le type cellulaire le plus abondant dans le foie (environ 60%) et sont
le site majeur du métabolisme intermédiaire et du métabolisme des xénobiotiques, ainsi que
de stockage (voir §3). De taille et de forme hétérogene, les hépatocytes présentent du point de
vue ultra-structural d’une part une face vasculaire faisant face aux sinusoides et assurant ainsi
les échanges avec la circulation sanguine, et d’autre part une face biliaire, apicale, qui
contribue a la formation du canalicule biliaire, structure dépourvue de paroi propre puisque

formée de 1’accolement des membranes de plusieurs hépatocytes contigus ©?.
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De fagon quelque peu arbitraire, les 6-8 hépatocytes de chaque travée situés a la périphérie du
lobule hépatique sont dits périportaux tandis que ceux qui sont localisés a proximité de la

veine centrale sont dits périveineux (ou péricentraux ou centrolobulaires) 7.

- Les cellules endothéliales

Ces cellules impliquées dans la modulation de la prolifération hépatocytaire (par le
Transforming Growth Factor B (TGF), I’Hepatocyte Growth Factor (HGF) et I’interleukine 6
(I16)) bordent les sinusoides et présentent la particularité d’étre fenestrées et dépourvues de
membrane basale, ce qui favorise les échanges entre les hépatocytes sous-jacents a la barriére

endothéliale et les hépatocytes **.

- Les cellules de Kupffer

Localisées dans la lumicre des sinusoides, ces cellules sont au contact, grice a leurs
prolongements, des cellules endothéliales et des hépatocytes. Ce sont des cellules littorales de
type macrophage hépatique qui vont intervenir lors des réactions immunitaires * et au cours
des processus de sécrétion de cytokines et de facteurs de croissance et d’inhibiteurs de la

réplication notamment TGF1 %,

- Les cellules étoilées (ou de Ito)

Juxtaposées dans 1’espace de Disse entre les hépatocytes et les sinusoides hépatiques, ces
cellules stockent de nombreux globules lipidiques riches en vitamine A. Elles jouent un role
majeur dans le développement de fibroses hépatiques et sont plus généralement impliquées
dans la régulation de la croissance hépatique (remaniement de la matrice extra-cellulaire,

synthése de facteurs de croissance, production de cytokines) *%.

- Les cellules «natural killer» (ou pit cells)
Ce sont des lymphocytes intrahépatiques donc résidents, visibles dans la lumicre des

capillaires sinusoidaux. Ils interviennent au cours de mécanismes de défense immunitaire.

- Les fibroblastes
Les fibroblastes ne sont pas des cellules spécialisées du foie; ils possédent un rdle structural et
architectural trés important avec tous les composants de la matrice extra-cellulaire,

intervenant également dans le remodelage et la plasticité du foie en tant qu’organe.
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Type cellulaire Nombre (%) | Volume (%)
Hépatocytes 60-65 78 Tableau 1. Abondance des
Cellules endothéliales 15-20 2,8 différents types cellulaires
Cellules de Kuppfer 8-12 2’1 hépatiques (d ’aprés Gebhardt R.,
199279)
Cellules de Ito 3-8 1,4
«Pit cells» <2 -

2.2. Les fonctions du foie

Le foie assure:

- des fonctions vasculaires,

le foie étant le principal réservoir sanguin de I’organisme. De plus, il permet la collecte de
composants alimentaires, qui sont conduits au foie a partir du tractus digestif via la veine

porte.

- des fonctions métaboliques,
le foie étant impliqué dans la biosynthése, le stockage, la transformation et la dégradation de

4 .. .
®4) " L’approvisionnement constant de I’organisme, en substrats

composés organiques
énergétiques et précurseurs de biosynthese est également assuré.

Il possede ainsi, grace aux hépatocytes, un rdle dans la syntheése de 1’urée, de 1’albumine et
intervient dans le métabolisme glucidique (stockage du glycogéne, néoglucogenése) et donc la
glycémie, ainsi que dans les métabolismes lipidique (B-oxydation des acides gras, synthése de
cholestérol et de phospholipides, lipogenese) et protéique (transformation des acides aminés,
formation des protéines plasmatiques sauf les immunoglobulines, catabolisme de

I’ammoniaque en urée) ''?). 11 permet le stockage en particulier des vitamines A, D et B12

mais aussi du fer du fait de la présence d’apoferritine dans les cellules hépatiques.

Le foie possede également un role prépondérant, assuré par les hépatocytes, dans Ia
détoxification de I’organisme, grace au métabolisme des xénobiotiques et des substances
endogénes. Par des cascades de réactions enzymatiques, les composés liposolubles sont
absorbés en métabolites hydrosolubles éliminés ensuite dans ’urine, la bile et les féces ainsi

que représenté schématiquement (Figure 4).
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substances substances propres Figure 4. Etapes schématiques de la biotransformation et

étrangéres : a l'organisme : . . ) . o .
i : EMy détoxification ses xénobiotiques et substances endogénes

xenobiotiques harmonas steroides

produits et autres signaux B . . (113)

pharmaceutigues de petite taille (d apres Koolman J., Rohm K.H., 1994 )

conservateurs pigments biliaires
assouplissant
colorant
pesticide etc. pel solubles

. |dans l'eau, r . .

! | biologiguement Ces réactions enzymatiques comportent des
|actives et paur

certaines

toxiques biotransformations de type I (principalement des

®

réaclions réactions de

dephase| transtormation : oxydations catalysées par le systéme multi-
enzymatique cytochrome P450 dépendant (CYP450)

qui introduisent un groupement polaire a la molécule

a métaboliser et de type II (conjugaison a un ligand

hydrosoluble de composés lipophiles ou de réactifs

Wbeiel T intermédiaires produits au cours des réactions de

phase I) aboutissent a la formation de composés non

formati . . .
o toxiques. Le systétme CYP450 consiste en une
glusuro ian

astarfi

flavoprotéine et une famille d’hémoprotéines
Gly et Glu localisées  principalement  sur le  versant
cytoplasmique de Ila membrane du réticulum

— endoplasmique. La spécificit¢ de substrat des

. 1 soluble dans
conjugue |'eau, inactif,

J | non foxique différents isoformes dépend de la réactivité avec le
substrat et de la structure du site de liaison a ce

substrat %9,

¥ 4 ~ hile || urine

Des différences inter-individuelles sont observées, liées non seulement a un polymorphisme
génétique mais aussi a 1’age, au sexe, a I’éventuelle pathologie hépatique et aux facteurs

environnementaux.

- des fonctions d’excrétion,

notamment de composés dans la bile mais aussi la formation et la dégradation de nombreux
composants du plasma sanguin (dont des facteurs de coagulation sanguine). Indispensable a la
digestion des lipides, la bile est sécrétée en continu par les cellules hépatiques, déversée dans
les canalicules biliaires puis dans les canaux biliaires avant de rejoindre soit la vésicule

biliaire soit le duodénum ¥,
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3. Le réle prépondérant des hépatocytes

- Les hépatocytes, qui constituent environ 60% de la masse hépatique "%, sont responsables de
la majorité des fonctions hépatiques. Ils sont donc directement impliqués dans la survie de
I’individu de par le nombre et I’importance des fonctions qu’ils assurent, ainsi que détaillé au
§2.2 ci-dessus. Les hépatocytes jouent en particulier un réle majeur dans:
- les mécanismes de détoxification de 1’organisme: des réactions enzymatiques vont
permettre la formation de métabolites non toxiques qui seront éliminés par
I’organisme.
- le métabolisme des lipides, glucides et protides.

- les fonctions d’excrétion assurées par le foie.

- Une particularité¢ intéressante est que ces cellules peuvent posséder un contenu en acide
désoxyribonucléique (ADN) correspondant soit a 2 copies du génome ou davantage. Au cours
de la vie feetale et néonatale les hépatocytes sont principalement diploides; ensuite
progressivement une polyploidisation se met en place et résulte de facon évolutive dans

I’apparition de cellules de contenu ADN plus grand "',

- Une autre caractéristique des hépatocytes est que 1’expression génique est fonction de leur
distribution spatiale au sein du lobule hépatique: on parle d’hétérogénéité métabolique .

Ceci refléte donc une spécialisation fonctionnelle liée au compartimentage spatial.

4. Régénération hépatique

On entend par régénération la possibilité de restauration de la masse tissulaire et de la
fonction apres insuffisance hépatique ou apres résection partielle. La plupart des organes en
sont dépourvus mais le foie possede cette capacité fascinante. Il est a noter qu’il ne s’agit pas
d’une régénération au sens propre du terme (comme ce serait le cas chez certains vers,
insectes, amphibiens et reptiles, comme par exemple la régénération ad integrum de la queue
d’un 1ézard): la partie disparue (par résection) ne repousse pas mais que les parties résiduelles
s’hypertrophient ©>"*. L’anatomie du foie n’étant pas récupérée, il serait plus approprié¢ de

parler d’hyperplasie, ou de croissance, compensatoire ®* ''». Un couplage entre croissance
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cellulaire et réplication cellulaire pourrait s’opérer dans le foie en régénération, de facon
similaire a ce qui a été décrit chez la levure, la drosophile ou méme le mammifere ©*.

La connaissance de la capacité du foie a régénérer, donc a réajuster son volume optimal avec
la taille de I’individu, n’est pas récente, puisque dés 1’Antiquité elle était mentionnée par
Eschyle dans la mythologie grecque a travers la punition infligée au Titan Prométhée par
Zeus, notamment pour avoir dérobé le feu et 1’avoir transmis a I’humanité ainsi que nous
avoir enseigné la civilisation et les arts. Ainsi, Prométhée fut enchainé par Héphaistos a un
rocher au sommet du Mont Caucase, exposé aux rayons brilants du soleil et ou un aigle (ou
un vautour, selon les sources) lui dévorait le foie avant de s’envoler repu a la tombée de la
nuit (Figure 5).

Selon le mythe, le foie régénérait en une nuit seulement, renouvelant ainsi de jour en jour le

52 jusqu’a ce qu’Hercule le délivre de nombreuses années plus tard.

calvaire du supplicié

Figure 5. Illustration retrouvée sur
un vase ancien et représentant le

mythe de Prométhée

En fait, dans des circonstances normales, le foie humain initie sa régénération en 3 jours et
récupere une taille normale en 3 mois. Dans la plupart des cas les fonctions hépatiques sont
normalisées en 2 a 3 semaines aprés hépatectomie partielle ou dans les cas de guérison

spontanée suite a une hépatite fulminante ©.
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DEUXIEME PARTIE: Traitement des insuffisances hépatiques

1. Historique de la transplantation hépatique, essor et recherche d’alternatives

Le foie, de par ses fonctions, est un organe indispensable a la vie. Une insuffisance hépatique
sévere (aigu€ ou chronique) représente un fort danger pour la survie de I’individu puisque le
taux de survie dans ces conditions n’est actuellement que d’environ 20% ©“*. La
transplantation hépatique orthotopique (THO), c’est-a-dire le remplacement dans la méme
situation anatomique du foie malade par un foie donneur, permet d’améliorer le pronostic
vital de ces pathologies, avec une survie a un an des patients actuellement de 1’ordre de 80%.
La taille de I’organe transplanté n’est que d’importance modérée, sauf dans des cas extrémes
(enfants, personnes de petite taille etc.), puisqu’un greffon transplanté régénérera rapidement
s’il est petit tandis qu’il s’atrophiera grace a des phénomenes d’apoptose s’il est trop grand

pour le receveur ¢>''?,

D’un point de vue historique, des cas de résection hépatique dans des cas de blessures avec
protrusion du foie a P’extérieur de I’individu suite a un traumatisme abdominal ont été
rapportés dés 1716. Des hépatectomies concernant des portions lacérées de foie suite a des

blessures de guerre étaient également décrites Y.

Cependant les «vraies» opérations
hépatobiliaires n’ont pu prendre leur essor que dans les 25 derniéres années du XIX° siécle,
aprés la découverte des conditions d’anesthésie et d’asepsie nécessaires a ces actes
chirurgicaux tels la résection de parenchyme hépatique tumoral, les résections hépatiques
¢étant encore a 1’heure actuelle le plus souvent pratiquées chez des patients atteints de tumeurs

primitives ou secondaires.

Des avancées rapides ont été obtenues au cours du XX° siécle et particuliérement a partir de
1970 avec D’amélioration des méthodes diagnostiques (ultra-sonographie, imagerie a
résonance magnétique, cholangiographie, laparoscopie...). La quantification de fonctions
hépatiques a elle aussi considérablement amélioré les indications a la transplantation
hépatique, c’est-a-dire la sélection des patients en vue d’interventions chirurgicales.

Un bond spectaculaire a eu lieu en 1963 par la 1 THO (avec hépatectomie totale préalable)
par I’équipe de Starzl a Denver aux Etats-Unis d’Amérique, suivie quelques mois aprés d’un

succeés de Calne et Wilheim en Angleterre. L’utilisation d’un immunosuppresseur, la
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ciclosporine A, dés 1979 a permis de révolutionner la tolérance du greffon et d’améliorer les

taux de survie a un an apreés chirurgie ), passant soudainement de 30% a 70%.

Actuellement, le traitement de référence de ’insuffisance hépatique est la THO puisque étant
le dernier et seul recours thérapeutique d’un grand nombre d’hépatopathies. Si cette technique
est devenue de mieux en mieux maitrisée, que les indications pour en bénéficier sont
nombreuses (Tableau 2) et que le pronostic vital post-transplantation a profité des
améliorations de la réanimation per- et post- opératoire, plusieurs problémes demeurent
néanmoins actuellement malgré les progrés thérapeutiques au fil des décennies “: la THO
exige une disponibilité immédiate en greffons humains et nécessite une technique chirurgicale

longue (bien que réduite a environ 7 heures contre 18 heures a ses débuts), onéreuse et

délicate.
Hépatopathies Tumeurs Hépatites Maladies métaboliques
chroniques irréversibles hépatiques Sfulminantes
Cirrhoses Carcinome Hépatites toxiques Syndrome de Crigler-
hépatocellulaire Najjar
Cholangite sclérosante Cholangiocarcinome Hépatites virales Maladie de Wilson
Tyrosinémie héréditaire

Tableau 2: Indications a la transplantation hépatique

La recherche de traitements alternatifs a la THO permettant de diminuer le nombre de déces
de patients atteints d’insuffisance hépatique en ¢largissant la palette de thérapeutiques
possibles, est actuellement a 1’étude par de nombreuses équipes de cliniciens et de chercheurs

de par le monde.

La connaissance de la segmentation lobulaire et structurelle du foie et de ses capacités de
réserve ainsi que le succés a enrayer les hémorragies massives ont rendu possible des
transplantations hépatiques avec donneur vivant '? pour lesquelles les résultats de survie a 5
ans, 90%, sont trés encourageants de méme que ceux obtenus apres partage du greffon.
Cependant, cette technique oblige a une immunosuppression définitive des patients afin
d’éviter le rejet du greffon, phénoméne qui n’est pas bien maitrisé "*®. Un facteur pré-

opératoire prédictif du rejet de greffe pourrait étre la production de Tumor Necrosis Factor a
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(TNFa) ®*. De plus, et dans tous les cas, pour diverses raisons (groupe sanguin, taille du
greffon, age, médication, histoire du malade) le nombre de donneurs compatibles n’est pas

¢levé et des alternatives demeurent a élaborer.

La greffe auxiliaire représente également une alternative séduisante: il s’agit d’une
transplantation hépatique aprés bipartition du greffon dans laquelle le foie malade reste en
place. En cas de normalisation des fonctions hépatiques, le traitement immunosuppresseur

pourra étre arrété, le greffon s’atrophiera et sera oté.

Concernant la xénogreffe, technique qui apparaissait comme trés prometteuse il y a déja
quelques dizaines d’années, deux problémes majeurs n’ont pu étre résolus a I’heure actuelle:
le premier est qu’on ne peut s’assurer de la non-transmission au patient de virus pathogénes,
et le second concerne la tolérance et les fonctions du greffon. En effet un greffon de porc n’est
pas toléré par I’organisme tandis qu’un greffon de babouin pourrait étre mieux toléré en
présence d’immunosuppresseurs mais de nombreuses synthéses hépatiques ne seraient pas
effectuées aux taux métaboliquement adéquats d’un étre humain "*”. Une des approches
proposée consisterait en 1’obtention de cochons transgéniques porteurs du systéme du
complément humain ou déficients en génes pouvant limiter 1’action délétére des réponses
immunes “®.De ce fait, pour des raisons sanitaires, la xénogreffe est actuellement interdite en

pratique clinique en France.

Une technique de perfusion de foie ex vivo a été rapportée des la fin des années 1960, basée
sur la circulation du sang du patient dans un foie entier extracorporel. Cette méthode,
optimisée pour un usage clinique, fut abandonnée au profit de la THO dans les années 1970
mais suscite de nouveau I’intérét des chercheurs et des cliniciens depuis quelques années .

Un concept voisin, le foie bioartificiel, a été développé afin de suppléer un foie déficient: le
plasma du patient circule dans un bio-réacteur contenant des hépatocytes primaires
allogéniques ou xénogéniques ">"*"*®_ L’un des inconvénients de cette technique est que les
matériaux biocompatibles peuvent potentiellement entrainer par eux-mémes des risques
supplémentaires notamment infectieux pour le patient, en plus de perturbations métaboliques
et hémodynamiques . Les résultats sont néanmoins prometteurs méme si le systéme reste a

parfaire 97,
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Les résultats encourageants suite a des approches de détoxification par des hépatocytes en
culture ont conduit les chercheurs a continuer dans cette optique. Trés récemment, une
patiente souffrant de non-fonction du greffon aprés THO a été traitée par un tel systéme extra-
corporel utilisant des hépatocytes humains primaires et une dialyse via I’albumine “*9.

Des approches reposant sur 1’utilisation, dans un bio-réacteur, de cellules souches “"” ou
d’hépatocytes encapsulés “'” sont a 1’étude. Un nouveau systéme, appelé MARS (pour
«molecular adsorbents recirculating system»), a ¢été développé au cours de la derniere
décennie repose sur la dialyse du sang du patient a travers une membrane de polysulfone
imprégnée d’albumine: les toxines liées a I’albumine du patient vont se fixer sur les sites de
cette membrane artificielle *”. La plupart des toxines possédent une forte affinité de liaison
avec I’albumine, leur taux augmente au cours d’une atteinte hépatique et saturent les
molécules d’albumine avec pour conséquence une capacité réduite a détoxifier le foie “*. De
plus, ces toxines libres causent par elles-mémes des dommages au foie ce qui contribue a

détériorer le foie et donc 1’état de santé du patient .

2. L’alternative greffe d’hépatocytes

2.1. Avantages théoriques

Greffer des cellules isolées présente de nombreux avantages potentiels par rapport a la
transplantation d’un organe entier: diminution de la morbidité, colt moins élevé, perspective
de pallier la pénurie d’organes et réinterventions chirurgicales facilitées. Ainsi, I’intervention
(injection intra-portale de ces cellules via un cathéter vasculaire voire injection intra-
splénique) serait moins lourde qu’une THO dans le sens ou la transplantation d’hépatocytes
ne nécessite pas de retirer les hépatocytes du receveur. Une véritable guérison de
I’insuffisance hépatique pourrait parfois étre obtenue si le foie propre régénere, éliminant
ainsi le besoin de recourir a la THO **"; dans ce dernier cas le traitement immunosuppresseur,
obligatoire en raison des réponses immunitaires suscitées chez 1’hdte par les hépatocytes

allogéniques greffés, pourrait alors étre arrété.

Un autre avantage est que, contrairement a la THO, plusieurs receveurs pourraient bénéficier
de cellules a partir d’un seul foie donneur puisqu’un faible nombre de cellules suffirait a

repeupler le parenchyme atteint. La création d’une banque de cellules cryoconservées
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permettrait de s’affranchir des délais d’attente pré-greffe en assurant leur disponibilité a tout
moment. Cependant, celle-ci n’est pas a ’ordre du jour puisque la nature des cellules a

cryoconserver dans un type thérapeutique n’a pas encore été¢ déterminée.

Une source possible d’hépatocytes consiste a disposer de foies rejetés pour le transplantation
notamment stéatosiques, en vue d’isoler des hépatocytes humains pour une application en
greffe cellulaire 'V, En effet, de nombreuses équipes, dont la nbétre ont montré que la qualité
des hépatocytes isolés a partir de foies stéatosiques €tait tout a fait acceptable pour envisager

leur transplantation 'V,

2.2. Indications de la transplantation d’hépatocytes isolés

La transplantation d’hépatocytes isolés (THI) pourrait étre effective comme alternative a la
THO pour de nombreuses applications cliniques "7,

Tout d’abord, la thérapie génique cellulaire par greffe d’hépatocytes autologues (transfectés et
porteurs du gene déficient jusqu’alors chez le receveur) a été envisagée pour des pathologies
dues a des désordres métaboliques congénitaux (c’est-a-dire essentiellement des déficits
enzymatiques). Les exemples les plus étudiés sont les possibilités de traitement:

- d’une part du syndrome de Crigler-Najjar: un déficit en bilirubine UDP
glucuronosyltransférase, UGT1A1, provoque une accumulation a des taux toxiques de
bilirubine non-conjuguée dans le plasma et une perte de I’excrétion biliaire de
bilirubine “4**,

- d’autre part la maladie de Wilson (due a la perturbation du métabolisme du cuivre liée

a des mutations dans le géne ATP7b, ce qui méne a une toxicité hépatique) **2.

Des résultats mitigés ont été obtenus en clinique apres greffe de cellules hépatiques
(18.33.639398.118,131209 "En conséquence, des études plus approfondies sont nécessaires si 1’on veut
appliquer avec davantage de succes cette technique et la banaliser pour davantage
d’indications (Tableau 3).

Une autre application de la THI concerne son potentiel thérapeutique dans le domaine du

traitement définitif (en cas de guérison) ou transitoire (en pont a une THO) de I’insuffisance

hépatique aigué ou chronique ** (Tableau 3).
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La transplantation de cellules peut également étre envisagée dans un cadre de suppléance a
I’insuffisance hépatique transitoire suite a des résections chirurgicales larges dans le cadre de
tumeurs.

En effet, le foie régénére aprés une exérése partielle par un mécanisme d’hypertrophie
compensatoire associ¢é a une hyperplasie des cellules. De ce fait 1’hépatectomie partielle
demeure le traitement de choix dans le cadre de cancers primitifs. Toutefois, I’ampleur de
certaines hépatectomies partielles (dans le cadre de résection de tumeurs, notamment sur un
foie cirrhotique) sont limitées, faute de moyen de suppléance en attendant la régénération
hépatique, par l’insuffisance hépatique qu’elles entraineraient du fait du peu de réserve
fonctionnelle du foie. La possibilité de greffer des hépatocytes capables d’assurer les
fonctions métaboliques hépatiques durant ce laps de temps permettrait de réaliser des exéréses

chirurgicales plus larges et donc plus efficaces (Tableau 3).

La détermination pré-opératoire du taux de résection maximal pour des cancers primaires
hépatiques ou faisant suite a des métastases a été délicate, avec 20 a 30% d’erreurs "
jusqu’aux avancées technologiques des années 1970. L’incapacité a restaurer la masse
hépatique fonctionnelle se soldant par la mort du patient, on considére actuellement que la
résection de 90% de la masse parenchymateuse hépatique (soit environ 1 a 2% de la masse du

patient) est un maximum.
De plus, I’état de santé de patient est limitant pour réaliser une hépatectomie partielle puisque

la mortalité per-opératoire (ainsi que le taux de complications) augmente fortement chez des

patients présentant une stéatose hépatique ou une malnutrition “'?.
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Atteinte du foie Atteinte d’organes extra-hépatiques
Désordres génétiques Déficiences métaboliques
Maladie de Wilson Syndrome de Crigler-Najjar
Déficit en al antitrypsine Hypercholestérolémie familiale
Protoporphyrie érythropoiétique Syndromes d’hyperammonémie
Lipidoses (maladie de Gaucher) Défauts dans le métabolisme glucidique
Tyrosinémie de type I Oxalose
Désordres acquis Défauts de coagulation et désordres immuns
Insuffisance hépatique aigué Hémophilie de type A
Hépatite virale chronique Déficience en facteur IX
Insuffisance hépatique chronique Angioedéme héréditaire
Tumeurs et métastases hépatiques

Tableau 3. Cas pour lesquels un traitement par thérapie cellulaire hépatique peut étre envisagé (adapté de Gupta

& Chowdhury, 2002 ).

3. Greffe hépatocytaire pour le traitement de ’insuffisance hépatique dans des modeles

animaux: état de la question

Des expériences réalisées chez le rat en insuffisance hépatique aigué avaient montré que la
survie post-greffe d’hépatocytes isolés (syngéniques, allogéniques ou xénogéniques **'*)
¢tait améliorée de fagon plus ou moins spectaculaire par rapport a celle d’animaux témoins
non transplantés. Ainsi, la greffe de cellules chez un rat présentant une hépatite fulminante
causée par la diméthylnitrosamine a permis d’augmenter le taux de survie, passant d’environ
10% pré-greffe a 65% post-greffe ¢'?. Des travaux avaient également été conduits chez des
rats en insuffisance hépatique aprés injection de D-Galactosamine (GalN) "*****'? avec des
conclusions encourageantes.

Par ailleurs, des augmentations de survie de quelques heures, voire d’un mois, avaient été

rapportées chez des animaux apres hépatectomie large ®**°"'*" associée a un shunt porto-cave

(45,145)

Au cours de travaux réalisés au laboratoire, dans le cadre d’une thése d’Université, des essais

de greffe d’hépatocytes syngéniques furent réalisés, avec pour receveur le rat Nagase
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analbuminémique (NAR) de souche Sprague-Dawley mutante dont la singularité est de
présenter des taux sériques d’albumine trés bas en raison d’une déficience dans 1’expression
du géne de I’albumine ©*'*?. L’évaluation de 1’efficacité de la THI a été réalisée in vivo dans
une combinaison syngénique par la transplantation intrasplénique d’hépatocytes isolés de rat
Sprague-Dawley normal chez des rats NAR et a ét¢ déterminée par le suivi et I’implantation
des cellules greffées présentant un marquage albumine positif. Les résultats ont montré

qu’apres implantation, la fonctionnalité des hépatocytes était transitoire.

Par ailleurs, des essais de transplantation d’hépatocytes aprés cryoconservation avaient été
réalisés. En effet, un des objectifs du laboratoire consiste a la création d’une banque
d’hépatocytes humains utilisables pour leur transplantation @. Malgré des résultats de
viabilité, fonctionnalité en culture post-décongélation tout a fait satisfaisants, I’implantation
d’hépatocytes apres décongélation dans le modéle animal choisi, le rat NAR, était deux fois
moins importante comparée a celle de cellules fraichement isolées. De plus, il y avait absence
de fonctionnalité de ces cellules chez le rat receveur, reflétant la fragilité et les altérations

membranaires au cours de la cryoconservation ¢,

En présence d’un signal de régénération hépatique tel que 1’hépatectomie partielle a 70%,
I’implantation était doublée mais la fonctionnalité des hépatocytes était perdue dans le sens ou
il n’y a pas eu excrétion d’albumine. Ceci pouvait étre dii a 1’apparition d’une sénescence

rapide ou a un état peu différencié des cellules ©.

Afin d’évaluer Iefficacité de transplantation d’hépatocytes chez des receveurs en insuffisance
hépatique chez lesquels les hépatocytes transplantés dans le parenchyme hépatique étaient
visualisables, les rats NAR ont ét¢é soumis a des traitements induisant des hépatites

fulminantes ou chroniques chez le rat Sprague-Dawley.

Le rat NAR a répondu selon un mode «tout ou rien» a I’induction d’hépatite fulminante par la
GalN: pour de faibles doses I’atteinte est faible et tous les animaux survivaient tandis qu’avec

une dose plus élevée I’atteinte hépatique était marquée et la mortalité de 100% .

De plus, le rat NAR, contrairement au rat non muté Sprague-Dawley, s’est montré résistant a
I’induction de cirrhose par des injections répétées de thioacétamide “". Une coadministration
de thioacétamide et d’albumine ne permettait pas non plus de développer de cirrhose chez ces

animaux. Ainsi, I’efficacité de la THI n’a pu étre évaluée au cours de ces travaux ©?.
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En conséquence, il apparait clairement nécessaire d’étudier les moyens d’améliorer

I’efficacité de transplantation, et pour cela:

1) Développer des insuffisances hépatiques mimant la clinique dans un autre animal

que le rat analbuminémique et faire un suivi des hépatocytes transplantés,

2) Améliorer les protocoles de cryoconservation, en particulier en bloquant le stress
oxydant récemment mis en évidence au cours de ceux-ci ', ou encore en favorisant
une récupération de 1’intégrit¢é membranaire par une incubation post-isolement en
présence de précurseurs adaptés. Ceci permettrait de greffer davantage de cellules
viables et fonctionnelles et donc ne pas dépendre d’un approvisionnement en

hépatocytes fraichement isolés,

3) Améliorer le taux d’implantation des hépatocytes greffés. Plusieurs hypotheses
peuvent expliquer le faible taux d’implantation des cellules dans un parenchyme
receveur: des mécanismes physiques ou une régulation du nombre et/ou de la qualité

des cellules greffées faisant que toutes les cellules ne s’intégrent pas.

Certaines données de la littérature sont contradictoires: par exemple la persistance
plus ou moins longue post-greffe d’une sécrétion d’albumine normalisée apres
greffe chez le rat NAR “'®] ou encore le fait que ce soient les hépatocytes
transplantés qui soient responsables des augmentations des taux de survie. En effet,
il n’est pas ¢élucidé si d’une part 1’activité métabolique des cellules greffées seule
permet de contribuer de fagon transitoire ou non a la repopulation du foie receveur et
a la normalisation des taux sériques métaboliques et d’autre part dans quelle mesure
des facteurs solubles peuvent influencer les hépatocytes transplantés et/ou les

hépatocytes hotes.

Ceci suggére I’existence de mécanismes complexes encore mal connus intervenant
lors de la régénération hépatique, rendant nécessaire une connaissance plus précise

de ces phénomenes.
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TROISIEME PARTIE: Homéostasie hépatique

1. Foie normal

Dans un organisme multi-cellulaire adulte, la régulation génétique équilibre la balance entre
division/prolifération cellulaire et mort cellulaire programmée (ou apoptose). La mitose,
phase de division proprement dite, assure le renouvellement cellulaire et tissulaire.

En absence d’anomalie, la mitose aboutit a la division en deux cellules filles possédant
chacune la méme quantit¢ ADN que la cellule mére. Il est a noter qu’en conditions normales,
c’est-a-dire sans stimulus de régénération on estime a moins de 0,1% la proportion
d’hépatocytes en division “*''?. La majorité des hépatocytes sont donc dans une phase de
quiescence du cycle cellulaire (Gy) c’est-a-dire qu’a 1’état normal ne poursuivent pas un cycle
mitotique. Les autres cellules parcourent un cycle de division, habituellement divisé en 4
phases successives: Gj, S (phase de synthése d’ADN), G, et M (phase de division). Par
opposition a la phase M, Les autres phases du cycle cellulaire constituent 1’interphase.

Il est a noter que les cellules en phase Gy peuvent retourner en phase G; sous I’influence de
signaux déclenchant la mitose (facteurs des croissances, virus tumorigénes) et entrer en phase
S en passant le point de restriction situé¢ en fin de phase G;.

Le cycle cellulaire est finement régulé principalement par des cyclines et des kinases
dépendantes de cyclines (CDK) qui peuvent se combiner de différentes facons pour controler
non seulement I’entrée en phase en M ainsi que la sortie de la phase G; mais également la
transition au-dela du point de restriction en phase G; et le début de la réplication du matériel
génétique en phase S 'Y,

L’étape de réplication est contrdélée notamment par la transition cycline D/CDK4 et cycline
E/CDK2 qui constitue un point de restriction du cycle cellulaire ®"'*¥. Cette transition
représente une étape clé et est modulable par divers agents qui vont ralentir la progression du
cycle cellulaire. Parmi ceux-ci on peut citer BCI2 et Skp2 dont la protéine est impliquée dans
la dégradation de p27, un inhibiteur de CDK ©*'%),

Les voies de signalisation orientées vers la croissance cellulaire se divisent en 4 groupes,
selon la nature des récepteurs impliqués: récepteurs couplés aux protéines G, récepteurs
possédant une activité¢ intrinseéque tyrosine kinase, récepteurs qui recrutent des kinases
cytoplasmiques et récepteurs nucléaires aux hormones (Figures 6 A, B, C, D). Lorsqu’ils sont

activés ces récepteurs vont permettre 1’expression de génes du complexe AP-1, de myc, fos et
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jun ainsi que de cyclines essentielles pour la prolifération cellulaire. L’arrét de la croissance

est médiée par I’activation de récepteurs sérine-thréonine kinase de la superfamille TGFp @'?.
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Figure 6: Voies de signalisation médiées par le TNF récepteur (A) et par les récepteurs couplés aux protéines G

(B). (Extrait de Koniaris et al., 2003 "'?).
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Figure 6 (suite): Voies de signalisation médiées par les récepteurs a activité intrinséque tyrosine kinase (C) et par

les récepteurs activant la voie Janus kinase/STAT (D). (Extrait de Koniaris et al., 2003 "'?).
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L’ apoptose est caractérisée par d’importantes modifications séquentielles de la morphologie
cellulaire (dont présence de corps acidophiles) et du noyau (comme le fractionnement de
I’ADN nucléaire), typiquement reflétées par un rétrécissement de la cellule, la perte des
contacts inter-cellulaires, un ballonnement membranaire et une condensation de la chromatine
9 11 n’y a pas de libération d’agents potentiellement toxiques pour la cellule puisque
I’intégrité des fragments subcellulaires est préservée. La plupart des mitogénes ont une action
anti-apoptotique et parmi les génes impliqués dans 1’apoptose, on peut citer le gardien du
génome p53, I’oncogene c-myc ainsi que le pro-apoptotique BC1-2 #1012,

L’apoptose nécessite des facteurs de mort et leurs récepteurs (Fas, TNF récepteur, TGFf
récepteur, TRAIL récepteur) et peut étre initiée par plusieurs signaux, intra- ou extra-
cellulaires, basés sur une fixation ligand/récepteur: Fas/Fas ligand, TNFo/TNF récepteur,
activation de récepteurs sérine-thréonine kinase par les membres de la superfamille TGFf
dont I’activine et le TGFB1 ®*'"?. Elle peut-étre étudiée soit morphologiquement soit d’un
point de vue mécanistique "%,

Le récepteur Fas est constitutivement présent a la surface de lymphocytes T cytotoxiques; son
expression a la surface des hépatocytes, dans des conditions essentiellement pathologiques
(on estime a 0,01-0,05% la proportion de cellules apoptotiques dans le foie normal), permet
I’apoptose dans le foie, par un processus initié par la fixation d’un ligand a ce récepteur "’ de

la superfamille des récepteurs TNF/Nerve Growth Factor **V (Figure 7).

Dysfonction mitochondriale
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Mort cellulaire g
l i
BID {
T Caspase 9
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4

Figure 7: Schéma
de I’apoptose

médiée par Fas,

apres fixation du
FasL sur son

récepteur

;.__:' FADD o Procaspase 8
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Le mécanisme d’action est le suivant: la fixation du Fas ligand (FasL ou CDO95L), une
glycoprotéine transmembranaire de type II de 330 acides aminés et d’un poids moléculaire de
40 kD exprimée constitutivement par les hépatocytes, sur son récepteur transmembranaire
(Fas, dénommé également CD95 ou APO-1, glycoprotéine membranaire de type I contenant
325 acides aminés chez I’homme et d’un poids moléculaire de 45 kD) permet
I’oligomérisation du récepteur et la formation d’un complexe de signalisation (DISC, pour
«death-inducing signaling complex») et qui comprend le récepteur lui-méme ainsi que le
domaine de mort associ¢ a Fas (FADD, pour «Fas-associated death domain», motif
intracytoplasmique de 80 acides aminés) et la procaspase 8 “"'°*'*® La formation du complexe
DISC résulte en I’activation protéolytique de la procaspase 8 en caspase 8 (ou anciennement
FLICE pour «FADD-like interleukin-1 converting enzyme»; le terme caspase s’est imposé
pour rappeler d’une part le mécanisme de protéase a cystéine et d’autre part le fait que ces
protéases clivent leurs substrats au niveau d’un acide aminé appelé 1’acide aspartique “"). La
caspase 8 activée peut activer directement plusieurs caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7)
mais peut aussi cliver une protéine cytosolique de 22 kD de la famille BCI-2, BID “*, avec
pour conséquences un relargage de cytochrome ¢ a partir des mitochondries, I’activation des
caspases 3 et 9, le clivage de substrats cellulaires ©” dont une protéine inhibitrice
d’endonucléases, ce qui va permettre a cette endonucléase active de rentrer dans le noyau

cellulaire et d’y initier la dégradation de I’ADN avec pour conséquence la mort cellulaire

(12,170,244)

2. Régénération post-hépatectomie partielle

Les capacités de régénération du foie ont été observées et étudiées par de nombreux auteurs
dans des modeles expérimentaux d'hépatite ou suite a une hépatectomie dans un modele «petit

animal» ou chez le primate non-humain 7***. Higgins et Anderson ©”

ont ainsi les premiers
rapporté, en 1931, qu'aprés hépatectomie partielle a 70% chez le rat (c’est-a-dire excision des
lobes gauche et médian) les lobes résiduels augmentaient de volume et le foie reprenait sa
taille initiale de 7 a 10 jours aprés l'intervention. Dans la littérature, au moment ou les
premiers travaux de cette thése ont commencé, il était suggéré et non encore prouvé que suite

a une hépatectomie, sans nécrose hépatique, toutes les cellules matures du foie participent a la

régénération hépatique par multiplication cellulaire 2 fois successivement, et que les cellules
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souches ne sont pas sollicitées malgré le caractére potentiellement séduisant qu’elles le soient

(142)

La capacité du foie a régénérer est presque infinie, comme il I’a été montré par des résections
hépatiques successives répétées chez le rat ®". Les voies de signalisation intra-cellulaires
impliquées au cours de la régénération hépatique sont multiples: signalisation a partir du TNF
récepteur, de récepteurs couplés aux protéines G, de récepteurs a activité tyrosine kinase ou

de récepteur impliquant une signalisation de type INK/STAT >,

Les hépatocytes dépendent de signaux physiologiques moléculaires (dont TNF, 116, HGF,
heparin binding EGF), provenant essentiellement des cellules non-parenchymateuses pour
pouvoir se répliquer **. En fait, de nombreux facteurs influencent ce mécanisme 06+
parmi lesquels les facteurs mitogénes HGF, TNFa (ce dernier de fagon autocrine), epidermal
growth factor (EGF), TGFa et Fibroblast Growth Factor (FGF); I’activine A (membre de la
superfamille du TGFp, inhibée par la follistatine) et le TGFB étant quant a eux plutot

inhibiteurs de ce processus "2,

L’T16, cytokine pro-inflammatoire, agit également comme un mitogéne in vivo bien qu’in
vitro il n’a pas été montré qu’il stimulait la synthése d’ADN des hépatocytes “'». L’absence
d’insuline provoque in vivo un retard dans la régénération hépatique. L’insuline et le
glucagon, bien qu’étant incapables d’induire la synthése d’ADN dans un foie intact,
accélerent in vivo la régénération hépatique apres hépatectomie partielle lorsque ces hormones
sont co-administrées tandis qu’in vitro, le glucagon posseéde un effet inhibiteur sur la synthese
d’ADN d’hépatocytes traités avec de I’insuline "'?. D’autres facteurs sont capables
d’influencer la régénération aprés hépatectomie partielle (PH), parmi lesquels des
chémokines, des prostaglandines, des stéroides et 1’hormone thyroidienne T; qui a été
montrée récemment comme stimulant la capacité de régénération du foie aprés hépatectomie

(112,133)

partielle
Aprées hépatectomie partielle a 70%, sous I’influence de facteurs mitogeénes et co-mitogeénes

(comme I’insuline et 1’épinéphrine) les hépatocytes sortent de leur état de quiescence (phase

Go du cycle cellulaire) pour entrer en phase G; puis S (phase de synthése d’ADN) avant
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cytokinése "'***®, Les hépatocytes périportaux sont les premiers a se répliquer aprés PH,

probablement en raison de la durée peu élevée de leur phase G, du cycle cellulaire 7.

De fagon schématique, on distingue classiquement deux phases successives lors du processus

de régénération suite a I'hépatectomie partielle *":

- Une premiere phase d'hyperplasie rapide, marquée initialement par l'entrée
autonome “* en division des cellules sous l'influence du TNFa et de I16) ¢1002029
puis controlée dans un second temps par HGF, EGF, FGF, TGFa et 3, et qui aboutit
pour 95% des hépatocytes a une synthése d'ADN 20 heures aprés PH chez le rat et 40h
aprés PH chez la souris ®**" contre 72 a 96 h chez le chien et 7 a 10 jours chez le
primate 2.

L’intervalle entre 1’hépatectomie partielle et le pic de réplication d’ADN est variable

et peut étre raccourci d’environ 10 heures chez un rat soumis a des stimuli de stress

(146)

Une seconde phase d'hypertrophie, marquée par la polyploidisation des

cellules %,

Les points les plus importants de la physiologie moléculaire de la régénération hépatique

apres hépatectomie partielle ont été récemment ¢élucidés (Figures 8 & 9).
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Chez des souris knock-out pour le géne Skp2, la réplication aprés PH n’est pas altérée mais il
n’y a pas de mitoses; ainsi les hepatocytes deviennent plus gros et massivement polyploides
avec 50% de noyaux présentant une ploidie d’au moins 8z "**. Une polyploidisation accrue

est également observée sans PH dans ce mod¢le "+,

La réplication d’ADN est apparemment coordonnée avec 1’expression de protéines impliquées
dans la régulation de la taille cellulaire et de la ploidie: des souris ayant une sous-unité
ribosomale 40S déficiente ne peuvent répliquer leur ADN apres PH “*, tandis qu’au contraire
une injection de dexamethasone dans un foie en régénération provoquera une hypertrophie
hépatocytaire mais sans réplication "*¥. Les cellules non-parenchymateuses jouent également
un réle dans la régénération post-PH **, avec un pic de prolifération suivant de 12 heures

celui des cellules parenchymateuses chez le murin '* (Figure 10).
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3. Régénération hépatique post-apoptose et/ou post-nécrose

La mort cellulaire est un mécanisme important impliqué lors d’atteintes hépatiques dues a des
drogues médicamenteuses, a la maladie de Wilson, des cancers hépatiques, des maladies

hépatiques auto-immunes, des hépatites virales

L’apoptose, c’est-a-dire la mort cellulaire programmée, a été impliquée dans ces atteintes
hépatiques “>'**'”, De méme, la nécrose se produit dans de nombreuses atteintes hépatiques
parmi lesquelles on peut citer I’empoisonnement di a 1’acétaminophéne (ou paracétamol)
G120 A la différence de la mort cellulaire programmée, la mort cellulaire accidentelle (ou

nécrose), est due a une dégradation incontrolée de la cellule avec destruction rapide des
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organites intra-cytoplasmiques, perte de I’intégrit€é membranaire suite a une forte réponse de

type inflammatoire "*”

qui est absente lors des phénoménes d’apoptose.

Ces deux processus, apoptose et nécrose, ne sont pas exclusifs et peuvent se produire en
paralléle tout comme 1’apoptose peut également conduire a la nécrose . Des différences
morphologiques marquées permettent de caractériser au microscope ces deux types de mort
cellulaire: en général la nécrose concerne des amas de cellules et non des cellules isolées, le
matériel chromatinien s’agrége de fagon irréguliére pendant la nécrose et on observe une

réaction inflammatoire lors de la nécrose et non pendant 1’apoptose ®*.

La régénération hépatique dans des cas de cirrhoses ou d’apoptose/nécroses hépatiques
apparait différente qu’apres hépatectomie. On assiste en effet a des modifications structurales
et métaboliques des cellules présentes dans le tissu soumis au processus de régénération
hépatique "*. 1l a été suggéré que dans ce cas, les cellules souches seraient sollicitées pour

participer a la régénération du foie *°*''>"%9,

I1 faut noter que dans certaines situations cliniques, parmi lesquelles on peut citer des atteintes
toxiques aigués graves, des ¢tats de malnutrition, de stéatose hépatique, d’infection chronique
hépatique et les patients en phase terminale de cirrhose, la régénération hépatique n’est pas

assez importante pour permettre la survie de I’individu ©>''>"%9,

4. Objectifs du travail

La compréhension imparfaite des mécanismes survenant lors de situations d’hépatites
fulminantes, c’est-a-dire leur mise en évidence, leur prévision et les possibilités d’actions
thérapeutiques ciblées dans le temps, est fort probablement responsable en partie de I’échec

d’une mise au point d’une assistance hépatique transitoire efficace "**.
De plus, le stade de différenciation optimal des cellules a transplanter pour qu’elles colonisent

et reconstituent rapidement le foie receveur en insuffisance hépatique, reste a définir, et ce en

fonction de I’insuffisance hépatique étudiée.

43



L’objectif du présent travail a consisté:

- dans un premier temps a caractériser les sous-populations hépatocytaires dans le foie
de rat normal ainsi que dans un foie en régénération,

- puis d’induire chez un «petit animal», la souris Nude, des insuffisances hépatiques
mimant différentes situations cliniques, tout en s’affranchissant du probléme de rejet
(la souris Nude étant immunodéprimée),

- enfin a suivre la capacité de différentes populations hépatocytaires de rat a s'implanter
apres transplantation dans le parenchyme hépatique de la souris Nude en insuffisance

hépatique.
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PREMIERE PARTIE: Etude de la relation entre taille, localisation lobulaire,

ploidie et fonction hépatocytaire dans un foie de rat Sprague-Dawley

1. Introduction

Le lobule hépatique présente une hétérogénéité métabolique selon la région dans laquelle il se

situe, déterminée au cours du développement ©*7+!%),

Autrement dit, la zonation de
I’expression génique dans le lobule hépatique refléte le compartimentage di a la distribution

spatiale des cellules (Figure 11).
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La zone périportale (PP) est spécialisée dans le métabolisme énergétique oxydatif: [-
oxydation des acides gras, catabolisme des acides aminés, production d’urée et
néoglucogenese alors que la zone périveineuse (PV) est spécialisée dans la lipogenese et, de
fagon non exclusive, le métabolisme des xénobiotiques "*? (Tableau 4). La glycolyse et la
syntheése de glycogeéne sont également actives dans la région périveineuse, tandis qu’il est
admis que la néoglucogenese et la glycogénolyse sont plus €levées dans la région périportale

que dans la région périveineuse (410110140,

Zone périportale Zone périveineuse
Métabolisme général Métabolisme des Métabolisme général Métabolisme des
xénobiotiques xenobiotiques
Métabolisme Production d’acides Glycolyse Monooxydation
énergétique oxydatif biliaires (P450)
B-oxydation des Peroxidation du Lipogenése Conjugaison du
acides gras glutathion glutathion
Néoglucogenese Glucuronidation
Synthése du
cholestérol
Synthése de 1’urée

Tableau 4: Zonation des principales voies métaboliques dans le foie (d apreés Lindros KO. 1997 1%).

Cette zonation métabolique ne se limite pas au métabolisme énergétique; ainsi par exemple
les hépatocytes périportaux éliminent I’ammonium sous forme d’urée tandis les hépatocytes
péricentraux glutamine synthétase positifs I’éliminent via cette enzyme.

I1 existe un gradient d’O; entre les régions PP et PV avec une pression partielle deux fois plus
¢levée dans la région périportale. Ceci pourrait permettre une régulation différentielle de
I’activation de signaux oxygene-dépendants comme des facteurs de transcription ou des voies
de transduction des signaux “%.

En culture, les hépatocytes conservent leurs caractéristiques zonales ™. Le compartimentage
fonctionnel dans le foie n’est pas lié a la différenciation des cellules souches ©*.

L’hétérogénéité lobulaire n’est pas limitée aux hépatocytes (Tableau 5).
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Type cellulaire Hétérogénéité lobulaire

Cellules endothéliales PV: plus grandes et poreuses
Cellules de Kuppfer PP: plus nombreuses
PV: Activité phagocytaire accrue
Cellules de Ito PV: légere prédominance
«Pit cells» Inconnue

Tableau 5. Hétérogénéité lobulaire dans les cellules hépatiques non parenchymateuses (adapté de Gebhardt R.,

1992 "9). PV: périveineux; PP: périportal.

Méme si la majorité des cellules somatiques normales sont diploides (c’est-a-dire possédent 2
copies du génome), la polyploidisation somatique se produit dans les tissus de quasiment tous
les mammiferes: des cellules polyploides sont présentes dans le tissu myocardique et les gros
vaisseaux sanguins, le trophoblaste, le tissu nerveux, I’épithélium rétinien, le rein, la vessie et
le sang “**°. La polyploidisation n’est rencontrée que dans des tissus combinant prolifération et
différenciation et les hépatocytes de mammifere ont également la particularité de posséder un
ou plusieurs noyaux eux-mémes diploides ou non et de ce fait présenter des contenus en ADN
différents @9, Et bien qu’il existe des différences entre espéces, la population 4n est
prédominante dans le foie adulte tandis qu’au cours de la vie feetale et peu aprés la naissance

les hépatocytes sont exclusivement puis majoritairement 2n ',

Les processus de polyploidisation et de binucléation, intimement liés, sont irréversibles et la
perte des capacités pluripotentes d'une cellule sont perdues définitivement suite a ces
différenciations 7. On peut la considérer comme résultant d’un blocage du déroulement
normal d’une mitose. La polyploidisation d'une cellule diploide se déroule ainsi: tout d'abord,
elle réplique son ADN (caryosynthése) au cours de la mitose mais sans cytokinese, conduisant
ainsi a la formation d'une cellule binucléée possédant deux noyaux diploides (2x2n). Cette
cellule peut alors se diviser pour donner deux cellules tétraploides mononucléées, qui peuvent
alors se diviser normalement ou bien conduire a la formation, par une mitose sans cytokinese,

de cellules 2x4n puis 8n 4751 (Figure 12).
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Dans le foie de rat, il peut méme exister des degrés de ploidie supérieurs, c’est-a-dire 2x8n et
méme 16n, ces cellules représentant moins d’1% de la population hépatocytaire totale. Au
contraire des cellules de plantes et d’animaux inférieurs ©”, dans les cellules de foie de
mammifére des degrés de ploidie supérieurs a 16n sont tres rares.

Il est a noter également, que l'on n'observe pas en régle générale in vivo d’hépatocytes
binucléés possédant deux noyaux a des degrés de ploidie différents “°. En fait la seule

exception connue concerne une espece: le hamster Calomyscus mystax @*°.

La polyploidisation hépatique est un processus évolutif, unidirectionnel, et qui se déroule
progressivement au fur et a mesure du vieillissement de I’animal mais il n’en est bien sir pas
le seul indicateur ®*7*"”. Chez divers mammiféres, dont I’homme, la polyploidisation

hépatique se produit de fagon intensive a partir du sevrage jusqu’a la maturité sexuelle **.

L’hypothése la plus communément répandue, et de loin, concernant le lignage des cellules
souches hépatiques, a I’époque ou nos travaux ont commencé, était celle de 1’équipe de Lola
Reid "**'V: selon son concept du «streaming liver» les hépatocytes migreraient le long des
travées cellulaires a partir des régions périportales vers les régions périveineuses et ce
changement de position de la périphérie vers le centre des lobules hépatiques serait un moyen

de différenciation conduisant a la perte des capacités réplicatives des hépatocytes puis a la

mort cellulaire (Figure 13).
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Portal Triad

Key:

a: differentiation
towards bile duct

b: differentation
towards hepatocyte
PY: Portal Vein
BD: Bile Duet

HA: Hepatic Artery

Slnuseldal Endu(hehum over Sps;:e of Drsse

Central Vein

CV: Central Vein
Terminally
Stem Cells Transitional Maturing Parenchyma Differentiated
Cell Type Cells Hepatocytes
Cell Size [ 795um 15-20 um | 30-40 pm 3040um |
AFP, IGFII, AFP, albumin, glutamine
TGF-a, albumin®, transferrin, tyrosine aminotransferase, synthase, major
TGF-B, transferrin®, other ligandin, etc. urinary protein
Genes GGT, ras, liver-specific™ and (MUF)
albumin® | bile duct markers*
-
low level and
constitutive
270.38, Low levels of oval 270.26, 258.26, unknown
Antigens 3743, cell, hepatocyte, and 282.16 (Desmoplakin)
18.11 bile duct markers
Parenchymal Extracellular Matrix (for each category, listed in order of abundance)
Collagens 1V, V IV, 111 111, V1 I, 1, VI
Adhesion Proteins| Laminin Laminin, Fibronectin Fibronectin
Fibronectin
Proteoglycans HS-PG HS-PG, HP-PG HP-PG, HS-PG, CS-PG HP-PG, DS-PG

Figure 13. Hypothése de lignage hépatique: le «streaming liver» (extrait de Sigal et al., 1992 ™).

Le premier objectif de notre travail était d’étudier la relation entre fonction en culture, taille

cellulaire, localisation lobulaire et ploidie hépatocytaire dans le foie de rat Sprague-Dawley

présentant ou non une régénération hépatique post-hépatectomie partielle ou post-nécrose.
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2. Article «Hepatocyte ploidy in normal young rat»

Hepatocyte ploidy in normal young rat

Arnaud Gandillet, Eliane Alexandre, Vincent Holl, Cathy Royer, Jacques
Cinqualbre, Philippe Wolf, Daniel Jaeck & Lysiane Richert.

Comparative Biochemistry & Physiology Part A, 134: 663-675; 2003.

Objectifs & Méthodes

Les hépatocytes, cellules parenchymateuses du foie, présentent dans leur(s) noyau(x) une
quantit¢ d’ADN 2n, 4n ou 8n et méme supérieure, se distribuant selon une progression
géométrique 2". Il a été montré que la polyploidisation des hépatocytes est un phénoméne
irréversible conduisant a une perte progressive de la pluripotence cellulaire et des capacités de
réplication. Elle est ainsi généralement considérée comme reflétant un état de différenciation

terminale et de sénescence.

Notre premier objectif a ét¢ de déterminer si la ploidie des hépatocytes de jeunes rats
Sprague-Dawley, déterminée par une technique innovante de cytométrie en flux basée sur
I’analyse de cellules et de noyaux issus d’une méme préparation, coincidait ou non avec leur
hétérogénéité en taille. Pour cela nous avons utilisé des techniques de filtration sur tamis
cellulaires et d’¢lutriation centrifuge pour obtenir des sous-populations hépatocytaires

homogénes mais différant entre elles par la taille cellulaire.

Un second objectif de ce travail a consist¢ en l’isolement, & 1’aide de digitonine, de
préparations hépatocytaires enrichies en cellules provenant soit de la région périportale soit de
la zone périveineuse du lobule hépatique, de déterminer leur ploidie et d’évaluer si

I’hétérogénéité métabolique lobulaire avait un lien ou non avec le degré de ploidie.
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Résultats & Conclusions

La ploidie hépatocytaire au sein d’une population cellulaire totale (c’est-a-dire non
fractionnée), ainsi que le la proportion de cellules binucléées, coincide avec celle de travaux
de la littérature utilisant d’autres méthodes comme 1’observation microscopique, 1’analyse
d’images ou des calculs complexes suite a des analyses en cytométrie en flux. Dans un foie de
rat Sprague-Dawley a4gé de 10 a 12 semaines, nous avons trouvé la distribution hépatocytaire
suivante en terme de ploidie: 19.6+£3.6% 2n, 18.76£2.9% 2x2n, 56.2+3.2% 4n, 2.1+0.6%
2x4n, 3.4+0.6% 8n. La taille de ces cellules était comprise entre 8 et 39 pum et leur
morphologie en microscopie €lectronique a transmission ou a balayage était normale.

Grace a la technique d’¢lutriation centrifuge, technique permettant la séparation en fonction
de leu taille et de la densité des cellules, nous avons pu obtenir des fractions de taille moyenne
différente. La distribution de la ploidie hépatocytaire au sein de ces fractions a montré que les
cellules de petite taille n’avaient pas une proportion augmentée de cellules diploides 2n par
rapport a une population hépatocytaire non fractionnée et les cellules de grande taille ne
présentaient pas non plus d’enrichissement en hépatocytes 8n.

En fractionnant mécaniquement les hépatocytes a 1’aide de tamis cellulaires nous avons
obtenu des sous-populations comprenant respectivement des hépatocytes de taille inférieure a
10 um, comprise entre 10 et 19 um, comprise entre 19 et 36 pm ou comprise entre 36 et 52
um. Par I’analyse de la ploidie de ces différentes fractions cellulaires, nous avons confirmé
que taille et ploidie des hépatocytes n’étaient pas strictement corrélées, ceci infirmant les
hypothéses de la littérature.

Des populations hépatocytaires enrichies soit en cellules périportales (marqueur: alanine
aminotransférase) ou en cellules périveineuses (marqueur: glutamine synthétase) ont été
analysées pour leur ploidie. Nos résultats ont confirmé les données existantes de la littérature
dans le sens ou les cellules 8n sont préférentiellement situées dans la région périveineuse:

ploidie et localisation cellulaire correlent dans le lobule hépatique.
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3. Etude de la relation entre localisation lobulaire et fonction hépatocytaire dans le foie

de rat

Objectifs

En vue de réaliser une caractérisation fonctionnelle des différentes populations hépatocytaires,
nous avons évalué, apres 24h de culture, la teneur cellulaire en protéines et en albumine ainsi
que les activités métaboliques de phase I et de phase II de détoxification hépatique, dans les

différentes sous-populations d’hépatocytes de rat.

Matériel & Méthodes

- Isolement d’hépatocytes a partir de rats males Sprague-Dawley agés de 10 a 12 semaines
Les techniques d’anesthésie, et d’isolement d’hépatocytes ont été décrites en détail dans la

publication résumée ci-dessus 7.

- Mise en culture des hépatocytes

Les hépatocytes isolés sont ensemencés & raison de 0,25.10° cellules vivantes par puits sur des
plaques 24 puits (Costar, Dutscher, France) recouverts de collagéne et incubés ensuite dans
une étuve a 37°C sous une atmosphere humide contenant 5% de CO,. Le milieu de culture
initial Williams'E (Gibco, Life Technologies, France) contenant 5% de sérum de veau fcetal
décomplémenté (30 minutes a 37°C) est remplacé apres 'attachement des cellules (environ 3
heures aprés mise en culture) par du Williams'E supplémenté avec 10°M d'hémisuccinate

d'hydrocortisone (Roussel, France) et 0,05% d'insuline bovine a 40 Ul/ml (Organon, France).

- Fonctions métaboliques apres 24 heures de culture

La production d'albumine, synthése spécifique au foie, dans les surnageants de culture est
mesurée par un dosage de celle-ci par ELISA (pour «enzyme linked immunosorbant assay»
en sandwich), technique mise au point au laboratoire (40)

La quantit¢ d'albumine présente dans chaque échantillon était déterminée par régression

linéaire a 1’aide d’une gamme étalon.

- Les activités de détoxification de phase I sont mesurées au travers de la fonctionnalité de
monooxygénases cytochrome P450 (CYP) dépendantes. La multiplicité des isoformes est telle

que nous nous sommes uniquement intéress€s aux principaux isoformes existants, pour
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lesquels des substrats spécifiques sont décrits. Ainsi, on associe aux CYP 1A1/1A2

I'éthoxyrésorufine, au CYP 2B1 la pentoxyrésorufine

(PNP) (178).

et au CYP 2E1 le paranitrophénol

L’activité des enzymes de phase II était suivie en mesurant l'activité de glucuronoconjugaison
(UGT-Paranitrophénol (UGT-PNP) et UGT-Bilirubine), de la glutathion-S-transférase (GST)
et de son co-substrat le glutathion réduit (GSH).

Dans tous les cas, les monocouches cellulaires étaient incubées directement avec le substrat
(50)

e Mesure de l'activité¢ CYP 1A1/1A2

Ces monooxygénases permettent la réaction d'éthoxyrésorufine-O-déalkylation (EROD) et
donc la production de résorufine a partir de 1'ajout de substrat éthoxyrésorufine. La lecture est
réalisée par spectrofluorimétrie (excitation a A=530 nm et émission a A=580 nm) contre une
gamme ¢étalon de résorufine ce qui permet de quantifier par régression l'activit¢ EROD en

pmol/min/mg de protéine de chaque puits de culture.

e Mesure de l'activité CYP 2B1
Pour la mesure de ’activité de pentoxyrésorufine-O-déalkylation (PROD) le protocole suivi
est rigoureusement identique a la détection de EROD, si ce n'est que le substrat ajouté était

cette fois la pentoxyrésorufine.

e Mesure de l'activité CYP 2E1
Cet isoforme permet I'hydroxylation du PNP en 4-nitrocatéchol. Nous avons utilisé la

méthode employée par Dicker et al. “?

pour mesurer cette activité. L'absorbance est
déterminée par spectrophotométrie & A=546nm contre une courbe étalon de 4-nitrocatéchol et

les résultats sont exprimés en nmol/min/mg de protéine.

o Activité de la Glutathion-S-transférase (GST)
La technique de Habig & Jakoby ©¥ a été utilisée. Sous leffet de la GST, le
chlorodinitrobenzéne conduit a la formation d'un glucuronoconjugué dont l'absorbance est lue

a A=340 nm contre le substrat seul. Les résultats sont exprimés en nmol/min/mg de protéine.
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e Contenu en glutathion réduit (GSH)
La méthode employée est décrite dans la littérature 7. La mesure de l'absorbance par
spectrophotométrie est effectuée contre une gamme étalon de GSH a A=405 nm. La quantité

de glutathion réduit est ensuite exprimée en nmol/min/mg de protéine.

o Activit¢ UGT-Bilirubine

Nous avons utilisé une technique précédemment mise au point au laboratoire **”. L’UDP-
glucuronosyltransférase est une enzyme qui catalyse la fixation du groupement acide de
I’acide uridine diphosphoglucuronique (UDPGA) pour former un glucuronoconjugué, la
bilirubine conjuguée. Cette derniere par un phénoméne de diazotation va étre transformée en
un azopigment qui sera extrait ultérieurement par un solvant organique. L’absorbance est lue
en spectrophotométrie a A=530 nm. L'activité UGT-Bilirubine est exprimée en nmol/min/mg

protéine.

e Activit¢ UGT-PNP

L’UDP-glucuronosyltransférase est une enzyme qui catalyse la fixation du paranitrophénol
sur le groupement acide de 'UDPGA pour former un glucuronoconjugué. On mesure la
quantité de ce dernier en déterminant le taux de PNP non conjugué, ceci par la formation d’un
complexe avec du NaOH. L’absorbance est mesurée a A=405 nm et I’activit¢ UGT-PNP

exprimée en nmol/min/mg de protéine.

e Dosage des protéines cellulaires

Sur chacun des puits de la plaque 24 puits mise en culture 200ul de NaOH 0,1M sont ajoutés.
20ul de suspension cellulaire sont alors déposés sur une plaque 96 puits Polysorp®, et ce pour
chaque puits. Un kit commercial est utilisé pour constituer extemporanément le réactif de
Pierce (Sigma, France), mélange d'acide bicinchoninique et de sulfate de cuivre III (50:1 v/v).
L’incubation du mélange de 20ul de suspension cellulaire avec 200ul de réactif de Pierce est
réalisée a 37°C pendant 30 minutes. La mesure de I'absorbance a A=550 nm contre une courbe

standard d'albumine bovine sérique permet ensuite d’exprimer les résultats en mg/ml.
- Statistiques

L'analyse statistique des données, par comparaison de moyennes par le test T de Student pour

séries non appariées a été réalisée avec le logiciel Statview version 4.5 (Abacus Concept,
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Berkeley, USA). Les différences observées ont été considérées statistiquement significatives

pour tout p< 0,05.

Résultats & Conclusions

L'ensemble de nos résultats obtenus pour les dosages enzymatiques (Tableaux 6 & 7) indique
que les sous-populations hépatocytaires d’un foie de rat normal sont fonctionnelles. Les
mesures des activités métaboliques dans les fractions enrichies en hépatocytes périportaux ou

(71)

périveineux ‘" et ceci 24 heures aprés leur mise en culture, ont montré peu de différences

entre les fractions. Par exemple, in vivo la production d'albumine se distribue dans le lobule

(176)

hépatique selon un gradient continu avec une prédominance périportale ce que nos

expériences n’ont pas permis de mettre en évidence.

L'absence de différence significative entre les zones PP et PV pour I’activité GST a par contre

été conforme aux données de la littérature 7.

Les activités des enzymes de phase I et II mesurées in vitro n'ont pas révélé de zonation
fonctionnelle du lobule hépatique, contrairement aux données de la littérature selon lesquelles
ces enzymes auraient un pattern d'expression plus fort dans la région périveineuse /2%, 1] est
connu que les hépatocytes présentent des réponses physiologiques tres différentes en culture
en comparaison de la situation in vivo. Ceci indique que la caractérisation des hépatocytes par
les activités CYP450 en culture est délicate et ne peut servir dans notre cas qu’a compléter
notre compréhension des résultats obtenus par 1’analyse de la ploidie des fractions

hépatocytaires.
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Population Protéines EROD PNPH PROD Albumine
hépatocytaire (mg/ml) (pmol/min/mg | (nmol/min/mg | (pmol/min/mg | (ng/min/mg
de protéine) | de protéine) | de protéine) | de protéine)

Controle 0,7+0,0 0,6 0,3 2,2+0,2 0,5£0,0 20,0+ 0,9

(n=3)

PP (n=21) 0,7+0,0 0,4+0,0 2,0£0,2 0,2+0,0* 12,2+ 1,7
PV (n=15) 0,9+0,0* 0,5£0,0 2,8+0,4 0,2£0,0* 16,3 +4.4

U10 (n=9) 0,6 £0,0 47+23 42 +0,7 1,5+04 21,9+ 2,1
U19 (n=7) 0,5+£0,0* 53124 2,6£0,7 1,9£0,6 24,6 +22
U10+19 n=3)| 0,7+0,0 0,7£0,1 2,8£0,5 0,0£0,0* 8,1+£0,2%
U36 (n=3) 0,8+0,0 0,7£0,2 1,6 £0,2 0,0+0,0 * 50£0,2*

Tableau 6. Comparaison, apres 24h de culture, des activités métaboliques de phase I (EROD, PNPH, PROD) et

de la teneur en albumine et en protéines des différentes fractions isolées. Chaque pourcentage indiqué

correspond a une moyenne * écart-moyen. *:p< 0,05 statistiquement différent par rapport au controle.

PP: périportale; PV: périveineuse; U10: cellules de diamétre inférieur a 10pm; U19: cellules de diametre

compris entre 10 et 19 pm; U10+19: cellules de diamétre inférieur a 19 pm; U 36: cellules de diamétre compris

entre 19 et 36 um; EROD: activité d’éthoxyrésorufine-O-déalkylation; PNPH: activité d’hydroxylation du

paranitrophénol; PROD: activité de pentoxyésorufine-O-déalkylation.
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Population GST GSH UGT-PNP UGT-Bilirubine

hépatocytaire | (nmol/min/mg de | (nmol/min/mg de | (nmol/min/mg de | (nmol/min/mg de
protéine) protéine) protéine) protéine)
Controle (n=3) 12,6 £ 0,6 42+0,3 27,4+3,6 42+1,9
PP (n=21) 21,1 £1,1 % 22,1 +25* 56,1 £6,0 3,6£0,5
PV (n=15) 19,6 £2,0 15,1£44 51,6 £ 1,7 * 39£0,6
U10 (n=9) 13,4+ 1,1 3,102 * 32,8+23 29+0,9
U19 (n=7) 15,6 + 1,4 43+0,7 33,8+1,9 22+1,1
U10+19 (n=3) 26,8 +3,0* 1,4£0,6 * 43,6 £ 3,7 0,0 £0,0
U36 (n=3) 19,1£0,2 * 58+£0,5%* 36,3+4,0 23+1,5

Tableau 7. Comparaison, aprés 24h de culture, des activités métaboliques de phase II (GSH, GST, UGT-PNP,
UGT-Bilirubine) des différentes fractions isolées. Chaque pourcentage indiqué correspond a une moyenne +
écart-moyen. *:p< 0,05 statistiquement différent par rapport au contrdle.

PP: périportale; PV: périveineuse; U10: cellules de diamétre inférieur & 10um; U19: cellules de diametre
compris entre 10 et 19 um; U10+19: cellules de diamétre inférieur a 19 pm; U 36: cellules de diamétre compris
entre 19 et 36 um; GST: activité glutathion-S-transférase; GSH: contenu en glutathion réduit; UGT-PNP:
Activité UGT-Bilirubine: activité UDP-

UDP-glucuronosyltransférase =~ du  paranitrophénol;

glucuronosyltransférase de la bilirubine.
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4. Etude de la ploidie hépatocytaire dans un foie de rat Sprague-Dawley en
régénération- Article «Hepatocyte ploidy in regenerating livers after partial

hepatectomy, drug-induced necrosis, and cirrhosis»

Hepatocyte ploidy in regenerating livers after partial hepatectomy, drug-

induced necrosis, and cirrhosis

Arnaud Gandillet, Eliane Alexandre, Cathy Royer, Jacques Cinqualbre, Daniel
Jaeck & Lysiane Richert.

European Surgical Research, 35: 148-160; 2003.

Objectifs & Méthodes

La mise au point chez le rat Sprague-Dawley d’une technique de cytométrie en flux simple,
fiable et reproductible pour la détermination de la ploidie hépatocytaire nous a permis de
mieux caractériser les cellules parenchymateuses du foie ainsi que des sous-populations
hépatiques 7.

L’objectif principal du présent travail était d’utiliser cette technique afin de comparer, par
rapport a leur témoin respectif, la répartition des populations hépatocytaires selon leur degré
de ploidie dans un foie de rat en régénération apres induction d’une insuffisance hépatique
aigué (par injection unique de D-Galactosamine ou de thioacétamide), d’une cirrhose
chronique (par injections tri-hebdomadaires d’une dose non létale de thioacétamide pendant
10 a 18 semaines) ou aprés résection de 70% de la masse parenchymateuse hépatique
(hépatectomie partielle a 70%5). Des prises de sang ¢étaient réalisées afin de juger de ’atteinte
hépatique par la détermination de parametres biochimiques sériques tels que 1’aspartate
aminotransférase, 1’alanine aminotransférase, la bilirubine totale, la bilirubine conjuguée et la
bilirubine non-conjuguée.

Le second objectif de notre étude était de d’assurer de la réversibilité¢ de 1’atteinte hépatique
aigué; pour cela les mémes parameétres sériques ont été mesurés jusqu’a 21 jours apres
induction du stimulus de régénération. La répartition des populations hépatocytaires selon leur

degré de ploidie a ainsi également été déterminée dans un foie de rat en régénération.
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Résultats & Conclusions

L’induction d’insuffisance hépatique aigu€ a ét€¢ un succes au vu du suivi sérique montrant
une élévation nette et transitoire des parameétres biochimiques. Nous avons démontré que la
ploidie des hépatocytes matures est différente selon le type d’insuffisance hépatique
engendrée. En effet, 24 heures aprés hépatectomie partielle, il y avait par rapport au témoin
une proportion significativement moindre en cellules 27 et au contraire plus élevée en
hépatocytes 8n. La proportion de cellules binucléées était également diminuée 24h apres
hépatectomie. Ceci confirme des données récentes de la littérature selon lesquelles ce sont
bien les cellules matures qui participent a la régénération aprés hépatectomie partielle >
les cellules binucléées entrent en division et donnent naissance a des cellules filles de degré

de ploidie supérieur. L’ensemble du phénoméne traduit une polyploidisation accrue des

hépatocytes.

Apres induction d’une insuffisance hépatique aigué, il y avait a 24 heures, au contraire, une
augmentation spectaculaire (et davantage marquée avec le thioacétamide qu’avec la D-
Galactosamine) de la proportion en cellules 2n sans diminution significative de la proportion
de cellules binucléées. La polyploidisation dans le foie étant un phénoméne connu comme
étant irréversible nous en avons conclu que ces toxiques engendraient une réponse nécessitant
I’apparition de cellules 2n, peut-&tre souches, a la différence du phénoméne observé apres
hépatectomie partielle. Aprés 21 jours dans tous les cas, la ploidie et les valeurs sériques
basales étaient restaurées, attestant ainsi d’une régénération hépatique compléte et sans

séquelle.

L’obtention d’une insuffisance hépatique chronique de type cirrhose macronodulaire a été
réalisée avec succés chez le rat Sprague-Dawley. En accord avec des études publiées "), la
proportion de cellules 2n était augmentée d’un facteur 10 par rapport a des témoins du méme
age, au détriment principalement des cellules 4n habituellement majoritaires dans un foie de
rat adulte. Ceci suggere I’implication de cellules 2n dans la régénération hépatique lors de la

cirrhose.

Ce travail montre non seulement la réversibilit¢ en 21 jours des modeles d’insuffisance
hépatique étudiés mais surtout conduit a la découverte majeure que la régénération hépatique

implique différentes cellules selon le type d’insuffisance hépatique, aigué ou chronique ou
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suite a hépatectomie partielle. Une meilleure compréhension des phénoménes post-induction
de stimuli de régénération demeure toutefois nécessaire afin de pouvoir comprendre ces

observations et parfaire nos connaissances sur les différents mécanismes de régénération.
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5. Discussion

La purification et la caractérisation de populations hépatocytaires présentes dans le foie de rat
normal indique qu’il y a une relation entre ploidie et localisation lobulaire mais pas entre
ploidie et taille cellulaire 7". Ces résultats appuient 1’idée formulée récemment selon laquelle
malgré la présence dans le foie de cellules matures et de cellules précurseurs le foie ne se
présenterait pas comme un systéme classique du point de vue lignage des cellules souches ©¥,
contrairement a ce que 1’équipe de Lola Reid avait suggéré “***'V. De plus, s’il est plausible
que des hépatocytes migrent en environ 200 jours dans le lobule hépatique **, ceci ne
constituerait pas pour autant une étape d’un processus de différenciation alors que le concept
de foie fonctionnant comme un systeéme classique de lignage des cellules souches repose sur
un gradient de différenciation dans le sens PP vers PV avec des hépatocytes périportaux en
majorité non différenciés ©*. La théorie du flux hépatocytaire intralobulaire est également
fortement remise en cause "*? par le fait que la division hépatocytaire ne dépend pas de la

localisation lobulaire ®” et que des hépatocytes transplantés exprimant la p-galactosidase

restent a la méme place durant 15 mois de suivi 2.

A ceci on peut ajouter que I’existence incontestée d’une zonation métabolique au sein du
lobule hépatique ne correle pas avec les patterns de différenciation que I’hypotheése du
«streaming liver» pré-supposait. Ainsi le géne codant I’a-fétoprotéine (AFP), exprimé dans
les hépatocytes feetaux et néonataux devrait étre exprimé selon un gradient décroissant PP/PV
alors que ce n’est pas le cas "®. De méme, la notion d’un gradient croissant de différenciation
au sein du lobule hépatique dans le sens périportal vers périveineux est contraire aux
observations selon lesquelles les hépatocytes périveineux sont les derniers a silencer le geéne
de I’AFP alors que I’expression de I’albumine devient forte dans la zone périportale 7", De
plus, chez une souris transgénique porteur du géne de I’AFP sous controle de son promoteur,
I’expression génique de I’AFP ¢tait la plus élevée dans les hépatocytes périveineux ©*. En
réalité, les hépatocytes périportaux ne sont pas indifférenciés et expriment au contraire un
phénotype d’hépatocyte différencié en participant a la synthése du cholestérol et de I'urée, a la

glycogénolyse et a la néoglucogenése.

La signification de la polyploidisation hépatique demeure peu claire. Une étude récente a

remis en cause 1’opinion répandue selon laquelle un accroissement de la ploidie augmenterait
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les capacités cellulaires ou serait nécessaire a la différenciation; ainsi, la ploidie somatique
pourrait étre vue comme une solution aux problémes de croissance rencontrés lorsqu’un
organe fonctionne aux limites de ses capacités **®. La corrélation entre ploidie hépatocytaire
et taux de croissance (plutoét qu’avec la masse de 1’animal) peut s’expliquer comme étant la
résultante d’une compétition entre les phénomenes de prolifération et de différenciation pour
des substrats, systémes de transport, synthéses protéiques, ou ressources énergétiques, ce que

vient appuyer le fait que ploidie cellulaire et localisation lobulaire sont liées >,

Dans I’hypothése d’une atteinte hépatique sévére, une cellule binucléée peut étre avantagée
puisque pouvant survivre si I’un des noyaux est pycnotique. Le pourcentage d’hépatocytes
binucléés est en rapport avec I’état métabolique de base (reflétant le degré d’atteinte

métabolique) tandis que la ploidie nucléaire ne ’est pas **°.

En accord avec nos résultats ", d’autres auteurs ont rapporté que certains types d’atteintes
hépatiques ont pour conséquence la prolifération de sous-populations hépatocytaires
spécifiques afin de restaurer la masse parenchymateuse hépatique fonctionnelle “'?. La
caractérisation et la purification de sous-populations hépatocytaires chez le rat présentant une
insuffisance hépatique laisse donc entrevoir la nécessité de greffer des sous-populations

hépatocytaires différentes selon 1’atteinte pour aider a la régénération d’un foie receveur.

85



DEUXIEME PARTIE: Mise au point de modeéles de régénération hépatique chez

la souris Nude

1. Introduction

Dans la littérature, ainsi que récapitulé¢ dans le tableau 8, de nombreux mode¢les d’étude du

mécanisme et de I’efficacité de la greffe d’hépatocytes ont été¢ mis au point.

Nature du modéle Dénomination Obtention du modele | Maladie reproduite
Génétique Rat DDPIV™ Mutation Aucune
Souris DDPIV™ Knock-out de géne
Souris FAH™ Knock-out de géne | Tyrosinémie de type |
Rat Gunn Mutation spontanée Crigler-Najjar
Rat LEC Mutation spontanée | Maladie de Wilson
Lapin WHHL Mutation spontanée | Hypercholestérolémie
Rat NAR Mutation spontanée Analbuminémie
[atrogénique Souris, rats, lapins, | Injection de toxiques Insuffisance
cochons, chiens ou hépatectomie hépatique aigué
partielle
Rats Injection répétée de Cirrhose hépatique
CCly

Tableau 8. Principaux modéles animaux pour I’étude d’une thérapie cellulaire hépatique (adapté de Gupta &
Chowdhury, 2002 ©¥). DPPIV: dipeptyl peptidase IV; FAH: fumaryl acéto-acétate; LEC: Long Evans
Cinnamon; WHHL: Watanabe hypercholestérolémique.

On pourrait rajouter a ce tableau par exemple 1’étude de la carcinogenése chez le rat a I’aide
d’un traitement par le 2-acétyl aminofluoréne; il est & noter que ce traitement provoque
¢galement la formation de nodules cirrhotiques, avec un contenu nucléaire en ADN 2n “°.
D’autres modeles ont été largement étudiés comme la souris transgénique uPA (pour
«urokinase-type plasminogen activator»), depuis que des expériences pionniéres menées par
Rhim ef al. en 1994 ont montré qu’un faible nombre d’hépatocytes était requis pour repeupler

quasi entiérement le foie aprés 10 a 15 cycles de division successifs ’. La souris lpr
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(présentant une mutation de 1’antigéne Fas) a également été 1’objet d’études de transplantation
cellulaire .

Certains de ces mod¢les, notamment les animaux transgéniques, ont montré des résultats
satisfaisants de transplantation cellulaire chez I’animal "'. Tl faut cependant souligner qu’ils

ne sont pas transposables en clinique.

Un certain nombre de composés sont susceptibles d’entrainer une insuffisance hépatique
aigué en clinique suite a des empoisonnements (dans leur ensemble, les médicaments et

toxines sont responsables de 5% des cas d’hépatite aigué ©*).

L’acétaminophéne (ou paracétamol) est principalement éliminé par glucurono- et sulfo-
conjugaison mais dont une faible quantité est convertie en un métabolite intermédiaire éliminé
par conjugaison au glutathion. A de fortes doses, le stock de GSH est déplété (ce qui est
réversible par administration de N-acétyl cystéine) et le métabolite intermédiaire peut se fixer
de fagon covalente a des protéines avec pour conséquences une ¢lévation du taux cytosolique
de Ca*" conduisant a des modifications enzymatiques et structurales et enfin & la mort de la
cellule "*. En général, ’intoxication par 1’acétaminophéne se produit aprés une prise trop

forte, notamment chez des sujets a risques, principalement alcooliques ©.

L’intoxication par le tétrachlorure de carbone se produit dans I’industrie ou par 1’inhalation
accidentelle de certains liquides de nettoyage contenant de I’éthanol (ce qui accroit I’effet du
CCly). Ce produit forme, par réduction, du trichlorométhyle en étant métabolisé. La formation
de radicaux libres conduit a différents phénomenes comme une nécrose centrilobulaire et
I’inhibition de la synthése protéique, modification des lipides membranaires ce qui mene a la
destruction des enzymes microsomales et a la perte du CYP450 ©*%. Le tétrachlorure de
carbone est également utilisé pour induire des cirrhoses expérimentales chez le rat, modele

dans lequel des xénogreffes a partir d’hépatocytes porcins se montrent prometteuses >,

L’induction d’une hépatite par I’injection de GalN conduit, selon la littérature, a une nécrose
des cellules parenchymateuses hépatiques aussi bien in vivo que in vitro "*'®**_Cependant,
des données plus récentes mettent en évidence qu’elle entraine une apoptose hépatocellulaire
(149203229 ce qui relance le débat sur la question. La D-Galactosamine est métabolisée dans les
hépatocytes en UDP-hexosamines dont 1’UDP-galactosamine qui va s’accumuler dans la

cellule avec pour conséquence une déplétion en UTP, en UDP-glucose et UDP-galactose dans
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les cellules parenchymateuses conduisant a un blocage de la transcription et de la synthése
protéique hépatocytaire "*. Aprés injection de GalN (mais non exclusivement) il y a
activation de cellules progénitrices, appelées cellules ovales en raison de la forme de leur

noyaux qui vont proliférer et se différencier en suivant le lignage hépatocytaire ©*7,

Le thioacétamide est un produit chimique de synthése (CH3;CSNH,), rapporté pour la
premiére fois dans la littérature en 1921 © et est d’abord utilis¢é dans le contréle du
pourrissement des oranges, comme fongicide ©" puis dans la vulcanisation en industrie.

Il posséde a haute dose des effets marginaux sur le rein *» mais est surtout connu pour étre
avant tout une hépatotoxine “” ayant pour effet de stimuler la synthése d’ADN et la division
cellulaire Y. Le cytochrome CYP 2E1 joue un réle clé dans la potentialisation de la toxicité

du thioacétamide “'**V,

Le thioacétamide est oxydé¢ par le systtme FAD-monooxygénase en thioacétamide sulfoxyde
(CH3CSONH,) ce qui libére des radicaux libres responsables d’une peroxydation lipidique
ayant pour conséquence une déplétion en glutathion. Puis le thioacétamide sulfoxyde est
métabolis¢ en thioacétamide disulfoxyde (CH3CSO,NH;), lequel est converti en
acétylimidolysine, métabolite qui se lie a des macromolécules protéiques du foie et qui

provoque une hépatotoxicité 74P,

Comme aprés hépatectomie partielle a 33%,
I’administration de la substance stimulatrice hépatique (HSS, pour «hepatic stimulator
substance»), facteur de croissance hépatique spécifique d’organe, s’avere capable de stimuler
la régénération apres hépatite induite par le thioacétamide et d’améliorer le taux de survie

apres injection de D-Galactosamine ©'¥.

L’injection répétée de thioacétamide, malgré un possible mécanisme d’autoprotection 3%,
conduit a une cirrhose évolutive chez le rat, laquelle peut-&tre prévenue en diminuant le stress
oxydatif a I’aide de piégeurs de radicaux libres ®. Il a été montré trés récemment que la
gliotoxine, un métabolite fongique, était capable de diminuer le nombre de cellules de Ito
activées lors du processus de fibrogenése, d’engendrer une apoptose de ces mémes cellules et

des hépatocytes réduire la fibrose hépatique “?.

L’anticorps anti-Fas JO, fait partie des ligands extra-cellulaires pouvant entrer en compétition
agoniste avec FasL pour la fixation ligand/récepteur; ceci constitue un modele de choix pour

étudier I’apoptose in vivo chez la souris "*®. Une résistance a I’apoptose induite par Fas peut
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étre obtenue par des inhibiteurs du relargage du cytochrome c, tels bcl-2 et bel-x “'**' ou
grace a I’implication de facteurs de croissance et de cytokines "*>''*'*® Le mécanisme initié
par la fixation JO,/Fas implique les caspases 3 et 7 et peut étre inhibé soit par des inhibiteurs
de caspases soit par une surexpression de BCI-2 (ce qui empéche le relargage du cytochrome

¢ mitochondrial) et ainsi protéger contre I’insuffisance hépatique “*'"?.
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2. Développement de modeles expérimentaux d’insuffisance aigué et chronique chez la
souris Nude- Article: «<Experimental models of acute and chronic liver failure in Nude

mice — Time course of liver regeneration»

Experimental models of acute and chronic liver failure in Nude mice —

Time course of liver regeneration

Arnaud Gandillet, Eliane Alexandre, Maxime Audet, Marie-Pierre Chenard-Neu,
Daniel Jaeck & Lysiane Richert.

Soumis a Cell Transplantation, en révision

Objectifs & Méthodes

La transplantation d’hépatocytes constitue une thérapie prometteuse pour guérir I’insuffisance
hépatique chez ’homme. Ainsi, le manque de modeles animaux adaptés dans lesquels le
bénéfice d’une telle greffe pourrait étre évalué¢ indépendamment de toute immunosuppression
nous a conduit a développer des modeles reproductibles d’insuffisance hépatique chez la
souris Nude. Pour ceci nous nous sommes appuyés sur I’expérience acquise chez le rat
Sprague-Dawley et avons réalisé des hépatectomies partielles ou administré une injection
unique de thioacétamide ou de D-Galactosamine aux souris Nude, la souris Balb/c servant de
controle. Un anticorps anti-Fas JO, spécifique de la souris a été également employé. De plus,
nous avons tenté¢ d’induire une cirrhose chez la souris Nude par injections répétées de

thioacétamide.

Pour toutes ces expériences, nous nous sommes intéressés a la survie des animaux au
traitement, a 1’évaluation de la sévérité et a la réversibilit¢ de I’insuffisance hépatique (en
histologie et par des dosages sériques de 1’alanine aminotransférase). Afin de déterminer
quels mécanismes (apoptose, mitose, nécrose) étaient plus particulierement mis en jeu dans
chacun des différents modeles nous avons également détecté par immuno-histochimie la

présence de cellules positives Ki67 " ou caspase 3 active.
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Résultats & Conclusions

Les différences entre espéces et entre souches animales au sein d’une méme espéce ont
nécessité des expériences préalables afin de choisir des doses a la fois non Ilétales et

permettant une atteinte hépatique maximale.

Dans les expériences définitives les résultats suivants ont été obtenus:

- Aprés hépatectomie partielle, nous avons détecté une forte ¢lévation 24 heures apres
chirurgie du signal Ki67 traduisant des mitoses. Aprés 72 heures les phénomenes de
mitose et d’apoptose coexistent sans nécrose, ce qui confirme les données récentes de la
littérature ©°.

- Apres injection de D-Galactosamine, aucun signe de nécrose n’était détecté tandis que la
prolifération cellulaire et I’apoptose étaient tous deux légérement promus, ce qui confirme
également des données récentes de la littérature ®. L’injection de thioacétamide se soldait
quant a elle par une intense prolifération cellulaire a 24h, avec un pic d’apoptose a 72h.

- Apres injection de JO, a une dose induisant une hépatite sub-fulminante chez la souris
Nude il y avait un fort signal caspase 3 dés 24h, confirmant les observations histologiques
montrant des foyers apoptotiques et des plages massives de nécroses. A 72h, ’apoptose

¢tait diminuée tandis que la prolifération cellulaire augmentait, reflétant la régénération.

Dans tous les cas, de méme qu’apres hépatectomie partielle a 40%, 1’insuffisance hépatique
aigué ¢tait transitoire et réversible en 10 jours, tandis que I’induction de cirrhose
micronodulaire (aprés 14 semaines de traitement) ne s’accompagnait ensuite ni de la
restauration des valeurs d’alanine aminotransférase sériques normales, ni de régénération du
parenchyme hépatique en histologie, le processus demeurant évolutif comme pour toute
cirrhose .

Les processus mis en jeu et les cinétiques de régénération hépatique dépendent donc du type
d’insuffisance induite; ceci conforte nos résultats de ploidie lors de 1’étude de la régénération

chez le rat Sprague-Dawley.
En conclusion, nous avons mis au point les conditions de traitement pour induire des

insuffisances hépatiques chez la souris Nude, reproductibles et qui pourront étre utilisés pour

étudier la régénération hépatique ainsi qu’a des fins de greffe hépatocytaire.
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Abstract

Hepatocyte transplantation is a promising therapy for acute liver failure in human, there is
still a lack of animal models suffering from hepatic injury in which the benefits of hepatocyte
transplantation could be evaluated solely, without the bias caused by immunosuppression. As
a consequence, the major aim of the study was to develop reproducible models of partial
hepatectomy and of thioacetamide-, D-Galactosamine-, or JO, induced acute liver failure in
Nude mice. Chronic liver disease was also investigated by repeated injections of sublethal
doses of thioacetamide.

Survival rates, routine histologic observations, alanine aminotransferase sera content, Ki67
and caspase 3 immunodetection were investigated both after 40% partial hepatectomy and
after toxic-induced damages. Liver injuries were more severe and/or precocious in Nude mice
than in Balb/c mice for a same treatment, due to the atrophy of their thymus and were found
to be transitory and reversible within ten days. Toxics were proven to induce apoptosis then
necrosis, confirming recent published data. Onset of fibrosis leading to reproducible chronic
cirrhosis in Nude mice correlated with increasing number of Ki67 positive cells, indicating
that cell proliferation occurred at high levels. Chronic cirrhosis was not found to be reversible
when the treatment ceased.

In conclusion, models of acute and of chronic hepatic failure in Nude mice are now available
to study liver regeneration and can be used for hepatocyte transplantation purposes without

any interference with immunosuppressive drugs.

Keywords: Nude mice, partial hepatectomy, regeneration, toxics, apoptosis, necrosis.
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Introduction

In the past decades, numerous therapies for the treatment of liver failure in humans were
developed (52). In particular, orthotopic liver transplantation has proven its efficacy in the
treatment of both acute and chronic liver failure (14).

Recently, research has emerged on the evaluation of the efficacy of hepatocyte transplantation
for the mainstay in human liver failure (46). Indeed, not only liver is well adapted to resisting
insults because of its particular cellular characteristics, including cell cooperation, acute phase
response and synthesis of protective substances (35, 56), liver also presents a unique capacity
of regeneration following insult, given the insult does not destroy the liver and/or its
regenerative capacities (12). Regeneration of diseased livers or after partial hepatectomy (PH)
features complex mechanisms (7), with implication of parenchymal (12) and non-
parenchymal cells (38), oval cells (45), and possibly of stem cells (1, 7, 12, 16). Efficient
hepatocyte transplantation would allow a transient mainstay of the diseased or partial resected
liver to detoxicate the organism during the time course of liver regeneration or, in the case no
liver regeneration occurs, to wait for liver donation for transplantation (22, 52).

Hepatocyte transplantation in animal models with metabolic disorders was proven promising,
however improvement of cell implantation in host parenchyma remains to be achieved (8, 15,
18, 22, 23, 36, 37, 46, 49). In order to conduct hepatocyte therapy experiments in acute and
chronic liver failure, murine models representative of clinical hepatic failure are required (2,
53, 55). In particular, there is still a lack of animal models strictly mimicking acute and
chronic human liver failure, to address therapeutic potential of hepatocyte transplantation (15,
30, 31). Indeed, transgenic animals, such as Skp2 -/- mice (42), mice expressing human BCl,
(39), or alb-uPA mice (50) as well as the retrorsine/CCls non-surgical setting (10, 21),

although powerful models for the understanding of liver repopulation capacities, do not allow
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to study the efficacy of hepatocyte transplantation in clinical situations of liver failure such as
toxic acute fulminant hepatitis, large resections of primary or secondary liver tumors or
chronic cirrhosis.

The aim of the present work was to induce acute and chronic hepatic failure in Nude mice,
which could be used to study the outcome and efficacy of hepatocyte transplantation without
immunosuppression. Acute liver failure was successfully induced in Nude mice, following
partial hepatectomy (PH), or injection of toxic agents such as D-Galactosamine (GalN),
thioacetamide (TA) or anti-Fas antibody JO,. Both the time course of liver injury and
regeneration were determined. Chronic liver cirrhosis was induced in Nude mice, by a

chronic, 8-week administration of TA.

Materials & methods

Materials

All chemicals, unless specified otherwise, were purchased from Sigma-Aldrich (France).

Animals

Male 7 week-old Balb/c mice and Nude mice were obtained from Charles River Laboratories,
France. Balb/c mice were housed individually and placed under daily cycles of alternating 12
hours light/darkness. Drinking water and standard pelleted rodent diet were available ad
libidum. Nude mice were housed individually and placed in a ventilated cabinet (Charles
River Laboratories, France) under controlled air pressure and temperature conditions and
under daily cycles of alternating 12 hours light/darkness. They had ad libidum access to
sterile water and to sterile standard pelleted rodent diet.

All experiments were conducted according to local institutional guidelines for the care and the

use of laboratory animals.
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Surgical procedure

Animals were anaesthetized by breathing 2 L/min O, containing 3% isoflurane (FORENE®,
Abbott, France).

Seventy percent partial hepatectomy (PH) was done in 5 Balb/c mice and in 8 Nude mice
according to the technique of Higgins & Anderson (25) and the gallbladder was preserved.
After median laparotomy, 40% partial hepatectomy (PH) consisted in the resection of the left
lateral liver lobe of Balb/c or Nude mice, after ligation using 3 to 5 titanium 3 mm clips for
stapling (LIGACLIP®, Ethicon, France). Hemostasis was performed by dabbing the bloody
cut surface with caution using an hemostatic cellulose gauze (SURGICEL®, Johnson &
Johnson, France). Two subgroups were done in each strain: mice in which this gauze was
removed (6 Balb/c mice and 6 Nude mice), and mice in which it was kept in situ (6 Balb/c
and 4 Nude mice). Sham-operated animals (n=3 per strain) were not hepatectomized.

We recommend the surgery not to exceed 5 minutes. After PH or sham-operation, animals
were warmed-up for at least 20 minutes under heating lamp to restore their preoperative body
temperature and were supplemented for 24h with 20% glucose in drinking water.

Surviving mice were sacrificed on day 10 and routine histology (hematoxylin eosin staining)
was then achieved on paraffine-embedded sections.

Blood samples were taken on day 0, 1, 2 and 3 days after injection and serum ALT was
assessed. Additional mice were treated in order to assess Ki67 and active caspase 3 on

cryofrozen liver sections at day 1 and day 3 after PH or sham-operation.

Treatment with toxics

GalN & TA acute treatment
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Single intraperitoneal injections of GalN (1 or 1.3g/kg body weight in saline) or TA (200 or
600 mg/kg body weight in saline) were done in Balb/c and Nude mice (n=5 per group).
Controls (n=5 per strain) were not subjected to toxic injection.

Blood samples were taken on day 0, 1, 2 and 3 days after injection and serum ALT was
assessed. Survival was followed until day 10. Additional mice were treated in order to
observe histologic modifications and to assess Ki67 and active caspase 3 on cryofrozen

sections at day 1 and day 3 after injection.

JO,

The purified hamster anti-mouse Fas monoclonal antibody JO, (PharMingen, Becton
Dickinson, France) was dissolved in phosphate buffered saline (PBS) and either a 125 pg/kg,
250 pg/kg, 375 png/kg or 500 ng/kg body weight intraperitoneal dose was injected to 5 Balb/c
and 7 Nude mice per dose.

Blood samples were taken before and 24h after the injection, before sacrifice and routine
histology (hematoxylin eosin coloration on paraffin-embedded sections) was achieved.
Additional mice were treated in order to assess Ki67 and active caspase 3 on liver cryofrozen

sections at day 1 and day 3 after injection.

TA chronic

Fibrosis and onset of cirrhosis were expected (26) using a TA chronic treatment. Seven Balb/c
mice and 7 Nude mice were subjected to 3 intraperitoneal injections of 200 mg/kg body
weight TA per week up to 14 weeks.

Blood samples were taken on day O and after 5, 8 and 14 weeks of treatment. Mice were
sacrificed after 5, 8 or 14 weeks of treatment and routine histology (trichrome and

hematoxylin eosin colorations) was achieved on paraffin-embedded sections.
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Serum Alanine Aminotransferase (ALT)

Blood samples were taken on anaesthetized animals via the caudal vena vein and then
centrifuged 10 min at 3000 g to obtain sera. Serum ALT level (U/L) was assessed using a

GPT optimized alanine aminotransferase EC 2.6.1.2 UV-Test (Sigma Diagnostics, France).

Liver Ki67 immunostaining

Cryofrozen liver sections (4um) were fixed in cold methanol for 10 min and rinsed in PBS for
3 min before being immersed in a 10 mM citrate sodium bath (pH=6) exposed to micro-
waving during 10 min. After 1 hour at room temperature, slides were rinsed in PBS (5 min,
thrice) and incubated overnight at 4°C with ab833 rabbit polyclonal antibody to human Ki67
antigens (Abcam, Interchim, France) diluted (1/50e) in PBS. After rinsing in PBS (5 min,
thrice), a 1/200e dilution in PBS of biotinylated goat anti-mouse IgG (H+L) antibody (Vector
Laboratories, Biovalley, France) was added for 1 hour. After rinsing in PBS (5 min, thrice)
specific endogeneous perodydase activity was inhibited by H>O, (0.5% in methanol) for 30
min followed by another rinsing step in PBS (5 min, thrice). A commercial kit
(VECTASTAIN® ELITE® ABC kit, Vector Laboratories, Biovalley, France) was used for
amplification of the signal before 0.3 mg/ml diaminobenzidine (supplemented with 0.03%
H,0,) was added on each slide as peroxidase activity revelation step (10 min, in the dark).
After two successive sterile water bathes (3 min each), sections were dried for 1 hour before
being mounted in EUKITT® medium (CML, France).

A qualitative scale was determined to compare Ki67 staining intensity between all samples.

Liver activated caspase 3 immunodetection
Cryofrozen liver sections (4um) were immersed in 3% H,0O, in PBS for 30 minutes to block

endogeneous peroxidase activity. Slides were then rinsed in distilled water and PBS (3 min
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each). Endogeneous biotin activity was blocked using a commercial kit (Dako Biotin
Blocking System, Dako, France), aspecific sites were also blocked using PBS containing 5%
normal horse serum (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Interchim, France) and 5% goat
serum (Dako). Slides were incubated for 1 hour with rabbit anti-human/mouse caspase 3
active (R&D Systems, France) primary antibody at an optimum 1/250e dilution in PBS. After
rinsing in PBS containing 1% Tween 20, slides were incubated with a 1/500e dilution in PBS
of biotin-SP-conjugated goat anti-rabbit IgG (H+L) secondary antibody (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Interchim, France). Signal amplification was obtained using a
commercial kit StreptABComplex/HRP (Dako, France). Diaminobenzidine (0.3 mg/ml in
PBS) was used as chromogen (20 min), then sections were counter-colored in Harris blue,
dehydrated in successive alcohol and toluene bathes and mounted in EUKITT® medium
(CML, France).

A qualitative scale was determined to compare active caspase 3 staining intensity between all

samples.

Statistics

Differences among means were assessed using computer-aided ANOVA (STATVIEW® 4.5

software, Abacus Concept, Berkeley, USA). Values of p < 0.05 were considered significant.

Results

Time course of liver failure and regeneration after partial hepatectomy
A 70% PH was first performed in Balb/c and Nude mice, based on previous studies performed
in rats and mice (25, 54, 56). All Balb/c mice (n=5) survived the 10-day long observation

period whereas all Nude mice (n=8) died within 24h following 70% PH. A 40% PH was than
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realized, with or without keeping SURGICEL® gauze in situ. As depicted in Figure 1, the use
of gauze let to increased mortality, survival rates being respectively 67% and 25% in Balb/c
and Nude mice compared to 100% in the absence of gauze, 3 days after 40% PH. No mice
died between day 3 and day 10. As Kaya et al. (29) linked augmentation of intra-abdominal
pressure to impairment of liver regeneration after PH, one may hypothesize that the increased
mortality was due to increased intra-abdominal pressure, placing viscera under ischemic
conditions due to compression, and the use of gauze was then avoided in our study.

In Nude mice submitted to 40% PH (n=6), serum ALT increased on day one following
surgery to twice the day zero value (Table 1) and returned to basal levels within 3 days.
Histological observations of livers demonstrated signs of nuclear activity (e.g. enlarged
nuclei, chromatin pattern) on day 1 following 40% PH (Figure 2A). This was confirmed by a
strong Ki67 signal, as depicted by immunostaining of this antibody (Table 1). On day 3
following PH, Ki67 signal was lower than on day 1 while an abundant number of cells
underwent mitosis (Figure 2B), suggesting that the high level of Ki67 positive cells on day 1
gave raise to the numerous cells in mitosis on day 3. Apoptosis, as depicted by
immunostaining of activated caspase 3, was low both on day 1 and day 3 following 40% PH
(Table 1); similarly no histological signs of necrosis could be detected (Figure 2B).

Ten days after 40% PH, liver mass of Nude mice was restored, the mean weight being 490.9 +
20.3 mg versus 497.0 £ 22 mg in sham-operated mice. Similar results were obtained with
Balb/c mice (data not shown). Nude mice still displayed very slight hyperchromatic nuclear
enlargement, without any inflammation, which is in favor of a nearly complete regenerative

process (Figure 2C).

Time course of liver failure and regeneration after toxic injury

Based on previous studies performed in rats (16) and preliminary studies in mice (data not
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shown), both Balb/c and Nude mice were first subjected to a single 1g/kg GalN or 200 mg/kg
TA injection. Although a significant and transitory increase in the serologic ALT was
observed 24h after treatment, liver histology in treated mice was normal both on day 1 and 3,
with only few cells undergoing apoptosis and no histological signs of necrosis (data not
shown).

This prompted us to increase the dose levels and single injections of 1.3 g/kg GalN and 600
mg/kg TA were performed. Survival rate on day 10 was 100% in both strains. Serum ALT
values reached respectively 4 times and 10 times the day 0 values 24 hours after GalN and TA
injection to Nude mice; a return to basal values being observed on day 3 (Table 1). Similar

results were obtained after treatment of Balb/c mice (data not shown).

On day 1 following 1.3 g/kg GalN injection, histological observation of livers of treated Nude
mice revealed rare necrotic micro-areas regarding about 1% of hepatocytes in the
parenchyma, with neutrophilic infiltrate (Figure 2D). The clarified aspect of some hepatocytes
was also a sign of cytotoxic damage. No sign of portal inflammation was detected. GalN
treatment only slightly increased cell proliferation and apoptosis rate (Table 1).

From day 3 following GalN injection, the parenchyma looked sane with also no sign of portal
inflammation (Figure 2E). On day 10, no area with clarification of hepatocytes was detected
confirming the parenchyma had fully recovered from the injury (Figure 2F).

Histological observations of hematoxylin eosin stained sections revealed necrosis involving
the centrolobular and mid-zonal areas 24h after 600 mg/kg TA injection to Nude mice. Only
about one third of the hepatocytes were preserved, usually in periportal location. The
cocardious aspect of necrosis suggested fulminant hepatitis (Figure 2G). On day 3, there was
a huge portal inflammation with numerous lymphocytes and polymorphonuclear leukocytes.

As shown in figure 2H, both proliferative and apoptotic phenomena occurred on day 3. Some
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isolated acidophilic apoptotic bodies could be found throughout the parenchyma. The
presence of some eosinophils suggested a drug-induced hepatitis. TA strongly induced cell
proliferation 24 hours after treatment, as evidenced by the strong Ki67 signal (Table 1). The
rate of apoptosis, moderately increased on day 1 following TA treatment, was strongly
increased on day 3 following treatment, as depicted by caspase 3 immunodetection (Table 1).

On day 10, the aspect of the parenchyma was homogenous. Regeneration was quite complete
and without aftermath: hepatocytes perfectly surrounded veins and replaced previously
necrotic areas. Hepatocytes still had large hyperchromatic nuclei reflecting a regenerative

process (Figure 21).

The specific anti-mouse Fas monoclonal antibody JO, was injected at either 125 png/kg, 250
ng/kg, 375 pg/kg or 500 mg/kg intraperitoneal dose to Balb/c (n=5 per dose) and Nude mice
(n=7 per dose). The dose levels were chosen according to previous studies (19, 24, 44). We
found that, whatever the dose used, survivors at 24h after treatment all survived thereafter
(data not shown). We therefore decided to shorten the observation period for survival to 24h.
As displayed in figure 3 and as expected (19) there was a dose-dependent effect of JO, on
Balb/c mice, with a survival rate at 24h decreasing from 100% for 125 and 250 pg/kg JO; to
80% for 350 ng/kg JO, and 60% for 500ug/kg JO,. Nude mice appeared more sensitive than
Balb/c mice to 375 and 500 pg/kg JO, (respectively 42% and 28% of survival) (Figure 3A). In
both mouse strains, serum ALT values were transiently significantly increased from 375
ug/kg JO,, 24 hours after treatment, increases being more important in Nude mice than their
Balb/c counterparts (Figure 3B). ALT values returned to basal within 3 days in both Nude
mice (Table 1) and Balb/c mice (data not shown).

Histological observations confirmed the higher sensitivity of Nude mice (Figures 4B, 4D, 4F,

4H, 4J) to JO, treatment compared to Balb/c mice (Figures 4A, 4C, 4E, 4G, 41). Indeed, in the
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latter strain, although hepatocellular apoptosis and necrosis were observed 24h after 375
ng/kg JO, injection (Figure 4G), the effect being accentuated at 500 ug/kg JO, (Figure 4I),
only some mice exhibit clear signs of massive hepatic necrosis (with less than 40% of healthy
parenchyma). In opposition, in Nude mice, massive necrosis (with less than 5% of healthy
parenchyma) was observed in all Nude mice at 500 pg/kg JO,. Severe pan-lobular and pan-
acinar necrosis already occurred at 375 ug/kg JO, on day 1 after treatment (Figure 4H). With
this dose, features of apoptosis and necrosis were clearly detected, both at day 1 (Figure 2J)
and day 3 (Figure 2K) following treatment. There was a strong active caspase 3 signal at day
1, which was decreased at day 3, while cell proliferation, evidenced by Ki67, increased from
day 1 to day 3 (Table 1). Almost complete regeneration was observed 10 days after treatment

(Figure 2L).

Time course of chronic liver failure after chronic TA treatment

All Balb/c mice (n=7) survived to the first 5 weeks of chronic treatment. Nude mice were
more sensitive to repeated TA injections in that only 5 mice out of 7 survived this period. In
both strains, between 5 and 14 weeks of treatment, no mice died unless being sacrificed for
histologic purposes.

Macroscopically, the liver of Nude mice presented a slightly rough surface after 5-8 weeks of
treatment, while that of Balb/c mice was nearly smooth; after 14 weeks of treatment, the
surfaces were rather rough in both strains (data not shown). A similar observation was made
by Honda et al. (26) after treatment of C57Bl/6 mice with repeated 200 mg/kg TA injections,
8 weeks after the beginning of the treatment. Increase in ALT sera content reflected liver
injury (9). In accordance with the survival rate and macroscopic observations, serological
ALT values, 2 times higher in Nude mice (109 + 18 U/L) compared to Balb/c mice (50 £ 11

U/L) 5 weeks after treatment, confirmed that liver damages within the initial period of
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treatment were more severe in Nude than in Balb/c mice.

Histological observations showed that Balb/c mice did not develop micronodular cirrhosis but
only sparse fibrous extensions onset of fibrosis after 5 weeks of treatment (Figure 5A). After
8 weeks of treatment these features were also observed. Micronodular patterns of cirrhosis
were observed after 14 weeks (Figure 5B) with thin fibrous septa extending from portal tracts
to adjacent central veinules or portal tracts, delimiting micronodules, as observed with
trichrome coloration. There was an infiltration of the portal tracts by inflammatory cells.

In opposition to the observations in Balb/c mice, all Nude mice exhibited a spectacular
fibrosis and onset of cirrhosis from 5 weeks of treatment. Lobulation was accentuated, with
some nearly complete rings of conjonctive tissue surrounding lobules (Figure 5C).
Micronodular cirrhosis was observed after 14 weeks (Figure 5D). Again, the time-course
response to TA chronic treatment appears different in both mice strains but leads to similar
results (i.e. cirrhosis) after 14 weeks (Figures 5B, 5D).

As depicted in figure 6, both caspase 3 (Figures 6C-H) and Ki67 imnunodetections (Figures
6K-P) after 5, 8 weeks and 14 weeks of treatment were higher than in control livers (Figures
6A, 6B, 6l, 6]). Caspase 3 positive cells number remained rather unchanged during the
treatment period, suggesting that apoptosis is a necessary but not prominent mechanism in
fibrosis and cirrhosis.

Ki67 positive cells were more numerous after 14 weeks of treatment compared to 5 weeks of
treatment, reflecting intense proliferation of hepatocytes (Figures 61-P). At all stages, Ki67
positive cells in the parenchyma were not restricted to a specific area but disseminated

homogeneously in the parenchyma.
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Discussion

Prerequists for the evaluation of the efficacy of hepatocyte transplantation for the mainstay in
human liver failure are both the availability of small animal models strictly mimicking acute
and chronic human liver failure (15, 53) and the possibility to assess the efficacy of
hepatocyte transplantation, i.e. the visualization of their implantation rate into recipient liver
parenchyma (8, 23, 31, 36, 48) and/or assessment of their benefit in terms of survival and
metabolic supply. According to preliminary data of our group, integration of xenogenic
transplanted hepatocytes could be assessed in livers from Nude mice via class I major
histocompatibility complex (unpublished data). We (8) and others (15, 18, 22, 23, 36, 37, 48)
found that improvement of cell implantation into host parenchyma presenting injury was
necessary in case of no selective advantage of transplanted hepatocytes over host hepatocytes.
The aim of the present work was thus to develop reproducible models of acute and chronic
hepatic failure in Nude mice. This would allow a unique chance to assess the efficacy of
transplanted hepatocytes to integrate host liver strictly mimicking clinical liver failure.

In the present study, 70% PH, a major surgical trauma leading to certain inflammatory
response and edema in the remnant liver (29), was lethal for all athymic Nude mice, while as
previously reported (5) their counterparts much more readily survived this trauma. Although
Strom et al. (54) briefly referred to a two-third PH performed in Nude mice preceeding
hepatocyte transplantation, this group did not comment on survival rate, and the present report
is to our knowledge the first on the increased sensitivity to PH of Nude mice compared to
other mouse strains.

All Nude mice survived a 40% PH. Histologic features of liver regeneration, Ki67 and
caspase 3 expression proved that both mechanisms of apoptosis and cell proliferation coexist

without any necrotic stage during liver regeneration. This confirms literature data (7).
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Restoration of liver mass occurred within 10 days, an observation also made in Balb/c mice
after either 40% or 70% PH (present study) and in Sprague-Dawley rats after 70% PH (16),
confirming that the size of tissue removed is not of critical importance regarding these
kinetics (54).

The aminosugar GalN, exclusively metabolized in hepatocytes, has been shown to induce a
selective transcriptional block of hepatocytes by depletion of uridine nucleotides (41).

All Nude mice survived a single injection of 1.3 g/kg GalN. The transitory peak of serum
ALT 24h after the injection was not as spectacular as that observed after a 800 mg/kg
injection to C57B1/6 mice (41). Strain differences in response to GalN have also been
reported for rats (4, 16, 23). Slight features of transitory apoptosis and necrosis were detected,
a finding also reported in rats treated with TA (20).

Thioacetamide hepatotoxic effects have been shown to be caused by acetylimidolysine, an
intermediate protein-binding metabolite (40). A single 200 mg/kg TA injection let to a
quickly reversible non-fulminant hepatic injury, far less marked than in rats (16). A tripled
single injection of 600mg/kg was also found no lethal in Nude mice, an observation made by
Mangipudy (40) for rats, while Chanda & Mehendale (6) reported death of treated rats. A
single 600 mg/kg TA injection to Nude mice induced acute hepatic failure with numerous
features of apoptosis and cell proliferation. Our histological observations of liver injury and
regeneration in Nude mice after a single TA treatment are in accordance with recently
published data in wild-type C57B1/6 mice (47).

Stimulation of the Fas pathway in response to Fas ligand JO, binding to Fas (a type I
transmembrane protein) results in the formation of the death-inducing signaling complex
which is followed by procaspase 8 activation, leading to cleavage of bid and then to
cytochrome c release from mitochondria, with recruitment of caspase 9 and caspase 3 (3, 28,

43).
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The dose dependent effect of the anti-Fas antibody JO, in mice has been well established (19,
24, 44). Elevation of serological ALT was more pronounced and both apoptotic and necrotic
injury was far much massive in Nude compared to Balb/c mice. Survival rate correlated with
histologic observations. The higher sensitivity of Nude compared to Balb/c mice can be
related to their thymus atrophy leading to depletion in lymphocytes T, since the latter have
been shown responsible for Fas ligand signal mediation (13, 17). Given the fact that BCI,
protects from lethal acute failure mediated by 10 pg JO, per animal (32, 51) one may also
hypothesize that Nude mice were somewhat deficient in BCI, signalization pathway. We may
suggest that C/EPB B level may also have a role in those strain dependent observations, as
Fas-induced apoptosis in mouse hepatocytes is dependent on it (43). Liver regeneration

occurred within 10 days, reflecting reversibility of the injury.

Chronic injections of TA during 5 to 8 weeks induced a fibrogenic response, with typical
features of fibrosis and onset of cirrhosis in Nude mice, and only onset of fibrosis in Balb/c
mice. Cirrhosis was observed in both strains after 14 weeks of treatment. Honda et al. (26)
also reported that 4 to 8 weeks of treatment C57Bl/6 mice let to fibrosis, further treatment to
cirrhosis. Our previous results (9, 16) as well as the current study confirm that the time-course
of cirrhosis onset is both species and strain dependent (26).

As reported for rats (34), the effect of TA chronic treatment of mice was found highly
reproducible, with toxic and cytologic changes occurring (11, 27, 33). Ki67 positive cells
were gradually more and more numerous from 5 to 14 weeks, reflecting intense proliferation

of hepatocytes.

In summary, our results show that 40% PH in Nude mice represents a reproducible model of

liver regeneration after large resection. Single injections of GalN, TA or JO, successfully
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induced acute toxicity on day 1 in Nude mice, followed by liver regeneration which was
completed within 10 days, liver injury being modest with the former drug, while massive
hepatic necrosis (corresponding to fulminant hepatitis) was achieved in the two latter models.
Finally, Nude mice developed cirrhosis after a 14-week chronic administration of TA. Taken
altogether, our results show that both acute and chronic liver failure could be induced with
success in Nude mice. Strictly mimicking major liver failures, these models are valuable tools

in which to assess the efficacy of transplanted hepatocytes to integrate diseased host livers.
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Figure Captions

Figure 1

Survival of male Balb/c and Nude mice using Kaplan Meier test was determined during a 10-

day follow-up following 40% partial hepatectomy. Maintain of an haemostatic gauze

(SURGICEL®) in the body after surgery was done in S+ groups and not in S- groups. Open
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and closed circles respectively represent Balb/c S- and S+ groups. Open and closed triangles

respectively represent Nude S- and S+ groups.

Figure 2

Liver histology after hematoxylin eosin staining of either 40% PH (A-C), 1.3 g/kg GalN (D-
F), 600 mg/kg TA (G-I), 375 ng/kg JO, (J-L) treated male Nude mice, on day 1 (A, D, G, J),
day 3 (B, E, H, K) and day 10 (C, F, I, L) following a single injection of drugs.

Black arrows, blue arrows and green arrowheads respectively indicate apoptotic loci,
necrotic loci and mitotic cells.

Photomicrographs were taken using Olympus DP70 microscope with an original

magnification of 100X.

Figure 3

Panel A depicts survival rate of male Balb/c and Nude mice using Kaplan Meier test during
the first 24 hours after a single JO, injection of 250 (upper panel), 375 (mid panel) or 500
(lower panel) pg/kg.

Open circles and open triangles respectively represent Balb/c and Nude mice.

Panel B shows serum alanine aminostransferase (ALT) of Balb/c and Nude mice, 24 hours
after a single injection of either 125, 250, 375 or 500 pg/kg JO,.

* p< 0.05 versus control.

* p< 0.05 Balb/c versus Nude (same dose).

Figure 4
Liver histology after hematoxylin eosin staining of male Balb/c (A, C, E, G, I) and Nude (B,

D, F, H, J) mice in controls (A, B) and after either a single JO, injection of either 125 (C, D),
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250 (E, F), 375 (G, H) or 500 pg/kg. Photomicrographs were taken using Olympus DP70
microscope with an original magnification of 100X.

Black and blue arrows respectively indicate apoptotic foci and necrotic foci.

Figure 5

Liver histology after trichrome staining of male Balb/c (A, B) and Nude mice (C, D), 5 weeks
(A, C), and 14 weeks (B, D) after the beginning of the thioacetamide cirrhogenic treatment.
Black arrows indicate fibrous extensions.

Photomicrographs were taken using Olympus DP70 microscope with an original

magnification of 40X.

Figure 6

Active caspase 3: left panel (A-H) and Ki67: right panel (I-P) immunodetections were
performed on Nude (A, C, E, G, I, K, M, O) and Balb/c (B, D, F, H, J, L, N, P) liver sections
in controls (A, B, I, J) or after a thioacetamide chronic treatment (thrice a week 200 mg/kg
intraperitoneal injections: 5 weeks (C, D, K, L), 8 weeks (E, F, M, N) and 14 weeks (G, H, O,
P).

Photomicrographs were taken using Olympus DP70 microscope with an original

magnification of 100X.
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Table 1: Serum alanine aminotransferase (ALT) content, liver active caspase 3 and liver Ki67

in Nude mice on day 1 and day 3 following surgery (PH 40%) or a single injection of GalN,

TA or JO..
Treatment Observation ALT (U/L) Ki67 Caspase 3
Control Dayl 39+ 14 +/- +/-
Day3 44 £ 11 +/- +/-
PHx 40% Dayl 73+ 7 +++ +/-
Day3 52+£8 + +/-
GalN (1.3 g/kg) Dayl 182 + 58 + +/-
Day3 53+13 +/- +/-
TA (600 mg/kg) Dayl 1160 £+ 205 ++ ++
Day3 126 + 48 + +++
JO, (375 pg/kg) Dayl 837+ 89 +++ +
Day3 44 +9 + ++

Alanine aminotransferase (ALT) was measured in sera. Active caspase 3 and Ki67 were

immunodetected on cryofrozen sections of liver samples, 1 and 3 days following treatment

(see Materials & Methods section).

According to the number of positive cells (i.e. signal strength), a quantitative data was given

in all cases from the following scale:
+/-  Rare positive hepatocytes

+ Several positive hepatocytes
++ Numerous positive hepatocytes

+++  Great number of positive hepatocytes
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3. Discussion

Sachant qu’une atteinte entrainant une hépatite aigu€ par induction d’apoptose peut causer la
mort cellulaire par nécrose "*” et que le mode de régénération hépatique n’est pas le méme
avec selon les cas participation des cellules matures (aprés hépatectomie partielle) ou de
cellules précurseurs (aprés injection de toxiques) 2, il était important de déterminer quels
mécanismes (apoptose, mitose, nécrose) étaient plus particulierement mis en jeu dans chacun

des différents modeles d’atteinte reproductible et réversible que nous avons développés.

Outre par des observations histologiques, la mitose était appréciée par un immunomarquage
Ki67 "” (anticorps monoclonal réagissant avec une protéine nucléaire exprimée dans les
phases Gj, S, G2 et M du cycle cellulaire mais jamais Go; les cellules G; apreés mitose sont
toujours Ki67 positives *V) et I’apoptose par la détection d’un signal caspase 3 active. Nous
avons clairement mis en évidence que, conformément aux conclusions observées apres étude
de la régénération hépatique chez le rat ", les phénoménes de mitose, d’apoptose et de

nécrose ne contribuaient pas de la méme facon a la régénération dans tous les différents cas.

En conséquence, ces données renforcent I’idée selon laquelle les mécanismes entrant en jeu
lors de la régénération hépatique différent selon 1’insuffisance hépatique infligée. De plus, la
réalisation de ce travail chez la souris Nude, animal immunodéprimé, fait que ces modeles
pourront étre employés non seulement pour étudier la régénération hépatique mais aussi a des

fins de transplantation hépatocytaire.

125



TROISIEME PARTIE: Transplantation d’hépatocytes chez la souris Nude en

insuffisance hépatique ou non

1. Introduction

Le foie est un organe indispensable a la vie de par ses fonctions métaboliques. L’insuffisance
hépatique sévere, qu’elle soit aigué ou chronique, n’est pas compatible avec la survie de
I’individu. Dans le cadre d’hépatites fulminantes, ou passé le cap de I’insuffisance aigué, le
foie peut régénérer spontanément; la transplantation d’hépatocytes pourrait éviter une greffe
d’organe et au cas ou le foie ne régénérerait pas, elle permettrait toutefois de prolonger
transitoirement ’attente d’un greffon et ainsi de fortement diminuer le nombre de patients

décédant chaque année avant d’étre transplantés.

C’est pourquoi de nombreuses équipes se sont penchées ces derniéres années sur 1’étude de

I’efficacité de transplantation dans des modéles animaux d’insuffisance hépatique.

En ce qui concerne les sites d’implantation, plusieurs sites potentiels ont ét¢ évalués dans la
littérature pour I’injection des hépatocytes °" et nous avons retenu la rate en raison de

résultats précédents menés au laboratoire ©°.

Chez le rat, apres transplantation intra-splénique, 55% des hépatocytes migrent dans le foie en
une minute, 15% restent dans la rate, 3% dans le poumon et 1% dans le pancréas ©”. Des
é¢tudes utilisant le radiomarquage d’hépatocytes transplantés ont montré qu’apres
transplantation dans la pulpe splénique jusqu’a 90% des cellules peuvent gagner le foie *".

L’analyse de la distribution des cellules dans les branches de la veine porte et dans les
sinusoides hépatiques, aprés greffe d’hépatocytes, indique que la plupart des cellules (60-
70%) sont situées dans les branches de la veine porte et ne pourront s’implanter ni survivre

plus de 48h ©?.

Deux heures aprés injection, des hépatocytes sont retrouvés dans les sinusoides hépatiques et
ce jusqu’a ce que I’endothélium sinusoidal ait perdu son intégrité c’est-a-dire 16 a 20 heures
apres transplantation *”. Du fait du faible diamétre des sinusoides (7-9um) par rapport a celui
des hépatocytes (en général 20-40um), les 2 a 3 premiéres heures apres transplantation
s’accompagnent de perturbations transitoires de la micro-circulation hépatique avec des

embolisations trés localisées des veinules portales avec pour conséquence une ischémie
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transitoire et hypertension portale aprés la transplantation, laquelle disparait en quelques

minutes ©13Y,

Les hépatocytes transplantés gagnent ensuite I’espace de Disse et a 24 heures apres greffe,
seulement 30% des hépatocytes greffés sont retrouvés dans le foie, les autres étant phagocytés

dans les espaces portes ©*%?

, menant a la restauration d’un flux sanguin hépatique normal. De
légeres différences entre especes existent, lices a la différence de diamétre relatif entre les

hépatocytes et les sinusoides hépatiques V.

Les hépatocytes sont complétement intégrés dans le foie en 3 jours (avec de nouveau présence
de jonctions intercellulaires et formation de canalicules biliaires permettant I’excrétion des
toxines - dont bilirubine, cuivre et sels biliaires- dans la bile) et ne sont donc pas fonctionnels
avant ce délai " 0. Des interactions de cellule a cellule et entre cellule et matrice extra-
cellulaire existent (¢galement via des facteurs hormonaux) entre les cellules implantés au sein
des travées hépatocytaires, permettant tout au long de la vie de I’animal une prolifération de
ces cellules.

En ce qui concerne le choix des cellules d’origine hépatique transplantées, une reconstitution
fonctionnelle du foie receveur en insuffisance aprés transplantation d’hépatocytes matures a
été rapportée (9. Ces mémes auteurs ont rapporté également que les hépatocytes de taille
intermédiaire auraient un potentiel prolifératif supérieur a celui de cellules plus petites Y. De
précédents travaux menés au laboratoire ont montré “Y que chez le rat NAR (rat
analbuminémique de souche Sprague-Dawley) environ 7% des cellules transplantées
s’implantaient, de fagon homogene, dans le foie. Ces hépatocytes fraichement isolés étaient
transitoirement fonctionnels (pendant 5 a 7 semaines), puisque sécrétant de 1’albumine. Des

résultats similaires ont été observés par d’autres groupes de recherche “¢''.

Les études, apres hépatectomie partielle, de transplantation d’hépatocytes isolés ont mis en
évidence que ce sont majoritairement les hépatocytes matures 4n qui s'implantaient dans le
parenchyme hépatique Y, ceci s'accompagnant d'un vieillissement accru des cellules
transplantées ®* lesquelles perdaient leur fonctionnalité “. Ces résultats sont en accord avec
les résultats du laboratoire, a savoir qu’apreés hépatectomie partielle un doublement de
I’implantation était observé, mais sans fonctionnalité des hépatocytes chez le rat NAR 4
Ces résultats sont également en accord avec ceux rapportés ci-dessus de polyploidisation
(premicre partie) et de mitoses (deuxiéme partie) des hépatocytes du foie en régénération

post-hépatectomie partielle .
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Les ¢tudes de transplantation de cellules de moelle osseuse se traduisent chez des animaux en
insuffisance hépatique par leur colonisation du foie receveur puis leur différenciation en
hépatocytes, ce qui conduit & une régénération hépatique “*”. Un mécanisme de fusion
cellulaire a été récemment avancé ®**** mais la question demeure débattue "”.

L’¢équipe de Markus Grompe a obtenu une meilleure reconstitution fonctionnelle lorsque les
hépatocytes transplantés étaient matures "%, En 2000, Sakamoto e al. "* ont montré que,
dans la régénération suivant la nécrose induite par la concanavaline A, des cellules souches du

foie et des cellules souches présentes dans la moelle osseuse étaient sollicitées.

L’¢évaluation de I’efficacit¢ de I’implantation des hépatocytes transplantés dans des foies
receveurs nécessite la visualisation des hépatocytes du donneur, au sein du parenchyme
receveur. Plusieurs approches sont possibles, parmi lesquelles on peut citer le marquage des
hépatocytes par un transgéne ou a 1’aide d’isotopes radioactifs tels I’indium 111 ou le
technétium 99 “*Y. En ce qui nous concerne, nous avons testé la possibilité de distinguer les
hépatocytes de rat transplantés a des souris Nude par la visualisation du systéme du complexe

majeur d’histocompatibilité (CMH).

Ainsi, le but de ce travail était de greffer par voie intra-splénique différentes populations
hépatocytaires, triées ou non par cytométrie en flux, dans des souris Nude, présentant une

insuffisance hépatique ou non 7

. Les souris Nude ont ét¢ soumises a une hépatectomie
partielle ou a une induction d’une insuffisance hépatique aigu€ induite par des toxiques, et
I’implantation des hépatocytes a été appréciée par immunodétection d’anticorps anti-CMH de
classe I, 21 jours apres transplantation, délai que nous avions montré suffisant pour permettre

la régénération hépatique complete.

2. Matériel & Méthodes

- Animaux

Les rats Sprague-Dawley maéles, agés de 8 a 10 semaines ainsi que les souris Nude males,
agés de 7 semaines étaient obtenus chez Charles River Laboratories (France). Les rats étaient
placés dans des cages individuelles avec eau de boisson et nourriture disponibles a volonté et
en présence d’un cycle jour/nuit. Les souris étaient placées dans des cages stériles dans une

armoire ventilée sous des conditions de température et de pression controlées. Le cycle
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jour/nuit était respecté et les animaux avaient acces ad libidum a de 1’eau stérile et de la
nourriture stérile pour rongeurs. Dans le cas d’hépatectomie partielle I’eau de boisson des

souris était supplémentée pendant 24h avec du glucose a 20%.

- Hépatectomie partielle et induction d’insuffisance hépatique aigué

Les techniques de réalisation de 1’hépatectomie partielle a 40% (Figure 14) et d’induction

d’insuffisance hépatique aigu€ chez la souris Nude (GalN, TA, JO,) sont détaillées dans une

partie précédente du travail .

Figure 14. Etapes de
I’hépatectomie
partielle a 40% chez la
souris Nude

A, B: pose de clips
assurant  1’hémostase
du lobe a réséquer.

C, D, E: résection
progressive du lobe
gauche, par pose de
clips et section, pas a
pas.

F: vérification de
I’hémostase et lavage
de la cavité

péritonéale.

- Tri cellulaire

Des fractions enrichies en hépatocytes 2n d’une part et 4n d’autre part ont été recueillies dans
0,5 ml de milieu RM-B00 (Mabio International, France) aprés passage d’hépatocytes de rat
fraichement isolés (obtenus tel que décrit précédemment V) dans un cytométre en flux équipé

d’un dispositif permettant le tri en conditions stériles (FACS Diva, Becton Dickinson, France)
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et le comptage cellulaire. Pour cela les cellules étaient incubées avec du Hoechst 33342 (2
png/ml) pendant au moins 15 minutes avant tri. L’enrichissement des fractions en hépatocytes

2n et 4n était compris pour toutes les expériences entre 50% et 95%.

- Transplantation des hépatocytes de rat chez la souris Nude receveur

Pour un méme isolement d’hépatocytes, nous avons greffé une souris Nude avec la population
enrichie en cellules 2n, une souris avec la population enrichie en 4n et une souris avec des

hépatocytes non triés (conservés a +4°C pendant toute la durée du tri).

Pour cela, sous anesthésie générale (2 L/min O, contenant 3% d’isoflurane (Foréne®, Abbott,
France)) et aprés laparotomie médiane un maximum de 0,5.10° hépatocytes vivants en
suspension dans 100 pl de liquide physiologique (0,9% NaCl) est injecté (Microlance® 26,5
G, Becton Dickinson, France) dans le pole inférieur de la rate de souris Nude. L'hémostase est
assurée en comprimant délicatement la zone d’injection avec de la cellulose oxydée et
régénérée (Surgicel®, Johnson & Johnson, USA) “. La fermeture en deux plans (cutané et
sous-cutané) était ensuite réalisée avec du fil 3/0 (Vicryl®, Ethicon, France). Les animaux

¢taient alors placés sous une lampe chauffante jusqu’au réveil de I’animal.

- Suivi sérologique par dosage de ’ALT
Les échantillons sanguins sont prélevés a différents temps apres induction d’une insuffisance
hépatique et aprés transplantation (Figure 15) par la veine caudale chez des animaux

anesthésiés.

G @ o & & @

Induction de
Pinsuffisance  Greffe ‘Autopsie
hépatique
Prise Prises Prises Prises Prises
de sang de sang de sang de sang de sang
« J0'» 12 I3 Ak 114

Figure 15. Programme d’induction d’une insuffisance hépatique chez la souris et suivi sérologique apres greffe

d’hépatocytes.
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Les sérums sont obtenus par centrifugation (10 min a 3000g). Le taux sérique d’ALT (U/L)
est déterminé en utilisant un kit commercial (alanine aminotransférase EC 2.6.1.2 UV-Test
(Sigma Diagnostics, France)).

Dans tous les cas une augmentation transitoire du taux sérique d’ALT était observée, avec un
retour a la normale obtenu a J7 apres greffe. Les valeurs mesurées n’étaient toutefois pas

significativement différentes de celles que nous avions mesurées sans greffer les souris Nude
(73)

- Sacrifice des animaux

Le foie, la rate, le coeur est les poumons de chaque animal sont prélevés lors de 1’autopsie 21
jours apres greffe.

Une moiti¢ de chaque organe est enchassée dans une matrice protectrice (Cryomatrix®,
Shandon, CML, France), puis congelée dans de l'isopentane (2-méthyl-butane) refroidi a -
20°C par de l'azote liquide puis conservés a -80°C. Des coupes de 4um d'épaisseur sont
ensuite réalisées a partir de ces échantillons a I'aide d’un cryomicrotome (-23°C).

L'autre moiti¢ des prélévements est conservée dans un bain de formol a 10% puis enrobée

dans de la paraftine.

- Immunodétection des hépatocytes de rat greffés chez la souris Nude

Les coupes a congélation (4um) sont fixées dans deux bains consécutifs de paraformaldéhyde
a 4% (5 min plus 10 min), puis lavées dans un tampon de ringage (tampon phosphate salin
(PBS) (Gibco, Life Technologies, France) contenant 0,05% v/v Tween 20). Les coupes sont
incubées pendant 30 minutes a 1’obscurité avec le tampon de saturation (tampon de ringage
additionné de 1% de sérum de chévre normal). Le blocage des sites antigéniques aspécifiques
est réalisé en utilisant un kit commercial (BEAT™ Blocker Kit (Zymed, France)) selon les
instructions du fabricant. Les coupes sont incubées ensuite une nuit a 4°C en présence d’un
anticorps primaire de souris anti-rat (clone F16.4.4., Sérotec, France) dilué¢ (1/1000¢) dans du
tampon de saturation.

Apres ringage (2 x 10 min), les coupes sont incubées 45 min en présence d’une dilution au
1/2000 dans du tampon de saturation de 1’anticorps secondaire de chévre anti-IgG, IgA et IgM
de souris, couplé a la fluorescéine (FITC) (Cappel, France) (1/2000). Les lames sont rincées

(10 min) puis le Hoechst 33342 est déposé 10 minutes (dilution au 1/500e dans de ’eau
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distillée a partir d’une solution stock a 1 mg/ml) afin de marquer les noyaux et ainsi controler
que le signal émis par la fluorescéine n’est pas artefactuel.

Aprés rincage, les lames sont montées entre lame et lamelle dans un milieu aqueux
commercial (Immu-Mount®, Thermo Shandon, CML, France) ou préparé au laboratoire (voir
annexe) puis conservées a —20°C a I’obscurité jusqu’a observation sous microscope a
fluorescence (Olympus AX60). L’acquisition des images est réalisée a 1’aide du logiciel
analySYS® (Soft Imaging System, Allemagne).

L’évaluation de I’'implantation hépatocytaire au sein du parenchyme receveur est obtenue
aprés un double comptage des cellules de rat FITC positives sur dix champs oculaires
identiques, choisis arbitrairement. Afin de limiter les erreurs d’interprétation, plusieurs
expériences d’immuno-histochimie ont été réalisées pour les conditions ou il n’y avait qu’un
seul animal étudié.

Dans tous les cas, les résultats ont été exprimés en nombre d’hépatocytes implantés par mm?®

de surface parenchymateuse.

- Statistiques
L'analyse statistique des données, par analyse de variance (ANOVA), a été réalisée avec le
logiciel Statview version 4.5 (Abacus Concept, Berkeley, USA). Les différences observées

sont considérées comme statistiquement significatives pour toute valeur de p< 0,05.

3. Résultats & Discussion

Visualisation des hépatocytes de rat implantés dans le parenchyme hépatique receveur de

souris Nude

Les hépatocytes de rat transplantés présentant a leur surface des antigenes du CMH de classe
I, nous avons émis 1’hypothése que la présence de tels antigénes permettrait de visualiser par
immuno-histochimie I’implantation de ces hépatocytes de rat dans le parenchyme hépatique

receveur de souris Nude comme illustré dans la Figure 16.
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Figure 16. Détection des
hépatocytes transplantés
a I’aide d’un marquage
anti-CMH 1. En bleu:
marquage des noyaux
(Hoechst 33342). En
vert: marquage des
cellules transplantées

(FITC)

Au cours d’une expérience pilote, 21 jours apres hépatectomie partielle a 40%, nous avons
cherché a déterminer quelle était la quantité minimale d’hépatocytes a transplanter pour
obtenir une implantation maximale dans le parenchyme de souris Nude. Pour cela des
quantités variables d’hépatocytes (de 10° 4 0,5.10° cellules vivantes) ont été greffées. Nous
avons observé qu’au-dela de 10000 hépatocytes vivants transplantés le taux d’implantation
dans le parenchyme hépatique atteignait un plateau. En conséquence, seules les préparations

comportant un nombre suffisant de cellules ont été utilisées.

Efficacité de transplantation d’hépatocytes de rat dans le foie de souris Nude témoin

Dans le foie, I’implantation des hépatocytes de rat transplantés a des souris Nude controles
(n=3), est de I’ordre de 7,3 cellules par mm” de parenchyme hépatique de souris Nude. Ainsi,
dans notre modele de transplantation xénogénique, le taux d’implantation des hépatocytes de
rats dans le parenchyme hépatique de la souris Nude non greffée est comparable a celui
obtenu dans les mémes conditions chez le rat ®** ou la souris “*Y, soumis a une
transplantation d’hépatocytes syngéniques.

Aucun hépatocyte n’a été¢ mis en évidence 21 jours apres transplantation dans la rate, le coeur
et méme le poumon Y, ce qui est conforme avec les résultats antérieurs obtenus au

laboratoire chez le rat NAR ¢,
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Efficacité de transplantation d’hépatocytes de rat dans le foie de souris Nude apres PH

Chez les souris ayant été soumises a une hépatectomie partielle a 40% (n=10) 4 heures avant
la transplantation, I’implantation a 21 jours est équivalente au témoin puisque de I’ordre de

6,9 cellules par mm” de foie receveur (Tableau 9).

Le doublement de I’implantation hépatocytaire observé chez le rat ®**” n’est pas retrouvé. La
littérature rapporte un cas de transplantation de cellules de rat dans une souris Nude apres
hépatectomie (avec un suivi sur des temps brefs de "ordre de 2 a 3 jours), mais avec des
cellules greffées possédant un avantage sélectif par rapport aux cellules hotes de souris
puisque ces derniéres sont soumises a I’expression ciblée, hépatotoxique, du transgéne uPA.
@®_ Dans un tel modeéle les hépatocytes de rat s’implantent remarquablement bien. Un tel
modele n’est pas comparable avec le notre qui ne présente aucun avantage sélectif aux

cellules transplantées.

Toutefois, le fait que nous ne retrouvions pas de doublement de I’implantation basale dans
notre modele d’hépatectomie partielle est surprenant par rapport a nos attentes car nous avions
suggéré que suite a ’hépatectomie partielle, des signaux de régénération induisaient 1’entrée
en mitose des hépatocytes matures, aussi bien ceux du foie propre que ceux transplantés,
permettant ainsi la régénération hépatique **’>. Ceci est peut-étre lié¢ en partie au fait que des
cellules xénogéniques aient été transplantées. En effet, bien que les signaux du foie receveur
soient suffisants pour induire la régénération des hépatocytes xénogéniques, il faut noter que
les hépatocytes transplantés conservent leur cinétique de mitose propre, c’est-a-dire de

manicre espece dépendante.

Ainsi, il a été rapporté que la transplantation d’hépatocytes de rat chez la souris soumise a une
hépatectomie partielle résultait en un pic de synthése d’ADN 24 heures aprés PH, ce qui
correspond a la cinétique de réponse des hépatocytes de rat aprés PH alors que les hépatocytes
de souris présentent un pic de réponse 48 heures aprés PH “'». De plus, des différences entre
souches ne sont toutefois pas a exclure et il est envisageable que nos résultats soient
spécifiques a la souris Nude. Afin de le déterminer, des études comparatives entre les souris
Balb/c et Nude devraient étre réalisées, en présence d’immunosuppression, et si les résultats
demeurent peu satisfaisants dans ce modele de greffe aprés hépatectomie partielle il faudra

revenir a un modele non xénogénique.
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Témoin JO, GalN TA PHx
Pop. totale 7,3 [3] 8,0 [1] 5,5 [1] 11,2 [2] 6,9 [10]
“2n” 6,3 [2] 13,3 [1] 17,6 [1] 29,8 [1] 5,5 [2]
“4n” 6,0 [2] 7,0 [1] 9,5[1] 9,4 [1] 8,8 [2]

Tableau 9. Implantation (nombre de cellules par mm?®) d’hépatocytes de rat 21 jours aprés greffe dans le
parenchyme hépatique de souris Nude. Le nombre d’animaux est indiqué entre crochets. Pop. totale: population

hépatocytaire non triée; “2n” ou “4n”: population hépatocytaire enrichie en hépatocytes 2z ou 4n.

Efficacité de transplantation d’hépatocytes de rat dans le foie de souris Nude en régénération

post-apoptose et/ou post-nécrose

A notre connaissance, I’implantation apreés greffe d’hépatocytes n’a pas été étudi¢e jusqu’a
présent apres injection unique a la souris Nude receveur de JO,, GalN ou de TA.

Chez la souris Nude en insuffisance hépatique, 1’implantation hépatocytaire dans le
parenchyme hépatique receveur est également peu différente du témoin (de 5,5 a 11,2 cellules
par mm?) et ce pour toutes les conditions étudiées (chez la souris Nude préalablement soumise
a une induction de nécrose hépatique massive par I’anticorps anti-Fas JO,, ou apres injection

de GalN ou de TA) (Tableau 9).

Pourtant, il a été rapporté que dans le cas de greffe syngénique dans un modéle de nécrose
induite chez la souris par le tétrachlorure de carbone, le taux basal d’implantation
d’hépatocytes de souris greffés était quadruplé **V. Plusieurs explications paraissent
plausibles pour expliquer nos résultats:

- soit le mod¢le xénogénique en lui-méme est responsable de cette relative absence de réponse
dans notre cas, que ce soit par décalage des cinétiques cellulaires propres a chaque espéce ou
du fait de voies de signalisations cellulaires inadéquates,

- soit I’insuffisance hépatique induite dans notre cas par le JO,, la GalN ou le TA n’était pas

suffisante pour que le foie receveur favorise I’implantation d’hépatocytes donneurs.

Il est cependant particuliérement intéressant de noter que si la greffe d’une fraction
hépatocytaire fortement enrichie en hépatocytes 4n se solde par un taux d’implantation
équivalent a celui observé aprés greffe d’une population non enrichie, le taux d’implantation

d’une fraction hépatocytaire enrichie en hépatocytes 2n est fortement augmenté, d’un facteur
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2 a 3, dans un foie receveur en régénération suite a I’induction d’une insuffisance hépatique

injection de GalN, TA ou JO; (Tableau 9).

Malgré le faible nombre d’animaux greffés nous empéchant de tirer des conclusions héatives
définitives, ceci suggere que, conformément a notre hypothése de travail, la greffe
d’hépatocytes 2n, dont I’implication dans la régénération hépatique apres injection de TA ou

(72)

de GalN a été démontrée dans une partie précédente du travail “?, permet d’améliorer

I’implantation obtenue apres greffe d’une population hépatocytaire non triée.

Le fait que des résultats similaires aient ét¢ obtenus chez les souris Nude soumis a un
traitement JO, n’est pas surprenant dans le sens ou nous avions comparé¢ 1’histologie, les taux
sériques d’ALT, la présence d’apoptose et de nécrose apres injections uniques de TA, GalN

ou JO, @et trouvé d’importantes similitudes en caractérisant ces 3 mod¢les.

En ce qui concerne I’hépatectomie partielle & 40%, nous avions anticipé que la greffe
d’hépatocytes 2n n’allait pas augmenter I’implantation puisque ce ne sont pas ces cellules qui
interviennent lors de la régénération hépatique dans ce modéle "; dans ce contexte, nous
avons cependant été surpris que la greffe d’hépatocytes 4n ne se solde pas par une
augmentation du taux d’implantation de cellules dans le parenchyme d’un foie en
régénération post-hépatectomie partielle. Il est imaginable que la population d’hépatocytes
binucléés 2x2n soit une meilleure candidate pour améliorer 1’efficacité de transplantation dans
ce modele, puisque nous avions montré que c’est elle qui est impliquée dans la régénération
aprés hépatectomie partielle avec pour conséquence, apres division, une polyploidisation
accélérée des hépatocytes 7. Les techniques actuelles de tri ne permettent toutefois pas

d’isoler cette population cellulaire.

I1 également possible que nos résultats soient liés au modéle Nude: on peut 1a encore imaginer
que I'implantation d’hépatocytes xénogéniques de rat 4n dans le foie de souris Nude en
régénération post-hépatectomie soit différente, pour des raisons non ¢€lucidées, de celle dans

un foie en régénération d’un modele syngénique rat.
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En résumé, dans ce présent travail, nous montrons d’une part que I’implantation d’une
population totale d’hépatocytes, c’est-a-dire non triés, est identique a celle obtenue dans

d’autres études portant sur des greffes syngéniques (souris/souris ou rat/rat) ou xénogéniques.

La transplantation d’hépatocytes dans un foie en régénération post-hépatectomie partielle ou
post-insuffisance hépatique toxique, réalisée en absence d’avantage sélectif est peu efficace
malgré un turnover cellulaire supérieur aux niveaux basaux d’un foie normal dans nos
modeles de régénération "?. Ceci signifierait alors qu’il faudrait bloquer la prolifération du
foie receveur de fagon répétée ou définitive, ou bien modifier les capacités de prolifération
des hépatocytes transplantés avec les risques de croissance tumorale que cela impliquerait

puisque le comportement phénotypique a long terme de telles cellules est encore inconnu '),

Toutefois 21 jours apreés greffe de fractions cellulaires enrichies (mais non pures) en
hépatocytes diploides, la détection d’un nombre augmenté (par rapport au témoin)
d’hépatocytes de rat dans le parenchyme hépatique de souris Nude en insuffisance hépatique
aigué€ suite a I’injection de toxique, indique que méme en absence d’avantage sélectif une
greffe d’une sous-population cellulaire impliquée dans la régénération hépatique pourrait étre
bénéfique au cours d’une transposition clinique de notre approche. Des essais de
transplantation de populations cellulaires enrichies, par tri en cytométrie en flux, en
hépatocytes 2n, 4n ou 8n avaient déja montré des résultats similaires entre eux en terme de

capacité a repeupler un foie dans un modeéle de souris uPA *7,

I1 est a noter que nos expériences menées chez 1’animal 1’ont été dans des modéles non 1étaux
afin d’étudier I’implantation hépatocytaire et qu’il faut donc se garder de déduire a partir de
ces résultats prometteurs qu’une amélioration en terme de survie pourra effectivement étre

obtenue lors d’une approche clinique qui nécessitera de plus une immunosuppression.

L’amélioration des résultats apres greffe hépatocytaire passe par la connaissance des
mécanismes régulant I’implantation des cellules transplantées puisque celle-ci demeure peu
¢levée méme des conditions d’insuffisance hépatique. Il est en effet souhaitable, malgré la
possibilité d’injecter plusieurs fois des cellules, d’améliorer le repeuplement hépatique en vue

de situations cliniques telles les déficiences enzymatiques ou les insuffisances chroniques. Le
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cyclophosphamide a récemment montré son efficacité dans I’amélioration de 1’implantation
39 tandis que des données récentes ont indiqué que la modification des distributions
cellulaires dans les sinusoides hépatiques, I’interférence avec les phénomeénes de phagocytose
engendrés par la greffe cellulaire et la manipulation pré-opératoire des sinusoides
endothéliaux pourraient avoir des effets bénéfiques sur I’implantation cellulaire et donc la
repopulation hépatique ®*. D’autres manipulations sont possibles (immortalisation réversible,
activation de la télomérase) afin d’améliorer la colonisation du foie receveur ©.

L’augmentation de la prolifération des hépatocytes transplantés par manipulation pré-

opératoire (irradiation) du foie receveur avait été suggérée par la méme équipe *°.

Il a ét¢ également suggéré récemment que la voie d’administration des hépatocytes
transplantés pourrait influencer directement 1’implantation et la fonctionnalité hépatocytaire et
pourrait expliquer les difficultés rencontrées en clinique au regard des résultats obtenus chez
I’homme ***. Cependant, ce qui limite actuellement 1’obtention de meilleurs résultats
cliniques est la faible expansion d’hépatocytes transplantés dans le parenchyme hépatique
receveur ®>'"®. Ceci peut s’expliquer en premier licu par le faible renouvellement cellulaire
hépatique, estimé a un taux de moins de 0,1% dans un foie normal ®®, qui ne permettrait
qu’une implantation et une multiplication faible des cellules transplantées. Néanmoins, en
situation d’insuffisance hépatique les altérations structurales du foie ainsi que les phénomenes
de prolifération hépatocytaire devraient conduire en théorie a une implantation bien meilleure.
Un facteur pouvant entrer en compte pour optimiser cette technique serait de conférer aux
hépatocytes transplantés une capacité¢ accrue de réponse aux stimuli spécifiques ce qui

permettrait de les multiplier sélectivement. C’est ce que 1’on appelle I’avantage sélectif.

Des études récentes ont montré qu’une augmentation de I’implantation des cellules
transplantées était observée si les cellules transplantées présentaient un avantage prolifératif
par rapport aux cellules du foie receveur, ou si les cellules du foie-hdte présentaient un turn-
over inférieur ®"''¥. L’inhibition de I’implantation dans des situations d’insuffisance
hépatique aigué, comparée a 1’état normal, pourrait également permettre de connaitre mieux
de quelle fagon le foie est repeuplé apres transplantation d’hépatocytes, comme cela a été
évalué chez la souris en utilisant un toxique, le ganciclovir, activé par un transgene .

I1 existe trois grands types de modeles expérimentaux permettant de conférer aux hépatocytes

transplantés un avantage sélectif sur les hépatocytes hotes **V:
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1) Le blocage, par irradiation du foie, de la prolifération des hépatocytes du foie
receveur du fait de 1’arrét du cycle cellulaire ®¥. L’administration de rétrorsine (alcaloide
potentiellement oncogeéne pouvant se fixer a I’ADN) a pour effet de bloquer les cellules en
phase Gy "'“''"” et entraine le méme effet. Il est a noter qu’une hépatectomie a 70%, ou
I’administration répétée de 1’hormone thyroidienne T; (une hormone régulatrice de la
prolifération et de la polyploidisation hépatique **”), augmente la polyploidie initiée par

I’effet de la rétrorsine °"-'V,

2) L’utilisation d’animaux receveurs dont le fond génétique est modifi¢. Ainsi, des
modeles ont été¢ développés sur des souris génétiquement modifiées de fagon a obtenir un
avantage prolifératif (souris transgéniques uPA ou souris FAH™") **V. Dans ces modéles uPA
et FAH”, les hépatocytes sains transplantés, non affectés par le transgéne, vont proliférer pour
atteindre un repeuplement hépatique de 70 a 80% "'¥.

Dans le modele uPA, les hépatocytes transplantés ou les hépatocytes hotes délétés de leur
transgene proliferent tandis que les hépatocytes résidents sont détruits de fagon protéolytique.
Des stratégies de repeuplement hépatique a I’aide de sous-populations hépatocytaires
enrichies en 2n, 4n ou 8n ont été testées en 2000 dans un modele de souris uPA par I’équipe
américaine de Teresa Weglarz et Eric Sandgren ®*7: les résultats obtenus par cette équipe
indiquent que dans ce modele les populations d’hépatocytes 4n et 8n proliférent de facon
clonale, la population 2n ne permettant qu’un repeuplement égal a celui d’une préparation

hépatocytaire totale, non triée.

Dans le modéle FAH™, les hépatocytes sauvages transplantés présentent un avantage de
croissance par rapport aux hépatocytes résidents a cause de I’accumulation dans ces derniers
d’intermédiaires toxiques du métabolisme de la tyrosine *"'*". Le repeuplement hépatique a
partir d’hépatocytes triés selon la taille et la densité par élutriation centrifuge Y a été
rapporté dans un modéle FAH™: parmi les 3 sous-populations étudiées (taille moyenne des
hépatocytes de 16 um, 21 um ou 27 um de diametre) les petits hépatocytes €taient ceux qui

possédaient la capacité de repeuplement la plus faible.
3) La greffe d’hépatocytes ayant une survie favorisée par rapport a ceux du foie hote.

Par exemple, des souris soumises a un traitement chronique par un inducteur d’apoptose

(anticorps anti-Fas, JO,) auront un taux d’implantation élevé (proche de 70%) si les
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hépatocytes transplantés surexpriment BCl,, empéchant 1’induction d’apoptose dans ces

Cellules (135,143,240).

Il semble difficile d’envisager la mise en pratique en clinique d’une telle approche, a savoir la
destruction du foie receveur avant transplantation. La transplantation d’hépatocytes ne pourra
présenter un intérét en clinique uniquement si un moyen d’augmenter [’efficacit¢ de
transplantation sans destruction des cellules du foie propre est trouvé, ce qui souligne 1’intérét
de trouver des cellules progénitrices qui auraient un potentiel de prolifération augmenté sans

étre nécessairement transfectées.
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L’utilisation clinique de la greffe d’hépatocytes est conditionnée par trois étapes:

- la premicre concerne la mise au point des procédures optimales favorisant I’implantation, la

survie et la fonctionnalité des cellules,

- la seconde consiste en la démonstration de ’efficacité thérapeutique d’une telle approche

dans des mod¢les animaux,

- enfin, la recherche d’autres cellules servant d’alternatives aux hépatocytes matures pourrait

permettre de favoriser le développement de programmes cliniques.

D’autres approches doivent également étre étudiées si 1’on veut parvenir a optimiser en

clinique les techniques de greffe cellulaire.

1. Recherche des conditions optimales d’implantation et de fonctionnalité des

hépatocytes transplantés

C’est dans ce contexte que notre travail de thése a été réalisé. Nous avons clairement mis en
évidence que le processus et les mécanismes de régénération hépatique suite a une
hépatectomie partielle ou a une intoxication aigu€ sont différents, ceci par les études
concernant les relations entre taille hépatocytaire, localisation lobulaire, ploidie et fonction
hépatocytaire chez le rat Sprague-Dawley 7", les cinétiques de régénération hépatique et la
ploidie hépatocytaire lors de la régénération hépatique chez le rat Sprague-Dawley 7, ou
encore I’analyse des phénomeénes de mitose, d’apoptose et de nécrose chez des souris Nude en

insuffisance hépatique ™.

Nous avons ensuite montré qu’il était possible d’induire différents types d’insuffisance
hépatique chez la souris Nude 7 et avons montré qu’il était possible de détecter, par
immunofluorescence sur coupe a ’aide d’un anticorps anti-CMH I, dans le parenchyme de
souris Nude receveur des cellules de rat Sprague-Dawley transplantées. Nous avons ainsi pu
évaluer I’implantation d’hépatocytes transplantés chez la souris Nude en régénération
hépatique post-hépatectomie partielle ou post-apoptose et/ou post-nécrose, selon des modeles
mimant des situations cliniques d’insuffisance hépatique, et en s’affranchissant de
I’immunosuppression. Nos résultats préliminaires mettent en évidence une colonisation faible

du parenchyme hépatique receveur par les hépatocytes transplantés, et ceci dans tous les
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modeles d’insuffisance hépatique aigué€ testés. Les essais de transplantation chez les souris
Nude présentant une cirrhose seront également réalisés. Dans la littérature il a été montré que
les cellules transplantées sont capables de s’intégrer et de proliférer dans un foie cirrhotique
malgré les perturbations vasculaires dues a des phénoménes de capillarisation sinusoidale
hépatique "*V. Les hépatocytes transplantés dans la rate de rat F344 DPPIV™" apres cirrhose

induite par le CCly s’implantent et survivent ©*,

L’ensemble de nos résultats, en accord avec des données récentes de la littérature (voir
discussion de la troisiéme partie), indique qu’une optimisation de la colonisation du foie
receveur par des hépatocytes greffés nécessite des études complémentaires des mécanismes de
régénération hépatique, la recherche de la/des population(s) cellulaire(s) a transplanter, ainsi
que des moyens de conférer aux cellules transplantées un avantage sélectif par rapport aux
cellules hétes et/ou un équivalent pour le repeuplement du foie en cours de régénération. Les
différents modeles d’insuffisance hépatique que nous avons développés chez la souris Nude
seront d’une aide précieuse pour les travaux ultérieurs a ce sujet.

Dans ce contexte de caractériser la/les sous-population(s) implantée(s), leur ploidie devrait
fournir des pistes intéressantes et une collaboration avec 1’équipe du Dr. Stanislas Du Manoir

a ’IGBMC (Illkirch-Graffenstaden) a été engagée.

2. Démonstration de Defficacité thérapeutique de la greffe d’hépatocytes dans des

modeéles animaux

Jusqu’a présent ’efficacité thérapeutique de la greffe d’hépatocytes a été démontrée dans des
modéles animaux d’insuffisance hépatique causée par des maladies métaboliques #3137,
De méme, les succes cliniques rencontrés avaient pour cadre des déficiences métaboliques.
Afin de rendre cette technique prometteuse disponible pour d’autres applications, il convient
en premier lieu d’¢élargir les types d’insuffisance hépatique que 1’on sait guérir chez I’animal.
Pour cela, des modéles adéquats, compatibles avec la clinique sont requis. Ainsi, le
développement des modeles d’insuffisance hépatique aigué et chronique chez la souris Nude
nous permet d’envisager dans un futur proche des essais de greffe cellulaire dans une optique
de guérison donc en terme de survie. Pour cela, ’'une des conditions requises est d’adapter le

traitement infligé a la souris Nude de telle fagon que la survie soit inférieure a 100% chez des

animaux non transplantés. Par ailleurs, la comparaison de nos résultats obtenus dans des
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mode¢les animaux mimant la clinique avec ceux obtenus dans des modeles animaux non
extrapolables 4 la clinique, tels que les animaux transgéniques ' ou les modéles permettant
de conférer un avantage sélectif aux cellules transplantées "*", suggére qu’il est nécessaire de
mieux connaitre les signaux hépatiques présents dans les foies réceptifs a une colonisation
afin de mieux appréhender les signaux requis pour une efficacité de transplantation suffisante

afin d’envisager une efficacité thérapeutique.

Une des perspectives susceptibles de mener a une compréhension meilleure des mécanismes
entrant en jeu lors de I’insuffisance hépatique et donc de chercher a cibler les facteurs clés du

développement et de la progression de ces maladies repose sur I’analyse poussée de profilage

(225) _

de génes- il y en a plus de 39000 chez I’homme dans I’espoir d’une détermination des

s ©"_ Une premicre cartographie de

genes impliqués lors de pathobiologies hépatique
référence des noyaux hépatiques humains (1497 spots) a d’ores et déja été établie par une
technique d’électrophorése bi-dimensionnelle "*? et une étude par une technique GenChip, de

I’expression génique de génes aprés hépatectomie partielle a été réalisée chez la souris @

(67)

comme chez le rat *°”. De tels travaux sont envisageables également pour d’autres types

d’atteinte hépatique.

3. Recherche, dans une optique clinique, d’alternatives aux hépatocytes

Il a été envisagé d’utiliser ou d’expérimenter d’autres sources de cellules que des hépatocytes

matures, telles que des cellules hépatiques feetales ou des cellules souches hématopoiétiques

(93)

3.1. Cellules souches hépatiques

Des avancées récentes concernant les cellules souches ou progénitrices, isolées a partir du foie

ou d’autres organes, offrent de nouvelles perspectives de thérapie cellulaire 24322,

D’un point de vue lignage cellulaire au cours du développement et ce pour de nombreux

organes, les cellules souches sont d’abord indifférenciées et possédent des capacités de
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prolifération et de différenciation, pouvant ainsi donner naissance a des types cellulaires de
plus en plus limités et définis pour aboutir a des cellules pleinement différenciées et
fonctionnelles ®¥. Les cellules souches sont douées de plasticité ™ et ce domaine en
expansion ne se confine pas au foie . Il existe des cellules souches dans différents organes
et ’hypothése d’une transdifférenciation d’un type cellulaire a un autre est devenue tres

récemment trés en vogue bien qu’encore controversée ¢+

De plus, dans le foie, les hépatocytes les plus jeunes, diploides, auraient des caractéristiques
de cellules souches totipotentes c'est-a-dire qu'ils posséderaient encore la capacité in vitro de

se différencier, soit en cellules épithéliales biliaires, soit en hépatocytes matures

L’existence de cellules souches hépatiques d’origine hématopoiétique, présentes dans le foie
adulte, normal ou en insuffisance hépatique, a été¢ récemment démontrée aussi bien dans des
modeéles animaux "' que chez ’homme 27?217 Des que la présence de cellules
souches dans le foie a été reconnue, les auteurs ont pensé que ces cellules douées de plasticité
étaient responsables de la régénération hépatique "°?. Leur implication dans les phénoménes
de régénération hépatique est cependant complexe, car dépendant tout particulierement de la
capacité proliférative des cellules résiduelles du foie; ainsi les hépatocytes greftés pourraient
donner 7,3.10%° hépatocytes (ce qui équivaut a plus de 80 divisions sans perte de leur potentiel
réplicatif) dans le modéle de greffe chez la souris FAH”™ (. Cependant, la nature et les
fonctions des cellules souches ne sont pas encore ¢élucidées, ce qui complique leur utilisation
comme thérapeutique efficace ©*'*>*'*, L’identification et la propagation des cellules souches

hépatiques est actuellement un champ d’étude en expansion “** (Figure 17).
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des canaux biliaires; HSC: cellules souches

hématopoiétiques.

Les résultats fort intéressants, quoique préliminaires, que nous avons obtenus suite a la
transplantation de populations enrichies en cellules 2n dans un foie en insuffisance aigué, a
savoir une implantation des hépatocytes doublée, voire triplée, comparée a 1’implantation
d’une population hépatocytaire non triée, tentent a confirmer que les cellules issues des

cellules souches présenteraient la plus grande efficacité de transplantation.

3.2. Cellules épithéliales biliaires

Le role des cellules épithéliales biliaires au cours de la régénération hépatique a été également
bien étudié. Au cours du développement embryonnaire, les hépatoblastes donnent naissance a
deux lignées de cellules: les hépatocytes d’une part et les cellules épithéliales biliaires d’autre
part ©¥.

Les cellules épithéliales biliaires tapissent les canaux biliaires intra-hépatiques. Dans les
espaces portes, les parties terminales du systéme biliaire sont en relation avec les hépatocytes
via les canaux de Hering, lesquels acheminent la bile a partir des canalicules biliaires
jusqu’aux canaux biliaires "*”. Elles pourraient représenter des cellules souches ayant la
capacité a générer des cellules ovales qui sont des cellules progénitrices exprimant a la fois
des caractéristiques d’hépatocytes feetaux et de cellules biliaires ***%. Dans le foie adulte, de
telles cellules progénitrices, caractérisées par le marqueur Thyl et des marqueurs de lignage
hépatique tels I’albumine et les cytokératines 7 et 19 ©** peuvent générer a la fois des
hépatocytes et des cellules biliaires “***. Elles ont été reconnues comme sollicitées au cours
de plusieurs maladies hépatiques chez I’homme “'¥ comme dans des modéles animaux %: il
y a ainsi activation du géne de I’AFP aprés injection de CCly ou de GalN " ce qui corréle

bien avec la prolifération des cellules ovales rencontrée apres GalN >
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3.3. Autres types cellulaires

La différenciation de cellules souches embryonnaires en hépatocytes a été étudiée in vivo dans
un modé¢le d’intoxication par le CCly **; celle de cellules souches hématopoiétiques purifiées

(120 T "utilisation de cellules

en hépatocytes in vivo dans le modele de souris FAH"
pancréatiques adultes de souris dans ce modéle FAH™ a été réalisée avec succés, démontrant
I’existence, dans le pancréas adulte de souris, de cellules progénitrices hépatiques capables
d’aider au repeuplement thérapeutique du foie 2.

L’utilisation de cellules foetales est également envisageable et méme si on n’a pas encore pu

caractériser une cellule souche hépatique le lignage hépato-biliaire est de mieux en mieux

compris ©7.

En conclusion, la possibilit¢ d’envisager la greffe d’hépatocytes comme alternative a la
transplantation hépatique orthotopique pour le traitement clinique de 1’insuffisance hépatique
repose essentiellement sur les succes futurs de colonisation du foie receveur par des cellules
greffées. Définir la nature des cellules transplantées, maitriser les facteurs d’implantation et
de fonctionnalité¢ des cellules transplantées, tels sont les enjeux. Pour ceci, il est impératif
entre autres d’affiner la compréhension des mécanismes régissant la régénération hépatique
selon le type d’insuffisance rencontré et d’identifier les facteurs conférant un environnement
hépatique propice a I'implantation des cellules greffées. Les progrés réalisés ces dernicres
années dans la connaissance des mécanismes de régulation de I’homéostasie hépatique et de
plasticité cellulaire sont porteurs d’espoir quant a I’utilisation thérapeutique de la greffe

d’hépatocytes a moyen terme chez ’homme.
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PREPARATION DU MILIEU DE MONTAGE

- Préparer un tampon phosphate (pH=7,4) contenant 0,1M KH,PO, et 0,15M NaCl.

- Préparer un tampon carbonate/bicarbonate (pH=9) contenant 0,35M Na,CO; et 0,35M
NaHCO:s.

- Mélanger 10 ml de tampon phosphate avec 100 mg de paraphényléne diamine et ajuster le

pH a 8 a I’aide du tampon carbonate/bicarbonate.

- Compléter a 100 ml avec du glycérol. Répartir en aliquots et conserver a I’abri de la lumiere

a-20°C jusqu’a utilisation.
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