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Résumé 
L’obésité, dont la prévalence ne cesse d’augmenter, est une préoccupation majeure 

des services de santé. Elle est associée à de nombreuses pathologies incluant la résistance 

à l’insuline, le diabète de type 2, la stéatose hépatique, la dyslipidémie, et les maladies 

cardiovasculaires. La stéatose hépatique non-alcoolique (NAFLD), caractérisée par une 

accumulation excessive de gras dans le foie, est elle-même associée à la résistance à 

l’insuline, à l’athérosclérose, et aux maladies cardiovasculaires. En contexte pathologique, 

le foie sécrète des facteurs nommés hépatokines, qui ont la capacité d’affecter le foie lui-

même et les tissus périphériques. Ces facteurs représentent de potentiels biomarqueurs de 

la santé hépatique et/ou de potentielles cibles thérapeutiques de la NAFLD et des 

pathologies associées. Notre objectif a été d’identifier et de caractériser de nouvelles 

hépatokines exprimées et sécrétées en réponse à la stéatose hépatique en contexte 

d’obésité. 

Les travaux décrits dans cette thèse identifient Tsukushi (TSK) comme une nouvelle 

hépatokine exprimée et sécrétée majoritairement par le foie en réponse à l’obésité dans 

plusieurs modèles murins. TSK est associée à la quantité de triglycérides (TG) hépatiques 

indépendamment de l’obésité. Le stress du réticulum endoplasmique et l’inflammation, des 

conditions fortement associées à la NAFLD, régulent TSK. Les études réalisées montrent 

que TSK n’a pas de rôle dans le développement et la sévérité de la NAFLD. En revanche, 

des études chez la souris ont permis de mettre en évidence que la surproduction de TSK 

réduit les niveaux de cholestérol plasmatique et plus particulièrement les particules de haute 

densité (HDL, high-density lipoprotein), la synthèse d’acides biliaires et le transport inverse 

de cholestérol. Chez l’humain, l’expression de Tsk est augmentée chez les individus obèses 

ayant une forte quantité de TG hépatiques et une plus grande inflammation. De plus, TSK 

est fortement présente dans le plasma de patients souffrants de défaillance hépatique 

sévère induite par l’acétaminophène. 

Nous proposons un modèle dans lequel TSK est surproduite en réponse à la NAFLD 

indépendamment de l’obésité, et induit une réduction du transport inverse du cholestérol 

probablement dans le but de protéger le foie. Bien que l’effet initial de TSK puisse être 

bénéfique, une action soutenue dans l’obésité et la NAFLD pourrait contribuer à 

l’athérosclérose en limitant le transport inverse du cholestérol. L’ensemble de ces résultats 

montrent que TSK pourrait représenter un nouveau biomarqueur du stress hépatique liant 

la NAFLD à la dyslipidémie athérogène et à l’athérosclérose.  
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Abstract 
Obesity, whose prevalence is constantly increasing, is a major concern of the health 

services. It is associated with many pathologies including insulin resistance, type 2 diabetes, 

fatty liver disease, dyslipidemia and cardiovascular diseases. Non-alcoholic fatty liver 

disease (NAFLD), characterized by excessive accumulation of fat in the liver, is associated 

with insulin resistance, atherosclerosis and cardiovascular diseases. In a pathological 

context, the liver secretes factors called hepatokines, which have the ability to affect the liver 

itself and peripheral tissues. These factors represent potential biomarkers of liver health and 

/ or potential therapeutic targets of NAFLD and its associated pathologies. Our objective 

was to identify and characterize new hepatokines expressed and secreted in response to 

fatty liver in the context of obesity. 

The work described in this thesis identifies Tsukushi (TSK) as a new hepatokine 

expressed and secreted mainly by the liver in response to obesity in several mouse models. 

TSK is associated with the amount of liver triglycerides (TG) regardless of obesity. 

Endoplasmic reticulum stress and inflammation, conditions strongly associated with NAFLD, 

regulate TSK. Studies show that TSK has no role in the development and severity of NAFLD. 

In contrast, studies in mice have shown that the overproduction of TSK reduces plasma 

cholesterol levels and more particularly high density lipoprotein (HDL), bile acid synthesis 

and reverse cholesterol transport. In humans, the expression of Tsk is increased in obese 

individuals with a large amount of hepatic TG and greater inflammation. In addition, TSK is 

strongly present in the plasma of patients with severe acetaminophen-induced liver failure. 

We propose a model in which TSK is overproduced in response to NAFLD regardless 

of obesity, and induces a reduction in reverse cholesterol transport likely to protect the liver. 

While the initial effect of TSK may be beneficial, sustained action in obesity and NAFLD may 

contribute to atherosclerosis by limiting the reverse cholesterol transport. All of these results 

show that TSK could represent a new biomarker of hepatic stress linking NAFLD to 

atherogenic dyslipidemia and atherosclerosis. 
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Avant-propos 
 

Le présent ouvrage est déposé à la Faculté des études supérieures de l'Université 

Laval pour l'obtention du diplôme de Philosophiae Doctor ès Sciences (Ph.D.). 

Généralement, cette thèse porte sur l'identification de Tsukushi (TSK), une nouvelle 

hépatokine exprimée et sécrétée en réponse à la stéatose hépatique. La thèse contient une 

introduction générale rédigée en français portant sur l’obésité et ses pathologies associées, 

la stéatose hépatique et les mécanismes intervenant dans le développement de la 

pathologie, et sur les hépatokines impliquées dans la NAFLD. Les chapitres 1 et 2 

constituent le corps de l'ouvrage et relatent en détail les travaux de recherche réalisés pour 

cette thèse. Ces chapitres sont rédigés en anglais sous forme d'articles scientifiques tels 

qu'ils ont été présentés aux éditeurs en vue de leur publication, selon les exigences 

éditoriales spécifiques des revues. Finalement, une conclusion termine cette thèse en 

résumant les principaux résultats obtenus et en discutant des voies futures à explorer 

susceptibles d'améliorer la compréhension des mécanismes d’action de TSK sur le 

métabolisme des lipides et son implication dans l’athérosclérose. 
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Introduction 

1 L’obésité 

1.1 Généralités 

L’obésité est aujourd’hui une épidémie mondiale. Son incidence a triplé depuis 1975 

et ne cesse d’augmenter chaque année (1,2). En 2016, la proportion de personnes en 

surpoids ou obèses a atteint 39% de la population mondiale dont 13% des individus sont 

obèses. L’obésité, définie par un excès de tissu adipeux, est le plus souvent évaluée en 

clinique par l’indice de masse corporel (IMC). Ce dernier est calculé par le poids en 

kilogrammes (kg) divisé par la taille en mètres (m) au carré. Un IMC compris entre 25.0 et 

29.9 kg/m2 indique un surpoids alors qu’un IMC supérieur à 30 kg/m2 indique une obésité 

plus ou moins sévère. L’obésité est une préoccupation majeure des services de santé 

puisqu’elle est associée à de nombreuses pathologies telles que le diabète de type 2, la 

résistance à l’insuline, les maladies cardiovasculaires, les dyslipidémies, l’hypertension, et 

la stéatose hépatique. Le traitement de l’obésité commence par une évaluation 

comportementale permettant de déterminer les causes de la prise de poids et ainsi, de 

pouvoir proposer une stratégie de traitement individualisée. Une modification des habitudes 

de vie est proposée dans un premier temps. Selon les cas, elle peut être accompagné de 

traitement médicamenteux pour augmenter la perte de poids. Cependant les agents 

pharmacologiques proposés dans ce contexte présentent des contre-indications et certains 

effets indésirables (3–5). Les interventions chirurgicales représentent des méthodes 

efficaces pour réduire le poids corporel et améliorer le profil métabolique des individus à 

long terme (6–8). Cependant, ces procédures sont relativement couteuses et appliquées 

exclusivement dans des cas d’obésité morbide. L’obésité représente une problématique 

majeure et nécessite de nouvelles approches thérapeutiques pour améliorer la santé des 

individus et diminuer les coûts associés à l’obésité elle-même, mais aussi aux pathologies 

qui lui sont associées (6,7,9). 

1.2 Obésité : expansion et dysfonction du tissu adipeux 

L’obésité se définit par une expansion excessive et/ou anormale du tissu adipeux 

(TA). Le TA est un tissu essentiel pour le stockage et la libération des acides gras (AG). Il 

possède également des fonctions immunitaires, endocrines, régénératives, mécaniques et 

thermales (10). Les AG, en plus d’être des sources d’énergie, sont aussi impliqués dans 
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des voies de signalisation leur conférant la capacité d’affecter la fonction cellulaire (11,12). 

Le TA est réparti en 3 catégories : le tissu adipeux blanc (TAB), le tissu adipeux brun (TABr) 

et le tissu adipeux beige. Ces tissus se distinguent par des différences histologiques, 

moléculaires et fonctionnelles. Le TAB est le lieu de stockage de l’énergie et est de loin la 

forme principale de tissue adipeux chez les mammifères. Le TABr joue quant à lui des rôles 

importants pour soutenir la thermogénèse. Finalement, le tissu adipeux beige est un hybride 

entre le TAB et le TABr qui peut autant stocker des lipides que dissiper de l’énergie en 

réponse à un stimulus adrénergique.  

1.2.1 Le tissu adipeux blanc 

Le TAB est le tissu adipeux le plus présent et est le lieu de stockage principal de 

l’énergie. Le TAB est composé d’adipocytes qui ont la capacité de stocker ou libérer les AG 

en cas d’un excès calorique ou d’un jeûne, respectivement (Figure 1). Le TAB peut être 

divisé en sous-groupes selon sa localisation mais également selon l’apparition dans le 

développement, l’histologie, la signature moléculaire et la fonction biologique. On distingue 

notamment le TA sous-cutané et le TA ectopique. Le TA sous-cutané comprend les dépôts 

de la partie inférieure incluant la graisse glutéale, sous-cutanée des jambes et 

intramusculaire, et les dépôts sous-cutanés de la partie supérieure (13). Le TA ectopique 

correspond à une accumulation de graisse à des sites anatomiques habituellement non-

associés au stockage des lipides incluant les organes et la cavité abdominale tels que les 

dépôts péritonéaux (omentale, mésentérique), rétropéritonéaux (périaortique, périrénale) et 

périgonadaux. D’autres dépôts adipeux sont présents dans des régions péri-articulaires et 

assurent une fonction de soutien, de régulation épidermique et hématopoïétique. Du TA est 

également retrouvé dans la moelle osseuse et dans le muscle (11,14). La distribution de la 

graisse varie en fonction des individus, du sexe, de l’âge, de l’état de santé global et en 

réponse aux hormones et aux drogues. Les adipocytes du TA viscéral sont larges et 

uniloculaires tandis que ceux du TA sous-cutané sont plus petits, plus nombreux et 

multiloculaires. Le TA viscéral est plus innervé et plus vascularisé. Il contient plus de cellules 

inflammatoires et est plus sensible à leur infiltration dans un contexte d’obésité. Le TA sous-

cutané possède un taux de renouvellement et de formation adipocytaire plus élevé. La 

Lipoprotéine Lipase (LPL) est plus active dans le TA sous-cutané et sa capacité à hydrolyser 

les particules riches en triglycérides (TG) et à capter les AG libérés est plus élevée (15,16). 

La réponse à des stimuli extérieurs est différente entre le TA sous-cutané et viscéral. C’est 

le cas par exemple avec les hormones. Le TA sous-cutané des hanches-fesses et de la 
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poitrine est sensible aux œstrogènes qui favorisent l’augmentation de l’adipogénèse de ces 

dépôts. En revanche, le TA viscéral répond plutôt aux glucocorticoïdes et aux agonistes b-

adrénergiques. Ceci explique en partie la différence sexuelle de la distribution des dépôts 

imagée par les morphologies gynoïde et androïde chez les femmes et les hommes, 

respectivement (17–19). L’adiposité viscérale est fortement associée à un profil métabolique 

détérioré et à une augmentation des risques de développer une résistance à l’insuline, du 

diabète de type 2, de l’hyperlipidémie, de l’hypertension et des maladies cardiovasculaires 

augmentant ainsi la mortalité/morbidité (11,12,20). Le lien entre l’excès de TA et ces 

désordres métaboliques sera couvert dans les prochaines sections.  

 

 

Figure 1: Adipocytes blanc, brun et beige. 

1.2.2 Les tissus adipeux brun et beige 

1.2.2.1 Le tissu adipeux brun 

Chez les mammifères, le TABr est le site principal de production de chaleur, 

essentielle pour leur survie dans un environnement froid et pour ceux qui hibernent. Les 

adipocytes du TABr se distinguent du TAB par de plus petites et plus nombreuses 

gouttelettes lipidiques, ainsi qu’une quantité de mitochondries plus élevée (Figure 1). Ces 

dernières sont essentielles à la fonction thermogénique du TABr (21). L’oxydation de 

substrats incluant les lipides, les sucres et les protéines, est couplée à la réduction de co-

enzymes par la chaîne mitochondriale qui génère de l’énergie sous forme d’un gradient de 

protons de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale (22). Lors de la respiration, 
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les mitochondries utilisent l’énergie du gradient de protons pour générer de l’adénosine 

triphosphate (ATP). Il y a alors couplage de la respiration à la synthèse d’ATP. La 

thermogénèse implique un découplage de la respiration mitochondriale. Le grand nombre 

de mitochondries dans les adipocytes du TABr permet une oxydation rapide des substrats 

permettant de libérer de la chaleur en quantité importante. Les adipocytes bruns possèdent 

une protéine découplante, UCP1 (uncoupled protein-1), qui permet le découplage de la 

respiration et ainsi de brûler des graisses et de produire de la chaleur au lieu de synthétiser 

de l’ATP (21,23,24). L’expression d’UCP1 est régulée de façon à être fonctionnelle 

uniquement lorsque la thermogénèse est requise (25).  

Le TABr est un tissu plastique qui répond aux stimuli thermogéniques. La stimulation 

par le froid, régulée par le système nerveux sympathique par la voie b3 adrénergique, induit 

une hyperplasie et une hypertrophie des dépôts de TABr ainsi que la différentiation de 

précurseurs. D’autres facteurs ont la capacité de stimuler le développement du TABr 

incluant l’Irisine, FGF21 (Fibroblast Growth Factor 21), l’orexine, les hormones 

thyroïdiennes, les peptides natiurétiques et BMP8b (Bone morphogenetic protein 8b)(26). 

La signature génique des adipocytes bruns est caractérisée par l’expression de gènes 

incluant UCP1, PGC1a (Peroxisome Proliferative Activated Receptor Gamma Coactivator 

1), CIDEA (Cell-death Activator CIDE-A), PPARa (Peroxisome Proliferative Activated 

Receptor a), PRDM16 (PR domain containing 16) et DIO2 (type 2 iodothyronine 

deiodinase). Les adipocytes bruns partagent une expression de certains facteurs de 

transcription commune aux adipocytes blancs tels que PPARg (Peroxisome Proliferator-

Activated Receptor-γ) et CEBP (CCAAT-enhancer-binding proteins) (21). 

Des études chez la souris ont montré une association entre l’activité du TABr et 

l’obésité (27,28). Plus précisément, les souris obèses génétiquement modifiées (obob et 

dbdb) ou soumises à une diète pour développer l’obésité ont une activité de leur TABr 

diminuée. Dans ce contexte, le TABr apparait plus blanc et plus gros que lorsqu’il est 

normalement actif ou lorsqu’il est activé par le froid. De plus, il a été montré que le TABr de 

souris obèses et hyperglycémiques possède un plus haut niveau d’inflammation, de stress 

du réticulum endoplasmique (RE), de dommages oxydatifs et une activité augmentée de la 

respiration mitochondriale (29–31). Longtemps considérés comme inexistants chez 

l’Homme, les dépôts de TABr ont été observés pour la première fois chez le fœtus et le 

nouveau-né (32,33). Le développement des techniques d’imagerie ont mis en évidence la 

présence de dépôts métaboliquement actifs chez l’adulte dans les zones cervicales, 
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supraclaviculaires, axillaires et paravertébrales. Les dépôts de TABr chez l’humain sont 

moins nombreux et plus petits que chez les rongeurs. Chez les individus âgés et obèses, 

les dépôts de TABr sont plus rares alors que chez les personnes travaillant en extérieur, le 

TABr est plus développé (34–38). Ces observations font du TABr une cible intéressante 

pour le traitement des désordres métaboliques chez l’Homme (21,23,39). 

1.2.2.2 Le tissu adipeux beige 

La présence de cellules UCP1 positives a été observée dans des dépôts de TAB 

(40). Ces dépôts adipeux, qui possèdent une capacité thermogénique en réponse à 

différents stimuli, sont appelés dépôts adipeux beiges. Comme les adipocytes du TABr, les 

adipocytes beiges présents dans le TAB chez la souris ont plusieurs gouttelettes lipidiques, 

de nombreuses mitochondries et une signature génique similaire aux adipocytes du TABr 

(41,42) (Figure 1). Néanmoins, les cellules du beige se distinguent des adipocytes du TABr 

par leur origine, leur régulation et leur signature génique distincte. Les cellules du beige 

expriment Ucp1 en réponse à une activation incluant les agonistes du récepteur β-

adrénergique ou Ppar-γ (21,25).  

Chez l’humain la distinction entre le TA blanc et beige n’est pas encore très claire 

alors que la démarcation est plus franche chez la souris. Le TA beige est l’objet de 

nombreuses recherches et est une cible potentielle afin d’augmenter la dépense 

énergétique dans le traitement de l’obésité (21). 

2 Les pathologies associées à l’obésité 

Dans notre société moderne actuelle, marquée par l’augmentation de la 

consommation d’aliments riches et de la sédentarité, l’incidence de l’obésité ne cesse 

d’augmenter accompagnée de ses comorbidités incluant le diabète de type 2, la stéatose 

hépatique non-alcoolique, les dyslipidémies et les maladies cardiovasculaires (43). Le 

traitement des comorbidités représente une problématique majeure des services de santé 

et nécessite de nouvelles approches thérapeutiques pour améliorer la santé des individus 

et diminuer les coûts associés à l’obésité elle-même et aux pathologies qui lui sont 

associées. 
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2.1 La résistance à l’insuline et le diabète de type 2 

L’insuline est une hormone sécrétée par le pancréas. Elle permet l’entrée du glucose 

dans les cellules où il est utilisé comme source d’énergie ou stocké pour une utilisation 

future en fonction des besoins de l’organisme et des aliments consommés. Certaines 

pathologies affectent la production d’insuline comme le diabète de type 1 ou les formes 

monogéniques (44). Le diabète de type 2 est lui caractérisé par une altération de l’action 

et/ou de la sécrétion de l’insuline par les cellules b-pancréatiques mais également par la 

résistance à l’insuline des tissus périphériques incluant le muscle, le foie et le TA. La 

résistance à l’insuline se définit par la nécessité d’une concentration d’insuline supérieure à 

l’habitude pour maintenir une glycémie normale. Au niveau cellulaire, la résistance à 

l’insuline se manifeste par une altération de la signalisation de l’insuline des récepteurs 

membranaires aux différents substrats en aval. La graisse abdominale est fortement 

associée au diabète de type 2 (45–51). Dans certains cas, la modification des habitudes de 

vie permet la rémission du diabète de type 2. Différents éléments peuvent induire la 

résistance à l’insuline incluant l’augmentation de l’apport calorique, un comportement 

sédentaire, et d’autres facteurs (pollution environnementale, conditions socioéconomiques 

et psychosociales, le tabagisme et l’apnée du sommeil) (44).  

2.1.1 La signalisation normale de l’insuline 

Après un repas, le métabolisme du glucose hépatique passe d’un état de production 

de glucose à son stockage. L’insuline est un élément régulateur essentiel de ce processus. 

L’insuline se fixe à la sous-unité a du récepteur de l’insuline ce qui active la tyrosine kinase 

de la sous-unité b et l’autophosphorylation de ces résidus tyrosine (Tyr-1158, Tyr-1162, et 

Tyr-1163)(52) (Figure 2). Le récepteur à l’insuline active à son tour PI3K 

(phosphatidylinositol 3-kinase) qui phosphoryle le PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-

biphosphate) pour générer du PIP3 (phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate) (53). Ce 

dernier active PDK1 (3-phosphoinositide-dependent kinase 1) qui phosphoryle AKT et la 

protéine kinase C (PKC) (54). AKT est un élément essentiel de la réponse à l’insuline et 

utilise différents substrats incluant mTOR (mechanistic target of rapamycin) (55), GSK3 

(glycogen synthase kinase 3) (56), FOXO (forkhead box-containing protein, O subfamily) 

(57) et AS160 (AKT substrate of 160kDa) (58). mTOR est une sérine/thréonine kinase 

impliquée dans la régulation de la synthèse protéique notamment par la phosphorylation de 

4EBP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1) et de la kinase p70 S6 

(p70S6K) (59,60). GSK3 est une sérine/thréonine kinase impliquée dans la régulation de la 
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synthèse de glycogène et plus précisément qui inhibe la glycogène synthase (56). Les 

facteurs de transcription FOXO, et notamment FOXO1, sont impliqués dans la régulation de 

gènes contrôlant la gluconéogenèse et l’adipogenèse. En absence de signal de l’insuline, 

FOXO1 est transporté dans le noyau et stimule l’expression de gènes tels que Pepck 

(phosphoenolpyruvate carboxykinase) une enzyme clé de la gluconéogenèse (57), ainsi que 

la cycline G2, qui est inhibée par l’insuline (61). AS160 est impliqué dans le transport du 

glucose et notamment l’augmentation des vésicules de stockage du transporteur du glucose 

GLUT4 (glucose transporter type 4) acheminées vers la membrane plasmique, le transport 

du glucose cellulaire et la synthèse du glycogène (44,58). 

 

 

Figure 2: La voie de signalisation de l’insuline. Adapté de (62). 
La liaison de l'insuline à son récepteur provoque l'autophosphorylation de résidus tyrosine. Lors de l'activation, 
le récepteur de l’insuline recrute différentes protéines adaptatrices et initie une cascade d'événements de 
phosphorylation. Ces événements de signalisation conduisent finalement à l'activation ou à la répression d'un 
ensemble de protéines, qui régulent diverses fonctions biologiques. 
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2.1.2 La résistance à l’insuline 

La résistance à l’insuline, caractéristique du diabète de type 2, se définit par 

l’incapacité des cellules à répondre à l’insuline et se manifeste au niveau des tissus dits 

sensibles à l’insuline incluant le foie, le muscle et le TA. La résistance à l’insuline dans le 

foie est caractérisée par une altération de la suppression de la production de glucose 

médiée par l’insuline (63). Cette résistance à l’insuline peut être le résultat de l’activation 

des protéines PKC-e et/ou c-JNK1 (c-Jun N-terminal kinase 1) résultant en une altération 

de la phosphorylation du résidu tyrosine d’IRS-1 (insulin receptor substrate-1) et IRS-2 par 

IRTK (insulin receptor kinase) (64–66). De plus, la détérioration de la voie de signalisation 

de l’insuline limite la capacité de l’insuline à activer la glycogène synthase. Les causes de 

la résistance à l’insuline sont nombreuses et les mécanismes sont multifactoriels. Le plus 

souvent, elle est déclenchée par des altérations cellulaires comme la lipotoxicité, 

l’inflammation, la glucotoxicité, la dysfonction mitochondriale ou le stress du réticulum 

endoplasmique. Dans de plus rares cas, la résistance à l’insuline peut être la conséquence 

de causes génétiques telles que des mutations du récepteur à l’insuline, des 

polymorphismes de la protéine IRS1 ou d’AKT et ses cibles (44,67).  

2.1.2.1 La lipotoxicité 

L’obésité, accompagnée par l’accumulation ectopique d’AG, est associée à la 

résistance à l’insuline dans le muscle squelettique mais aussi dans le TA et le foie (68). En 

effet, l’augmentation de la quantité de lipides en circulation et dans les tissus non-adipeux 

induit de la lipotoxicité. L’accumulation de gras est également responsable de 

l’augmentation de la gluconéogenèse et ainsi de la production de glucose endogène (22). 

L’augmentation du transport de lipides dans le cœur et le foie mène à la cardiomyopathie 

lipotoxique et à la stéatose hépatique non-alcoolique, respectivement (69–71)
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a. DAG b. Céramides 

 

 

Figure 3: Les DAG (a.) et les céramides (b.) dans la résistance à l’insuline. Adapté de (72). 
a. Les DAG activent les isoformes de la protéine kinase C (PKC). L'activation de l'isoforme ε (PKCε) est particulièrement observée dans le foie. PKCε phosphoryle 
le récepteur de l'insuline sur le résidu Thr1160, entraînant une inhibition de l'activité de la tyrosine kinase du récepteur de l’insuline. Ceci peut affecter des mécanismes 
en aval de la signalisation hépatocellulaire de l'insuline, y compris la stimulation de la synthèse nette du glycogène, la régulation transcriptionnelle à la hausse de 
gènes impliqués dans la lipogenèse de novo et la régulation transcriptionnelle négative de gènes gluconéogéniques. 
b. Mécanismes directs présumés pour l’induction de la résistance à l'insuline induite par les céramides. L'activation des céramides de la protéine kinase C-ζ (PKCζ) 
altère la translocation d'AKT vers la membrane plasmique, empêchant AKT de participer à l'action de l'insuline. Les céramides peuvent également activer la protéine 
phosphatase 2A entraînant une déphosphorylation et une inactivation de AKT. 



 

10 

Au-delà d’un plus grand flux de lipides, de multiples intermédiaires lipidiques incluant 

le palmitate, les diacylglycérols (DAG) et les céramides, sont impliqués dans la résistance 

à l’insuline. L’AG palmitate induit le stress du RE, la production de cytokines et active les 

sentiers signalétiques JNK et NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated 

B cells) (73). Des études ont montré une action de JNK sur la phosphorylation d’IRS-1 sur 

le résidu Ser-307, associé à une altération de la signalisation de l’insuline (74,75). 

Cependant, d’autres études n’observent pas ces effets mais plutôt une implication de 

mécanismes indirects suspectés d’altérer la lipogénèse participant à la résistance à 

l’insuline (76–79).  

Les DAG ont été montré pour induire la résistance à l’insuline par l’activation des 

voies PKC et plus précisément l’isoforme PKC-q dans le muscle (80,81) et PKC-e dans le 

foie. Une fois activé, PKC phosphoryle directement les résidus sérine des substrats du 

récepteur de l’insuline et plus particulièrement IRS-1. Ceci résulte en la diminution de la 

phosphorylation du résidu tyrosine d’IRS-1, réduisant la signalisation en aval vers le 

métabolisme du glucose via la voie PI3K/Akt, et finalement une dégradation accrue d’IRS-1 

(82,83). Dans le foie, les DAG activent l’isoforme PKC-e qui phosphoryle le récepteur de 

l’insuline au site Thr1160 (84), résultant en l’inhibition de l’activité tyrosine kinase du 

récepteur de l’insuline (Figure 3 a.). Ce mécanisme peut par la suite affecter la signalisation 

de l’insuline dans le foie incluant la synthèse de glycogène, la lipogenèse de novo et 

gluconéogenèse (66,72). Une réduction de la quantité de DAG dans le muscle squelettique 

et le foie protège les souris contre la résistance à l’insuline induite par une diète riche en 

gras (85). Des études humaines ont révélé que les DAG contribuent à la résistance à 

l’insuline hépatique notamment par l’activation de PKC-e qui va réguler négativement la 

signalisation de l’insuline (86–88).  

Des études ont montré une implication des céramides dans l’induction de la 

résistance à l’insuline en activant les voies PKC et JNK (80,81). Les mécanismes impliqués 

dans l’action des céramides sur la résistance à l’insuline ne sont pas clairs. Des études in 

vitro ont révélé deux mécanismes directs potentiels (89–91). Dans le premier, l’activation de 

PKCz par les céramides altèrent la translocation d’AKT à la membrane plasmatique, 

prévenant l’implication d’AKT dans l’action de l’insuline (92) (Figure 3 b.). Dans le deuxième, 

l’activation de PP2A (protein phosphatase 2A), une protéine qui assure la majorité de 

l’activité phosphatase dans les cellules, par les céramides mène à la phosphorylation et à 

l’inactivation d’AKT (91,93). Dans des modèles animaux d’obésité, la présence de 
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céramides dans le foie et le muscle est associée à la résistance à l’insuline par 

l’intermédiaire d’une interaction avec AKT (65). De plus, PKC peut agir en amont d'autres 

serine/thréonine kinases (94,95). Ainsi, l'activation de PKC peut augmenter la capacité des 

kinases, telles que JNK et IKK-β (Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta), à 

phosphoryler IRS-1 sur le résidu Ser-307 (96). Chez l’humain, l’implication des céramides 

dans la résistance à l’insuline dans le foie est controversée (86–88). Des études 

complémentaires sont nécessaires pour confirmer leur participation dans la résistance à 

l’insuline dans le foie.  

2.1.2.2 Inflammation 

Dans un contexte d’obésité, l’apparition d’une inflammation de faible grade est 

fortement associée à la résistance à l’insuline. En effet chez les patients obèses, le TA est 

infiltré de cellules immunitaires responsables d’une réponse proinflammatoire. En effet, les 

adipocytes et les macrophages sécrètent des cytokines proinflammatoires incluant TNF-a 

(tumor necrosis factor a), IL-1b (interleukin-1b), ou IL-6 (interleukin-6) (64,97,98). Ces 

dernières induisent la résistance à l’insuline dans les adipocytes par l’activation des 

sérine/thréonine kinases qui réduisent l’expression d’IRS-1, GLUT4 et PPARg (99,100), ou 

l’activation de SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3), un régulateur négatif de la voie 

de l’insuline (101). De plus, la sécrétion de la chimiokine MCP-1 (monocyte chemoattractant 

protein-1) par les adipocytes induit l’accumulation de macrophages dans le TA qui est 

également associé à la résistance à l’insuline (102). Chez les rongeurs, la diète riche en 

gras et l’obésité activent NF-kB responsable de l’apparition d’inflammation accompagnée 

d’une augmentation des interleukines IL-6, IL-1b et TNF-a ayant pour conséquence une 

résistance à l’insuline dans le muscle squelettique et le foie (103). Il existe une corrélation 

entre les niveaux d’expression de Tnf-a dans le TA et l’hyperinsulinémie, un marqueur 

indirect de la résistance à l’insuline (67).  

L’inflammation associée à l’obésité peut également être induite par l’activation de la 

voie des TLR (toll-like receptor) et plus précisément des TLR-2 et -4. Cette voie est induite 

dans l’immunité acquise généralement activée par des motifs moléculaires associés à des 

endotoxines produites par des bactéries à Gram négatif tels que le LPS (lipopolysaccharide) 

et induit l’inflammation par la voie NF-kB (104). TLR-4 est particulièrement élevé en contexte 

d’obésité dans le muscle squelettique et le TA (73,105). D’autre part, les AG saturés sont 
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capables d’activer la voie du TLR indiquant un rôle potentiel de ces récepteurs dans 

l’inflammation associée à l’obésité (44,73,106). 

2.1.2.3 Glucotoxicité 

Le glucose, lorsque présent à des concentrations supérieures à celles 

physiologiques, peut altérer la sensibilité à l’insuline dans le muscle et le TA, et diminuer la 

sécrétion d’insuline des cellules b-pancréatiques (107). Une hyperglycémie peut être induite 

par une diminution du transport du glucose dans le muscle squelettique et peut altérer 

l’action de l’insuline dans le TA et le foie (108). L’hyperglycémie peut également activer la 

voie JNK et induire la résistance à l’insuline dans le TA, le muscle squelettique, le foie et le 

pancréas (64). Finalement, l’hyperglycémie peut induire la synthèse de novo de DAG et 

donc activer la voie PKC et ainsi causer de la résistance à l’insuline comme mentionné 

précédemment (109,110). 

2.1.2.4 Dysfonction mitochondriale 

La dysfonction des mitochondries est responsable de la formation d’espèces 

réactives à l’oxygène (ERO). À de faibles niveaux, les ERO peuvent améliorer l’action de 

l’insuline (111). Cependant, à de hautes concentrations elles peuvent induire un stress 

oxydatif. Une augmentation de ce dernier induit l’activation de kinases de stress qui, à leur 

tour, induisent la résistance à l’insuline via la phosphorylation de sérine, Ser-307 et Ser-362, 

des protéines IRS (112,113). La présence anormalement élevée de ERO a été observée 

chez les patients obèses et diabétiques. L’augmentation de ERO peut être expliquée par 

une augmentation du flux de métabolites dans la mitochondrie, une altération des protéines 

de la mitochondrie et une réduction de l’expression d’enzymes antioxydantes (112,114,115). 

De plus, la résistance à l’insuline peut être induite par une altération de la dynamique 

mitochondriale tels que la fission mitochondriale ou une déficience de l’oxydation 

mitochondriale des AG dans le foie résultant en l’accumulation de DAG (44,116). 

2.1.2.5 Le stress du réticulum endoplasmique 

Le RE est une organelle intracellulaire impliquée dans la synthèse, le repliement, le 

transport et la maturation des protéines. Il a également un rôle dans la synthèse des TG et 

du cholestérol, le métabolisme des drogues et le stockage/relargage du calcium. En 

conditions normales, un état d’homéostasie est maintenu entre la quantité de protéines non 

repliées et la capacité de repliement du RE (117). La réponse UPR (unfolded protein 

response) est une réponse au stress du RE pour assurer le repliement correct des protéines, 
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la maturation et le contrôle qualité du RE, et ainsi de maintenir le RE et la cellule dans un 

état d’équilibre en produisant plus de protéines chaperonnes afin d’augmenter la capacité 

de repliement du RE (118). La réponse UPR est constituée de trois branches caractérisées 

par des récepteurs membranaires du RE : PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic 

reticulum kinase), IRE1a (inositiol requiring enzyme-1a) et ATF6 (activating transcription 

factor-6). GPR78 (glucose regulated protein 78 ou BIP), une protéine chaperonne majeure, 

est liée à ces récepteurs et sa libération induit leur activation par dimérisation et 

autophosphorylation (119,120). PERK inhibe la synthèse protéique générale par la 

phosphorylation de eIF2a (eukaryotic translation initiation factor-2a subunit) qui augmente 

la transcription de certains gènes cibles de la réponse UPR dont ATF4 (activating 

transcription factor 4) (121,122). IRE1a dégrade l’acide ribonucléique messager (ARNm) 

permettant de réduire le flux entrant de protéines dans le RE. IRE1a est également 

responsable de l’épissage alternatif de l’ARNm de XBP1 (X-box-binding protein 1) qui induit 

la transcription d’éléments de la réponse UPR impliqués dans l’homéostasie (123,124). 

ATF6 transite jusqu’au Golgi où il est clivé. Sa forme clivée induit la transcription de 

nombreux facteurs de la réponse UPR dont XBP1, CHOP (C/EBP homologous protein) et 

ATF4 (125,126) (Figure 4). 

Les données acquises dans diverses études chez la souris et l’Homme montrent que 

la réponse UPR fonctionne comme une réponse cellulaire pour balancer les besoins de la 

cellule (127–131). Des éléments de la réponse UPR régulent la lipogenèse, la formation des 

gouttelettes lipidiques et le stockage des lipides. Des évidences suggèrent que la réponse 

UPR est également impliquée dans la régulation du métabolisme du glucose (132,133). 

Ainsi, l’activation de la réponse UPR altère l’équilibre lipidique de la cellule, puis par 

l’accumulation d’intermédiaires lipidiques dérègle la signalisation de l’insuline. Les 3 

branches de la réponse UPR sont activées en contexte d’obésité et agissent ensemble pour 

réduire la proportion de protéines mal repliées (134). En condition physiologique, les cellules 

b-pancréatiques produisent une quantité importante d’insuline. En revanche, dans un 

contexte de résistance à l'insuline, les cellules b-pancréatiques prolifèrent et sécrètent une 

plus grande quantité d'insuline (135). Face à une demande constante d'insuline en contexte 

d’obésité et de résistance à l'insuline, eIF2α est activé via PERK atténuant la traduction des 

protéines afin de réduire la charge du RE en prévenant la synthèse de nouvelles protéines 

pour réduire leur accumulation dans le RE (122,135,136). Malgré la mise en place de ce 

mécanisme, la capacité des cellules à gérer la maturation des protéines peut être dépassée. 
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Dans ce contexte, les protéines mal repliées s’accumulent et induisent un stress du RE 

chronique (136). Lors d’une activation prolongée de la réponse UPR, la production 

chronique d’ATF6 peut réguler négativement la production d'insuline en supprimant la 

transcription du gène de la proinsuline (137–140). La voie IRE1α peut également être 

activée et induire l’apoptose via ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase-1) (141). 

 

 

Figure 4: La cascade de signalisation de la réponse UPR. Adapté de (142). 
De multiples stimuli endogènes et exogènes peuvent créer un stress du RE conduisant à l’accumulation de 
protéines mal repliées et à l’activation ultérieure de la réponse UPR. GRP78 se dissocie des trois capteurs 
transmembranaires du RE : PERK, IRE1α et ATF6 qui activent leurs cascades de signalisation respectives pour 
rétablir d'abord la protéostase et favoriser la survie cellulaire par la transcription des gènes cibles. PERK 
phosphoryle eIF2α qui inhibe la traduction pour réduire la charge protéique du RE, mais augmente l'expression 
du facteur de transcription ATF4. IRE1α est impliqué dans la dégradation des ARNm et de l'épissage de XBP1 
entraînant l'activation du puissant facteur de transcription XBP1s. ATF6 est transporté de l'ER vers le Golgi pour 
être clivé, libérant ainsi le facteur de transcription cytosolique ATF6. 

 

La réponse au stress du RE est également proposée pour jouer un rôle dans 

l’accumulation de lipides et dans la résistance à l’insuline hépatique (125). Dans le foie, le 

stress du RE contribue à la résistance à l’insuline par l’activation de facteurs de transcription 
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qui régulent l’expression de gènes gluconéogéniques. Par exemple, le stress du RE active 

CREBH (cyclic adenosine monophosphate (c-AMP)-responsive element-binding protein H), 

un homologue d’ATF6 plutôt spécifique du foie, qui augmente l’expression de gènes 

impliqués dans la gluconéogenèse incluant PEPCK et G6Pase (glucose-6-phosphatase), et 

de marqueurs inflammatoires. En revanche, l’activation de XBP1 induit la dégradation de 

FOXO1 réduisant la gluconéogenèse (143). Chez la souris, la surexpression de XBP1 

épissé réduit la réponse du stress du RE, diminue l’activation de JNK et augmente la 

signalisation de l’insuline en diminuant la phosphorylation de la sérine 307 d’IRS-1 (144). 

De plus, la résistance à l’insuline induite par le stress du RE peut également augmenter la 

lipogenèse en augmentant l’accumulation de DAG et de céramides par l’activation de PERK 

et eIf2α (143). L’activation de la réponse UPR est également associée à une augmentation 

de l’expression de TRB3 (tribbles-related protein 3), un gène fortement associé à la 

résistance à l’insuline (145). Une augmentation de son expression est observée chez les 

souris diabétiques et chez les patients obèses (125,126,135).  

Dans le TA, les souris obèses présentent une activité augmentée de PERK et IREa. 

Chez l’humain, des études ont révélé une augmentation de l’activation d’IRE1α JNK, et de 

l’expression de XBP1 dans le TA des individus obèses (146). De plus, les AG non-estérifiés 

libérés par le TA viscéral activent PERK qui augmente l’expression de cytokines incluant 

TNFα et IL-6, maintenant le stress du RE et participant à la résistance à l’insuline (147–

149). Dans le TA et le muscle squelettique, IRE1α active JNK et IKKb induisent la 

phosphorylation d’IRS-1 sur le résidu Ser-307 qui est associé à une altération de la 

signalisation de l’insuline (144,150–154). 

2.2 Les dyslipidémies 

2.2.1 Les lipoprotéines 

Les lipoprotéines sont des complexes macromoléculaires qui transportent divers 

lipides et protéines dans le plasma. Les molécules de TG et d’esters de cholestérol 

hydrophobes composent le noyau des lipoprotéines. Elles sont enveloppées par une 

monocouche lipidique composée de phospholipides, de cholestérol libre et de protéines 

(155). Ces protéines sont nommées apolipoprotéines et sont des régulateurs importants du 

transport des lipides. En effet, les apolipoprotéines activent/inhibent des enzymes 

plasmatiques et servent de ligands des récepteurs membranaires (156). Les lipoprotéines 

sont divisées en plusieurs sous-groupes selon leur densité. Les lipoprotéines de basse 
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densité (LDL, low-density lipoprotein) transportent le cholestérol, ainsi que des TG et des 

vitamines liposolubles, du lieu de sécrétion vers les tissus périphériques (Figure 5). Les 

cellules de ces tissus nécessitant du cholestérol expriment à leur surface des récepteurs 

spécifiques aux LDL incluant LDLR (low-density lipoprotein receptor) et LRP1 (low density 

lipoprotein receptor-related protein 1). Les LDL possèdent l’Apolipoprotéine B-100 (ApoB-

100) (155,157,158). Les lipoprotéines de haute densité (HDL, high-density lipoprotein) 

récupèrent le cholestérol oxydé des artères et des tissus extra-hépatiques pour les ramener 

au foie où il est dégradé. Il s’agit du transport inverse du cholestérol (159,160). Les HDL 

possèdent à leur surface l’apolipoprotéine A (ApoA), et plus précisément l’ApoA1 (161,162), 

l’apolipoprotéine C (ApoC), l’apolipoprotéine D (ApoD), et l’apolipoprotéine E (ApoE) 

(155,163,164). Les chylomicrons sont des lipoprotéines qui assurent le transport des lipides 

de l’intestin, provenant de l’alimentation, vers les autres tissus. Ce phénomène caractérise 

la voie exogène du métabolisme des lipoprotéines (155). Les chylomicrons possèdent à leur 

surface l’ApoA, l’ApoB-48, l’ApoC, et l’ApoE (155,165). Les lipoprotéines de très basse 

densité (VLDL, very low-density lipoprotein) transportent le cholestérol synthétisé par le foie 

vers les tissus périphériques, et caractérisent la voie endogène du métabolisme des 

lipoprotéines. L’ApoB-100, l’ApoC et l’ApoE sont présentes sur les VLDL (155,165). Les 

lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL, intermediate density lipoprotein) sont des 

particules VLDL ayant perdu leur ApoC. Les IDL ont à leur surface l’ApoB-100 et l’ApoE 

(155,165). Enfin, la lipoprotéine(a) (Lp(a)) est prise en compte pour évaluer le risque 

vasculaire. Cette dernière a une forte capacité de liaison à la paroi artérielle. Des hauts 

niveaux de Lp(a) sont associés à une augmentation du risque d’athérosclérose 

(69,156,166). L’apolipoprotéine (a) se trouve à la surface de la Lp(a). Il existe également 

d’autres apolipoprotéines retrouvées à la surface de plusieurs lipoprotéines (156). 
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Figure 5: Schéma du métabolisme des lipoprotéines. Adapté de (167). 
Les flèches bleues se réfèrent aux points d'action des enzymes respectives en bleu. ABCA1, transporteur de 
cassette de liaison à l'ATP A1; ABCG1, transporteur de cassette de liaison à l'ATP G1; ApoA-I, apolipoprotéine 
A-I; ApoA-IV, apolipoprotéine A-IV; CE, ester de cholestérol; CETP, protéine de transfert des esters de 
cholestérol; FFA, acide gras libre; HTGL, lipase triglycéride hépatique; IDL, lipoprotéine de densité intermédiaire; 
LCAT, lécithine – cholestérol acyltransférase; LDL-R, récepteur LDL; LPL, lipoprotéine lipase; LRP, protéine 
apparentée à LDL-R; SR-B1, récepteur piégeur B1; TG, triglycéride; VLDL, lipoprotéine de très basse densité; 
VSMC, cellules musculaires lisses vasculaires. 

 

2.2.2 Les caractéristiques de la dyslipidémie 

La résistance à l’insuline est le désordre métabolique le plus commun dans l’obésité 

et est un facteur prédominant dans le développement de la dyslipidémie. Le terme de 

« dyslipidémie métabolique » est employé pour une forme de dyslipidémie induite par la 

combinaison de l’obésité et de la résistance à l’insuline. Ses principales caractéristiques 

sont des niveaux élevés de TG, des niveaux faibles de cholestérol de HDL, des niveaux 

normaux de cholestérol total et LDL, mais une plus grande quantité de particules LDL plus 

petites et plus denses (168,169).  

Dans un contexte d’hypertriglycéridémie et d’un niveau faible de cholestérol LDL, les 

lipoprotéines circulantes subissent un remodelage par des enzymes telles que la protéine 
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de transfert d'ester de cholestérol (CETP) et la triglycéride lipase hépatique (LIPC). 

L’échange de lipides par CETP est fortement influencé par la proportion de lipoprotéines 

donneuses de TG (170,171). L’hypertriglycéridémie augmente la quantité de particules 

VLDL larges qui promeut le transfert de molécules de TG sur les particules LDL et HDL en 

échange de molécules d’ester de cholestérol (172–174). Chez les personnes avec une 

obésité viscérale, les particules LDL et HDL enrichies en TG deviennent de bons substrats 

de la LIPC menant à la déplétion du noyau lipidique de ces particules, et résultant en la 

formation de particules LDL et HDL petites et denses (175). Les particules HDL de petites 

tailles sont plus sensibles à la dégradation et à l’augmentation de la clairance dans le sang 

à cause de leur noyau réduit en ester de cholestérol. Les niveaux de particules HDL sont 

ainsi souvent plus faible chez les individus souffrant d’obésité viscérale (171,176). 

2.2.3 L’athérosclérose 

La dyslipidémie athérogène est associée à l’athérosclérose, une pathologie 

caractérisée par la formation de plaques d’athérome dans les artères et responsable de 

maladies cardiovasculaires. Les petites particules LDL caractérisant la dyslipidémie se lient 

moins efficacement aux récepteurs LDL, la voie de dégradation de ces dernières. Ainsi, le 

nombre de petites particules LDL augmente et ces dernières restent plus longtemps en 

circulation (177). Lorsqu’une particule de LDL se lie au récepteur LDL, ces derniers sont 

internalisés et dégradés dans le lysosome. Le récepteur LDL est ensuite recyclé au niveau 

de la membrane cellulaire. La proprotéine convertase subtilisine / kexine de type 9 (PCSK9) 

est une sérine protéase qui se lie au récepteur LDLR et médie son internalisation et sa 

dégradation dans le lysosome (178). PCSK9 réduit le recyclage du LDLR et ainsi diminue 

la captation des particules LDL et donc l’élimination de ces dernières du plasma (179,180). 

PCSK9 est également impliquée dans la régulation de l’absorption hépatique des 

lipoprotéines ApoB situées aussi sur les VLDL et les chylomicrons (181). PCSK9 est une 

cible thérapeutique intéressante pour réduire les concentrations plasmatiques de LDL, 

d’ApoB et éventuellement de l’athérosclérose (182,183). D’autre part, la résistance à 

l’insuline diminue la clairance des LDL en diminuant la capacité de l’insuline à stimuler 

l’expression des récepteurs LDL. Ainsi, les petites particules LDL se fixent aux parois des 

artères (184–187). De plus, la conformation des ApoB à la surface des petites particules 

LDL est modifiée ce qui augmente les interactions avec les cellules endothéliales des 

artères (188,189). Les particules étant plus nombreuses et plus petites, leur entrée dans la 

paroi vasculaire est facilitée. Les macrophages résidents reconnaissent les particules LDL 
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via leurs récepteurs et les internalisent, favorisant la formation de cellules spumeuses, la 

première étape vers le développement de plaques d’athérome (190–193). Ces plaques 

diminuent ou bloquent le flux sanguin. Dans certains cas, la plaque d’athérome peut se 

rompre résultant en la formation d’un caillot sanguin qui bloque alors la circulation sanguine 

au lieu de rupture, ou qui se déplace et obstrue la circulation vers les organes. Selon les 

artères touchées et le stade, l’athérosclérose peut être à l’origine de plusieurs problèmes 

de santé dont la crise cardiaque et l’accident vasculaire cérébral (166,194,195). 

2.2.4 L’efflux de cholestérol 

Le cholestérol est un composant de la membrane cellulaire qui participe à sa 

structure mais aussi à la modification de sa rigidité et fluidité. Le cholestérol est également 

un précurseur pour la biosynthèse de vitamine D, d’hormones stéroïdiennes (cortisol, 

aldostérone et androgène), d’hormones sexuelles (testostérone, œstrogène et 

progestérone) et d’acides biliaires. Le cholestérol est impliqué dans de nombreux processus 

biologiques et est requis pour l’homéostasie cellulaire. En revanche, des niveaux élevés de 

cholestérol peuvent être responsable de dérèglement métabolique. La plupart des tissus 

périphériques n’expriment pas de voies pour cataboliser le cholestérol. Ainsi, l’efflux de 

cholestérol est essentiel pour maintenir l’homéostasie. L’accumulation de cholestérol, 

comme par exemple dans les cellules spumeuses de la paroi artérielle, est responsable du 

développement de plaque d’athérome (196). Les particules HDL, des accepteurs de 

cholestérol, assurent la fonction de transport inverse de cholestérol. Les particules HDL sont 

composées d’un noyau de molécules d’ester de cholestérol et de TG stabilisés par une 

couche de phospholipides et d’ApoA1, le principal composant de ces particules (197,198). 

La présence de phospholipides permet la solubilisation des particules HDL et le transport 

de cholestérol libre non-estérifié relâché par les cellules. Les particules HDL sont prédites 

comme antiathérogènes puisqu’elles favorisent l’efflux de cholestérol des tissus 

périphériques, incluant les parois artérielles, vers le foie pour être métabolisé et excrété 

dans la bile ou être métabolisé et excrété directement ou après transformation en acides 

biliaires dans la bile (199). Les particules HDL préviennent les modifications chimiques des 

particules LDL dans les parois artérielles et ainsi réduisent leur captation par les 

macrophages. De plus, les particules HDL empêchent le recrutement des précurseurs des 

macrophages réduisant le nombre de cellules accumulant des lipides. Il a également été 

montré que les particules HDL transportent des molécules avec des propriétés anti-

inflammatoires, anti-thrombotiques et anti-oxydantes. Des études ont montré une 
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association entre des niveaux élevés d’HDL et une diminution des maladies 

cardiovasculaires (MCV) (197,200,201). 

 

 

Figure 6: Transport de cholestérol inverse. Adapté de (202). 
Le foie sécrète l’ApoA1 qui acquiert rapidement du cholestérol via le transporteur des hépatocytes ABCA1. 
L'ApoA1 favorise également l'efflux de cholestérol des macrophages via ABCA1. Les HDL matures sont formés 
par l'action de LCAT et favorise l'efflux de cholestérol des macrophages via le transporteur ABCG1, ainsi que 
d'autres tissus périphériques. Les HDL matures peuvent transférer leur cholestérol vers le foie directement via 
SR-BI ou indirectement via un transfert médié par CETP vers des lipoprotéines contenant de l'ApoB, avec une 
absorption ultérieure par le foie via le récepteur LDL. Le cholestérol hépatique peut être excrété dans la bile 
directement sous forme de cholestérol ou après conversion en acides biliaires et à moins qu'il ne soit réabsorbé 
par l'intestin, il est finalement excrété dans les fèces. 

 

La première étape du transport inverse de cholestérol est l’efflux de cholestérol libre 

de la membrane plasmatique cellulaire aux particules HDL (202) (Figure 6). Dans le cas des 

macrophages, quatre voies d’efflux ont été identifiées. Il y a deux voies passives incluant la 

diffusion simple (voie de diffusion aqueuse) et la diffusion facilitée (voie médiée par SRB-I). 

Les deux autres voies sont actives et incluent les membres de la famille de cassettes de 

liaison ATP (ABC) des transporteurs membranaires, ABCA1 (ATP-binding cassette A1) et 

ABCG1 (ATP binding cassette subfamily G member 1). Une étude réalisée avec des 

macrophages péritonéaux de souris chargés de cholestérol incubés avec du sérum humain 

dilué a révélé que les deux tiers de l’efflux de cholestérol est effectué par les voies actives 

et majoritairement par la voie ABCA1 (203). La diffusion aqueuse est la voie passive 
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principale et compte environ 30% de l’efflux total. À noter que dans les macrophages 

péritonéaux de souris normales environ 80% de l’efflux total se fait par cette voie. Les voies 

actives ABCA1 et ABCG1 jouent un rôle clé de l’homéostasie du cholestérol cellulaire. Chez 

la souris, l’absence des deux transporteurs entraine l’accumulation de cellules spumeuses 

et une athérosclérose accélérée (201,204). Dernièrement, l’association entre les niveaux 

d’HDL sanguins et le risque de MCV est remise en question puisque les mesures de 

cholestérol HDL ne reflètent pas l’abondance globale des particules HDL, la distribution des 

sous-espèces HDL, ou la capacité du transport du cholestérol inverse. Des études semblent 

indiquer une importance de la fonctionnalité des HDL dans l’association avec les MCV plutôt 

que leur taux (205). 

D’autre part, le cholestérol peut être converti en acides biliaires dans le foie qui sont 

ensuite sécrétés dans la bile. Environ 95% des acides biliaires et jusqu’à 80% du cholestérol 

de l’intestin sont réabsorbés dans la lumière intestinale par les récepteurs ABST (apical 

sodium bile acid transporter) et NCP1L1 (Nieman-Pick C1-Like 1), respectivement 

(206,207). En 1967, Simmonds et al. ont mis en évidence que le cholestérol était absorbé 

mais également sécrété par l’intestin (208) induisant son excrétion dans les fèces. La 

sécrétion intestinale de cholestérol est nommée excrétion trans-intestinal de cholestérol 

(TICE) et se déroule en quatre étapes : (1) l’assimilation du cholestérol, sous forme de LDL 

et/ou VLDL principalement, par la membrane basolatérale de l’entérocyte; (2) la 

translocation du cholestérol du côté basal au côté apical de l’entérocyte; (3) l’excrétion par 

la membrane apicale dans la lumière intestinale via les récepteurs ABCG5 et ABCG8 (ATP 

binding cassette G5 and G8); (4) la réabsorption partielle du cholestérol sécrété par NPC1L1 

suivi de la translocation (209,210). Les mécanismes moléculaires impliqués dans le TICE 

ne sont pas encore bien compris.  

2.3 Les maladies cardiovasculaires 

L’obésité augmente considérablement les risques de développer une MCV incluant 

les maladies coronariennes, l'insuffisance cardiaque, l'hypertension, les maladies 

cérébrovasculaires, la fibrillation auriculaire, les arythmies ventriculaires et les morts subites 

cardiaques. L’obésité a également été associée à l'apnée obstructive du sommeil et à 

d'autres syndromes d'hypoventilation, qui affectent négativement la fonction 

cardiovasculaire (211). L’obésité augmente la morbidité et la mortalité des MCV de façon 

directe ou indirecte. Les effets directs se manifestent par les adaptations structurelles et 

fonctionnelles du système cardiovasculaire en réponse à l’obésité, ainsi que par l’action des 
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adipokines sur l’inflammation et l’homéostasie vasculaire menant à un environnement pro-

inflammatoire et pro-thrombotique. Les effets indirects sont liés à la présence de plusieurs 

facteurs de risque des MCV incluant la résistance à l’insuline, le diabète de type 2, l’adiposité 

viscérale, l’hypertension et la dyslipidémie (211). 

Le TA, et notamment le TA viscéral, est associé aux risques cardiométaboliques. Le 

TA a la capacité de réguler le devenir des lipides en excès. Il est donc impliqué dans le 

maintien de l’homéostasie métabolique, ou dans l’apparition d’une inflammation de faible 

grade accompagnée de résistance à l’insuline avec des conséquences sur le 

cardiométabolisme (20). D’autre part, le TA communique avec d’autres tissus incluant le 

cerveau, le foie, le muscle squelettique, le cœur et les vaisseaux sanguins (212). Ainsi, une 

expansion excessive et anormale du TA peut avoir des répercutions à la fois locales et 

systémiques qui favorisent le développement de pathologies cardiaques. Les 

conséquences locales sont une inflammation locale (213), de l’hypoxie (214), de la fibrose 

(215), une sécrétion altérée d’adipokines (216) et une dysfonction mitochondriale (217). Les 

conséquences systémiques sont la résistance à l’insuline, l’altération du métabolisme du 

glucose et des lipides, l’hypertension, un état pro-inflammatoire et pro-thrombotique, et une 

dysfonction endothéliale. Tous ces dérèglements contribuent à lier l’obésité et les MCV 

(211,218). 

2.4 Les autres comorbidités de l’obésité 

L’obésité est associée à d’autres comorbidités incluant l’hypertension, l’apnée du 

sommeil et certains cancers (43,211). L’hypertension est un facteur de risque important pour 

de nombreuses MCV mais est également responsable de dommages au niveau du système 

nerveux central et des reins. La présence d’autres facteurs de risque tels que la résistance 

à l’insuline et le syndrome métabolique augmente les effets délétères de l’hypertension sur 

les risques de MCV (20). L’association entre l’obésité et l’apnée du sommeil est reconnue 

depuis de nombreuses années. L’augmentation du TA viscéral ainsi que du TA au niveau 

du cou peut augmenter la pression au niveau des voies respiratoires supérieures ou réduire 

la compliance thoracique et ainsi causer de l’apnée obstructive du sommeil (219). 

Finalement, plusieurs études ont montré un lien entre l’obésité et le risque de développer 

certains cancers incluant les cancers du côlon, du sein post-ménopause, de l’endomètre, 

du rein, de l’œsophage, du foie et du pancréas ainsi que des formes de lymphomes. Encore 

une fois, l’obésité viscérale semble être spécifiquement associée aux risques de cancers 

(220). 
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3 La stéatose hépatique non-alcoolique 

3.1 Généralités sur la stéatose hépatique non-alcoolique 

La stéatose hépatique non-alcoolique (NAFLD ou non-alcoholic fatty liver disease) 

est définie par une accumulation excessive de gras dans le foie, en absence de 

consommation excessive d’alcool. En contexte d’obésité abdominale, le TA relâche en 

circulation des AG libres et des facteurs pro-inflammatoires qui sont transportés par la veine 

porte jusqu’au foie (20). Le foie capte les AG en excès et les accumule sous forme de TG. 

Les chylomicrons réménents et les particules LDL sont également des sources de TG pour 

le foie. La stéatose hépatique est considérée lorsque plus de 5% des hépatocytes 

possèdent des gouttelettes lipidiques (2,221). La prévalence de la NAFLD est de 25 à 30% 

chez les adultes dans les pays industrialisés. Dans 20% de ces cas, la NAFLD est classifiée 

comme stéatohépatite (NASH ou non-alcoholic steatohepatitis), une forme plus avancée 

avec la présence d’inflammation, d’hépatocytes dits « gonflés » et plus ou moins de fibrose 

(Figure 7) (222,223). Dans certains cas, la NASH peut évoluer vers des conditions plus 

sévères telles que la cirrhose, le cancer et la défaillance hépatique (222). La dérégulation 

du métabolisme hépatique est associée à l’inflammation, au stress du RE et à la fibrose. La 

NAFLD, autrefois considérée comme bégnine, est maintenant un fléau mondial puisqu’elle 

touche près de 20 à 40% de la population américaine, environ 50-60% des individus en 

surpoids, et plus de 90% des personnes atteintes d’obésité morbide (222,224). Ainsi, 

l’obésité représente un facteur de risque important pour le développement de la NAFLD. La 

NAFLD est une pathologie d’autant plus préoccupante puisqu’elle est associée à plusieurs 

désordres métaboliques tels que l’hypertriglycéridémie et des niveaux faible d’HDL, 

l’intolérance au glucose, la résistance à l’insuline, le diabète de type 2 et les maladies 

cardiovasculaires (223,225,226). 

3.2 Le développement de la NAFLD 

De façon générale la NAFLD et la NASH peuvent être définie par une incapacité du 

foie à prendre en charge les substrats énergétiques métaboliques primaires incluant les 

glucides et les AG, menant à l’accumulation d’espèces lipidiques toxiques. La présence de 

ces éléments dans la cellule induit du stress, des dommages aux hépatocytes et la mort de 

ces derniers pouvant conduire à la fibrogénèse et à l’instabilité génomique, des conditions 

de prédisposition à la cirrhose et au cancer du foie (227). La source et le devenir des AG 
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dans les hépatocytes semblent être clé dans l’apparition de la lipotoxicité, du stress du RE 

et des dommages cellulaires et ainsi dans le développement de la NASH (69). 

 

 

Figure 7: Développement et progression de la NAFLD. 

 

Les mécanismes impliqués dans le développement de la NAFLD reposent sur 

l’hypothèse d’un processus en multiples frappes. La première frappe est caractérisée par 

l’accumulation de TG et d’AG libres dans les hépatocytes, une conséquence de la 

résistance à l’insuline, d’un apport énergétique excédentaire et d’une lipogenèse hépatique 

plus active. Par la suite, un ensemble d’évènement peut apparaitre incluant la peroxydation 

des lipides, des dysfonctions mitochondriales et de l’inflammation (223). Ces éléments 

induisent des dommages aux hépatocytes et le développement de la stéatose hépatique 

(Figure 7) (228). Il existe de nombreuses voies moléculaires pouvant intervenir dans le 

développement de la pathologie incluant les voies de l’inflammation (TLR-4, JNK, NF-kB), 

la voie de signalisation de l’insuline, et il est même incertain que le stade de NASH soit 

toujours précédé par la NAFLD. Il existe une importante hétérogénéité chez les patients 

atteints de NAFLD/NASH (229). 

3.2.1 La source de lipides dans le foie et leur devenir 

Le stockage des lipides sous forme de TG est considéré comme un mécanisme 

d’adaptation, de protection face à un excès d’AG et une incapacité à les métaboliser. 

Cependant, les TG en grande quantité peuvent également contribuer aux altérations 

métaboliques. Les TG qui ne sont pas exportés sous forme de VLDL du foie au sang forment 

des gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes, la caractéristique principale de la NAFLD, 

et participent au pool d’AG dans les cellules. Bien que la nature exacte des lipides 
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lipotoxiques ne soit pas connue, les candidats potentiels inclus les DAG (230), les 

céramides (88,231), les résidus lysophosphatidylcholines (232,233), et le cholestérol 

(234,235). Des évidences suggèrent que l’apparition d’un stress lipotoxique peut être 

favorisé par le stress du RE, l’inflammation, une altération des cytokines et des adipokines, 

la déplétion d’ATP, une hypoxie intermittente observée dans les cas d’apnée du sommeil et 

des produits du microbiote intestinal. La contribution de chacun n’est pas connue et peut 

varier entre les individus (Figure 8) (227). 

3.2.1.1 L’assimilation des acides gras 

L’assimilation des AG libres par le foie dépend de la concentration des AG dans le 

plasma et de la capacité d’assimilation des AG par les hépatocytes. Cette dernière est 

dépendante du nombre et de l’activité des transporteurs d’AG et des protéines de transport 

(236) incluant FABP (fatty acid binding protein), CD36 (fatty acid translocase), FATP (fatty 

acid transport protein) (236–238). Les AG délivrés au foie par le sang proviennent 

majoritairement de la lipolyse des TG du TA et une minorité provient de la lipolyse des TG 

des lipoprotéines circulantes (239,240). Il a été montré que le taux de relargage des AG en 

circulation augmente avec l’expansion de la masse du TA chez l’humain (241). Cependant, 

la présence de la NAFLD/NASH est associée avec une augmentation du taux basal de 

lipolyse et une altération de la suppression de la lipolyse du TA médiée par l’insuline 

indépendamment du degré d’obésité (242–246). De plus, l’expression génique de certaines 

enzymes hépatiques lipolytiques incluant LIPC et LPL (lipoprotein lipase) est plus 

importante chez les patients obèses atteint de NAFLD que ceux n’ayant pas de NAFLD 

(247,248). Ces données suggèrent que la NAFLD est associée à un plus grand apport d’AG 

libres circulants au foie. La capacité du foie à assimiler les AG libres est également 

augmentée en présence de NAFLD comme suggérée par l’augmentation d’expression de 

plusieurs enzymes clés impliquées dans l’assimilation de lipides et du transport 

intracellulaire (248,249). Cependant, toutes les études ne montrent pas une augmentation 

de l’assimilation des AG hépatiques dans la NAFLD/NASH suggérant le rôle d’autres 

facteurs impliqués dans la stéatose hépatique (250).  
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Figure 8: Éléments impliqués dans le développement de la NAFLD. Adapté de (228). 
Les facteurs alimentaires et environnementaux, associés à l'obésité, entraînent une augmentation 
des taux sériques d'acides gras libres (AGL) et de cholestérol (CH), le développement de la 
résistance à l'insuline, la prolifération et le dysfonctionnement des adipocytes et des modifications du 
microbiote intestinal. La résistance à l'insuline agit sur le tissu adipeux, ce qui aggrave le 
dysfonctionnement des adipocytes, induit la lipolyse et la libération d'adipokines et de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-α et l'IL-6, qui contribuent également à maintenir l'état de résistance 
à l'insuline. Dans le foie, la résistance à l'insuline amplifie la lipogenèse de novo (DNL). 
L'augmentation du flux hépatique d’AGL qui découle des processus ci-dessus et d'une activité altérée 
du microbiote intestinal conduit à la synthèse et l'accumulation de triglycérides (TG), et de niveaux 
«toxiques» d'acides gras, de cholestérol libre et d'autres métabolites lipidiques qui vont provoquer un 
dysfonctionnement mitochondrial avec stress oxydatif et la production d’espèces réactives d’oxygène 
(ROS) et de stress du réticulum endoplasmique (ER) avec activation de la réponse UPR, tous 
conduisant à une inflammation hépatique. La perméabilité de l'intestin grêle peut être augmentée 
contribuant à l'activation de l’inflammasome) et du stress du RE. Abréviations : AGL, acides gras libres; 
LDN, lipogenèse de novo; VLDL, lipoprotéines de très faible densité; CH, cholestérol; TNF-α, facteur alpha de 
nécrose tumorale; IL-6, interleukine 6; TG, triglycérides; ROS, espèces réactives de l'oxygène; ER, réticulum 
endoplasmique; UPR, réponse protéique dépliée; LPS, lipopolysaccharide; NAFLD, stéatose hépatique non 
alcoolique; NASH, stéatohépatite non alcoolique. 
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3.2.1.2 La lipogenèse de novo 

La lipogenèse de novo (LDN), la synthèse d’AG à partir de glucose ou de fructose, 

contribue très peu au pool d’AG hépatiques. Chez les individus sains, la LDN hépatique en 

état de jeune ou postprandial est responsable de 5 à 10% des AG incorporés dans les TG 

intrahépatiques et les TG des VLDL, respectivement. Chez les patients souffrants de 

NAFLD, le taux de LDN hépatique en état de jeune est faible et peut donc difficilement être 

le contributeur majoritaire de l’accumulation de lipides (251). Cependant, chez ces individus 

le taux de LDN en état postprandial, et plus précisément à la suite d’un repas riche en 

calorie, augmente et semble précéder une accumulation excessive de gras dans le foie 

(252). Des études suggèrent que la nature de la nourriture ingérée, et notamment les repas 

riches en glucides et en fructose, est impliquée dans l’élévation du taux de LDN et ainsi 

dans le développement de la NAFLD et la progression de la NASH (69). Dernièrement, la 

consommation excessive de boissons sucrées composées essentiellement de glucose ou 

d’un mélange de glucose et de fructose a été associée à l’accumulation de lipides dans le 

foie et au développement de la NASH et à l’apparition de nombreux cas de NASH chez des 

individus non obèses (69). Le foie est généralement considéré comme le site principal du 

métabolisme du fructose (253,254) supporté par des niveaux élevés d’expression des 

enzymes cataboliques du fructose et une sensibilité au fructose impliquée dans le 

développement de la stéatose hépatique (255–257). Des études ont mis en évidence un 

rôle du microbiote intestinal dans la conversion du fructose en acétate qui induit la LDN 

hépatique (258). Cependant, à des doses élevées, la capacité d'absorption et de clairance 

du fructose par l’intestin est dépassée. Dans ce cas, une partie du fructose n’est pas 

convertie par l’intestin et se retrouve dans le sang pour atteindre le foie où il induit la LDN 

(258). Ces données indiquent que les sodas et les jus, bien que considérés autrefois comme 

bénins parce qu'ils ne contiennent pas de matières grasses, sont en fait hépatotoxiques.  

3.2.1.3 L’oxydation des lipides 

Les AG sont métabolisés majoritairement par b-oxydation ou par estérification pour 

former des TG. Dans le foie, la b-oxydation se déroule principalement dans la mitochondrie 

et requiert le transport des AG du cytoplasme à la matrice mitochondriale (259). Pour ce 

faire, les AG sont activés par l’acyl-CoA synthétase (ACS) dans le cytoplasme pour devenir 

des acyl-CoA (260). Les membranes mitochondriales étant perméables aux acyl-CoA, ces 

derniers sont convertis en acyl-carnitine dans l’espace inter-membranaire mitochondriale 

par CPT1 (carnitine O-palmitoyltransférase I) (260). L’acyl-carnitine est éventuellement 
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transporté à travers la membrane interne mitochondriale par la translocase carnitine et de 

nouveau transformé en acyl-CoA par CPT2 (carnitine O-palmitoyltransférase II) (260). Une 

fois dans la matrice mitochondriale, les molécules d’acyl-CoA subissent la b-oxydation. 

Cette dernière consiste à l’hydrolyse successive de deux carbones pour former des 

molécules d’acétyl-CoA et également du NADH (nicotinamide adenine dinucleotide) et du 

FADH2 (flavin adenine dinucleotide) qui possèdent des électrons à haut potentiel utilisés 

dans la chaîne respiratoire (69,261).  

Les résultats chez l’humain sont controversés et l'absence d'une méthode fiable pour 

mesurer directement l'oxydation des AG dans le foie in vivo rend leur interprétation difficile. 

Des données montrent que l’oxydation des AG hépatiques est soit normale soit augmentée 

chez les individus avec une NAFLD (249,262–265). Certains patients atteints de NASH 

présentent des dysfonctions mitochondriales et une altération de la b-oxydation dans le foie 

(263,266–269). Cependant, il n’est pas clair si la dysfonction mitochondriale prédispose à 

l’apparition de la NASH ou si l’altération de la fonction mitochondriale est une conséquence 

du stress cellulaire (227,266,270). La b-oxydation peroxisomale, principalement des AG à 

très longue chaine, est également augmentée en contexte de NAFLD (271,272). 

3.2.1.4 La sécrétion des VLDL 

Les TG hépatiques sont mobilisés et sécrétés sous forme de VLDL pour être délivrés 

aux tissus périphériques incluant le muscle squelettique, le cœur et le TA. Le taux de 

sécrétion des particules VLDL dépend de la disponibilité des TG mais aussi de la capacité 

d’assemblage des particules VLDL. La première étape de l’assemblage des particules VLDL 

est la lipidation de la molécule d’Apo B-100 pour former un précurseur VLDL, une molécule 

petite et dense. Lors de la seconde étape, ce précurseur se combine avec une large 

gouttelette de TG pour former une particule mature VLDL enrichie en TG qui est sécrétée 

dans le plasma (273). Chaque particule VLDL contient une molécule ApoB-100 requise pour 

l’export de VLDL à partir du foie. Les mécanismes impliqués dans l’altération de l’export des 

particules VLDL chez les individus atteints de NAFLD sont inconnus. Chez ces patients, le 

taux de sécrétion des VLDL est souvent très élevé alors que le nombre de particules en 

circulation est identique ou plus important (242,274). Ces données suggèrent que les 

particules VLDL sécrétées par les individus souffrants de NAFLD contiennent plus de TG et 

sont plus larges que les individus sains. Des études animales ont montré que les particules 

larges de VLDL excèdent le diamètre des pores endothéliaux sinusoïdaux du foie 

empêchant leur sécrétion. Ainsi, ces particules restent piégées et s’accumulent dans le foie 
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participant au développement de la stéatose (275). Chez l’humain, la prise de poids 

augmente l’export des TG à partir du foie avec la sécrétion d’un plus grand nombre de 

particules VLDL-riche en TG. Cependant, cette augmentation n’est pas suffisante pour 

compenser l’augmentation de la production de TG intrahépatique (276,277). 

3.2.1.5 Le rôle du cholestérol dans la NAFLD/NASH 

Le foie est un organe clé dans la régulation de l’homéostasie métabolique incluant 

le métabolisme du cholestérol (234,235). Des données récentes suggèrent que la 

détérioration de l’homéostasie du métabolisme du cholestérol ainsi que l’accumulation de 

cholestérol libre jouent un rôle dans le développement des pathologies NAFLD et NASH. 

L’accumulation de cholestérol libre dans le foie est la conséquence d’une dysfonction du 

transport du cholestérol intracellulaire et d’un déséquilibre de l’homéostasie cellulaire du 

cholestérol. Ce dernier est caractérisé par l’activation des voies de biosynthèse du 

cholestérol, une désestérification accrue du cholestérol, et une atténuation des voies 

d'exportation du cholestérol et de synthèse des acides biliaires (278). Dans ce contexte, le 

stress du RE active la libération de facteurs de transcription qui jouent un rôle dans la 

synthèse des AG et du cholestérol incluant SREBP-1c (sterol regulatory element binding 

protein-1c) et SREBP-2 (sterol regulatory element binding protein-2), respectivement 

(275,279,280).  

L’accumulation de cholestérol libre active des voies de signalisation cellulaire dans 

les cellules de Kupffer, les cellules stellaires hépatiques (CSH) et les hépatocytes. 

L’activation des cellules de Kupffer et des CSH induit l’inflammation et la fibrogenèse (281). 

D’autre part, l’accumulation de cholestérol libre dans les mitochondries des hépatocytes 

induit des dysfonctions mitochondriales. En effet, le cholestérol libre qui s’accumule est 

responsable de changements dans la fluidité et la dynamique de la membrane 

mitochondriale et altère le transport mitochondrial de glutathion (234). Ces évènements 

augmentent la production des espèces réactives à l’oxygène et déclenchent la réponse UPR 

dans le RE, et donc le stress du RE et l’apoptose (282). Tous ces phénomènes créent un 

cercle vicieux qui contribue à la maintenance de la stéatose et promeut la mort des 

hépatocytes et des dommages hépatiques, qui peuvent mener à la progression de la 

pathologie (283). 
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3.2.1.6 Les acides biliaires 

La production d’acides biliaires résulte de l’oxydation du cholestérol dans le foie. Les 

acides biliaires jouent un rôle dans l’absorption des lipides au niveau de l’intestin et dans le 

métabolisme du cholestérol. De plus, les acides biliaires sont impliqués dans des voies de 

signalisation et activent les récepteurs nucléaires FXR (farnesoid X receptor), PXR 

(pregnance X receptor), VDR (vitamin D receptor) et la protéine G couplée au récepteur 

TGR5 (G protein-coupled bile acid receptor 1 ou GPBAR1) (284). Les acides biliaires 

réduisent la gluconéogenèse hépatique, améliorent l’homéostasie du glucose via l’activation 

de FXR (285,286) et PXR (287). Ils augmentent la dépense énergétique dans le TAB et 

améliore le métabolisme du glucose et la sensibilité à l’insuline via TGR5. Les acides 

biliaires agissent par des mécanismes indirects puisque l’expression de ces récepteurs est 

très faible dans le reste des tissus. En contexte de NAFLD, les niveaux d’acides biliaires 

hépatiques et en circulation sont augmentés (288–290). Les acides biliaires semblent être 

impliqués dans les altérations métaboliques associées à la NAFLD/NASH et plus 

particulièrement à la résistance à l’insuline. Des études supplémentaires sont requises pour 

identifier les mécanismes par lesquels les acides biliaires influencent le métabolisme en 

contexte de NAFLD/NASH (277,291). 

3.2.1.7 Les autres sources de lipides lipotoxiques 

L’accumulation excessive de lipides dans le foie, comme observée dans la NAFLD, 

mène à l’accumulation d’espèces lipidiques lipotoxiques dont les DAG et les céramides, 

associés à la résistance à l’insuline. L’accumulation de DAG dans le foie est associée à 

l’activation de la voie de signalisation PKC-e qui altère la signalisation de l’insuline par 

l’inhibition de l’activation des protéines IRS (66,84,292). Des études ont montré que la 

distribution des DAG dans la cellule affecte les propriétés lipotoxiques de ces dernières. Par 

exemple, une étude chez le rat utilisant une diète riche en gras qui promeut la résistance à 

l’insuline montrent l’augmentation de la quantité de DAG localisés dans le cytosol et la 

membrane de la cellule. Il y a également une plus forte activation de PKC-e traduite par la 

translocation de PKC-e du cytosol à la membrane où il inhibe la signalisation de l’insuline 

(65,66). Chez l’humain, l’accumulation de DAG dans le foie et l’activation de PKC-e sont des 

prédicteurs de la sensibilité à l’insuline (87). 

Les céramides appartiennent à la famille de lipides des sphingolipides et sont des 

constituants de la structure de la double couche lipidique de la membrane cellulaire (293). 
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Les céramides possèdent également des propriétés de signalisation cellulaire. Des études 

suggèrent que l’accumulation de céramides dans le foie et plus particulièrement dans un 

contexte d’apport excessif d’AG libres au foie, participe à la résistance à l’insuline (294). En 

effet, les céramides sont d’importants messagers qui interagissent dans plusieurs voies de 

signalisation qui affectent la signalisation de l’insuline, la fonction mitochondriale, l’oxydation 

des lipides et ainsi promeut l’inflammation, le stress oxydatif et la mort cellulaire des 

éléments associés à la NAFLD (295). La production de céramides dans les hépatocytes a 

été associée à plusieurs facteurs de risques de la NAFLD incluant la diminution 

d’adiponectine, l’augmentation de cytokines inflammatoires (TNF-a et IL-6) et le stress 

oxydatif (296). Les deux derniers pourraient favoriser la génération de céramides et ainsi 

maintenir les dommages cellulaires induits par l’inflammation, induisant la dysfonction 

mitochondriale et facilitant ainsi le développement de la NAFLD (277,297).  

3.2.2 Le stress du réticulum endoplasmique 

Le RE joue un rôle important dans le métabolisme de synthèse des AG et du 

cholestérol (117). Plusieurs études permettent d’établir une relation bidirectionnelle entre le 

stress du RE et la NAFLD/NASH. Autrement dit, la stéatose induit le stress du RE et 

inversement, la réponse au stress du RE mène à la stéatose. Le stress du RE est présent 

dans des conditions physiologiques (125). Cependant, dans les cas de NAFLD, le stress du 

RE devient chronique. D’autre part, le stress du RE favorise l’accumulation de gras dans les 

hépatocytes par l’induction de la LDN et la perturbation de l’activité mitochondriale. Tel que 

mentionné plus haut, le stress du RE active SREBP qui active la synthèse de lipides 

(275,279,280). D’autres mécanismes indirects qui affectent la sécrétion des VLDL, la 

formation d’autophagosome, la stabilité de protéines hépatiques clés sont impliqués. Ces 

mécanismes favorisent l’inflammation, le stress oxydatif et la mort cellulaire, et ainsi 

l’apparition de formes plus sévères de la NAFLD dont la NASH et la fibrose (117,125). 

3.2.3 L’inflammation 

La progression de la NAFLD en NASH est marquée par l’apparition d’inflammation 

dans le foie causée par différents mécanismes principalement associés à l’accumulation 

excessive de lipides. La réponse immunitaire est initiée dans le but de restaurer la fonction 

du tissu mais lorsqu’elle est exagérée ou qu’elle perdure, l’inflammation peut avoir des effets 

délétères et mener à la dysfonction du foie notamment avec la formation de tissu cicatriciel 

et une déformation de l’architecture vasculaire. La peroxydation des lipides dans les 
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hépatocytes favorise la prolifération des CSH, l’augmentation de la production de matrice 

extracellulaire (MEC) et la formation de fibrose. Les espèces réactives à l’oxygène induisent 

la libération de cytokines par les hépatocytes qui activent divers mécanismes immunitaires 

responsable d’augmenter les dommages induit au foie (64,298,299). 

La réponse inflammatoire peut également être initiée et maintenue par des 

molécules libérées par les cellules endommagées ou en train de mourir dans le but de 

rétablir l’homéostasie et réparer les tissus endommagés (Figure 9). Ces molécules, 

nommées DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns), vont activer l’inflammasome, 

un complexe multiprotéique cytoplasmique (300). Son activation est impliquée dans 

l’initiation du stress métabolique, la mort cellulaire et l’apparition de la fibrogenèse dans la 

NASH. Dans ce contexte, les DAMPs incluent les AG saturés produits de la LDN, certains 

composants de la mitochondrie et les PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns). 

Plusieurs éléments dérivés de la mitochondrie, les mito-DAMPs, partagent des similarités 

avec les bactéries et sont considérés comme hautement immunogène. Les mito-DAMPs 

sont libérés par les hépatocytes endommagés ou mourants et sont impliqués dans le 

développement de la fibrose hépatique (301). Les PAMPs sont des molécules d’origine 

bactérienne libérées lors de l’altération de la muqueuse intestinale associée aux dommages 

hépatiques induit par la NAFLD/NASH. Les PAMPs circulent jusqu’au foie et activent les 

cellules immunitaires (302). De plus, l’activation de l’inflammasome est aussi impliquée dans 

la promotion de l’apoptose via l’activation de caspase-1 (303).  

L’inflammation peut également être modulée par les facteurs inflammatoires libérés 

par le TA qui sont capables d’activer les cellules immunitaires résidentes du foie (64). 

Finalement, des études ont associé la réponse UPR à l’inflammation et notamment les 

branches PERK et IREa qui sont impliquées dans l’activation des voies NF-kb et JNK (304–

306). L’activation de NF-kb est reportée dans les cas de NASH et induit l’augmentation de 

la transcription de gènes pro-inflammatoires (299). JNK quant à lui, comme mentionné 

auparavant, induit la résistance à l’insuline par la phosphorylation et dégradation de IRS1 

avec pour conséquence une diminution de la signalétique en aval du récepteur à l’insuline 

(64). 
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Figure 9: Communication entre les cellules immunitaires en présence d’inflammation dans le 
foie. Adapté de (307). 
Les modèles moléculaires associés aux agents pathogènes (PAMP) et les modèles moléculaires associés aux 
dommages (DAMP) se lient aux récepteurs de reconnaissance de modèle (PRR), y compris les récepteurs TLR 
et les récepteurs NLR. Par conséquent, les cellules immunitaires innées du foie initient et maintiennent le 
processus d'inflammation hépatique par la production de cytokines inflammatoires. Les cellules de Kupffer sont 
frappées par des bactéries ou des insultes et contribuent à la production de cytokines et à l'activation des cellules 
stellaires hépatiques pour maintenir l'équilibre entre la signalisation inflammatoire et la fibrogenèse. Les 
adipokines sécrétées par le tissu adipeux et les cytokines inflammatoires altèrent la signalisation hépatique de 
l'insuline, entraînant une résistance à l'insuline. Tous ces événements conduisent à un cercle vicieux qui 
provoque une aggravation des lésions hépatiques, une nouvelle inflammation et une progression de la maladie. 

 

3.2.3.1 La réponse immunitaire innée en réponse au stress hépatique 

La première réponse inflammatoire mise en place en réponse aux DAMPs et PAMPs 

est une réponse immunitaire innée (308). La grande majorité des cellules hépatiques 

possèdent des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires nommés PRR (pattern 

recognition receptors). Les PRR peuvent être divisés en 4 classes : TLR, NLR (Nucleotide 
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oligomerisation receptors), les récepteurs de lectine de type C et les récepteurs de type 

RIG-1. Les PRR reconnaissent les PAMPs, des molécules spécifiques aux pathogènes 

(104). Les TLR sont les récepteurs essentiels dans la réponse immunitaire innée et activent 

3 voies de signalisation : MAPK (Mitogen activated protein kinase), NF-kb et INF-g 

(Interferon regulatory transcription factor). L’activation de ces voies peut résulter en la 

production de cytokines pro- et anti-inflammatoires (103,303). 

Plusieurs cellules immunitaires interviennent dans l’immunité innée incluant entre 

autres les neutrophiles, les monocytes, les cellules de Kupffer et les plaquettes (Figure 9). 

Les DAMPs sont à l’origine du recrutement des neutrophiles au site des dommages 

hépatiques (309). Les neutrophiles ont une grande capacité de phagocytose et possèdent 

de nombreuses molécules antimicrobiennes. Cependant, les neutrophiles pourraient 

également augmenter la cytotoxicité des macrophages et promouvoir un état d’inflammation 

chronique (310). De plus, les DAMPs sont reconnus pour activer la voie des TLRs et 

régulent la libération de cytokines et chimiokines telles que TNF-a, IL-1b et IL-6 (311). Les 

monocytes possèdent des fonctions de production d’intermédiaires inflammatoires, la 

clairance des neutrophiles, la production de MEC et l’angiogenèse (312). Les monocytes 

peuvent être pro-inflammatoires avec la production de cytokines et chimiokines 

inflammatoires, la production de protéases et faciliter la clairance. Les monocytes 

considérés anti-inflammatoires produisent des cytokines anti-inflammatoires dont IL-10 

(interleukin-10), TGF-b (transforming growth factor-1b) et VEGF (vascular endothelial 

growth factor) (313). Les cellules de Kupffer, les macrophages résidents du foie, recrutent 

les cellules immunitaires, favorisent la réparation et le remodelage tissulaire. De plus, 

d’autres macrophages peuvent être recrutés au site de dommages incluant des 

macrophages pro-inflammatoires (type M1) ou anti-inflammatoires (type M2) qui contribuent 

aux dommages ou aux réparations, respectivement (314). Les plaquettes peuvent produire 

des cytokines et chimiokines inflammatoires et ainsi attirer les neutrophiles aux sites 

d’inflammation (315). Les cellules NK (natural killer) tuent les cellules cibles dont les CSH 

impliquant une apoptose induite par la voie TNF (316).  

3.2.3.2 La réponse immunitaire chronique 

La persistance de ces signaux induit une réponse inflammatoire chronique 

responsable d’une réparation anormale du tissu et l’apparition de fibrose (300,311). La 

réponse immunitaire acquise est médiée par les lymphocytes T (thymus), impliqués dans 

l’immunité à médiation cellulaire, ou B (bone marrow derived), impliqués dans l’immunité 
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humorale. Les lymphocytes T et B reconnaissent les antigènes du non soi et induisent des 

réponses pour éliminer les agents pathogènes spécifiques ou pour inhiber l'expression des 

cellules exprimant des antigènes du non soi (317). Les lymphocytes T auxiliaires (ou helper) 

ont la capacité d’activer d’autres cellules immunitaires et d’augmenter la phagocytose des 

macrophages. En réponse aux cytokines, les lymphocytes T auxiliaires peuvent développer 

un profil pro-inflammatoire (Th1) ou anti-inflammatoire (Th2). Les cellules Th1 sécrètent les 

cytokines TGF-b et IFN-g qui induit les macrophages pro-inflammatoires M1. Les cellules 

Th2 sécrètent quant à elles IL-4, IL-5 et IL-10 (317). De plus, les lymphocytes T auxiliaires 

producteurs d’IL-17 sécrètent IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 et TNF-a qui sont hautement 

impliqués dans l’inflammation et le développement de la fibrose hépatique (318,319). La 

libération de cytokines par les cellules immunes activées augmente le stade inflammatoire 

du foie et favorise l’apparition de la fibrose (299,303). 

3.2.3.3 La mort cellulaire en réponse au stress hépatique 

La mort cellulaire peut être classifiée selon une mort non-inflammatoire, l’apoptose, 

ou une mort inflammatoire, la nécrose, la pyroptose, la nécroptose. La réponse immunitaire 

induite par les signaux libérés dépend de la nature de la mort cellulaire. L’apoptose maintient 

l’intégrité de la membrane et de ce fait n’induit pas de réponse immunitaire. Les cellules 

apoptotiques relâchent des molécules inhibitrices du recrutement et de l’activation des 

neutrophiles. En revanche, pendant la nécrose, des DAMPs sont relâchées activant 

l’inflammasome (309). La nécrose produit également des signaux inflammatoires en 

modifiant les composants de la MEC. De plus, la nécrose peut résulter d’une mort cellulaire 

programmée incluant la pyroptose et la nécroptose. La pyroptose est initiée par l’activation 

de la caspase-1 médiée par l’inflammasome qui résulte en la mort des cellules lytiques et la 

production d’interleukine incluant l’IL-1 et l’IL-18 (320). La nécroptose est activée par des 

signaux de mort cellulaire extérieurs tels que TNF, le récepteur de l’interféron et certaines 

voies des TLRs (321). L’activation de la nécroptose par ces signaux induit l’inhibition de la 

caspase-8 qui promeut l’apoptose (303).  

3.2.4 La fibrose hépatique 

La fibrose est souvent considérée comme un mécanisme néfaste aggravant la 

pathologie. Cependant, la fibrose est une étape normale du processus de guérison. La 

fibrose est caractérisée par une accumulation de protéines de la MEC le plus souvent induite 

par l’inflammation. Les caractéristiques de la fibrose sont spécifiques à chaque pathologie. 
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Ainsi, la fibrose associée à la NASH se localise au niveau péricellulaire et périsinusoïdale 

dans les zones centrilobulaires, alors que la fibrose des pathologies virales et autoimmunes 

se localise plutôt au niveau periportal (303). 

Il existe un équilibre entre la quantité de MEC formée et la quantité dégradée. En 

condition physiologique, ce processus dynamique permet ainsi de garder une même 

quantité de MEC. Au niveau cellulaire, les cellules les plus impliquées dans le 

développement de la fibrose hépatique sont les CSH, constituants majeurs de la MEC dans 

un foie sain ou malade. Les CSH, des cellules non-parenchymales résidentes, se localisent 

dans l’espace de Disse, un lieu propice à la communication intercellulaire et notamment 

avec les hépatocytes, les cellules endothéliales et les cellules de Kupffer. Lorsque les CSH 

sont dans un état de quiescence, elles stockent des lipides et notamment une grande 

quantité de vitamine A sous forme de rétinol. L’activation des CSH induit leur transformation 

en myofibroblates profibrogéniques. Ces derniers jouent un rôle dans la régulation de la 

formation et la dégradation de la MEC et ont également des propriétés contractiles. Les 

myofibroblastes impliqués dans ce processus peuvent aussi être dérivés de fibroblastes 

portaux, de cellules recrutées de la moelle osseuse et de cellules épithéliales qui transitent 

en cellules mésenchymales incluant les hépatocytes et les cholangiocytes (299,303). 

L’activation des CSH comprend une étape d’initiation suivie d’une étape de 

perpétuation (Figure 10). En contexte de dommages hépatiques, les hépatocytes stressés 

et endommagés ainsi que les macrophages activés, les cellules de Kupffer et les plaquettes 

libèrent des signaux responsables de l’activation des CSH. Ces signaux peuvent être des 

cytokines fibrogéniques, la fibronectine, PDGF (platelet-derived growth factor), les espèces 

réactives à l’oxygène et les corps apoptotiques (227). L’état de perpétuation suit l’activation 

et se caractérise par une accumulation de MEC et la formation de tissu cicatriciel. La phase 

de perpétuation est accompagnée de réponses fonctionnelles incluant la prolifération, la 

fibrogénèse, la chimiotaxie, la contractilité, la dégradation de la matrice, la perte de rétinoïde 

et l’expression de cytokines. Dans cette phase, les CSH prolifèrent rapidement en réponse 

à des médiateurs incluant PDGF, TNFa, VEGF, la thrombine et EGF (epidermal growth 

factor) (227,322,323). La fibrogenèse est caractérisée par une accumulation de MEC 

supérieure à la dégradation. La production de MEC est induite par des cytokines 

profibrogéniques incluant TGFb1 et CTGF (connective tissue growth factor). La chimiotaxie 

est un mécanisme permettant au CSH de migrer vers les chimiokines au site de dommage 

(324). L’activation des CSH induit le remodelage tissulaire avec l’augmentation du nombre 
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de CSH contractiles avec pour conséquence une potentielle résistance sinusoïdale 

observée dans les cas de NASH (325). Les CSH activées expriment des TIMPs (tissue 

inhibitors of metalloproteinases) qui régulent les MMPs (matrix metallopeptidases), les 

enzymes majoritaires impliquées dans la dégradation de la MEC (326,327). Les CSH ont 

un rôle important dans l’infiltration de cellules immunitaires et expriment des chimiokines qui 

recrutent les neutrophiles, les macrophages, les cellules T NK, les cellules dendritiques et 

les cellules T (303). 

 

 

Figure 10: Voies d’activation des cellules hépatiques stellaires. Adapté de (303). 
L'initiation est provoquée par des stimuli solubles qui incluent des signaux de stress oxydant, des corps 
apoptotiques, des lipopolysaccharides et des stimuli de cytokines provenant de cellules voisines. La perpétuation 
est caractérisée par des changements phénotypiques spécifiques, notamment la prolifération, la contractilité, la 
fibrogénèse, la dégradation de la matrice modifiée, la chimiotaxie et la signalisation des cytokines. CTGF: facteur 
de croissance du tissu conjonctif; ET: endothéline; FGF: facteur de croissance des fibroblastes; LPS: 
lipopolysaccharide; MMP: métalloprotéinase matricielle; MT-1: membrane de type 1, NK: tueur naturel, NO: 
oxyde nitreux; PDGF: facteur de croissance dérivé des plaquettes; TIMP: inhibiteur tissulaire des 
métalloprotéases; TGF: facteur de croissance transformant; TLR: récepteur de type Toll; TRAIL: ligand induisant 
l'apoptose lié au facteur de nécrose tumorale; VEGF: facteur de croissance endothélial vasculaire. 
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3.3 Le diagnostic et le traitement de la NAFLD 

La NAFLD est le plus souvent suspectée lorsque les patients présentent plusieurs 

comorbidités. La NASH quant à elle est diagnostiquée lorsque les aminotransférases 

sanguines, alanine aminotransférase (ALT) et aspartate aminotransférase (AST), sont 

élevées ou qu’une imagerie accidentelle la détecte. Le diagnostic de la NAFLD et des 

différents stades repose principalement sur des analyses d’imageries ou histologiques 

(328–330). Les méthodes d’imagerie comprennent les ultrasons, la tomodensitométrie, ou 

l’imagerie à résonance magnétique (IRM). Ce sont des méthodes non-invasives et 

relativement fiables. Les ultrasons et la tomodensitométrie ont une sensibilité et une fiabilité 

comparable qui détecte la stéatose lorsqu’elle est répartie sur 20% ou plus de la masse du 

foie (331). En revanche, l’IRM permet de détecter une stéatose qui touche seulement 5% 

du foie mais est cependant une méthode beaucoup plus couteuse (332,333). Le diagnostic 

de la NAFLD repose uniquement sur la détection d’une accumulation anormale de lipides 

dans le foie. Le diagnostic précis de la NASH et de son stade, caractérisée par la stéatose, 

les hépatocytes endommagés, une inflammation, et avec différents degrés de fibrose, 

demande quant à lui une biopsie hépatique et des analyses histologiques (222,334).  

Il n’existe actuellement aucuns marqueurs exclusifs à la NAFLD/NASH ce qui rend 

son diagnostic difficile. Le marqueur le plus utilisé pour identifier les patients atteints de 

NASH est l’ALT mais il possède une faible sensibilité, inférieure à 50% (335). De 

nombreuses études sont en cours de réalisation pour étudier le potentiel de nouveaux 

biomarqueurs et méthodes d’imagerie pour être utilisés dans le diagnostic de la NASH sans 

avoir à réaliser de biopsie (336). Les techniques cliniques utilisées incluant le score 

fibrotique et les techniques d’élastographie sont performantes pour identifier les fibroses 

avancées. Cependant, la majorité des patients atteints de NAFLD incluant les patients 

possédant des cirrhoses précoces sont souvent asymptomatiques et ont des analyses 

sanguines normales. Ainsi, ces patients peuvent progresser vers une cirrhose sans être 

diagnostiqués (328,337). Il existe donc un réel besoin pour le diagnostic et le traitement de 

la NAFLD/NASH (222,229).  

 

 



 

39 

3.4 La relation entre la NAFLD et l’athérosclérose 

Les MCV sont les premières causes de décès chez les patients atteints de 

NAFLD/NASH (338–340). Des études ont montré que les patients souffrants d’une NASH 

avec un stade de fibrose avancée sont à plus grand risque de développer de 

l’athérosclérose que les patients atteints d’une stéatose simple (341,342). La NAFLD/NASH 

possède une forte corrélation avec l’athérosclérose et l’hypertension (343,344). La NAFLD 

est notamment associée à l’épaisseur de l’intima-media carotidienne, un indice utilisé en 

clinique pour évaluer l’athérosclérose et sa progression, et de la plaque carotidienne (345–

347). 

La NAFLD et l’athérosclérose sont toutes deux des pathologies multifactorielles qui 

coïncident souvent ensemble et avec des caractéristiques du syndrome métabolique 

incluant la résistance à l’insuline, la dyslipidémie et l’hypertension (Figure 11) (348). Ainsi, 

il est difficile d’évaluer la contribution de la NAFLD dans l’athérosclérose. Les mécanismes 

impliqués dans cette relation ne sont pas totalement connus. Cependant, plusieurs facteurs 

de la NAFLD sont suggérés contribuer dans l’athérosclérose. Parmi ceux-ci, il y a 

l'augmentation de la lipolyse et de la sécrétion de VLDL (242,349), le profil des lipoprotéines 

athérogènes, c'est-à-dire l'augmentation des petites fractions LDL denses et la réduction 

des fractions HDL (345,350), l'hyperglycémie due à la surproduction hépatique de glucose, 

et la libération accrue de facteurs inflammatoires tels que le fibrinogène et la protéine C 

réactive (CRP) (349,350).  

La dyslipidémie associée à la NAFLD est pro-athérogéne et se caractérisée par une 

augmentation plasmatique des VLDL et des TG et une diminution du cholestérol HDL. Les 

lipoprotéines jouent un rôle important dans les mécanismes impliqués dans la dyslipidémie 

associée à la NAFLD. Une étude a montré que l’ApoB jouent également un rôle dans 

l’association entre la NAFLD et l’athérosclérose (351). Les niveaux élevés de LDL, des 

lipoprotéines contenant de l’ApoB, sont fortement associés aux MCV et à l’athérosclérose. 

De plus, les particules LDL en excès sont oxydées dans les parois des vaisseaux sanguins 

et attirent les macrophages qui par la suite se transforment en cellules spumeuses, donnant 

ainsi naissance aux plaques d’athéromes (352,353). En réponse au stress en contexte de 

NAFLD, le foie sécrète des molécules pro-inflammatoires et des facteurs pro-coagulants 

incluant IL-6, TNFa, NF-kB, MCP-1, fibrinogène, et PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-

1) qui peuvent avoir un impact sur les risques cardiovasculaires (354). En effet, 

l’augmentation de CRP promeut l’inflammation et l’expression de PAI-1 et des molécules 
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d’adhésion des cellules endothéliales résultant en l’accélération de l’athérosclérose par 

l’inhibition de la formation d’oxyde nitrique et l’augmentation de l’assimilation de LDL dans 

les macrophages (355). Des études humaines ont montré que les facteurs pro-coagulants 

sont plus élevés chez les individus avec une NASH qu’avec une stéatose simple. Cette 

relation semble être indépendante de l’obésité et d’autres anormalités métaboliques (354). 

Finalement, la résistance à l’insuline est associée à la NAFLD mais aussi à l’athérosclérose. 

L’hypertriglycéridémie réduit la libération d’oxyde nitrique, augmente l’expression de 

molécules d’adhésion des cellules vasculaires et stimule l’absorption de particules LDL 

oxydées par les macrophages (356). Des études sont encore nécessaires pour éclaircir les 

mécanismes liant la NAFLD à l’athérosclérose. 

 

 

Figure 11: Lien entre la résistance à l’insuline, la dyslipidémie métabolique et l’athérosclérose. 
Adapté de (357). 
La résistance à l'insuline est associée à une augmentation du flux d'acides gras libres (AGL) qui contribue à 
l'augmentation de la production de triglycérides (TG) qui, à son tour, stimule l'assemblage et la sécrétion de 
VLDL dans les hépatocytes. L'accumulation de graisse dans le foie est associée au stress oxydatif et à la 
peroxydation lipidique. De plus, les sujets atteints de NAFLD ont une sécrétion accrue de marqueurs 
inflammatoires, de glucose plasmatique et une diminution de la concentration de HDL. La conséquence de ce 
dysfonctionnement physiologique est un risque accru de développer un diabète et une athérosclérose et un 
risque accru de maladie coronarienne. 
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4 Les hépatokines 

4.1 Qu’est-ce qu’une hépatokine? 

Le foie est un organe sécrétoire qui participe à la communication inter-tissus. En 

effet, il a été montré que les tissus communiquent entre eux par l’intermédiaire de facteurs, 

nommés organokines (358), qu’ils sécrètent avec des actions autocrine, paracrine et/ou 

endocrine. Le foie est un organe volumineux, très vascularisé permettant la distribution des 

facteurs sécrétés aux tissus périphériques. Les hépatocytes et les cellules non-

parenchymales sécrètent les facteurs dans les sinusoïdes du foie qui vont circuler de la 

veine centrale à la veine cave inférieure et éventuellement jusqu’au cœur pour être 

redistribués aux tissus périphériques (277).  

La sécrétion des protéines peut se diviser en deux groupes : la voie classique et la 

voie non classique. La voie classique implique le transport des protéines nouvellement 

synthétisées via des organelles de la machinerie sécrétoire tels que le RE, l’appareil de 

Golgi, jusqu’à la membrane plasmatique grâce à des vésicules ou granules. Les protéines 

transmembranaires sont acheminées jusqu’à la membrane et les protéines solubles jusque 

dans l’espace extracellulaire. Les protéines sécrétées par cette voie possède un peptide 

signal à leur extrémité N-terminale et des modifications post-traductionnelles qui sont 

achevées dans le RE et le golgi (359). La voie de sécrétion non classique concerne les 

protéines qui ne possèdent pas de peptide signal en N-terminale. Ces protéines sont alors 

transportées par l’intermédiaire de vésicules extracellulaires (360,361). Les hépatokines 

peuvent avoir un impact sur le foie lui-même, une action autocrine, ou sur les tissus 

périphériques plus ou moins éloignés, une action endocrine/paracrine. 

4.2 Les hépatokines, la NAFLD et l’obésité 

Des études ont montré que la NAFLD altère la sécrétion des hépatokines et ainsi la 

communication entre les tissus impactant le métabolisme, induisant de l’inflammation et de 

la résistance à l’insuline. En effet, plusieurs hépatokines identifiées ont été associées au 

métabolisme du glucose, à la résistance à l’insuline, au diabète de type 2 et à l’inflammation 

(221,277,358). Ces hépatokines seront décrites dans la section suivante (Figure 12, 

Tableau 1).  
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Figure 12: Stéatose hépatique, sécrétion d’hépatokines et dérégulation métabolique. Adapté 
de (221). 
Le sécrétome des hépatocytes subit des changements marqués en réponse à la stéatose hépatique. 
L'augmentation des niveaux intrahépatiques de triglycérides induit des changements dans la transcription des 
hépatokines et leur repliement dans le réticulum endoplasmique (ER), entraînant une augmentation de la 
sécrétion de certaines hépatokines pendant la stéatose (↑) et une diminution de la sécrétion d'autres hépatokines 
(↓). Les hépatokines sont sécrétées et agissent de manière autocrine et paracrine pour signaler aux hépatocytes, 
et de manière systémique par leur transport vers des tissus cibles éloignés, y compris le muscle squelettique, le 
tissu adipeux, les vaisseaux sanguins et le pancréas. Les effets métaboliques d'une augmentation et d'une 
diminution des concentrations d'hépatokines spécifiques conduisent au développement d'une résistance à 
l'insuline, d'une intolérance au glucose, d'une accumulation de lipides ectopiques, d'une inflammation et d'une 
altération de la sécrétion d'insuline. 

 

Activin E est un membre de la famille du TGFb et est encodé par le gène inhibin bE 

(362). Activin E est augmentée dans le foie et dans le sérum en contexte d’obésité (363) et 

de NAFLD (364) chez l’humain. La surexpression d’Activin E chez des souris nourries avec 

une diète riche en gras réduit l’accumulation de gras et améliore la tolérance au glucose en 

comparaison à des souris sauvages. De plus, la surexpression d’Activin E augmente 

l’expression de protéines thermogéniques dans le TA et la température corporelle est plus 
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élevée suggérant une augmentation de la respiration découplée. D’autre part, les souris 

déficientes pour Activin E ne maintiennent pas leur température corporelle lorsqu’elles sont 

exposées au froid (365). L’administration d’Activin E recombinante chez des souris 

déficiente pour Activin E à induit une stéatose hépatique suggérant un rôle potentiel dans la 

régulation du métabolisme lipidique (366). Le schéma d’expression d’Activin E en contexte 

d’obésité semble paradoxal puisque d’un côté les niveaux plasmatiques sont augmentés 

chez les individus obèses et d’un autre côté les souris surexprimant Activin E sont protégées 

contre la prise de poids. D’autres études sont nécessaires pour identifier les mécanismes 

par lesquels Activin E induit la respiration découplée et pourquoi ces mécanismes ne 

protègent pas les individus obèses contre la prise de poids (221,358). 

L’hépatokine adropin est encodé par le gène ENHO. Son expression est réduite en 

réponse à une présence accrue de lipides. Les niveaux d’adropin dans le sérum sont plus 

faible chez les humains souffrant d’obésité (367) et de diabète de type 2 (368). Chez la 

souris, l’expression de ENHO est réduite avec l’apparition de la NAFLD induite par une diète 

riche en gras (369). La déficience en adropin chez la souris exacerbe la stéatose hépatique 

avec une altération de la tolérance au glucose et de la sensibilité à l’insuline (369) et 

également l’augmentation de l’oxydation des AG hépatiques et systémiques (370). À 

l’inverse, les souris qui surexpriment adropin développent une stéatose hépatique plus 

modérée en réponse à la diète riche en gras, ainsi qu’une sensibilité à l’insuline et une 

tolérance au glucose améliorée et une oxydation des AG réduite (371). Des études ont 

montré que l’injection intra-péritonéale aigue d’adropin augmente la signalisation de 

l’insuline via la phosphorylation d’AKT et d’AS160 résultant en une meilleure translocation 

de GLUT4 au sarcolemme dans le muscle squelettique (372). Chez un modèle murin 

d’obésité et de résistante à l’insuline induit par une diète, l’injection d’adropin recombinante 

améliore l’homéostasie du glucose et est associée à une diminution de l’expression de 

gènes associés à la lipogénèse tels que Scd1 (sterol Co-A desaturase 1) et Fas (fatty acid 

synthase) dans le foie et le TA (373). D’autres groupes ont montré que l’adropin augmente 

l’assimilation et l’oxydation du glucose par l’activation de la pyruvate deshydrogénase, 

l’enzyme limitante pour le transport du pyruvate mitochondrial et est associé à une 

diminution de la régulation de l’activité de CPT1 et d’autres protéines impliquées dans le 

métabolisme des lipides dont CD36 (372). Une expression et sécrétion élevée d’adropin 

semble améliorer la sensibilité à l’insuline et le métabolisme des glucides et des lipides tout 

en supprimant la stéatose hépatique. Ces données suggèrent que l’augmentation des 
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niveaux d’adropin dans le foie et le plasma de patients obèses pourrait être une approche 

thérapeutique pour la NAFLD et la résistance à l’insuline (221,358). 

ANGPTL4 (Angiopoietin-like 4) est sécrétée par le foie et le TA, et joue un rôle dans 

la régulation du métabolisme des lipides (374). Des études ont montré qu’ANGPTL4 

augmente la lipolyse des adipocytes via un processus qui est dépendant de son domaine 

de type fibrinogène C-terminal (375) et supprime l’activité de la LPL via son domaine super-

hélice N-terminal (376). Les niveaux d’AG libres et de TG plasmatiques sont alors 

augmentés et associés à une accumulation de gras ectopique dans le foie et le muscle 

squelettique (377). Les souris qui surexpriment Angptl4 développent une dyslipidémie (378). 

Cependant, bien que les souris qui surexpriment ANGPTL4 ont une stéatose hépatique 

sévère, elles montrent une amélioration de la sensibilité à l’insuline hépatique et systémique. 

À l’inverse, les souris déficientes pour Angptl4 montrent des niveaux faibles de TG 

plasmatiques à jeun et une augmentation de la clairance des VLDL (379,380). Les AG libres 

régulent positivement l’expression d’Angptl4 par l’intermédiaire de l’activation de PPARa 

dans le foie et PPARg dans le TA (381). Ces données suggèrent que l’excès de lipides induit 

l’expression d’Angptl4 et que les hauts niveaux circulants d’ANGPTL4 induisent la 

dyslipidémie. ANGPTL4 augmente l’inhibition de la gluconéogenèse médiée par l’insuline 

et diminue la production du glucose hépatique dans les hépatocytes primaires. Chez les 

humains, les niveaux d’ANGPTL4 corrèlent positivement avec la sensibilité à l’insuline 

(382). La réduction d’ANGPTL4 circulant par une délétion génétique chez la souris réduit 

les lipides sanguins, l’accumulation de lipides ectopiques dans le foie et le muscle, 

augmente la signalisation de l’insuline et améliore le contrôle glycémique. La thérapie avec 

des anticorps anti-ANGPTL4 chez des souris obèses et diabétiques restaure le phénotype 

métabolique favorable (383). Des études supplémentaires sont requises pour comprendre 

les différents effets d’ANGPTL4 sur l’action de l’insuline et étudier un potentiel rôle 

thérapeutique dans la dyslipidémie et du contrôle de la glycémie (221,358). 

DPP4 (Dipeptidyl peptidase-4) est une sérine protéase ubiquitaire sécrétée par le 

foie. DPP4 circulante inactive les hormones incrétines GLP-1 (glucagon like peptide-1), le 

peptide inhibiteur gastrique (gastric inhibitory peptide ; GIP) et le peptide YY (PYY) (384). 

Les incrétines sont d’importants régulateurs de l’homéostasie du glucose dans tout le corps 

et jouent un rôle dans le contrôle de l’appétit et augmentent le temps de transit des aliments 

dans l’intestin. Par exemple, GLP-1 et GIP promeuvent la sécrétion de l’insuline et 

suppriment la sécrétion du glucagon résultant en la captation périphérique du glucose et la 
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réduction de la sortie du glucose hépatique (384). Chez l’Homme, les individus souffrants 

de NAFLD et de résistance à l’insuline possèdent des niveaux circulants élevés de DPP4 

ainsi que de faibles niveaux sanguins de GLP-1 et de GIP (385,386). La surexpression foie-

spécifique de DPP4 chez des souris nourries avec une diète riche en gras altère la tolérance 

au glucose. Encore une fois, ces observations sont associées à une diminution des niveaux 

circulant de GLP-1 (385). Le traitement d’hépatocytes primaires, d’adipocytes et de 

myotubes squelettiques avec DPP4 recombinante altère la sensibilité à l’insuline (384,387). 

Ces données suggèrent un effet direct de DPP4 sur le métabolisme des tissus 

périphériques. De plus, DPP4 induit la NAFLD principalement en augmentant la captation 

d’AG et leur stockage dans les hépatocytes (384). Des études ont montré que la délétion 

génétique (388) ou l’administration orale d’inhibiteur de DPP4 incluant vildagliptin (389) ou 

sitagliptin (390), améliore la stéatose hépatique et la tolérance au glucose suggérant l’action 

systémique et autocrine/paracrine de DPP4 (221,358). Son récepteur reste encore à être 

identifié. 

Ectodysplasin A est une hépatokine associée à l’obésité et à la résistance à l’insuline 

(391). En effet, les niveaux d’ectodysplasin A sanguins et hépatiques sont augmentés dans 

des modèles murins d’obésité induite par une diète riche en gras ou des modèles 

génétiques. De plus, l’ARNm d’ectodysplasin A hépatique est augmenté chez les humains 

souffrant de NAFLD. Cette augmentation d’expression est associée à une réduction de 

l’action de l’insuline dans tout le corps. D’autre part, le traitement de cellules de muscle 

squelettique C2C12 ou l’injection d’ectodysplasine A chez la souris induisent une résistance 

à l'insuline musculaire associé à l’activation de JNK (391). Ces effets sont inversés lorsque 

ectodysplasin A est inactivé chez la souris mais sans effet sur l’action de l’insuline hépatique 

ou d’autres paramètres de l’homéostasie énergétique. Il existe donc une communication 

directe entre le foie et le muscle. Des études complémentaires sont nécessaires pour 

déterminer le rôle d’ectodysplasin A sur le métabolisme des lipides et confirmer la pertinence 

de cette protéine dans la NAFLD et le diabète de type 2 (221,391). 

Fetuin A est une glycoprotéine sécrétée par le foie encodée par le gène ASHG. 

Fetuin A est positivement associée aux TG circulants, à la sévérité de la NAFLD et à la 

résistance à l’insuline chez les rongeurs et les humains (73,392). Le surplus de lipides induit 

le stress du RE qui active ERK1/2 (extracellular signal-reducted kinases) et JNK induisant 

la production de fetuin A (393). L’expression et la sécrétion hépatique de fetuin A sont 

régulées par FBXW7 (F-box and WD repeat-domain 7), une ubiquitine protéine ligase qui 
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dégrade fetuin A (394). Chez la souris et l’humain, FBXW7 est réprimé avec en parallèle 

des niveaux augmentés de fetuin A. Fetuin A induit la résistance à l’insuline selon plusieurs 

mécanismes (394). Par exemple, fetuin A inhibe l’activité de la tyrosine kinase du récepteur 

de l’insuline réduisant l’autophosphorylation et altérant la signalisation de l’insuline (395). 

D’autre part, fetuin A agit comme un ligand endogène de TLR4 avec l’activation de la 

signalisation de TLR4 par les AG libres saturés et l’induction de la résistance à l’insuline 

(396). L’interaction entre fetuin A et les AG libres prédit la résistance à l’insuline chez 

l’Homme (397). Dans le pancréas, fetuin A agit sur les cellules b avec une altération de la 

détection du glucose et donc une altération de la sécrétion d’insuline en réponse à 

l’inflammation et à l’accumulation de lipides lipotoxiques (398,399). La délétion totale de 

fetuin A chez la souris montre une amélioration de la sensibilité à l’insuline et une résistance 

à l’obésité induite par la diète. Ces données suggèrent un potentiel rôle thérapeutique 

d’antagonistes de fetuin A (400). 

Fetuin B est encodé par le gène FETUB et est homologue à fetuin A à 22%. Fetuin 

B est augmenté chez les patients atteints de NAFLD (401,402), de diabète de type 2 (402), 

de diabète gestationel (403) et corrèle positivement avec la résistance à l’insuline (404). 

L’administration de fetuin B à des myotubes et des hépatocytes induit la résistance à 

l’insuline. En revanche, l’injection de fetuin B chez des souris cause une intolérance au 

glucose globale mais pas de résistance à l’insuline, des résultats corroborés chez l’Homme 

(402,405). Ces données suggèrent un effet de fetuin B sur la capacité du glucose à gérer 

ses propres réserves indépendamment de l’insuline. De plus, des études montrent une 

altération par fetuin B de la première phase de la sécrétion de l’insuline stimulée par le 

glucose indiquant un rôle dans la fonction des cellules b (404). La suppression de la protéine 

fetuin B dans le foie par des ARN en épingle à cheveux (shARN) et la réduction de la 

sécrétion de fetuin B améliorent le contrôle glycémique chez des souris obèses résistantes 

à l’insuline. Ces données suggèrent un rôle de fetuin B dans la résistance à l’insuline induite 

par la NAFLD (402). 

FGF21 (Fibroblast Growth Factor 21) régule le métabolisme systémique des lipides 

en réponse à la nourriture, aux maladies, à l’exercice physique et à l’exposition au froid 

(406). L’expression de FGF21 est augmentée par l’activation de PPARa (407). Les niveaux 

de FGF21 sont élevés chez les individus atteints de NAFLD (408). FGF21 réduit la lipolyse 

du TA, augmente l’oxydation des AG, diminue les lipides hépatiques tels que les DAG, 

améliore la sensibilité à l’insuline et le contrôle glycémique. D’autre part, FGF21 réduit la 
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sécrétion hépatique de VLDL et accélère la disposition des VLDL dans le TA blanc et brun 

par l’intermédiaire d’une régulation augmentée de CD36 et LPL (409). La délétion de Fgf21 

chez la souris, de son récepteur FGFR-1c, ou du co-récepteur b-klotho, résulte en une plus 

grande adiposité, une stéatose hépatique, une résistance à l’insuline hépatique, une 

augmentation de la production de glucose dans le foie et une hyperglycémie (410). FGF21 

promeut également la fonction des cellules b-pancréatiques et la sécrétion d’insuline (411). 

FGF21 est devenu un candidat thérapeutique potentiel pour le traitement du diabète de type 

2 et du syndrome métabolique malgré que les tests cliniques chez l’Homme aient échoué à 

réduire le glucose sanguin (412). 

Follistatin est un membre de la famille des TGFb. Dans un premier temps, cette 

hépatokine a été identifiée pour son effet inhibiteur sur les follicules stimulant la production 

d’hormones dans la glande pituitaire (413). Par la suite, follistatin a été associée à la 

suppression de myostatine pour soutenir la croissance du muscle squelettique (100). 

Follistatin est augmenté chez les patients atteints de NAFLD ou de diabète de type 2 par 

l’intermédiaire de l’activation transcriptionelle médiée par FOXO1 (414,415). D’autre part, 

les niveaux circulants de follistatin sont réduits par la perte de poids suivant la chirurgie 

bariatrique accompagné d’une amélioration de la sensibilité à l’insuline et du contrôle 

glycémique (415). Le lien direct entre les niveaux de follistatin et l’amélioration du contrôle 

glycémique n’est pas démontré. En revanche, follistatin promeut l’expression de cytokines 

pro-inflammatoires telles qu’IL-1b, impliqué dans la progression de la fibrose et le 

développement de la résistance à l’insuline dans le TA et le muscle squelettique (416–418). 

La surexpression de follistatin dans des hépatocytes ou chez la souris altère la signalisation 

dans le TAB, la suppression de la production du glucose médiée par l’insuline et la tolérance 

au glucose globale. La déficience en follistatin quant à elle améliore la sensibilité à l’insuline. 

Ces données montrent que follistatin est augmentée en contexte de NAFLD et avec la 

capacité de promouvoir l’inflammation, la résistance à l’insuline et l’intolérance au glucose 

(221,415). 

HFREP1 (Hepatocyte-derived fibrinogen-related protein 1), ou hepassocin ou 

protéine de type fibrinogène-1, est sécrétée par les hépatocytes et est connue pour 

promouvoir la croissance et la prolifération cellulaire (129). HFREP1 est élevée chez les 

individus atteints de NAFLD et NASH, et ces niveaux plasmatiques corrèlent positivement 

avec les niveaux de glucose sanguin et la résistance à l’insuline (419,420). L’expression 

hépatique de HFREP1 est augmentée chez les souris développant une NAFLD induite par 
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une diète riche en gras, suggérant un rôle des lipides circulants sur l’expression de HFREP1. 

De plus, le palmitate augmente de façon dose dépendante l’expression de HFREP1. 

L’expression de HFREP1 dépendante des lipides est médiée par le stress du RE et 

l’activation de P38 et CEBPb (421). Le blocage pharmacologique de cette voie inhibe 

l’expression de HFREP1 et restaure partiellement l’action de l’insuline. HFREP1 promeut la 

lipogénèse via l’activation d’ERK1/2 indiquant un mécanisme de rétroaction avec la NAFLD 

(419). D’autre part, HFREP1 cause la résistance à l’insuline dans des cellules musculaires 

C2C12 qui est médiée par une diminution de la phosphorylation d’AMPK et une 

augmentation de l’activation de JNK dépendant du récepteur du facteur de croissance 

épidermal et de la phosphorylation de FOXO1 (419,421). L’administration de HFREP1 

recombinante ou la surexpression de HFREP1 induit de la résistance à l’insuline dans le 

foie et le muscle squelettique. En revanche, la délétion de HFREP1 dans le foie protège 

contre la résistance à l’insuline induite par la diète (419,422). La réduction des niveaux de 

HFREP1 pourrait être une stratégie pour améliorer la résistance à l’insuline (277,358). 

HMGB1 (High mobility group box 1 protein) a été découverte dans un premier temps 

comme une protéine qui se lie aux nucléosomes pour stabiliser la structure de l’ADN (acide 

désoxyribonucléique) et moduler la transcription (423). Plus récemment, HMGB1 a été 

identifié comme une protéine sécrétée par les hépatocytes (424). L’expression et la 

sécrétion de HMGB1 sont augmentées en contexte de NAFLD en réponse à l’augmentation 

de la quantité d’AG libres (424). HMGB1 sécrétée initie la signalisation de TLR4 avec 

activation de NF-kB induisant l’inflammation dans les hépatocytes. Ainsi, la signalisation 

entre HMGB1 et TLR4 pourrait contribuer à la résistance à l’insuline dans la NAFLD (425). 

Chez le rat, bloquer HMGB1 résulte en une diminution des effets lipotoxiques dans les 

hépatocytes et protège contre la progression de la NAFLD. Les études chez l’Homme ne 

montrent pas d’association entre les niveaux de HMGB1 et la sévérité histologique de la 

NAFLD (424,426). 

Inhibin bE est un membre de la famille TGFb. Chez les rongeurs et chez l’Homme, 

inhibin bE est positivement associée avec l’IMC et la résistance à l’insuline (427,428). La 

délétion d’inhibin bE dans le foie de souris obèses db/db atténue le gain de masse 

graisseuse avec une meilleure oxydation du gras dans tout le corps (427). En revanche, 

aucun phénotype métabolique n’a été observé chez les souris déficiente en inhibin bE (429). 

Des travaux additionnels sont nécessaires pour déterminer si Inhibin bE augmente 
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réellement l’oxydation du gras et si inhiber l’action d’inhibin bE peut avoir un potentiel 

thérapeutique dans la NAFLD et l’obésité (277). 

LECT2 (Leukocyte cell-derived chemotaxin 2) est une protéine de 16kDa initialement 

décrite comme une molécule chimiotactique pour attirer les neutrophiles (430). Chez 

l’humain, l’expression de LECT2 est positivement corrélée avec le poids et la résistance à 

l’insuline (431,432). La délétion totale de LECT2 chez la souris augmente la phosphorylation 

d’AKT stimulée par l’insuline dans le muscle squelettique (64,431). D’autre part, 

l’administration de protéine recombinante LECT2 active JNK et inhibe la signalisation à 

l’insuline via une augmentation de la phosphorylation de la sérine 307 d’IRS1 (64,431). De 

manière intéressante, l’inhibition de DPP4 par des agents pharmacologiques améliore le 

métabolisme du glucose chez la souris, avec en parallèle une réduction de la quantité de 

LECT2 hépatique et ce, via l’activation d’AMPK (AMP-activated protein kinase) et la 

suppression de l’activité de JNK (433). Il est possible que DPP4 régule l’expression de 

LECT2 indiquant probablement une communication entre les hépatokines dans un contexte 

de NAFLD (277,431).  

PEDF (Pigment epithelium-derived factor) est une sérine protéase non-inhibitrice. 

PEDF a d’abord été identifiée comme une protéine sécrétée par les cellules épithéliales de 

la rétine. PEDF est également hautement exprimée et sécrétée par le foie et le TA (434). 

L’expression de PEDF dans le foie et ses niveaux circulants sont augmentés chez les 

individus obèses présentant une résistance à l’insuline et une NAFLD. La tendance est 

inversée lorsque les individus perdent du poids (435,436). Chez les souris, PEDF est 

impliquée dans le développement de la résistance à l’insuline et de l’intolérance au glucose. 

En effet, PEDF augmente l’activité de JNK et ERK1/2 dans le muscle squelettique et le foie, 

ainsi que l’activité de NF-kB dans les adipocytes avec pour conséquence une réduction de 

la signalisation de l’insuline (437,438). L’administration de PEDF recombinante ou la 

surexpression de Pedf dans le TA des souris augmente la lipolyse du TA par l’intermédiaire 

de son interaction avec ATGL (adipose triglycerides lipase), l’enzyme limitante pour 

l’hydrolyse intracellulaire des TG. Ces effets sont accompagnés d’une augmentation de 

l’accumulation de céramides et de DAG dans le foie et le muscle (437–439). Ces résultats 

sont inversés lorsque PEDF est neutralisée avec des anticorps monoclonaux. Les niveaux 

circulants de PEDF corrèlent avec la stéatose hépatique et la résistance à l’insuline. Chez 

la souris, la surexpression foie-spécifique de Pedf inverse l’accumulation de lipides 

hépatiques suggérant une lipolyse intrahépatique plus importante et une évolution plus 
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faible vers la NASH plus faible (440–442). Ces données suggèrent que la production de 

PEDF en réponse à la NAFLD est destinée à une action dans les tissus périphériques dans 

lesquels PEDF promeut la résistance à l’insuline et la dyslipidémie, plutôt que dans le foie 

(277). 

RBP4 (Retinol binding protein 4) est une protéine sécrétée par le foie et le TA qui 

transporte la vitamine A sous la forme de rétinol (443). Chez l’humain, les niveaux circulants 

de RBP4 sont élevés en contexte de NAFLD, de résistance à l’insuline et de diabète de type 

2. D’autre part, la quantité de RBP4 dans le sang diminue en réponse à la perte de poids 

induite par un régime alimentaire, à la chirurgie bariatrique et à l’exercice (444–449). La 

surexpression de RBP4 chez la souris induit de l’inflammation et de la résistance à l’insuline 

dans le TA causé par une activation des voies JNK et TLR4. La déplétion de Rbp4 quant à 

elle augmente la sensibilité à l’insuline (450,451). Cependant, lors de la surexpression foie-

spécifique de Rbp4 chez la souris, le contrôle glycémique n’est pas affecté malgré une 

augmentation de RBP4 en circulation (452). Des études complémentaires sont requises 

pour déterminer le rôle de RBP4 dans la NAFLD et le diabète de type 2 (277). 

SeP (Selenoprotein P) est une hépatokine dont les niveaux circulants sont 

augmentés chez l’humain en réponse au diabète de type 2, à la résistance à l’insuline et au 

niveau de glucose dans le sang (453–455). De la même façon chez la souris, l’expression 

hépatique de SeP et sa sécrétion sont augmentées en réponse à une diète riche en gras, à 

la NAFLD et au diabète de type 2 (453,456). L’expression et la sécrétion de SeP sont aussi 

augmentées en réponse au stress du RE ainsi qu’à l’activation de JNK par la stimulation de 

TLR4 (457). Chez la souris, l’administration de SeP recombinante cause la résistance à 

l’insuline (458). La présence de SeP dans des cellules HepG2 altère la phosphorylation du 

récepteur de l’insuline suggérant une inhibition directe de l’autophosphorylation. D’autre 

part, SeP altère la sécrétion d’insuline en réponse au glucose dans les cellules b 

pancréatiques (459). Cet effet est inversé lorsque SeP circulante est neutralisée par des 

anticorps monoclonaux. Chez la souris, la déplétion de SeP améliore la sensibilité à 

l’insuline systémique et la tolérance au glucose. Chez des souris diabétiques, l’utilisation 

d’anticorps monoclonaux pour neutraliser la protéine en circulation améliore la sécrétion de 

l’insuline et le contrôle glycémique. Ces données suggèrent un potentiel rôle thérapeutique 

de SeP (458,459). 

SHBG (Sex hormone-binding protein) est une protéine connue comme transporteur 

des stéroïdes sexuels (460). Les niveaux hépatiques et circulants de SHBG sont diminués 
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en contexte de NAFLD et les niveaux plasmatiques de SHBG prédisent négativement la 

résistance à l’insuline et l’hyperinsulinémie (461–464). De plus, la faible quantité de SHBG 

est associée de manière indépendante à l’obésité. La perte de poids qui suit la chirurgie 

bariatrique est associée à une augmentation de SHBG en circulation. Des études dans des 

HepG2 suggèrent que la diminution d’expression de SHBG en contexte de NAFLD est due 

à l’inflammation et à l’augmentation de TNFa en réponse à l’activation de JNK et NF-kB 

(465). In vitro, l’insuline promeut la production de SHBG (466). De plus, les individus 

souffrant de diabète de type 1 ont une association plus marquée entre les niveaux d’insuline 

et de SHBG que les patients atteints de diabète de type 2 (463). Ainsi, il est possible que la 

diminution des niveaux de SHBG précède la résistance à l’insuline hépatique et exacerbe 

l’accumulation de lipides. Ces données décrivent une forte association entre de faibles 

niveaux de SHBG dans le foie et le sang et l’obésité, la NAFLD et la résistance à l’insuline. 

Les mécanismes impliquant SHBG et le contrôle glycémique ne sont pas connus (467,468).  

Dans les dernières années, une attention particulière a été donné aux facteurs sécrétés 

qui sont les acteurs majeurs de la communication entre les différents tissus. Le foie est un 

organe sécrétoire clé dans la régulation de l’homéostasie métabolique. Son sécrétome 

représente un intérêt considérable dans les pathologies métaboliques. Malgré les nombreuses 

hépatokines identifiées ayant un rôle dans le métabolisme des lipides et du glucose, de la 

résistance à l’insuline et de l’inflammation, aucune d’elle n’est actuellement utilisée comme 

biomarqueur ou cible thérapeutique de l’obésité et/ou de ses comorbidités et notamment de la 

NAFLD/NASH. De nombreuses hépatokines, d’un intérêt majeur pour le diagnostic et le 

traitement de la NAFLD/NASH et des pathologies associées, restent encore à être découverte.  
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Tableau 1: Les hépatokines associées avec la NAFLD et la résistance à l'insuline. 
Hepatokine  Gène (souris / 

Homme) 
Expression 
dans la NAFLD 

Contribution à la NAFLD Contribution à la tolérance au glucose/résistance à l’insuline 

Activin E Inhbe / INHBE ­ ¯ la stéatose La surexpression d’Activin E prévient l’intolérance au glucose 
chez les rongeurs 

Adropin Enho / ENHO ¯ Supprime la lipogenèse Améliore la sensibilité à l’insuline; stimule la signalisation de 
l’insuline dans le muscle squelettique 

ANGPTL4 Angptl4 / 
ANGPTL4 

­ Promeut l’accumulation de lipides 
hépatiques 

Effets controversés : améliore la sensibilité à l’insuline en 
diminuant la production hépatique de glucose; induit la résistance 
à l’insuline dans le foie, le muscle squelettique, et le TA 

DPP4 Dpp4 / DPP4 ­ ­ CD36 dans le foie, susceptible 
d’augmenter les lipides 

Inhibe les niveaux d’incrétines et altère la sécrétion d’insuline 

Ectodysplasin EDA ­ Inconnue Induit la résistance à l’insuline dans le muscle squelettique via 
l’activation de JNK 

Fetuin A Ashg / ASHG ­ Inconnue Promeut la résistance à l’insuline 

Fetuin B Fetub / FETUB ­ Inconnue Promeut la résistance à l’insuline, altère la tolérance au glucose 

FGF21 Fgf21 / FGF21 ­ ­ l’oxydation hépatique des lipides Augmente la sensibilité à l’insuline 

Follistatin Fst / FST ­ Promeut la production Il-1b Inconnue 

HFREP1 Fgl1 / FGL1 ­ Promeut la NAFLD, augmente la 
lipogenèse 

Induit la résistance à l’insuline dans le muscle squelettique 

HMGB1 Hmgb1 / 
HMGB1 

­ Bloquer HMGB1 protège contre la NAFLD Inconnue 

Inhibin bE Inbe ­ par l’obésité Inconnue Inconnue 

LECT2 Lect2 / LECT2 ­ Inconnue Promeut la résistance à l’insuline dans le muscle squelettique; 
altère la signalisation de l’insuline 

PEDF Serpinf1 / 
SERPINF1 

­ Interagit avec ATGL pour augmenter la 
lipolyse; sa délétion promeut la stéatose 

Promeut la résistance à l’insuline dans le muscle squelettique 

RBP4 Rbp4 / RBP4 ­ Inconnue  

Selenoprotein P Selenop / 
SELENOP 

­ Inconnue Induit la résistance à l’insuline dans le muscle squelettique et le 
foie; inhibe le récepteur de l’insuline; altère la sécrétion de 
l’insuline par les cellules b 

SHBG Shbg / SHBG ¯ Supprime la lipogenèse dans le foie; 
exacerbe la stéatose 

Inconnue 
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Résumé  

La NAFLD est une pathologie de plus en plus répandue dans les pays développés. 

Cette pathologie, autrefois diagnostiquée chez les individus atteints d’obésité, apparait 

désormais chez des personnes non-obèses. La consommation excessive de glucose et 

fructose notamment sous la forme de boissons sucrées est suggérée comme la cause 

principale de l’augmentation de l’incidence de la NAFLD chez des personnes d’apparence 

saine. Dans les premiers stades, la NAFLD est une pathologie très souvent silencieuse, 

sans symptômes apparents. Son diagnostic est donc dans la plupart des cas accidentel. 

Actuellement, le diagnostic le plus fiable de la NAFLD est la biopsie, une méthode invasive 

qui ne peut pas être pratiquée de manière routinière chez les sujets à risque de NAFLD. 

Ainsi, les tests non invasifs sont davantage utilisés en clinique pour estimer la NAFLD. Les 

méthodes d’imageries sont de plus en plus fiables mais sont généralement très couteuses. 

D’importants efforts sont déployés sur l’identification de nouveaux biomarqueurs pour le 

développement de nouveaux outils de diagnostic fiables permettant de différentier les 

différents stades cliniques de la NAFLD et suivre son évolution dans le temps de façon non-

invasive. Parmi les hépatokines identifiées dans les dernières années, de nombreuses 

montrent des rôles dans la régulation du métabolisme des lipides, du glucose, et de l’insuline 

dans le foie et dans les tissus périphériques. Malgré des potentiels prometteurs pour 

certaines d’entre elles, aucune de ces hépatokines n’est actuellement utilisée dans le 

diagnostic ou le traitement de la NAFLD et/ou de l’obésité. Les connaissances sur les 

hépatokines sont encore limitées et nécessitent des études plus approfondies pour 

comprendre les mécanismes gouvernant cette communication inter-tissulaire. Les 

hépatokines représentent d’importants contributeurs aux maladies métaboliques et de 

potentielles cibles pour la prévention et le traitement de ces pathologies (358). Ainsi, la 

découverte de nouvelles hépatokines et de leurs fonctions biologiques offre de nouvelles 

perspectives quant aux stratégies de diagnostiques et d’intervention dans les pathologies 

métaboliques. 
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Problématique et objectifs de travaux 

 

Problématique 

L’obésité, devenue une pandémie mondiale dont la prévalence ne cesse 

d’augmenter chaque année, est une préoccupation majeure des services de santé. En effet, 

l’accumulation excessive de graisse dans la cavité abdominale plus particulièrement est 

associée à de nombreuses pathologies incluant la NAFLD, le diabète de type 2, la 

dyslipidémie et les maladies cardiovasculaires. La NAFLD est elle-même fortement 

associée au diabète de type 2, aux dyslipidémies et aux maladies cardiovasculaires. 

Le foie est un organe essentiel dans la régulation de l’homéostasie systémique. 

Dans un contexte de NAFLD, le foie est gorgé de lipides ayant pour conséquence une 

altération du métabolisme hépatique avec notamment l’apparition du stress du RE et 

d’inflammation. Il existe une boucle de rétroaction liant l’accumulation de lipides, le stress 

du RE et l’inflammation. Dans un stade plus avancé de NASH, il y a apparition de fibrose. 

Le foie sécrète des facteurs, nommés hépatokines, qui ont la capacité d’altérer le 

métabolisme des tissus périphériques. Ces facteurs ont un rôle potentiel dans le contrôle 

de l’homéostasie systémique. En contexte de NAFLD, la sécrétion de ces facteurs est 

altérée. Plusieurs hépatokines ont été identifiées et caractérisées au cours des dernières 

années dans un contexte d’obésité et de NAFLD. Ces hépatokines jouent des rôles dans le 

métabolisme du glucose, le métabolisme des lipides, ou encore l’inflammation au niveau du 

foie mais également d’autres tissus tels que le tissu adipeux, le cœur, le pancréas et le 

muscle. Cependant, il reste encore de très nombreuses hépatokines à identifier et 

caractériser. 

À ce jour, les méthodes de diagnostiques et de traitements de la NAFLD sont 

limitées. L’évaluation précise du stade de NAFLD est réalisée avec une biopsie hépatique, 

une méthode invasive. De plus, aucun biomarqueur sanguin spécifique à la NAFLD n’existe 

actuellement. Il n’y a pas non plus de traitement spécifique à la NAFLD et les médications 

utilisées ciblent généralement d’autres pathologies associées à la NAFLD. Ainsi, les 

hépatokines représentent de potentielles biomarqueurs de la santé hépatique ou de 

potentielles cibles thérapeutiques pour le traitement de l’obésité et des pathologies qui lui 

sont associées. 
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Objectifs des travaux 

1) Identifier de nouvelles protéines sécrétées par le foie et modulées en contexte 

d’obésité. 

 

2) Étudier les mécanismes impliqués dans la régulation de Tsk et son impact sur 

l’homéostasie systémique. 

 

Objectifs spécifiques 

1.a)  Identifier de nouvelles hépatokines modulées en contexte d’obésité. 

 

1.b) Valider la modulation de Tsk en contexte d’obésité. 

 

2.a) Déterminer les facteurs régulant l’expression et la sécrétion de TSK. 

 

2.b) Étudier l’impact de la perte ou de la surexpression de Tsk in vivo dans différents 

modèles de souris. 

 

2.c) Déterminer si TSK peut avoir un rôle potentiel chez l’humain. 
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Avant-propos 

Cet article présente l’identification et la caractérisation de TSK, une nouvelle 

hépatokine impliqué dans l’homéostasie du cholestérol. L’ensemble de ce travail a été 

réalisé sous la direction du Dr. Mathieu Laplante. Cette étude implique mon entière 

participation quant à la réalisation de l’ensemble des étapes menant à l’aboutissement de 

ces travaux, soit la planification, les décisions relatives aux mesures effectuées, la mesures 

des variables plasmatiques et tissulaires et l’écriture du manuscrit. Travaillant sur une 

nouvelle protéine, de nombreux résultats ont été insérés en tant que matériel 

supplémentaire ou n’ont pas pu être intégré dans l’article. Suite aux corrections du directeur, 

l’article a été révisé par l’ensemble des coauteurs et a été soumis aux éditeurs de la revue 

JCI Insight. Cet article a été accepté pour fin de publication en août 2019 et publié en octobre 

2019. 
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Résumé 

 
La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) prévaut dans l'obésité et est liée à 

plusieurs complications de santé incluant la dyslipidémie et l'athérosclérose. Comment 

exactement la NAFLD induit la dyslipidémie athérogène pour promouvoir les maladies 

cardiovasculaires reste encore à déterminer. Ici, nous identifions Tsukushi (TSK) comme 

une hépatokine induite en réponse à la NAFLD. Nous montrons que le stress du réticulum 

endoplasmique et l'inflammation favorisent l'expression et la libération de TSK chez la 

souris. Chez l'homme, l'expression hépatique de TSK est également associée à la stéatose, 

et ses niveaux circulants sont nettement augmentés chez les patients souffrant 

d'insuffisance hépatique aiguë induite par l'acétaminophène (ALF), une condition liée à une 

inflammation hépatique sévère. Chez ces patients, des taux sanguins élevés de TSK étaient 

associés à une diminution de la survie sans greffe à la sortie de l'hôpital, ce qui suggère que 

TSK pourrait avoir une signification dans le pronostique. Des études de gain et de perte de 

fonction chez la souris ont révélé que TSK a un impact sur l'homéostasie systémique du 

cholestérol. TSK réduit le cholestérol HDL circulant, abaisse la capacité d'efflux de 

cholestérol et diminue la conversion du cholestérol en acide biliaire dans le foie. Nos 

données identifient l'hépatokine TSK comme un biomarqueur sanguin du stress hépatique 

qui pourrait lier la NAFLD au développement de la dyslipidémie athérogène et de 

l'athérosclérose. 
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Abstract 

 
Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) prevails in obesity and is linked to several 

health complications including dyslipidemia and atherosclerosis. How exactly NAFLD 

induces atherogenic dyslipidemia to promote cardiovascular diseases is still elusive. Here, 

we identify Tsukushi (TSK) as a hepatokine induced in response to NAFLD. We show that 

both endoplasmic reticulum stress and inflammation promote the expression and release of 

TSK in mice. In humans, hepatic TSK expression is also associated with steatosis, and its 

circulating levels are markedly increased in patients suffering from acetaminophen-induced 

acute liver failure (ALF), a condition linked to severe hepatic inflammation. In these patients, 

elevated blood TSK levels were associated with decreased transplant-free survival at 

hospital discharge, suggesting that TSK could have a prognostic significance. Gain- and 

loss-of-function studies in mice revealed that TSK impacts systemic cholesterol 

homeostasis. TSK reduces circulating HDL cholesterol, lowers cholesterol efflux capacity, 

and decreases cholesterol-to-bile acid conversion in the liver. Our data identify the 

hepatokine TSK as a blood biomarker of liver stress that could link NAFLD to the 

development of atherogenic dyslipidemia and atherosclerosis. 
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Introduction 
Obesity has reached epidemic proportions worldwide (1-3). Excessive accumulation 

of white adipose tissue, especially in the abdominal cavity, is a major risk factor for several 

diseases including type 2 diabetes, insulin resistance, dyslipidemias, hypertension and 

cardiovascular diseases (4, 5). Abdominal obesity is also tightly linked to the development 

of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), a wide spectrum of liver conditions, which 

ranges from simple steatosis to non-alcoholic steatohepatitis (NASH), a disease 

characterized by hepatic inflammation and fibrosis that can progress to cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma (6, 7). NAFLD is one of the most important causes of liver disease 

worldwide, and its prevalence is constantly rising (8, 9).  

In addition to its direct impact on liver health, NAFLD is suspected to play an active 

role in the development of obesity-related metabolic disorders. Links between NAFLD and 

dyslipidemias, glucose intolerance, insulin resistance, type 2 diabetes and cardiovascular 

diseases have been reported (10-14). In fact, cardiovascular complications represent the 

leading cause of death in patients with NAFLD (15). How exactly NAFLD contributes to these 

diseases is unclear. Recent advances suggest that the liver may impact on metabolism 

through the secretion of specific proteins. These proteins, often termed as hepatokines, are 

secreted by the liver and mediate inter-organ communication through autocrine, paracrine 

and endocrine signaling (8, 16). Several hepatokines have been identified including Fetuin 

A (17), Fetuin B (18), Fibroblast growth factor 21 (FGF21) (19), Fibrinogen-like protein 1 

(FGL1, also known as Hepassocin) (20), Follistatin (FST) (21-23), Inhibin ßE (INHBE) (24, 

25), Leukocyte-cell derived chemotaxin 2 (LECT2) (26), Retinol-binding protein 4 (RBP4) 

(27, 28) and Selenoprotein P (SEPP1) (29). These hepatokines, whose expression is 

affected by conditions such as obesity and NAFLD, impact on various organs to modulate 

glucose metabolism, lipid homeostasis and inflammation. Studies in mice and humans 

indicate that altered hepatokine secretion promotes glucose intolerance, insulin resistance, 

NAFLD progression and cardiovascular diseases (8, 16), making these proteins attractive 

targets to alleviate obesity-related metabolic disorders. 

The list of hepatokines impacting on metabolism has expanded in recent years. 

Nevertheless, because of the importance of the liver in the regulation of systemic 

homeostasis, it is likely that this organ communicates its state through effectors that are not 

yet characterized (18, 30). Here, using a comprehensive analytical platform, we report the 

identification of TSK as a protein produced and secreted by the liver. We find that hepatic 
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Tsk expression and circulating levels are elevated in various obese mouse models and 

strongly induced in response to lipid deposition in the liver. The presence of endoplasmic 

reticulum stress (ER) and inflammation, both common in NAFLD, promotes the expression 

and the release of TSK. In human, hepatic TSK expression correlates with steatosis and 

high plasma TSK levels were found in patients suffering from acetaminophen-induced acute 

liver failure (ALF), a condition linked to severe inflammation and liver damage. In these 

patients, elevated TSK levels in serum were associated with decreased transplant-free 

survival at hospital discharge. Studies in mice revealed that TSK does not affect NAFLD 

development and progression but rather plays a role in the regulation of systemic cholesterol 

homeostasis. Here, we report that TSK lowers circulating HDL-cholesterol levels, reduces 

cholesterol efflux capacity and cholesterol conversion to bile acids (BA) in the liver. We 

propose a new model in which TSK is released in response to NAFLD to limit reverse 

cholesterol transport. Our data identify the hepatokine TSK as a new blood biomarker of 

liver stress that could link NAFLD to the development of atherogenic dyslipidemia and 

atherosclerosis. 
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Results 
TSK is a hepatokine induced by obesity. 

In order to identify new secreted factors primarily produced by the liver whose 

expression is deregulated in obesity, we have implemented a simple analytical platform 

using BioGPS (http://biogps.org), a centralized gene-annotation portal that enables 

researchers to access distributed gene annotation resources (31, 32). BioGPS hosts a 

reference plugin that displays gene expression patterns from more than 90 mouse tissues 

and cell types (33). These microarray data, available through NCBIs Gene Expression 

Omnibus (accession number GSE10246), can be used to compare the expression profile of 

any given gene between a broad panel of tissues. To establish a list of liver-specific genes, 

we first interrogated the database to extract all the genes showing an expression pattern 

correlating with Albumin, a gene selectively expressed in hepatocytes (Fig.1A). The 

correlation cut-off was arbitrary fixed at 0.80. This led to the identification of 306 liver-specific 

genes (Table S1), including several established hepatokines. All the genes were then scored 

to sort out the best candidates. Because we were interested in secreted proteins, priority 

was given to genes coding for proteins with a secretory signal peptide. Conserved proteins 

with uncharacterized relation to obesity were also prioritized. This analysis led to the 

identification of 17 high priority candidates (Table S2). To identify which of these genes are 

affected by obesity, we next measured their expression in the liver of lean and obese (db/db) 

mice by quantitative PCR (qPCR). Of the 17 candidates, 7 were differentially expressed 

between lean and obese mice, namely Cpn1, Gdf2, Habp2, Inhbc, Mia2, Tsk and Vwce 

(Fig.S1A). 

Tsukushi (Tsk) is one candidate gene that caught our attention. As shown in Figure 

1B, its expression is specifically elevated in mouse liver. Our analysis revealed that hepatic 

Tsk was the candidate gene showing the most important difference in expression between 

lean and obese mice (Fig.S1A). Specifically, Tsk expression was induced more than 8 times 

in the liver of db/db mice (Fig.1C). Following up on this finding, we found that Tsk expression 

was also significantly increased in the liver of other obese mouse models such as ob/ob 

mice and mice fed a high-fat diet (HFD) (Fig.1D-E). Of note, we observed that the elevation 

in Tsk expression was not as profound in HFD-fed mice compared to genetically obese mice, 

suggesting that the severity of obesity may be an important factor in the regulation of Tsk 

expression (Fig.S1B to D). Despite these differences, our results identify TSK as a factor 

primarily expressed in the liver whose expression is induced in response to obesity.  
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TSK is a secreted protein enriched in the plasma of severely obese mice. 

TSK is a protein that carries an N-terminal signal peptide and 10 leucine rich repeat 

(LRR) domains in its central region (Fig.1F). This protein is conserved throughout evolution, 

with homologs found from human to zebrafish (Fig.S1E). TSK is an atypical member of the 

small leucine-rich proteoglycan (SLRP) family, a group of 18 proteins that bind to 

components of the extracellular matrix to modulate the action of several signaling pathways 

(34). TSK was shown to control developmental processes by modulating bone 

morphogenetic protein (BMP) (35-38), Wnt (39), fibroblast growth factor (FGF) (37) and 

TGFb signaling pathways (40, 41).  

The presence of a signal peptide in the N-terminal section of TSK indicates that the 

protein may be secreted. Studies performed in chick and xenopus support this possibility 

(35, 36, 38). To directly test whether mammalian TSK is also secreted, TSK was 

overexpressed in 293T cells and culture medium was collected for western blot analysis 

(Fig.1G). TSK was detected in the culture media of overexpressing cells, thus confirming 

the secreted nature of the protein. Mutated TSK lacking the signal peptide (D-TSK) could 

not be secreted in the same system, indicating the importance of this domain for the release 

of the protein in the extracellular compartment (Fig.1H). To directly test the ability of the liver 

to secrete TSK in vivo, mice were infected with adeno-associated viruses serotype 8 (AAV8) 

coding for either a control green fluorescent protein (GFP) or full length TSK. As expected, 

we detected high expression of TSK in the liver of mice injected with AAV8-TSK (Fig.1I and 

S1F). Importantly, we also found high levels of the protein in the plasma, thus confirming the 

ability of the liver to produce and secrete TSK in the circulation (Fig.1J).  

As discussed above, Tsk is highly expressed in the liver and its expression is induced 

in obese mice. To determine whether such increase translates into a rise in circulating TSK, 

plasma collected from lean and obese mice was analyzed by western blotting. Circulating 

TSK levels were barely detectable in lean animals but were high in genetically obese mice 

(Fig.1K and 1L). Despite those striking results observed in severely obese mice, TSK could 

not be detected in the plasma of HFD-fed animals (data not shown). As shown above, the 

rise in hepatic Tsk expression was less severe in HFD-fed mice compared to genetically 

obese animals (Fig.1C to 1E), suggesting that a certain threshold of hepatic TSK production 

may have to be reached to allow the detection of the protein in the blood using our antibody. 

Nevertheless, we can conclude from these results that TSK is a secreted protein that 

circulates at high levels in severely obese animals. 
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Hepatic Tsk expression correlates with NAFLD in multiple mouse models. 

NAFLD is a condition that prevails in obesity (9). To define whether NAFLD impacts 

on Tsk expression, hepatic triglyceride levels were measured in lean and obese mice and 

correlations with Tsk mRNA were calculated. As shown in Figure 2A to 2C, we observed a 

strong positive relationship between liver triglyceride content and Tsk expression in all the 

models tested, suggesting a prominent role of liver fat accumulation in promoting Tsk 

expression.  

We next wanted to examine whether NAFLD per se could, independently of obesity, 

promote Tsk expression and secretion. Two different approaches were used to test this 

hypothesis. We first fed mice a Methionine and Choline-Deficient (MCD) diet for 21 days. 

This approach induced liver steatosis despite significant weight loss (Fig.2D-E). As observed 

in obese mice, we found an elevation in both hepatic Tsk expression and circulating TSK 

levels in mice fed the MCD diet (Fig.2F-G). A positive correlation was also observed between 

liver triglycerides and Tsk mRNA (Fig.2H). Interestingly, switching back MCD diet-fed mice 

to a normal diet for 3, 6 or 12 days was sufficient to reverse steatosis and normalize hepatic 

Tsk expression and secretion (Fig.2I to 2L). Again, a positive link between liver triglycerides 

and Tsk mRNA was found in this experiment (Fig.S2A). In a second approach, mice were 

treated with the synthetic liver X receptor (LXR) agonist T0901317 for 4 days to induce acute 

liver steatosis without weight gain, as shown before (42). In this model, we also found a clear 

positive association between liver triglycerides and Tsk expression (Fig.S2B to S2D). These 

results indicate that NAFLD, independently of obesity, promotes hepatic Tsk expression and 

secretion. 

Recently, Wang et al. reported that hepatic Tsk expression and secretion are highly 

induced in response to cold exposure and injection with the b3 adrenergic receptor agonist 

CL316243 (43). These observations were confirmed here (Fig.2M). It is well known that cold 

and CL316243 strongly stimulate lipolysis in adipose tissue in order to support 

thermogenesis (44). As expected from these results, we measured a significant increase in 

circulating non-esterified free fatty acids (NEFA)(Fig.S2E) and hepatic triglyceride (Fig.2N) 

in response to cold and CL316243. As for all the other mouse models described above, a 

positive correlation between liver triglycerides and Tsk expression was observed, 

suggesting that hepatic lipid deposition plays a prominent role in promoting Tsk transcription 

in response to b3 adrenergic receptor stimulation (Fig.2O).  
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ER stress and inflammation promote Tsk transcription and release. 

Hepatic steatosis is often accompanied by ER stress and inflammation (45, 46). To 

define whether these biological processes participate to the control of Tsk expression, a 

series of experiments were conducted. First, to determine whether ER stress plays a role in 

regulating Tsk expression, 78 kDa glucose-regulated protein (Grp78) expression was 

measured in the liver of severely obese mice as a marker of the unfolded protein response 

(UPR), a signaling cascade activated by ER stress (47). Grp78 mRNA expression was 

significantly increased in the liver of obese mice (Fig.S3A). In these animals, we observed 

a strong positive relation between Grp78 and Tsk expression (Fig.S3B). Elevated GRP78 

levels were also measured in the liver of MCD diet-fed mice (Fig.S3C). To directly test the 

impact of ER stress on Tsk transcription, AML12 hepatocytes were treated with escalating 

doses of tunicamycin, a nucleoside antibiotic that blocks N-linked glycosylation and induces 

severe ER stress. We found that tunicamycin acutely increased Tsk expression in a dose 

dependent manner (Fig.3A). The same effect was observed in the liver of mice acutely 

injected with tunicamycin (Fig.3B). Further supporting the role of the UPR in the regulation 

of Tsk expression, we found that ER-stress mediated increase in Tsk transcription was 

reduced upon inhibition of endoribonuclease/protein kinase IRE1-like protein (IRE1A) and 

protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), two major effectors of the 

UPR (Fig.3C).  

We next tested the contribution of inflammation to the regulation of hepatic Tsk 

expression. Elevated levels of pro-inflammatory cytokines were found in the liver of all the 

NAFLD mouse models tested (Fig.S3D to S3G). To define the direct impact of inflammation 

on Tsk transcription, AML12 cells were treated with a cocktail of pro-inflammatory cytokines. 

Strikingly, we found that cytokines significantly increased Tsk expression (Fig.3D and S3H). 

We next used carbon tetrachloride (CCl4) to induce an acute liver injury and hepatic 

inflammation in mice. A single dose of CCl4 caused severe inflammation in rodents (Fig.3E). 

This increase was associated with elevated hepatic Tsk expression and high circulating TSK 

levels (Fig.3F and 3G). We also found that lipopolysaccharide (LPS), a component of Gram-

negative bacteria with potent pro-inflammatory properties, increased circulating TSK levels 

in mice (Fig.S3I). These results indicate that inflammation drives Tsk expression. Altogether, 

our observations support the idea that lipid flux to the liver, ER stress and inflammation 

probably play complementary roles in promoting Tsk expression in NAFLD.  
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TSK levels are increased in response to steatosis and liver damage in humans. 

Because Tsk expression was increased in response to NAFLD in mice, we next 

asked whether this was also observed in humans. Liver samples were collected from a 

cohort of obese patients undergoing bariatric surgery (n=58). Triglycerides were extracted 

and patients were distributed into two groups based on the median liver triglyceride content 

(Fig.4A-B). Interestingly, we found that TSK expression was significantly higher in patients 

with elevated hepatic triglycerides (Fig.4C), thus confirming that TSK expression is linked to 

NAFLD not only in mice but also in humans. In these samples, we found a significant 

association between inflammatory markers and TSK expression, reinforcing the possible 

role of inflammation in promoting TSK expression in humans (Fig.S4A and S4B). As 

described above in HFD-fed mice, circulating TSK levels remained under the detection limit 

of our method in this human cohort (data not shown).  

In order to demonstrate that TSK circulates at high levels in the presence of severe 

inflammation and hepatic ER stress in humans, we took advantage of samples collected 

from patients suffering from acetaminophen-induced acute liver failure (ALF), a condition 

known to cause inflammation, impair ER function and promote UPR activation (48, 49). 

Blood samples were collected from ALF patients rapidly after their admission to the intensive 

care unit and over the days following their admission (Fig.S4C). As shown in Figure 4D and 

4E, plasma TSK levels were markedly elevated in many patients tested upon admission (10 

out of 26). In every case, plasma TSK levels went down at later time points. Interestingly, 

we observed that elevated TSK levels in serum were associated with decreased transplant-

free survival at hospital discharge. As shown in Figure 4F, TSK was detected in serum 

samples of 87.5% of the patients (7/8) that either died or received a liver transplant versus 

only 16.6% of the patients that survived (3/18). Consistently, TSK protein levels were 

significantly higher in patients that died or received a liver transplant compared to the 

survivors (Fig.4G). Altogether, these results indicate that TSK is a hepatokine that circulates 

at high levels in response to severe hepatic stress, both in mice and human, and that serum 

TSK might have prognostic significance in patients with ALF. 

Modulating TSK expression does not affect NAFLD development. 

To define the functions of TSK in vivo, we injected mice with AAV8-TSK to 

overexpress TSK in the liver and elevate its circulating levels (Fig.1I, 5A, 5B and S5A). Mice 

overexpressing TSK did not show visible physiological differences compared to control mice 

(Fig.S5B). Fasting glucose and insulin levels were not different between controls and AAV8-
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TSK injected mice (Fig.S5C and S5D). We next looked at the liver histology and composition 

to define whether TSK could directly affect NAFLD development. As shown in Figure 5C, 

we found no evidence of steatosis in AAV8-TSK mice. Supporting these observations, the 

biochemical composition of the liver (water, triglyceride, protein and glycogen) did not differ 

between the groups (Fig.5D). Gene expression analyses revealed that TSK did not promote 

inflammation, ER stress and fibrosis (Fig.5E). Altogether, these results indicate that TSK per 

se does not promote NAFLD development in mice. 

Studies were next performed with TSK knockout mice (KO) (Fig.5F to 5H). Because 

TSK levels are elevated in response to obesity and steatosis, experiments with TSK KO 

mice were first performed in both lean and obese mice. TSK null animals were smaller 

compared to wild-type littermates (Fig.S5E). This phenotype was reported before and is 

consistent with the established role of TSK in regulating development in mice (50, 51). No 

differences in body weight gain were found between wild-type and TSK null mice exposed 

to HFD (Fig.S5F). Consistently, we found no major differences in organ weight between 

wild-type and KO mice (Fig.S5G). As observed in mice overexpressing TSK, fasting glucose 

and insulin were not different between wild-type and TSK null mice (Fig.S5H and S5I). TSK 

loss did not affect liver fat accumulation (Fig.5I). The biochemical composition of the liver 

(water, triglyceride, protein and glycogen) did not differ between the groups (Fig.5J). We 

observed mild signs of UPR activation in the liver of TSK null mice but no impact on 

inflammation and fibrosis (Fig.5K). Additional studies performed using TSK wild-type and 

KO mice bred to the ob/ob background also failed to show a major impact of TSK loss on 

the severity and the progression of NAFLD (Fig.S5J to L).  

As described above, the rises in hepatic Tsk expression and circulating TSK were 

prominent in MCD-diet fed mice (Fig.2G and 2L). In order to define whether TSK loss could 

affect NAFLD severity in this model, wild-type and TSK KO mice were fed a MCD diet. 

Confirming previous observations, MCD diet increased circulating TSK levels in wild-type 

animals (Fig.S5M). As shown in Figure S5N, we found that wild-type and TSK KO mice lost 

the same amount of weight in response to MCD diet. No differences in organ weight were 

found between the genotypes (Fig.S5O). Importantly, the loss of TSK did not affect hepatic 

triglyceride content (Fig.S5P-Q). Moreover, we found no effect of TSK loss on the expression 

of genes regulating inflammation, fibrosis and ER stress (Fig.S5R), indicating that TSK loss 

does not affect the severity of NAFLD in animals fed a MCD diet. Studies were next 

performed to define whether the loss of TSK could affect liver recovery following a challenge 



 

68 

with MCD diet. In this experiment, wild-type and TSK null mice were fed a MCD-diet for 21 

days and were next switched back a normal diet for 6 days (Fig.S5S). As shown in Figure 

S5T and S5U, liver triglyceride content and pro-inflammatory gene expression were not 

significantly affected by the loss of TSK in this model. Altogether, these results indicate that 

TSK loss does not affect NAFLD severity and development in various mouse models. 

TSK impacts on systemic cholesterol homeostasis. 

We next tested the possibility that TSK secretion may impact on lipid homeostasis. 

Plasma triglycerides and NEFA levels were not affected by TSK overexpression (Fig.S6A). 

However, we measured a significant decrease in circulating cholesterol levels in these mice 

(Fig.6A). We found that TSK mostly impacted on HDL cholesterol levels. Of note, the 

opposite phenotype was observed in TSK null mice (Fig.S6B). Supporting these findings, 

circulating levels of ApoA1, the primary apolipoprotein found in HDL, were reduced in AAV8-

TSK but increased in TSK null mice (Fig.S6C and S6D). Importantly, the impact of TSK on 

HDL cholesterol was reproduced in LDL receptor (LDLR) KO mice, indicating that TSK 

impacts on plasma cholesterol independently of this receptor (Fig.S6E and 6B). Despite 

lower HDL-cholesterol, we did not find changes in plasma ApoA1 concentration in response 

to TSK overexpression in this model, indicating that TSK reduces HDL cholesterol 

independently of ApoA1 modulation in LDLR KO mice (Fig.S6F). 

HDLs play a central role in reverse cholesterol transport, the critical process of 

cholesterol movement from the extra hepatic tissues back to the liver. To test whether TSK-

mediated changes in HDL levels impact on cholesterol efflux, J774 cells were loaded with 

radiolabelled cholesterol and efflux was measured in the presence of plasma collected from 

TSK overexpresser or KO mice. As shown in Figure 6C, cholesterol efflux was reduced 

when plasma from AAV8-TSK mice (C57BL6/J or LDLR KO) was used as the cholesterol 

acceptor. Conversely, a significant rise in cholesterol efflux was measured when plasma 

from TSK null mice was used in the assay (Fig.6D). Altogether, these observations indicate 

that TSK reduces circulating HDL cholesterol, an effect that functionally impacts on reverse 

cholesterol transport.  

We next wanted to determine whether TSK affects cholesterol homeostasis by 

modulating key markers of cholesterol metabolism in the liver. To define how TSK acutely 

and chronically impacts on cholesterol metabolism, mice were sacrificed at early and late 

time points following AAV8-TSK injection (5 vs 28 days). AAV8-TSK injected mice showed 

elevated plasma TSK levels few days post-injection (Fig.S6G). We found that the reduction 
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in total cholesterol, HDL cholesterol and circulating ApoA1 was observed rapidly following 

the injection (Fig.S6H). The expression of genes coding for proteins regulating hepatic 

cholesterol uptake and synthesis was measured. As shown in Figure 6E (left panel), the 

expression of Scavenger receptor B1 (Srb1) and Ldlr, which mediate hepatic cholesterol 

uptake from HDL and LDL respectively, was reduced by TSK. Despite lower plasma ApoA1 

in AAV8-TSK mice, hepatic mRNA expression of Apoa1 was increased in response to TSK, 

presumably as an attempt to compensate and restore homeostasis. Our analyses next 

revealed that in addition to reduce markers of cholesterol uptake by the liver, TSK reduced 

the expression of Sterol regulatory element binding transcription factor 1 (Srebf1) and Srebf2 

and some of their target genes (Fig.6E, left panel). Altogether, these results indicate that 

acute TSK expression impacts on several processes to lower cholesterol flux to the liver. 

Interestingly, these changes were no longer observed in mice overexpressing TSK 

chronically for 28 days, even though these animals still showed lower liver cholesterol 

content, plasma HDL-cholesterol and ApoA1 levels (Fig.6E right panel and Fig.S6L). 

Reverse cholesterol transport to the liver and its elimination via the biliary pathway 

represents an important path for cholesterol elimination. We therefore tested whether TSK-

mediated reduction in HDL cholesterol and cholesterol efflux translated into changes in 

cholesterol conversion to bile acids (BAs) in the liver. As shown in Figure 6F, TSK reduced 

the expression of Cyp7a1 and Cyp8b1, two rate-limiting enzymes regulating BAs synthesis 

in hepatocytes. This effect was more pronounced at 28 days post-injection. Consistent with 

these findings, targeted metabolomics analyses revealed a significant reduction in several 

BA species in the liver of AAV8-TSK mice chronically exposed to TSK (Fig.6G and S6J). 

Bile acid profiling in the blood showed a very similar pattern, thus confirming the reduction 

in BA synthesis (Fig.6H ad S6K). Also, AAV8-TSK mice showed a decrease in circulating 

levels of 7-alpha-hydroxy-4-cholesten-3-one (7aC4), a well-established marker of hepatic 

BAs synthesis (Fig.S6L). These findings show that the effect of TSK on circulating HDL 

levels and cholesterol efflux are associated with a coinciding decrease in cholesterol 

conversion to BAs in the liver. Collectively, our findings support a model where TSK impacts 

on several metabolic processes to regulate cholesterol homeostasis.  
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Discussion 

Here, we report the identification of TSK as a hepatokine expressed and released in 

response to NAFLD and liver damage in mice and humans. Gain and loss of function studies 

revealed that TSK impacts on cholesterol homeostasis. We report that TSK lowers 

circulating HDL-cholesterol, an effect linked to lower cholesterol efflux capacity and reduced 

cholesterol to BAs conversion in the liver. Our data identify the hepatokine TSK as a new 

blood biomarker of liver stress that could link NAFLD to the development of atherogenic 

dyslipidemia and atherosclerosis. 

Inflammation and ER stress play crucial roles in promoting Tsk expression and 

release by the liver. Our observations indicate that these metabolic stresses, often present 

in the liver of obese patients (45, 46), could act in concert to trigger the transcription and the 

release of TSK. Here, we found that pro-inflammatory cytokines (TNFa, IL1b and IFNg) act 

additively to promote Tsk transcription in hepatocytes. We also observed that ER stress 

drives Tsk transcription downstream of IRE1A and PERK, two major effectors of the UPR. 

The precise identity of the transcription factors that activate Tsk transcription remains to be 

determined. It is relevant to point out that the relation between hepatic Tsk transcription and 

TSK protein release in the blood is not linear. For instance, the rise in circulating TSK levels 

brought by various hepatic stresses was often very robust, even in the face of modest 

increases in Tsk mRNA expression. This indicates that the elevation in circulating TSK likely 

involves other points of control, beyond the rise in Tsk transcription. It is possible that hepatic 

stress could activate Tsk translation, promote its secretion efficiency and/or increase its half-

life in circulation. Additionally, we cannot exclude the possibility that TSK could, as other 

members of the SLRP family, accumulate in the extracellular matrix and be released in 

response to stress (34, 52). This mode of action could ensure a fast liberation of TSK to 

maximize its effects in response to liver injuries. Additional studies are needed to address 

all these potential mechanisms underlying TSK release in NAFLD. 

NAFLD is associated with insulin resistance and atherosclerosis and predicts 

cardiovascular events in humans (53-58). Atherogenic alterations in lipoprotein subclasses 

are found in NAFLD, including increased small and dense LDL particles, low HDL-

cholesterol, low ApoA1 and elevated triglycerides (59-62). Alterations in circulating HDL 

subfractions are also measured in patients with NAFLD (60). In line with these findings, 

reduced cholesterol efflux capacity was measured in plasma from humans with NAFLD (59, 

63). Such reduction in cholesterol efflux was proposed as a possible mechanism linking 
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NAFLD to cardiovascular diseases (59, 63). How exactly NAFLD affects HDLs to reduce 

reverse cholesterol transport and promote cardiovascular risk is still elusive. Here, we 

provide evidence that the hepatokine TSK, which is actively secreted in response to NAFLD, 

controls HDL-cholesterol levels, cholesterol efflux and BAs synthesis in mice. Our 

observations are in line with other reports showing that inflammation, a condition that 

increases TSK, also impairs reverse cholesterol transport and BA production in both mice 

and humans (64). Collectively, our findings suggest that TSK might be part of a biological 

response aimed at limiting reverse cholesterol transport to the liver when hepatocytes are 

exposed to stressful conditions. Although the initial rise in TSK may exert beneficial effects 

for stressed hepatocytes by reducing cholesterol flux to the liver, its sustained elevation in 

obesity and NAFLD could potentially contribute to atherosclerosis by chronically limiting 

reverse cholesterol transport.  

How TSK controls cholesterol homeostasis is an important question. Here, we show 

that hepatic TSK acutely modulates gene expression in the liver, indicating that TSK acts at 

least via an autocrine and/or paracrine mechanism. This supports previous literature 

showing that TSK is an extracellular protein that can locally affect the activity of several 

signaling pathways (51). Studies in chick and xenopus showed that TSK controls BMP, Wnt, 

FGF and TGFb signaling during development and organogenesis by interacting with various 

soluble factors and receptors (51). The impact of TSK on these signaling cascades in adult 

tissues has never been investigated. We did not observe effects of TSK on the expression 

or phosphorylation levels of effectors of these signaling cascades (data not shown). 

Nevertheless, owing to the pleiotropic nature of TSK, other signaling nodes could likely be 

targeted by this hepatokine. Also, we cannot exclude the possibility that TSK could directly 

bind to a still unidentified membrane receptor or even interact with proteins in the plasma to 

modulate their functions.  

Our data are consistent with the very recent identification of TSK as a new 

hepatokine (43, 65). However, our findings differ from that of Xiong et al. who showed that 

TSK deletion protects mice against NASH pathologies (65). In this report, the authors found 

that TSK null mice exhibit lower liver triglycerides, inflammation and fibrosis versus wild-type 

littermates (65). Here, neither the loss nor the overexpression of TSK had any effect on 

NAFLD development and progression. Several factors could have contributed to such 

phenotypical discordance. The most important difference between our respective reports is 

related to the use of different protocols to induce NAFLD. Xiong et al. used a special diet 



 

72 

containing fructose, fat and cholesterol for 6 months (65), a regimen known to promote high 

degree of liver damage in mice. In contrast, we have tested the impact of TSK loss in HFD-

fed mice, ob/ob mice and MCD diet-fed mice. Although all these conditions promote NAFLD, 

the intensity of steatosis, inflammation and fibrosis was probably lower in these models (66). 

It is possible that the beneficial effect linked to TSK loss could be apparent only in conditions 

of extreme liver defects. Another possible factor that could have contributed to the different 

outcomes of our respective reports relates to the obesity susceptibility between the TSK 

mouse lines used. Here, we found no effect of TSK loss on diet-induced obesity, whereas 

Xiong et al. showed that TSK deletion prevents obesity (43, 65). Owing to the central role of 

obesity in promoting NAFLD (9, 10), the improvement in liver pathology observed by Xiong 

et al. could likely be an indirect consequence of reduced body weight in these mice (43, 65). 

The exact reason why our respective TSK null mouse models showed a different sensitivity 

to weight gain is unknown. Differences in the genetic background may have contributed to 

these differences. Indeed, the TSK KO models used by our respective teams were 

generated by two independent groups that used embryonic stem cells originating from 

different mouse strains (67, 68). Although both KO mice were backcrossed to C57BL/6J for 

several generations, differences in the genetic background likely persisted between the 

models, which could have been sufficient to alter the response to TSK loss. The contribution 

of genetic background to obesity susceptibility and obesity-related metabolic disturbances 

is well established (69-71). Alternatively, it is possible that variations in housing conditions 

and gut microbiota may also have affected the biological outcomes of each report (72). 

Additional studies are needed to resolve these issues.  

Here, we provide evidence that TSK is a hepatokine whose expression and 

circulating levels are induced in response to NAFLD and liver damage not only in mice but 

also in humans. In a first human cohort, we found that TSK expression was significantly 

higher in patients with elevated hepatic triglycerides content. Unfortunately, circulating TSK 

remained under the detection limit in these samples. To demonstrate that TSK can be 

detected in human plasma in response to severe hepatic stress, we took advantage of 

samples collected from patients suffering from acetaminophen-induced ALF. In this cohort, 

we found that TSK levels were significantly lower in ALF patients who survived without liver 

transplant than those that either died or required emergency transplantation. These results 

suggest that TSK may potentially be used as a biomarker to discriminate between patients 

with adequate remaining liver parenchyma that may recover ALF from those that may not. 
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Our findings thus indicate that plasma TSK may have prognostic significance in these 

patients. Additional studies with a larger population are needed to confirm this possibility. 

In conclusion, we report the identification of TSK as a hepatokine produced by the 

liver in response to NAFLD. We provide evidence that TSK affects cholesterol homeostasis 

by modulating circulating HDL-cholesterol, reverse cholesterol transport and BA synthesis 

in the liver. Collectively, our observations indicate that TSK could represent a new biomarker 

of liver stress linking NAFLD to atherogenic dyslipidemia and atherosclerosis. Additional 

studies are needed to define the role of TSK in regulating cholesterol metabolism and 

atherosclerosis development in humans.  
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Material and methods 

Animal care. All mice were on a C57BL/6J background and were purchased from the 

Jackson laboratory (stock number 000664). Obese mice (ob/ob; stock number 000632 and 

db/db; stock number 000697) and LDLR KO mice (stock number 002207) were purchased 

from the Jackson Laboratory. Male mice were used in all the studies. Mice were maintained 

on a 12:12-h light-dark cycle (lights on 0600-1800), while individually housed in ventilated 

cages at an ambient temperature of 23±1°C. Unless stated, all mice were fed ad libitum 

chow. The low-fat diet (LFD) (10% kCal from fat, D12450B) and high-fat diet (HFD) (60% 

kCal from fat, D12492) were purchased from Research Diets. The control diet 

(A02082003B) and methionine-choline deficient (MCD) (A02082002B) diet were also 

purchased from Research Diets.  

 

Generation of Tsk knockout mice. Tsk knockout mice were obtained from 

Genentech/Lexicon and were generated by homologous recombination, as described (68). 

The Tsk wild-type allele was amplified using the following primers: forward 5’-

GACATCAATCTGAGCCATAAC-3’, reverse 5’-ATGAAGGCATCTGGGTTGATG-3’. The 

integration of the Neo Cassette in the mutant Tsk allele was measured using the following 

primers: forward 5’-GTAGACTCTCCACAGGCATTGG-3’, reverse 5’- 

GCAGCGCATCGCCTTCTATC-3’. Mice were backcrossed for 6 generations onto 

C57BL6/J before being used experimentally. All the experiments were performed using age-

matched littermates produced from breeding Tsk heterozygote mice. 

 

Overexpression of TSK in mice. The AAV plasmid used to overexpress TSK contains an 

expression cassette consisting of the CMV enhancer and CBA promoter, WPRE, and SV40 

polyA flanked by AAV8 inverted terminal repeats. The Tsk gene was inserted into the 

multiple cloning sites between the CBA promoter and WPRE sequence. AAV vectors were 

packaged by the Canadian Neurophotonics Platform (Centre de recherche CERVO, 

Québec, Canada). Briefly, viral particles are generated from a triple transfection of HEK 

293T17 cells and collected from the culture media 5 days post-transfection. They are 

concentrated using a TFF setup (Vivaflow 50R 100K MWCO, Sartorius) and then purified 

by iodixanol gradient and ultracentrifugation. Purified particles are collected in suspension 

buffer (PBS 320 mM NaCl, 5% D-Sorbitol and 0.001% Pluronic F-68) and titrated by qPCR 
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(TaqMan) using ITR-based probe and primers. Physical titer and purity are confirmed by 

separating same volumes of AAV on a 10% SDS-PAGE (stain free—BioRad) in Tris-

Glycine-SDS buffer. Male C57BL6/J mice (10 weeks) or LDLR KO mice were injected with 

100µL of AAV8-GFP or AAV8-TSK via the tail vein (1 x 1011 RFU/mouse). The animals 

were sacrificed at the indicated time following the injection.  

 

Human liver samples. Liver samples were collected from non-smokers, obese men 

undergoing bariatric surgery (biliopancreatic diversion with duodenal switch). All participants 

provided written, informed consent. Triglycerides were extracted from the samples and the 

patients were distributed into two groups based on their median triglyceride content. RNA 

was extracted from the same samples and TSK expression was measured by qPCR. 

 

Serum samples from ALF patients. Samples were collected along with corresponding 

clinical information from patients with ALF. Inclusion criteria were: For the purposes of this 

study, acute liver failure (ALF) was defined as an internationalized ratio (INR) ≥ 1.5 and 

hepatic encephalopathy (HE) within the first 26 weeks of liver disease in a patient with an 

acute hepatic insult (73). The etiology of ALF for all patients in this analysis was 

acetaminophen toxicity (APAP-ALF). HE grade was defined by the West Haven Criteria 

(simplified) as follows; grade 1 ~ any alteration in mentation, grade 2 being somnolent or 

obtunded but easily rousable or presence of asterixis, grade 3 being rousable with difficulty 

and, grade 4: unresponsive to deep pain (74) and age ≥ 18 years. Exclusion criteria were: 

(1) cirrhosis/acute-on chronic liver failure. Serum samples were collected from 26 patients 

upon admission to the intensive care unit (early; day 1) and post-admission (between day 3 

to 9) when available. Clinical, biochemical and outcome data were collected prospectively 

and were analyzed for the 26 patients included in this study. Data assessed included 

demographic (age, race, sex), comorbidities, biochemistry at the time of sample collection 

(complete blood count, creatinine, transaminases, phosphate, international normalized ratio 

(INR), bilirubin, lactate), hepatic coma grade and requirement for organ support (mechanical 

ventilation (MV), vasopressors, and renal replacement therapy (RRT)). TSK levels were 

measured in plasma samples by western blotting. Recombinant TSK (R&D System, 3940-

TS-050) was used as an internal standard to quantify plasma TSK levels. 
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Cell culture. AML12 cells (ATCC (CRL-2254)) were cultured in a 1:1 mixture of Dulbecco's 

modified Eagle's medium and Ham's F12 medium with 0.005 mg/ml insulin, 0.005 mg/ml 

transferrin, 5 ng/ml selenium, and 40 ng/ml dexamethasone, 90% fetal bovine serum, 10%. 

To measure the secretion of TSK, 293T (ATCC (CRL-3216)) cells overexpressing TSK were 

plated one day before the experiment. The following day, cells were washed with PBS and 

the medium was replaced with fresh DMEM containing 10%% FBS (1ml/well). Supernatant 

and protein lysates were collected at times 0h, 6h, 12h, 24h and 48h for Western blot 

analyses. Supernatant was centrifuged for 5 minutes to remove cell debris.  

 

Virus preparation and cell infection. Mouse TSK and D-TSK were cloned into MSCV (gift 

from Lin He, Addgene plasmid # 24828). Viruses were produced using gag/pol and CMV 

VSV-G as the packaging system. Cells were infected for 24 hours in the presence of 8 µg/ml 

polybrene. After infection, the cells were dispersed into fresh medium. Cells were selected 

on the following days with 1 µg/ml puromycin.  

 

Quantitative real-time PCR. Total mRNA was isolated from tissues using the RNeasy Lipid 

Tissue Mini Kit (Qiagen, 74104). Total mRNA was isolated from cells using E.Z.N.A. Total 

RNA Kit I (Omega Biotek, R6834-02). The RNA concentrations were estimated from 

absorbance at 260 nm. cDNA synthesis was performed using the iScriptä Advanced cDNA 

Synthesis Kit for RT-qPCR (Bio-Rad) as described (75). mRNA extraction and cDNA 

synthesis were performed following the manufacturer’s instructions. cDNA was diluted in 

DNase-free water (1:15) before quantification by real-time PCR. mRNA transcript levels 

were measured in duplicate samples using CFX96 or CFX384 touchä real-time PCR (Bio-

Rad, Mississauga, ON, Canada). Chemical detection of the PCR products was achieved 

with SYBR Green (Bio-Rad, 172-5271) as previously described (75). Gene expression was 

corrected for the expression level of reference gene.  

 

Triglyceride extraction and measurement. Lipids were extracted from tissues as 

described by Folch (76). The extracted triglycerides were suspended in isopropanol and 

quantified using a commercial assay kit (Thermo Fisher Scientific, TR22421). 
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Cholesterol efflux. Cholesterol efflux assay was performed as previously described (77). 

Briefly, J774A.1 macrophages (ATCC TIB-67) were grown to 70-75% confluence in 48-well 

plates. Cells were then loaded with 3H-cholesterol for 18h (0.5 μCi per well; PerkinElmer, 

Waltham, MA, USA) in DMEM containing 1% FBS. On the next day, cells were washed with 

warm PBS and exposed to polyethylene glycol-treated mouse serum (2% v/v final) for 4 h. 

Percentage of cholesterol efflux was then calculated, ratio of 

supernatant/(supernatant+lysate). 

 

Glycogen extraction and measurement. Glycogen was measured in liver samples as 

described (78).  

 

Plasma metabolite measurement. Blood was collected using syringes conditioned with 

EDTA. Plasma was stored at -80°C for further biochemical analyses. Plasma metabolites 

were measured using the following commercial kits; insulin (EMD Millipore, SRI-13K,), 

triglycerides (Thermo Fisher Scientific, TR22421), NEFAs (Wako, 999-34691, 995-34791, 

991-34891, 993-35191, 276-76491). Cholesterol was measured using a commercial assay 

kit (Randox laboratories, CH200) according to the manufacturer’s instructions. Plasmas 

were depleted from LDLs and VLDLs using a PEG solution. Briefly, plasma was incubated 

with a 20% PEG6000 solution (20% (p/v) in 200mM glycine / H2O, pH 7.4) at a 5/2 ratio on 

ice for 20min. The mix was centrifuged 30min at 10 000rpm at 4°C. The supernatant was 

used to measure HDL-c with the same commercial assay kit used for total cholesterol. 

Circulating glucose levels were measured from tail blood using an instant glucometer 

(Roche, Accu-Chek Performa). Mouse Apoa1 was measured using an ELISA kit (Abcam, 

ab238260) 

 

Western blotting. All cells were rinsed twice with ice-cold PBS before lysis. Cells were lysed 

with Triton-X 100 containing lysis buffer (50 mM HEPES, pH 7.4, 2 mM EDTA, 10 mM 

sodium pyrophosphate, 10 mM sodium glycerophosphate, 40 mM NaCl, 50 mM NaF, 2 mM 

sodium orthovanadate, 1% Triton-X 100, and one tablet of EDTA-free protease inhibitors 

per 25 ml). Tissues were homogenized with the same buffer supplemented with 0.1% 

sodium lauryl sulfate and 1% sodium deoxycholate. Cells and tissues were rotated at 4°C 

for 10 minutes and then the soluble fractions of cell lysates were isolated by centrifugation 
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for 10 min in a microcentrifuge. Protein levels were then quantified using Bradford reagents 

and analyzed by Western blotting. Samples were loaded on 10% Tris-Glycine precast gels 

(Life Technologies). Proteins were transferred to PVDF membranes blocked in 5% milk 

diluted in PBS-Tween and incubated with their primary antibody overnight at 4°C. The 

following antibodies were used: GRP78 (C50B12, Cell Signaling Technology, dilution 

1:1000), AKT(pan) (C67E7, Cell Signaling Technology, dilution 1:1000), b-Actin (4967, Cell 

Signaling Technology, dilution 1:1000), phospho-PKA substrate (RRXS*/T*)(100G7E) 

(9624S), Tyrosine hydroxylase antibody (NB300-109, Novus, dilution 1:1000), TSK (Immune 

Bio Solutions). Secondary antibodies were purchased from Cell Signaling Technology 

(7076S and 7074S) and Immune Bio Solutions (Y00008-HRP) and diluted 1:5000. 

Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent (RPN2106) was used to image the 

blots. 

 

Antibody generation. Antibodies were raised against TSK in egg-laying White Leghorn 

hens through a collaboration with Immune Biosolutions. Animals were injected at day 0 with 

emulsification mixture of antigen peptide and Freund’s complete adjuvant (Rockland, 

Limerick, PA). The immunogen sequence corresponds to the amino acids 323-335 of mouse 

TSK (323-EGAYHRQPGSSPK-335). Hens received two booster injections with Freund’s 

incomplete adjuvant (Rockland, Limerick, PA) on days 21 and 42. The eggs were collected 

from the day 21 to 63. IgY’s were harvested from egg yolks. Briefly, egg yolks were 

degreased and protein containing antibodies precipitated with ammonium sulfate. TSK 

peptides were coupled with Sulfhydryl-Reactive Resin (ProteoChem, Hurricane, UT). 

Specific anti-TSK antibodies were then immunopurified on an immunoaffinity column. The 

concentrations of immunopurified IgY’s were estimated by measuring the absorbance at 280 

nm (an optical density at 280 nm of 1.35 equals 1 mg of IgY/ml). 

 

Bile acid measurements. Plasma, liver and fecal bile acids were assessed using liquid 

chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) with an electrospray 

interface, as previously described (79). The chromatographic system consisted of an 

Alliance 2690 HPLC apparatus (Waters, Milford, MA), and the tandem mass spectrometry 

system was an API3200 mass spectrometer (Applied Biosystems, Concord, Canada). 
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Statistics. Values are presented as mean ± SEM. Statistical analyses were performed using 

GraphPad Prism. When comparing 2 groups, significance was determined by two-tailed, 

unpaired t test. Experiments with multiple groups were analyses using One-way ANOVA 

with multiple comparisons (Tukey’s multiple comparison). Experiments including multiple 

groups and factors were analyzed using Two-way ANOVA with multiple comparisons 

(Sidak’s multiple comparison). The Fisher exact test was used to compare the proportion of 

ALF patients with detectable serum TSK at admission that either died or received a liver 

transplant versus the patients that survived. For non-parametric variables, significance was 

determined using a Wilcoxon rank sum test. 

 

Study approval. All experimental protocols were approved by the Animal Ethics Committee 

of Université Laval (CPAUL) and in accordance with the guidelines of the Canadian Council 

on Animal Care. Human liver samples were obtained from the Biobank of the Institut 

universitaire de cardiologie et de pneumologie de Québec – Université Laval in compliance 

with Institutional Review Board-approved management modalities. Samples from ALF 

patients were collected as part of a study approved by the Health Ethics Review Board 

(HREB) at the University of Alberta (Pro00052591).  
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Figure 1. TSK is a hepatokine induced by obesity. (A) Summary of the 

experimental approach designed to identify liver-specific secreted proteins regulated in 

conditions of obesity. (B) Gene expression profile comparing the expression of Tsk in 

various mouse tissues and cell types. The microarray data used in this panel are available 

through NCBIs Gene Expression Omnibus (accession number GSE10246). (C-E) qPCR 

analysis of Tsk transcript expression in the liver of (C) littermates control and db/db mice 

(n=5-6/group) (10 weeks old), (D) littermates control and ob/ob mice (n=4-5/group) (12 

weeks old) and (E) LFD and HFD-fed mice C57BL/6J (n=10/group) (11-13 weeks old fed a 

LFD or HFD for 10 weeks). Data represent the mean ± SEM. Significance was determined 

by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 versus controls. (F) Schematic representation of 

human and mouse TSK protein. (G) Western blot analysis of cell lysates and culture media 

of 293T cells overexpressing human TSK. Cells were plated the day before and culture 

medium was changed at time 0. Cells were lysed and culture medium was collected at the 

indicated time. AKT was used as a loading control. (H) Western blot analysis of cell lysates 

and culture media of 293T cells overexpressing human TSK or a mutated form lacking the 

signal peptide (Δ-TSK). Samples were processed as described in G. (I-J) Western blot 

analysis of (I) tissues samples or (J) plasma collected from C57BL/6J mice injected with 

AAV8-GFP or AAV8-TSK. Mice were sacrificed 4 weeks following AAV8 injection. (K-L) 

Western blot analysis of plasma TSK levels in (K) control and db/db mice and (L) control 

and ob/ob mice. Representative samples are shown.  
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Figure 2. 
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Figure 2. Tsk expression correlates with liver steatosis in multiple mouse 

models. (A-C) Hepatic triglyceride content in (A) control and db/db mice (n=5-6/group) (10 

weeks old), (B) control and ob/ob mice (n=4-5/group) (12 weeks old) or (C) LFD and HFD-

fed mice (n=10/group) (11-13 weeks old fed a LFD or HFD for 10 weeks). For each mouse 

model, the correlation between Tsk transcript levels and hepatic triglyceride content is 

presented. (D) Body weight of male mice fed a control or a MCD diet for 21 days (n=7/group). 

(E) Hepatic triglyceride content measured in mice fed a control or a MCD diet (n=7/group). 

(F) qPCR analysis of Tsk expression in the liver of control and MCD diet-fed mice 

(n=7/group). (G) Western blot analysis of plasma TSK levels in control and MCD diet-fed 

mice. Representative samples are shown. (H) Correlation calculated between Tsk transcript 

levels and hepatic triglyceride content in control and MCD diet-fed mice (n=14). (I) 

Experimental scheme of the MCD reversal experiments. Mice were fed a control or MCD 

diet for 21 days. Before being switched back to a control diet for 3, 6 or 12 days. (J) Hepatic 

triglyceride content and (K) Tsk mRNA expression levels measured in mice included in the 

MCD reversal study described in I (n=6-7/group). (L) Western blot analysis of plasma TSK 

levels in the MCD reversal study. Representative samples are shown. (M) qPCR analysis of 

Tsk expression in the liver of male mice housed at thermoneutrality (30°C) or exposed to 

cold (10°C) for 6 hours (n=6/group) (left part) or in mice injected with saline (vehicle) or 

CL316243 (0.1mg/kg) for 4 hours (n=6/group) (right panel). In these experiments, male mice 

(10-12 weeks old) were used. (N) Hepatic triglyceride content in the experiment described 

in M. (O) Correlation calculated between Tsk transcript levels and hepatic triglyceride 

content in control mice and mice exposed to cold or injected with CL316243 as described in 

M (n=24). In all panels, data represent the mean ± SEM. In panels A, B, C, E, F, M and N 

significance was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 versus controls. 

Pearson correlations (two-tailed) were calculated in panel A to C, H and O. In panel D, Two-

way ANOVA with multiple comparisons (Sidak’s multiple comparison) was performed. *P < 

0.05 versus control. In panels J and K, One-way ANOVA with multiple comparisons (Tukey’s 

multiple comparison) were performed. *P < 0.05 versus control. # P < 0.05 versus MCD. 
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Figure 3. 
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Figure 3. ER stress and inflammatory mediators promote Tsk expression and 

release. (A) qPCR analysis of Tsk and Grp78 transcript levels in AML12 hepatocytes treated 

or not with tunicamycin for 8 hours (n=3/condition). (B) qPCR analysis of Tsk and Grp78 

transcript levels in the liver of male mice (10 weeks old) injected with tunicamycin 

(n=6/group). Mice were injected with tunicamycin (2mg/kg) and sacrificed 8 hours later. (C) 

qPCR analysis of Tsk and Grp78 transcript levels in AML12 cells pre-treated with the 

indicated inhibitors (4µ8C,100µM; GSK2606414, 1µM) for 1 hour and then treated or not 

with tunicamycin for 8 hours (n=5/condition). (D) qPCR analysis of Tsk and Mcp1 transcript 

levels in AML12 cells treated with TNFa (5ng/ml), IL1b (20ng/ml), IFNg (5000U/ml) or a 

mixture of these cytokines for 8 hours (n=5/condition). (E) qPCR analysis of Mcp1, Tnfa and 

Il1b transcripts in the liver of male mice (10-12 weeks old) injected with either vehicle or 

CCl4 (40%, 1ml/kg) (n=6 mice/group). Mice were sacrificed 24 hours after the injection. (F) 

qPCR analysis of Tsk transcript in the liver of mice injected with either vehicle or CCl4. (G) 

Western blot analysis of plasma TSK levels in mice injected with either vehicle or CCl4. 

Representative samples are shown. In all panels, data represent the mean ± SEM. One-

way ANOVA with multiple comparisons (Tukey’s multiple comparison) were performed in 

panel A, C and D. In panel A, * denotes significance (P < 0.05) versus dose 0, # denotes 

significance (P < 0.05) versus dose 0.25µg/ml, & denotes significance (P < 0.05) versus 

dose 0.50µg/ml and $ denotes significance (P < 0.05) versus dose 1.0µg/ml. In panel C, * 

denotes significance (P < 0.05). In panel D, * denotes significance (P < 0.05) versus control, 

# denotes significance (P < 0.05) versus TNFa, & denotes significance (P < 0.05) versus 

IL1b and $ denotes significance (P < 0.05) versus IFNg. In panels B, E and F, significance 

was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 versus controls. 
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Figure 4. 
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Figure 4. TSK levels are increased in response to steatosis and liver damages 

in humans. (A) Characteristics of the human patients included in our study. Liver samples 

were collected from 58 patients and triglycerides were extracted and measured. 

Triglycerides were extracted and patients were distributed into two groups based on the 

median triglycerides content of the samples. (B) Triglyceride content of the liver samples 

described in A (n=29/group). (C) TSK mRNA expression levels measured in humans with 

Low or High hepatic triglycerides (n=29/group). (D) Western blot analysis and (E) 

quantification of TSK in serum of humans suffering from acetaminophen-induced ALF. Blood 

samples were collected from patients upon their admission to the intensive care unit. Other 

blood samples were collected post admission (between 3 and 9 days) (n=26). The samples 

presented in D are the ones in which TSK was detected and quantified. (F) Proportion of 

ALF patients with detectable serum TSK at admission that either died or received a liver 

transplant versus the patients that survived. (G) Comparison of TSK levels at admission 

between patients that either died or received a liver transplant versus the patients that 

survived. In all panels, data are presented as the mean ± SEM. In panel A and B, significance 

was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 versus controls. In panel E, 

significance was determined by two-tailed, paired t test. *P < 0.05 comparing TSK at 

admission vs. post-admission. In panel F, significance was determined using Fisher exact 

test. *P < 0.05 vs survivors. In panel G, significance was determined by two-tailed, unpaired 

t test. *P < 0.05 vs survivors. 
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Figure 5. 
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Figure 5. TSK does not affect NAFLD development. (A) Male mice (10 weeks old) 

were injected with AAV8-GFP or AAV8-TSK. Western blot analysis of plasma samples were 

analysed 4 weeks following AAV8 injection. Representative samples are shown. (B) 

Western blot showing that mice injected with AAV8-TSK show a stable rise in circulating 

TSK protein levels. (C) Hematoxylin and eosin stained sections of liver samples collected 

from AAV8-GFP and AAV8-TSK mice. Representative pictures are shown. (D) Water, 

triglyceride, protein and glycogen content of liver samples collected from AAV8-GFP and 

AAV8-TSK mice (n=12/group). (E) qPCR analysis of various genes in the liver of AAV8-GFP 

and AAV8-TSK mice (n=11-12/group). (F) Schematic overview of the strategy used to 

produce TSK knockout mice. (G) Genotyping validation showing the wt and ko alleles in 

Tsk+/+, Tsk+/- and Tsk-/- mice. (H) Western blot analysis of plasma samples collected from 

wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice injected with CCl4. Blood was collected 24 hours 

after the injection of CCl4. (I) Hematoxylin and eosin stained sections of liver samples 

collected from male wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice fed either LFD or HFD for 

19 weeks. Representative pictures are shown. (J) Water, triglyceride, protein and glycogen 

content of liver samples collected from wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice fed either 

LFD or HFD (n=6-8/group). (K) qPCR analysis of various genes in the liver of wild-type 

(Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice fed either LFD or HFD diet for 19 weeks (n=6-8/group). 

In all panels, data are presented as the mean ± SEM. In panels D and E significance was 

determined by two-tailed, unpaired t test. In panels J and K, two-way ANOVA with multiple 

comparisons were performed between wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice for each 

diet. *P < 0.05 versus wild-type (Tsk+/+) mice. Absence of asterisk denotes no significant 

changes between the groups.  
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Figure 6. 
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Figure 6. TSK impacts systemic cholesterol homeostasis. (A-B) Plasma 

cholesterol levels measured in samples collected from male (A) C57BL/6J mice 

(n=12/group) or (B) LDLR KO mice (n=9/group) injected with AAV8-GFP or AAV8-TSK. 

Blood samples were analysed from mice 4 weeks following AAV8 injection. (C-D) 

Cholesterol efflux capacity measured using plasma collected from (C) C57BL/6J mice 

(n=16-19/group) and LDLR KO mice (n=10/group) injected with AAV8-GFP or AAV8-TSK or 

(D) wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice (n=10-13/group). (E-F) qPCR analyses of in 

the liver of male mice sacrificed after either 5 days (left) or 28 days (right) (n=12/group) 

following injection with AAV8-GFP or AAV8-TSK. (G-H) Bile acid profiling in (G) the liver and 

(H) the plasma of mice sacrificed 28 days (n=6-8/group) following injection with AAV8-GFP 

or AAV8-TSK. Values are log transformed. In all panels, data are presented as the mean ± 

SEM. Significance was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 versus control. 
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Figure S1. Tsk is a hepatokine induced by obesity. (A) Gene expression analysis 

of all the candidate genes identified in the experimental scheme described in Figure 1A. 

qPCR was performed in the liver of control and db/db mice (n=5-6/group). Data represent 

the mean ± SEM. Significance was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 

versus controls. (B to D) Body weight of (B) control and db/db mice (n=5-6/group) (10 weeks 

old), (C) control and ob/ob mice (n=4-5/group) (12 weeks old) and (D) LFD and HFD-fed 

mice (n=10/group) (11-13 weeks old mice fed a LFD or HFD for 10 weeks). Data represent 

the mean ± SEM. Significance was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 

versus controls. (E) Sequence alignment of TSK protein among species. (F) qPCR analysis 

of Tsk expression in the liver of AAV8-GFP and AAV8-TSK mice. 
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Figure S2. 

 

 

 

Figure S2. Tsk expression correlates with liver steatosis in multiple mouse 

models. (A) Mice were fed a control or MCD diet for 21 days. Following this period, MCD 

diet-fed mice were switched back to a control diet for 3, 6 or 12 days. Correlation between 

Tsk transcript levels and hepatic triglyceride content is presented (n=34 mice). (B) Hepatic 

triglyceride content measured in male mice (10 weeks old) injected with either vehicle or 

T0901317 (n=6 mice/group). Mice were sacrificed 24 hours after the injection. (C) qPCR 

analysis of Tsk transcript expression in the liver of male mice injected with vehicle or 

T090137 (n=6 mice/group). (D) Correlation between Tsk transcript levels and hepatic 

triglyceride content in the experiment described in B (n=12). (E) Plasma level of NEFA in 

mice housed at thermoneutrality (30°C) or exposed to cold (10°C) for 6 hours (n=4-6/group) 

(left part) or in mice injected with saline or CL316243 (0.1mg/kg) (n=6/group) (right panel). 

In these experiments, male mice (10-12 weeks old) were used. In all the panels, data 

represent the mean ± SEM.  Pearson correlations (two-tailed) were calculated in panels A 

and D. In panels B, C, and E, significance was determined by two-tailed, unpaired t test. 

*P < 0.05 versus control.  
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Figure S3. 
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Figure S3. ER stress and inflammatory mediators promote Tsk expression and 

release. (A) qPCR analysis of Grp78 transcript levels in the liver of control and db/db mice 

(n=5-6/group) and control and ob/ob mice (n=4-5/group). (B) Correlation between Tsk and 

Grp78 transcript levels in the experiment described in A (n=20). (C) Western blot analyses 

of plasma TSK levels (top panel) and hepatic GRP78 protein in the MCD reversal study. 

AKT was used as a loading control. Representative samples are shown. (D to G) qPCR 

analyses of pro-inflammatory gene expression in the liver of (D) control and db/db mice 

(n=5-6/group), (E) control and ob/ob mice (n=4-5/group), (F) LFD- and HFD-fed mice 

(n=10/group) and (G) mice included in the MCD reversal study (n=7/group). (H) qPCR 

analysis of Tnfa transcript levels in AML12 cells treated with TNFa (5ng/ml), IL1b (20ng/ml), 

IFNg (5000U/ml) or a mixture of these cytokines for 8 hours (n=5/condition). (I) Western blot 

analysis of plasma TSK levels in mice injected or not with LPS (2mg/kg). Plasma was 

collected 12 hours after the injection. In this panel, an arrow point towards a non-specific 

band (n.s.). In all panels, data represent the mean ± SEM. In panels A, D, E and F, 

significance was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 versus controls. 

Pearson correlations (two-tailed) were calculated in panels B. In panels G and H, One-way 

ANOVA with multiple comparisons (Tukey’s multiple comparison) were performed. In panel 

G, *P < 0.05 versus control and # P < 0.05 versus MCD diet. In panel H, * denotes 

significance (P < 0.05) versus control, # denotes significance (P < 0.05) versus TNFa, & 

denotes significance (P < 0.05) versus IL1b and $ denotes significance (P < 0.05) versus 

IFNg. 
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Figure S4. 

 

 

 

Figure S4. TSK levels are increased in response to steatosis and liver damage 

in humans. (A) mRNA expression levels of pro-inflammatory markers and ER stress 

markers measured in liver samples isolated from humans with Low or High hepatic 

triglycerides (n=29/group). Data represent the mean ± SEM. Significance was determined 

by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 versus controls. (B) Correlation calculated between 

hepatic TSK and IL1B transcript levels in the human cohort (n=58). Pearson correlations 

(two-tailed) was calculated. (C) Characteristics of the ALF patients included in the study. 

Significance for sex was determined by chi squared test. For non-parametric variables 

(platelet count, INR, ALT, bilirubin, creatinine, lactate) significance was determined using a 

Wilcoxon rank sum test. For parametric variables (white blood cell count), significance was 

determined by two-tailed, unpaired t test. 
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Figure S5. 
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Figure S5. TSK does not affect NAFLD development. (A) Hepatic Tsk transcript 

expression 5 days and 28 days following the injection AAV8-GFP and AAV8-TSK. (B) Tissue 

weight of AAV8-GFP and AAV8-TSK mice (n=12/group). Mice were sacrificed 6 weeks 

following AAV8 injection. (C) Fasting glucose and (D) insulin levels measured in plasma of 

AAV8-GFP and AAV8-TSK mice (n=9-12/group). (E) Body length (left) and body weight 

(right) of wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) (n=7-12/group). (F) Body weight gain of wild-

type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) (n=6-8/group) fed a LFD or a HFD for 19 weeks (G) Tissue 

weight of wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice fed either LFD or HFD diet for 19 

weeks (n=6-8/group). Results are presented as % of body weight. (H) Fasting glucose and 

(I) insulin levels measured in plasma of wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice fed 

either LFD or HFD diet for 19 weeks (n=6-8/group). (J) Western blot analysis of plasma TSK 

levels in wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice bred to the ob/ob background (n=4-

6/group). Male mice were sacrificed at 16-19 weeks of age. Representative samples are 

shown. (K) Hepatic triglyceride content and (L) qPCR analyses of gene expression 

measured in the liver of mice described in J. (M) Western blot analysis of plasma TSK levels 

in wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice fed a MCD diet for 21 days (n=6/group). 

Representative samples are shown. (N) Body weight and (O) tissue weight of wild-type 

(Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice fed MCD diet for 21 days (n=6/group). (P) Hematoxylin 

and eosin stained sections and (Q) hepatic triglyceride content of liver samples collected 

from wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice fed MCD diet for 21 days. (R) qPCR 

analysis of various genes in the liver of wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice fed MCD 

diet for 21 days (n=6/group). (S) Experimental scheme of the MCD diet reversal 

experiments. Mice were fed a MCD diet for 21 days before being switched back to a control 

diet for 6 days (n=8/group). (T) Hepatic triglyceride content and (U) qPCR analyses of pro-

inflammatory gene expression measured in the liver of mice included in the MCD reversal 

study described in P (n=8/group). In all panels, data are presented as the mean ± SEM. In 

panels A to E, T and U, significance was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 

versus controls. In panels F to I, K, L, N, O, Q and R, two-way ANOVA with multiple 

comparisons was performed between wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice for each 

diet. Only the differences between genotypes within each diet are presented as significantly 

different (*P < 0.05 versus wild-type (Tsk+/+) mice).  
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Figure S6. 
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Figure S6. TSK impacts on systemic cholesterol homeostasis. (A) Circulating 

triglycerides and NEFA levels measured in samples collected from C57BL/6J mice injected 

with AAV8-GFP or AAV8-TSK (n=12/group). Blood samples were analysed from mice 4 

weeks following AAV8 injection. (B) Total cholesterol and HDL-cholesterol levels measured 

in plasma samples collected from wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice (n=11-

13/group). (C-D) Plasma ApoA1 levels measured in (C) C57BL/6J mice injected with AAV8-

GFP or AAV8-TSK (n=9/group) and in (D) in wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice 

(n=12/group). (E) Western blot analysis and (F) ApoA1 levels measured in plasma of LDLR 

KO mice injected with AAV8-GFP or AAV8-TSK (n=7-9/group). (G) Western blot analysis of 

plasma samples collected from mice injected with AAV8-GFP or AAV8-TSK. Blood was 

collected 1, 2, 3, 4 and 5 days following AAV8 injection. Representative samples are shown. 

(H) Total cholesterol, HDL-cholesterol and ApoA1 levels measured in plasma samples 

collected from mice 3 days following the injection with AAV8-GFP or AAV8-TSK 

(n=10/group). (I) Hepatic cholesterol content measured 28 days after the injection of AAV8-

GFP or AAV8-TSK. (J-K) Bile acid profiling in (J) the liver and (K) the plasma of mice 

sacrificed 5 days (n=8-10/group) following the injection with AAV8-GFP or AAV8-TSK. 

Values are log transformed. (L) Circulating levels of 7-alpha-hydroxy-4-cholesten-3-one 

(7aC4) measured in the plasma of mice sacrificed 5 days or 28 days following the injection 

with AAV8-GFP or AAV8-TSK (n=8-10/group). In all panels, data are presented as the mean 

± SEM. In all panels, excepted panel G, significance was determined by two-tailed, unpaired 

t test. *P < 0.05 versus control. 
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Avant-propos  

Cet article étudie l’implication de TSK dans la capacité thermogénique du tissu 

adipeux brun, l’augmentation du poids corporel et l’homéostasie du glucose. L’ensemble de 

ce travail a été réalisé sous la direction du Dr. Mathieu Laplante. Cette étude implique mon 

entière participation quant à la réalisation de l’ensemble des étapes menant à 

l’aboutissement de ces travaux, soit la planification, les décisions relatives aux mesures 

effectuées, la mesures des variables plasmatiques et tissulaires et l’écriture du manuscrit. 

Travaillant sur une nouvelle protéine, de nombreux résultats ont été insérés en tant que 

matériel supplémentaire ou n’ont pas pu être intégré dans l’article. Suite aux corrections du 

directeur, l’article a été révisé par l’ensemble des coauteurs et a été soumis aux éditeurs de 

la revue Molecular Metabolism. Cet article a été accepté pour fin de publication en 

septembre 2019 et publié en novembre 2019. 
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Résumé 

 

Objectifs : Les hépatokines sont des protéines sécrétées par le foie qui ont un impact sur 

les fonctions du foie et de divers tissus par la signalisation autocrine, paracrine et endocrine. 

Récemment, Tsukushi (TSK) a été identifiée comme une nouvelle hépatokine induite par 

l'obésité et l'exposition au froid. Il a été proposé que TSK contrôle l'innervation sympathique 

et la thermogenèse dans le tissu adipeux brun (TAB) et que la perte de TSK protège contre 

l'obésité induite par l'alimentation et améliore l'homéostasie du glucose. Nous rapportons ici 

l'impact de la suppression et / ou de la surexpression de TSK sur la capacité thermogénique 

du TAB, la régulation du poids corporel et l'homéostasie du glucose. Méthodes : Nous 

avons mesuré l'expression des gènes thermogéniques et des marqueurs d'innervation et 

d'activation du TAB chez des souris TSK nulles et TSK surexpresseurs. Le poids corporel, 

la température corporelle et les paramètres de l'homéostasie du glucose ont également été 

évalués dans le contexte de la perte et de la surexpression de TSK. Résultats : La perte 

de TSK n'a pas affecté l'activation thermogénique du TAB. Nous avons constaté que les 

souris TSK nulles n'étaient pas protégées contre le développement de l'obésité et ne 

présentaient pas d'amélioration de la tolérance au glucose. La surexpression de TSK a 

également échoué à moduler la thermogenèse, le gain de poids corporel et l'homéostasie 

du glucose chez la souris. Conclusions : TSK n'est pas un régulateur important de la 

thermogenèse du TAB et il est peu probable qu'elle représente une cible efficace pour 

prévenir l'obésité et améliorer l'homéostasie du glucose. 

  



 

111 

Abstract 

 

Objectives: Hepatokines are proteins secreted by the liver that impact the functions of the 

liver and various tissues through autocrine, paracrine, and endocrine signaling. Recently, 

Tsukushi (TSK) was identified as a new hepatokine that is induced by obesity and cold 

exposure. It was proposed that TSK controls sympathetic innervation and thermogenesis in 

brown adipose tissue (BAT) and that loss of TSK protects against diet-induced obesity and 

improves glucose homeostasis. Here we report the impact of deleting and/or overexpressing 

TSK on BAT thermogenic capacity, body weight regulation, and glucose homeostasis. 

Methods: We measured the expression of thermogenic genes and markers of BAT 

innervation and activation in TSK-null and TSK-overexpressing mice. Body weight, body 

temperature, and parameters of glucose homeostasis were also assessed in the context of 

TSK loss and overexpression. Results: The loss of TSK did not affect the thermogenic 

activation of BAT. We found that TSK-null mice were not protected against the development 

of obesity and did not show improvement in glucose tolerance. The overexpression of TSK 

also failed to modulate thermogenesis, body weight gain, and glucose homeostasis in mice. 

Conclusions: TSK is not a significant regulator of BAT thermogenesis and is unlikely to 

represent an effective target to prevent obesity and improve glucose homeostasis. 
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1. Introduction 

The liver plays central roles in regulating systemic metabolism. Alteration in liver 

functions linked to chronic overfeeding and obesity contributes to the development of several 

health issues including insulin resistance, type 2 diabetes, dyslipidemias, hypertension and 

cardiovascular diseases [1, 2]. Recent evidence indicates that the liver impacts on 

metabolism through the secretion of specific proteins. These proteins, often referred to as 

hepatokines, are secreted by the liver and impact on the functions of the liver per se and 

several extrahepatic tissues through autocrine, paracrine and endocrine mechanisms [3-5]. 

It is now well documented that the secretion of several hepatokines is altered in response 

to obesity and that some of these circulating proteins can directly contribute to the 

development of obesity-related metabolic disorders [3-5].  

Tsukushi (TSK) is an atypical member of the small leucine-rich proteoglycan (SLRP) 

family that controls developmental processes in various models [6]. Recently, two groups, 

including our, reported the identification of TSK as a new hepatokine [7-9]. These studies 

revealed that TSK is a liver-derived factor whose expression and circulating levels are 

strongly induced in response to obesity and cold exposure. Triglyceride deposition in the 

liver, a common feature associated with obesity and acute cold challenge, strongly 

associates with Tsk expression and TSK release by the liver [7, 9]. It was also shown that 

inflammation and endoplasmic reticulum (ER) stress, two conditions intimately linked to 

excessive lipid deposition in the liver, both promote Tsk expression [7]. Collectively, these 

findings indicate that TSK is a new hepatokine whose circulating levels are linked to hepatic 

fat accumulation, inflammation and ER stress.  

The function of TSK in metabolism is only emerging. A recent study proposed a role 

for TSK in regulating the activation of brown adipose tissue (BAT), a key organ controlling 

thermogenesis, energy balance and glucose metabolism [8]. Using TSK null mice, Wang et 

al. reported that TSK loss increased sympathetic innervation and thermogenesis in BAT, 

protected mice against diet-induced obesity and improved glucose homeostasis [8]. Based 

on these findings, they proposed that TSK could be part of a negative feedback mechanism 

emerging from the liver to repress thermogenesis in BAT and reduce energy expenditure. 

TSK was thus suggested as a potential target for therapeutic intervention in metabolic 

diseases. Here, we provide data showing that the loss of TSK does not affect BAT 

thermogenic capacity. We found that TSK null mice are not protected against the 

development of obesity and do not show improvement in glucose metabolism. 
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Overexpression of TSK also failed in modulating thermogenesis, body weight and glucose 

tolerance. Thus, we conclude that TSK in not a significant regulator of BAT thermogenesis 

and that TSK is unlikely to represent an effective target to prevent obesity and improve 

glucose homeostasis. 
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2. Material and methods 

2.1. Animal care.  

All experimental protocols were approved by the Animal Ethics Committee of Université 

Laval (CPAUL) and in accordance with the guidelines of the Canadian Council on Animal 

Care. All mice were on a C57BL/6J background and were purchased from the Jackson 

laboratory (stock number 000664). Obese mice (ob/ob; stock number 000632) were 

purchased from the Jackson Laboratory. Mice were maintained on a 12:12-h light-dark cycle 

(lights on 0600-1800), while individually housed in ventilated cages at an ambient 

temperature of 23±1°C. Unless stated, all mice were fed ad libitum chow. The low-fat diet 

(LFD) (10% kCal from fat, D12450B) and high-fat diet (HFD) (60% kCal from fat, D12492) 

were purchased from Research Diets.  

 

2.2. Generation of Tsk knockout mice.  

Tsk knockout mice were obtained from Genentech/Lexicon and were generated by 

homologous recombination, as described [10]. The insertion of the targeting vector was 

validated by PCR and Southern blotting. The Tsk wild-type allele was amplified using the 

following primers: forward 5’-GACATCAATCTGAGCCATAAC-3’, reverse 5’-

ATGAAGGCATCTGGGTTGATG-3’. The integration of the Neo Cassette in the mutant Tsk 

allele was measured using the following primers: forward 5’-

GTAGACTCTCCACAGGCATTGG-3’, reverse 5’- GCAGCGCATCGCCTTCTATC-3’. Mice 

were backcrossed for 6 generations onto C57BL6/J before being used experimentally. All 

the experiments were performed using age-matched littermates produced by breeding Tsk 

heterozygote mice. 

 

2.3. Overexpression of TSK in mice.  

AAV vectors were packaged by the Canadian Neurophotonics Platform (Centre de 

recherche CERVO, Québec, Canada). Briefly, viral particles were generated from a triple 

transfection of HEK 293T17 cells and collected from the culture media 5 days post-

transfection. They were concentrated using a TFF setup (Vivaflow 50R 100K MWCO, 

Sartorius) and then purified by iodixanol gradient and ultracentrifugation. Purified particles 

were collected in suspension buffer (PBS 320 mM NaCl, 5% D-Sorbitol and 0.001% Pluronic 



 

115 

F-68) and titrated by qPCR (TaqMan) using ITR-based probe and primers. Physical titer and 

purity were confirmed by separating same volumes of AAV on a 10% SDS-PAGE (stain 

free—BioRad) in Tris-Glycine-SDS buffer. Male C57BL6/J mice (10 weeks) were injected 

with 100µL of AAV8-GFP or AAV8-TSK via the tail vein (1 x 1011 PFU/mouse). The animals 

were sacrificed at the indicated time following the injection. 

 

2.4. Quantitative real-time PCR.  

Total mRNA was isolated from tissues using the RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, 

74104). The RNA concentrations were estimated from absorbance at 260 nm. cDNA 

synthesis was performed using the iScriptä Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR 

(Bio-Rad) as described. mRNA extraction and cDNA synthesis were performed following the 

manufacturer’s instructions. cDNA was diluted in DNase-free water (1:15) before 

quantification by real-time PCR. mRNA transcript levels were measured in duplicate 

samples using CFX96 or CFX384 touchä real-time PCR (Bio-Rad, Mississauga, ON, 

Canada). Chemical detection of the PCR products was achieved with SYBR Green (Bio-

Rad, 172-5271). At the end of each run, melt curve analyses were performed, and 

representative samples of each experimental group were run on agarose gel to ensure the 

specificity of amplification. Gene expression was corrected for the expression level of 

reference gene. The following primers were used.  

 

2.5. Glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT).  

For the GTT, mice were fasted 6 hours and were injected ip with 1 g/kg of D-Glucose. For 

the ITT, animals were fasted for 6 hours and were injected ip with 0.75 U/kg of human 

recombinant insulin (Humulin, Lilly, Canada). Blood samples were collected from the tail 

vein and glucose was measured using a glucometer (Roche, Accu-Chek Performa).  

 

Gene Sens Anti-sens 
Actb CTCTAGACTTCGAGCAGGAG AGAGTACTTGCGCTCAGGAG 
Arbp AGAAACTGCTGCCTCACATC CATCACTCAGAATTTCAATGG 
Cidea AAAGGGACAGAAATGGACAC CCTCAGCAGATTCCTTAACAC 
Dio2 CAGTGTGGTGCACGTCTCCAATC TGAACCAAAGTTGACCACCAG 

Pgc1a AAGATCAAGGTCCCCAGGCAGTAG TGTCCGCGTTGTGTCAGGTC 
Tsk TGCAGGGCATCCTCCATCTA GCCTGAAAACACCTCAGCTC 

Ucp1 GCAGTGTTCATTGGGCAGCC GGACATCGCACAGCTTGGTAC 
Actb CTCTAGACTTCGAGCAGGAG AGAGTACTTGCGCTCAGGAG 
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2.6. Body composition analysis.  

Body composition was measured by dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA) using the 

PIXIMUS mouse densitometry apparatus (Lunar Corporation, Madison, WI, USA) under 

isoflurane.  

 

2.8. Body temperature measurement.   

Rectal temperature was measured in mice using a digital thermometer with a precision of 

0.1°C (Mansfield, Montreal, Qc, Canada). 

 

2.9. Western blotting.  

Tissues were lysed with Triton-X 100 containing lysis buffer (50 mM HEPES, pH 7.4, 2 mM 

EDTA, 10 mM sodium pyrophosphate, 10 mM sodium glycerophosphate, 40 mM NaCl, 50 

mM NaF, 2 mM sodium orthovanadate, 1% Triton-X 100, 0.1% sodium lauryl sulfate and 1% 

sodium deoxycholate and one tablet of EDTA-free protease inhibitors per 25 ml). Tissues 

were rotated at 4°C for 10 minutes and then the soluble fractions of cell lysates were isolated 

by centrifugation for 10 min in a microcentrifuge. Protein levels were then quantified using 

Bradford reagents and analyzed by Western blotting. Samples were loaded on 10% Tris-

Glycine precast gels (Life Technologies). Proteins were transferred to PVDF membranes 

blocked in 5% milk diluted in PBS-Tween and incubated with their primary antibody 

overnight at 4°C. The following antibodies were used: b-Actin (4967, Cell Signaling 

Technology, dilution 1:1000), phospho-PKA substrate (RRXS*/T*)(100G7E) (9624S), 

Tyrosine hydroxylase antibody (NB300-109, Novus, dilution 1:1000). Secondary antibodies 

were purchased from Cell Signaling Technology (7076S and 7074S) and diluted 1:5000. 

Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent (RPN2106) was used to image the 

blots. 
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3. Results 

3.1. Loss of TSK does not affect BAT thermogenic capacity. 

TSK deficiency was recently shown to affect BAT function in mice [8]. An increase in 

thermogenic gene expression was reported in TSK-null animals, an effect that was linked to 

elevated sympathetic innervation and to a reduction in lipid deposition in BAT. To test the 

impact of TSK loss on BAT metabolism, we used the full-body TSK-null mouse model that 

was previously developed [10]. Confirming the validity of the model, Tsk expression was 

undetectable in the liver of TSK knockout mice (Figure 1A). We next measured the 

expression of classical thermogenic markers in BAT, including Uncoupling protein 1 (Ucp1), 

Cell death activator cide-A (Cidea), Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

COACTIVATOR 1a (Pgc1a), and Type II iodothyronine deiodinase (Dio2). As shown in 

Figure 1B, none of these genes were differentially expressed in the BAT of TSK-null mice 

as compared to the expression in littermate controls. This was observed in mice fed either 

chow or HFD. We next measured the phosphorylation of protein kinase A (PKA) substrates 

and tyrosine hydroxylase (TH) in BAT as markers of BAT activation and innervation. In 

contrast to the findings of Wang et al., we found no increase in the phosphorylation of PKA 

substrates and TH levels in TSK knockout mice (Figure 1C). In fact, we even observed a 

reduction in TH protein in the BAT of chow-fed mice (Figure 1C and 1D). No difference in 

BAT weight and body temperature between wild-type and knockout mice further confirmed 

the absence of thermogenic induction in the BAT of TSK-null mice (Figure 1E and 1F). To 

test whether TSK might specifically have an impact on BAT activation in response to cold, 

wild-type and TSK-null mice were housed at 10 °C for 24 h. As shown in Figure S1, TSK 

loss did not increase the expression of the thermogenic gene, the phosphorylation of PKA 

substrates, or TH levels in BAT. The weight of BAT did not differ between wild-type and TSK 

null mice. Altogether, these results do not support a role for TSK in regulating BAT 

thermogenesis in mice. 

3.2. Loss of TSK does not protect mice against the development of obesity. 

The elevation in BAT activity caused by TSK deletion was proposed to be sufficient 

to promote energy expenditure and prevent diet-induced obesity in mice [8]. To test the 

impact of TSK on body weight regulation, wild-type and TSK knockout littermates were fed 

either a LFD or a HFD. At the beginning of the study, TSK-null animals were already smaller 

than wild-type littermates, a phenotype consistent with the established role of TSK in 

regulating development in mice (Figure. 2A) [6]. In contrast to the results presented by Wang 
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et al., TSK-null animals were not protected against diet-induced obesity. As shown in Figure 

2B, TSK wild-type and TSK knockout mice gained the same amount of weight in response 

to LFD or HFD. Supporting these findings, DEXA analyses revealed no difference in lean 

and fat mass between the wild-type and TSK-null mice (Figure 2C and 2D). To test whether 

TSK loss could have an impact on body weight gain in severely obese mice, TSK wild-type 

and TSK knockout mice were established into the ob/+ and ob/ob background, respectively. 

Although TSK-null mice were smaller than littermate controls (Figure 2E), the body weight 

gain measured in the ob/ob background was not affected by the loss of TSK (Figure 2F). 

These results further confirm that loss of TSK does not protect mice against the development 

of obesity. 

3.3. Loss of TSK does not improve glucose homeostasis. 

The loss of TSK was previously reported to improve glucose tolerance in mice [8]. 

To define the impact of TSK loss on glucose metabolism, we next performed the GTT in 

TSK wild-type TSK and knockout mice fed either a LFD or a HFD. We observed a mild 

deterioration in glucose tolerance in TSK knockout mice fed a LFD, but this effect was not 

statistically significant when the area under the curve was calculated (Figure 3A and B). 

More importantly, we did not find an impact of TSK loss on glucose intolerance induced by 

HFD feeding (Figure 3A and B). To test whether TSK loss could have an impact on glucose 

homeostasis in genetically obese mice, we performed GTT in TSK wild-type and TSK 

knockout mice bred into the ob/ob background. As presented in Figure 3C and D, we found 

no effect of TSK loss on glucose tolerance in this more severe model either. Altogether, 

these results indicate that TSK does not improve glucose homeostasis in two well- 

established mouse models of obesity. 

3.4. Overexpression of TSK does not affect BAT thermogenic capacity, body weight 

and glucose homeostasis. 

To further examine the functions of TSK in regulating metabolism, complementary 

experiments were performed in TSK-overexpressing mice. Briefly, mice were infected with 

AAV serotype 8 (AAV8) coding for either a control green fluorescent protein (GFP) or a full-

length TSK. As expected, we detected high levels of TSK in the plasma of mice injected with 

AAV8-TSK (Figure 4A). As observed in TSK-null mice, TSK overexpression did not affect 

the expression of thermogenic genes in BAT (Figure 4B). We did not observe any change 

in BAT weight or obvious differences in BAT morphology between AAV8-GFP and AAV8-

TSK mice (Figure 4C and D). Moreover, we measured no difference in body temperature 



 

119 

following TSK overexpression (Figure 4E). Consistent with these findings, we found no effect 

of TSK overexpression on body weight gain (Figure 4F). We next sought to define the impact 

of TSK overexpression on glucose homeostasis. As depicted in Figure 4G and H, TSK 

overexpression did not have any impact on glucose tolerance and insulin sensitivity. Overall, 

these results indicate that TSK overexpression does not affect BAT activation, body weight, 

and glucose homeostasis in mice. 
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4. Discussion 

Hepatokines are proteins released by the liver that impact on various organs to 

control systemic metabolism. The secretion of several hepatokines is altered in response to 

obesity, and growing evidence indicates that these changes can contribute to the 

development of glucose intolerance, insulin resistance, and cardiovascular diseases [3-5]. 

These observations suggest that hepatokines could represent new targets for the treatment 

of obesity-related metabolic diseases.  

TSK is a newly identified hepatokine whose circulating levels are induced by obesity 

and cold exposure [7-9]. Liver steatosis, a common feature associated with obesity and 

acute cold challenge, strongly associates with circulating TSK in several mouse models [7, 

9]. Interestingly, inflammation and ER stress, two conditions linked to excessive lipid 

deposition in the liver, both promote hepatic Tsk expression in mice [7]. Generally, these 

findings support the idea that TSK is produced when the liver faces various stressful 

conditions linked to excessive lipid flux in the tissue. Although both groups reporting the 

discovery of TSK generally agree on the conditions promoting its release by the liver, they 

also proposed different physiological roles for this hepatokine. Gain and loss of function 

studies performed in our laboratory revealed that TSK impacts on systemic cholesterol 

homeostasis [7]. In particular, we showed that TSK reduced circulating HDL-cholesterol, 

lowered cholesterol efflux capacity and decreased cholesterol to bile acid conversion in the 

liver. Based on these findings, we proposed that TSK might be part of a biological response 

aimed at limiting reverse cholesterol transport to the liver when hepatocytes are exposed to 

elevated lipid flux, inflammation and ER stress. Alternatively, because TSK is rapidly 

induced following cold exposure, a phenomenon that we found to be linked to the acute 

steatosis that develops upon sympathetic activation, a role for TSK in the regulation of 

thermogenesis was investigated [8]. In this study, Wang et al. reported that TSK deletion 

increased sympathetic innervation and thermogenesis in BAT, protected mice against diet-

induced obesity and improved glucose homeostasis [8]. They proposed that TSK could be 

part of a negative feedback mechanism emerging from the liver to repress thermogenesis 

in BAT and reduce energy expenditure.  

With our past experience in the study of BAT and energy balance [11-17], we 

intuitively tested the implication of TSK on these parameters early following the identification 

of TSK, with the objective to test the possible role of this protein in the control of energy 

metabolism. Here, we provide compelling evidence showing that TSK does not impact 
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thermogenic activation of BAT in various experimental conditions. These results clearly 

show that neither the loss not the overexpression of TSK has any effect on the expression 

of classical markers of thermogenesis in BAT. In these experiments, TSK did not affect body 

temperature and body weight gain in both lean and obese mice. Moreover, we did not 

observe any significant impact of TSK loss or overexpression on glucose homeostasis. 

Collectively, these observations raise questions about the importance of TSK in modulating 

BAT activation in mice, as recently proposed by Wang and colleagues [8].  

The underlying reasons for these discrepant findings remain to be fully investigated 

but it is worth pointing to some key experimental considerations that are likely contributing 

to the phenotypical discordance between the studies. First, the TSK knockout models used 

by our respective teams were generated by two independent groups that used embryonic 

stem cells originating from different mouse strains (129S5/SvEvBrd vs C57BL6 x CBA) [10, 

18]. Although both knockout mice were backcrossed to C57BL6J for six generations, 

differences in the genetic background may have persisted between the models, which could 

have been sufficient to alter the response to TSK loss. The impact of the genetic background 

on thermogenesis has been well documented over the years [19, 20]. Further supporting the 

differences between the two TSK knockout lines, a delay in hair cycle development was 

found in the TSK knockout mice used by Wang et al. [21], a phenotype that we did not 

observed in our model (Figure S1). Skin defects were also found in their TSK knockout 

mouse model [22]. As recently discussed by Nedergaard and Cannon, changes in the quality 

of skin, fur and hair can reduce insulation and promote heat loss, which is often sufficient to 

activate the sympathetic nervous system and increase energy expenditure [23]. Taking this 

into account, it is thus possible that the link between TSK and BAT thermogenesis reported 

by Wang et al. may have been revealed secondary to a defect in heat conservation. The 

fact that their TSK knockout mice no longer show elevated BAT activity and protection 

against obesity when housed at thermoneutrality supports this hypothesis [8]. Lastly, we 

cannot exclude the possibility that variations in diet composition, housing conditions or gut 

microbiota composition may have affected the biological outcomes of each study [24].  

Although the experimental differences described above could explain part of the 

discordance between our studies with the TSK null mouse models, they do not explain why 

TSK overexpression had no impact on BAT activation, body weight regulation and glucose 

homeostasis. Collectively, the lack of effect of both TSK loss and overexpression on BAT 
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activation and body weight regulation in our mouse models argue against a significant role 

of TSK is regulating thermogenesis and energy balance in mice. 

 

5. Conclusion 

Taken together, our data provide clear evidence that neither the loss nor the 

overexpression of TSK has any significant impact on BAT thermogenic capacity, body 

weight gain and glucose homeostasis in mice. We thus feel that the conclusions drawn by 

Wang et al. should be interpreted with caution until additional studies from independent 

groups confirm or refute our respective findings. 
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Figures 

Figure 1. 
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Figure 1. Loss of TSK does not affect BAT thermogenic capacity. (A) qPCR analysis of 

Tsk gene expression in the liver of wild-type (Tsk+/+) and knockout (Tsk-/-) mice (n=6-

7/group). (B) qPCR analysis of thermogenic gene expression in BAT of Tsk+/+ and Tsk-/- 

mice fed chow or HFD for 12 weeks (n=8-9/group). (C) Western blot analyses performed on 

BAT protein lysates prepared from Tsk+/+ and Tsk-/- mice fed chow or HFD for 12 weeks. 

Representative samples are shown. (D) Quantification of TH protein levels of samples 

described in panel C (n=5-7/group). The results are normalized to B-ACTIN. (E) BAT weight 

of Tsk+/+ and Tsk-/- mice fed either chow or HFD diet for 12 weeks (n=8-9/group). Results 

are presented as % of body weight. (F) Body temperature of Tsk+/+ and Tsk-/- mice fed chow 

diet (n=6/group). Data are presented as the mean ± SEM. In panels A, D and F, significance 

was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 versus control. In panels B and E, 

two-way ANOVA with Sidak’s multiple comparisons were performed. *P < 0.05 versus wild-

type. Non-significant differences (n.s.) are indicated. 
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Figure 2.  

 

Figure 2. Loss of TSK does not protect mice against obesity development.  

(A) Body weight and (B) % of body weight gain of Tsk+/+ and Tsk-/- mice fed either LFD or 

HFD diet for 19 weeks (n=6-8/group). (C) Percentage of lean and (D) fat mass measured by 

DEXA in mice described in A-B (n=6-8/group). (E) Body weight and (F) percentage of body 

weight gain measured in ob/+ Tsk+/+, ob/+ Tsk-/-, ob/ob Tsk+/+ and ob/ob Tsk-/- mice (n=6-

8/group). Data are presented as the mean ± SEM. In panels A to D, two-way ANOVA with 

Sidak’s multiple comparisons were performed. In panel A, body weight at week 20 was used 

in the analysis. Results from the ANOVA are presented on the side of each panel. In panel 

F, significance was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 versus wild-type. 

Non-significant differences (n.s.) are indicated.  
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Figure 3. 

 

Figure 3. Loss of TSK does not improve glucose homeostasis. 

(A) Glucose tolerance test (GTT) performed in Tsk+/+ and Tsk-/- mice fed either LFD or HFD 

(6-8/group). (B) Presentation of the area under the curve (AUC) calculated from the 

experiment described in panel A. (C) Glucose tolerance test (GTT) performed in ob/+ Tsk+/+, 

ob/+ Tsk-/-, ob/ob Tsk+/+ and ob/ob Tsk-/- mice (n=6-8/group). (D) Presentation of the area 

under the curve (AUC) calculated from the experiment described in panel C. Data are 

presented as the mean ± SEM. In panels A to D, two-way ANOVA with Sidak’s multiple 

comparisons were performed. *P < 0.05 versus wild-type. In panel B and D, results from the 

ANOVA are presented on the side of the graph. Non-significant differences (n.s.) are 

indicated. 
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Figure 4. 

 

Figure 4. Overexpression of TSK does not affect BAT thermogenic capacity, body 

weight and glucose homeostasis. 

(A) Western blot analysis of plasma collected from C57BL/6J mice injected with AAV8-GFP 

or AAV8-TSK. Plasma was collected 4 weeks following AAV8 injection. Representative 

samples are show. (B) qPCR analyses of thermogenic gene expression in BAT of AAV8-

GFP and AAV8-TSK mice sacrificed 4 weeks post injection (n=8/group). (C) BAT weight of 

AAV8-GFP and AAV8-TSK mice (n=12/group). (D) Hematoxylin and eosin stained sections 

of BAT samples collected from AAV8-GFP and AAV8-TSK mice. Representative samples 

are shown. (E) Body temperature of AAV8-GFP and AAV8-TSK mice 4 weeks post injection 

(n=7-8/group). (F) Body weight of AAV8-GFP and AAV8-TSK mice (n=12/group). (G) GTT 

and (H) insulin tolerance test (ITT) performed in AAV8-GFP and AAV8-TSK mice 

(n=12/group). Data are presented as the mean ± SEM. In panels B, C and E, significance 

was determined by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05 versus control. In panels F to H, 

two-way ANOVA with Sidak’s multiple comparisons were performed. *P < 0.05. Absence of 

asterisk denotes no significant (n.s.) changes between the groups.  
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Supplementary figures 

Figure S1. TSK loss does not affect BAT thermogenic activation in response to a 
cold challenge. 

 

 

Figure S1. TSK loss does not affect BAT thermogenic activation in response to a cold 

challenge. (A) qPCR analysis of thermogenic gene expression in BAT of Tsk+/+ and Tsk-/- 

mice exposed to cold (10°C) for 24 hours (n=4-6/group). (B) Western blot analyses 

performed on BAT protein lysates prepared from Tsk+/+ and Tsk-/- mice exposed to cold 

(10°C) for 24 hours (n=4/group). (C) Quantification of TH protein levels of samples described 

in panel B (n=4/group). The results are normalized to AKT. (D) BAT weight of Tsk+/+ and 

Tsk-/- mice exposed to cold (10°C) for 24 hours (n=4-6/group). Results are presented as % 

of body weight. In panels A, C and D, significance was determined by two-tailed, unpaired t 

test. *P < 0.05 versus control. Non-significant differences (n.s.) are indicated. 
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Figure S2. The TSK null mouse model used in our study does not show delay in 

hair follicle development. 

 
 
Figure S2. The TSK null mouse model used in our study does not show delay in 

hair follicle development. 

(Left panel) Tsk+/+ and Tsk-/- mice used in this study were sacrificed at 28 days of age and 

depilated to look at skin pigmentation, an indicator of hair developmental stage. No 

differences were observed. (Right panel) The Tsk null mouse used in the report of Wang et 

al. [8] was previously shown to exhibit defects in hair cycle [21]. In this model, mice show a 

pink skin at 28 days of age compared to control mice, indicating delayed hair cycle 

development. The picture presented in the right panel was published by Niimori et al. [21]. 
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Discussion  

Discussion générale 

La découverte de nouvelles hépatokines impliquées dans la régulation du 

métabolisme hépatique ou systémique est importante afin de permettre l’amélioration du 

diagnostic et du traitement des patients souffrants de NAFLD/NASH, mais aussi compléter 

notre compréhension des mécanismes impliqués dans cette pathologie complexe. Ces 

dernières années, les connaissances sur les hépatokines et leur rôle dans l’obésité et les 

pathologies associées ont évolué. Tel que discuté dans l’introduction, le rôle des 

hépatokines identifiées à ce jour est associé au métabolisme des lipides et du glucose, à la 

résistance à l’insuline et à l’inflammation. Le foie est un organe sécrétoire important 

responsable de la libération de très nombreuses protéines dont seulement une partie est 

identifiée et caractérisée. Il existe encore un certain nombre de protéines sécrétées par le 

foie encore non identifiées qui possèdent un potentiel rôle dans l’obésité et les pathologies 

associées, et qui pourraient permettre d’améliorer la compréhension des mécanismes liant 

les différentes comorbidités de l’obésité ainsi que d’améliorer le diagnostic et le traitement 

de la NAFLD. Les travaux de recherche effectués dans le cadre de cette thèse avaient pour 

but d’identifier de nouvelles hépatokines impliquées dans la régulation du métabolisme 

hépatique et/ou systémique en contexte d’obésité. Ces travaux ont été réalisés afin de 

caractériser une hépatokine sélectionnée, d’identifier les mécanismes impliqués dans sa 

régulation et d’identifier l’impact de sa perte ou de sa surexpression sur le métabolisme 

hépatique/systémique chez la souris. 

Identification de TSK, une protéine de la famille des SLRPs. 

Dans le chapitre 1, nous identifions TSK comme une nouvelle hépatokine exprimée 

et sécrétée en réponse à la stéatose hépatique indépendamment de l’obésité. TSK 

appartient à la famille des SLRPs (Small Leucine Rich Proteoglycan), une famille de 

protéine composée principalement de protéines extracellulaires capables de moduler 

certaines voies de signalisation. Les protéines de cette famille sont au nombre de 17 et sont 

réparties en cinq classes selon la conservation à travers l’évolution, la présence 

caractéristique de séquences riches en cystéine en position N-terminal et l’organisation 

chromosomale (Figure 13) (469). Les classes I, II et III possèdent des critères classiques 

de cette famille de protéine alors que les classe IV et V s’en éloignent. TSK appartient à la 

classe IV des SLRPs qui comprend également Chondroadherin (CHAD) et Nyctalopin 
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(NYX). Ces trois protéines sont peu connues de la littérature. Toutes les SLRPs subissent 

des modifications post-traductionnelles sous la forme de chaines de glycosaminoglycane 

(GAG). Les SLRPs sont souvent localisées à plusieurs sur un même chromosome, sauf 

certaines d’entre elles comme TSK. Il est possible que la duplication de chromosomes au 

cours de l’évolution soit responsable de cette organisation particulière et potentiellement de 

la redondance de certaines fonctions (469). 

 

 
Figure 13: Analyse phylogénétique et organisation chromosomique des classes de SLRP chez 
l’humains. Adapté de(469) 

 

Les SLRPs ont de nombreuses fonctions qui varient selon leur localisation et leur 

liaison à d’autres protéines. Cette famille de protéine a été associée à l’organisation de la 

matrice extracellulaire (MEC) dans laquelle elles sont souvent incorporées. La première 

fonction reconnue des SLRPs est leur capacité à interagir avec les fibres de collagène et de 

réguler leur assemblage et leur taille. Les SLRPs se lient aux molécules de collagène au 

niveau de leurs motifs de répétition riche en leucine limitant le diamètre des fibres de 

collagène mature. De plus, les SLRPs sont capables d’interagir avec de nombreux 

récepteurs de surface, des cytokines, des chimiokines, des facteurs de croissance et 

d’autres composants de la MEC (470). La liaison directe de ces diverses molécules au 

noyau riche en leucine ou aux chaines de GAG des SLRPs contrôle leur biodisponibilité et 

leur activité. En effet, elles peuvent être séquestrées dans la MEC créant un gradient ou un 
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réservoir biologique proche des récepteurs cellulaires. Cela permet de les présenter à leur 

récepteur respectif permettant d’augmenter l’aptitude signalétique, ou au contraire de les 

tenir loin des récepteurs prévenant ainsi l’interaction ligand-récepteur et diminuant la 

signalisation. Ces différentes interactions ont des effets directs sur les voies de signalisation 

cellulaires régulant la prolifération, la migration et le système immunitaire (471,472). Parmi 

les SLRPs, plusieurs ont été associées à des pathologies incluant la fibrose rénale, le cancer 

et l’ostéoporose. Lorsque les SLRPs n’interagissent pas avec des fibres de collagène, elles 

peuvent avoir des fonctions différentes sous leur forme soluble (473). 

Decorin (Dcn) et Biglycan (Bgn), deux membres de la famille des SLRPs, sont 

associées à la fibrose rénale et au cancer avec des fonctions dans la fibrose et 

l’inflammation, et laissent penser qu’elles pourraient être transposées à la fibrose et à 

l’inflammation hépatique présentes dans les stades avancés de stéatose hépatique. Dcn a 

des fonctions anti-fibrotiques et Bgn joue un rôle dans l’inflammation. Dcn est exprimé par 

les fibroblastes et présent majoritairement dans l’espace péritubulaire d’un rein en santé. 

Cependant, en contexte de fibrose rénale DCN s’accumule au niveau des zones de fibrose 

tubulointerstitiaires. Il est supposé que DCN est séquestré dans la MEC empêchant son 

interaction avec des récepteurs cellulaires. La forme soluble de DCN peut se lier aux 

récepteurs TGFβR et IGFR (insulin-like growth factor receptor) entrainant une compétition 

avec TGFβ et une inhibition de l’apoptose. De cette façon, l’action de TGFβ est réduite avec 

le processus de fibrose augmentant ainsi la survie des cellules rénales (474). De plus, des 

études en contexte de cancer ont également montré la fonction inhibitrice de Dcn sur TGFβ. 

Une interaction entre DCN et TLR2/TLR4 est responsable d’un milieu pro-inflammatoire et 

de la restriction de la croissance de la tumeur (475). D’autre part, Bgn est exprimé dans la 

majorité des tissus et est un composant de la MEC en condition normale. Des études ont 

mis en évidence que dans un contexte pathologique BGN agit comme une DAMPs, un signal 

de danger, résultant en l’initiation de l’inflammation dans le rein. La forme soluble de BGN, 

issue de la libération de la protéine séquestrée dans la MEC ou sécrétée par les 

macrophages, est un ligand de TLR2 et de TLR4. Cette interaction induit l’activation des 

macrophages avec la production de cytokines pro-inflammatoires et le recrutement de 

nouveaux macrophages qui sécrètent eux aussi BGN (476). D’autres études ont démontré 

que l’interaction de BGN avec TLR2/TLR4 des cellules immunitaires innées induit 

l’inflammation via la voie NF-kB facilitant la migration des cellules cancéreuses (475). Au-

delà de cet exemple, les SLRPs peuvent affecter d’autres voies de signalisation, souvent 

similaires, reflétant une certaine redondance dans leurs fonctions. Cet exemple intéressant 



 

135 

de fibrose et d’inflammation en condition de fibrose rénale pourrait être transposé à la fibrose 

hépatique en contexte de NASH.  

Dans les dernières années, plusieurs SLRPs ont été associé à l’obésité et aux 

pathologies hépatiques incluant Dcn, Bgn, Lumican (Lum) et Fibromodulin (Fmod). En 

contexte d’obésité, l’expression de Dcn et Bgn est augmentée dans le tissu adipeux. Des 

études in vitro indiquent que Bgn et Dcn réduisent la prolifération des préadipocytes par 

l’induction de l’apoptose (477). Ces fonctions sont dues à leurs chaines de GAGs. Chez les 

souris Bgn-KO soumises à une diète riche en gras, l’expression de certains marqueurs dans 

le tissu adipeux incluant IL-6 et CD68 est plus faible que chez les souris sauvages. De plus, 

les souris Bgn-KO nourries avec une diète riche en gras possèdent des niveaux 

d’adiponectine plus élevés. D’autres études ont montré que l’expression de Bgn et Dcn est 

augmentée par la fibrose hépatique induite par la ligature du conduit biliaire ou par 

l’administration de thioacétamide, un agent chimique utilisé pour induire la fibrose (478). De 

plus, l’expression de Dcn est augmentée par la fibrose causée par des injections de 

tétrachlorure de carbone (CCl4). Dans ces différentes conditions, la modulation de 

l’expression de Bgn et Dcn est associée aux sites de fibrose. Chez les souris Dcn-KO, le 

développement de la fibrose hépatique est plus important et la cicatrisation plus faible que 

chez les souris sauvages (WT) (479). D’autre part, des études ont démontré que Fmod est 

augmenté dans la fibrose hépatique chez plusieurs modèles murins ainsi que chez des 

individus atteints d’une cirrhose induite par l’hépatite C (480). Les souris Fmod-KO 

possèdent une plus faible fibrose que les souris WT. D’autre part, chez les individus obèses 

atteints de NASH, les niveaux de Lum sont plus élevés en fonction du degré de stéatose. 

En effet, Lum n’est pas augmenté chez les individus atteints d’une stéatose simple, il est 

augmenté en contexte de NASH modéré et d’avantage chez les individus ayant une NASH 

sévère (481). In vivo, des études ont mis en évidence que la perte de Lum est responsable 

de la diminution de la stéatose hépatique (482). Les études réalisées montrent une 

régulation positive de ces SLRPs en contexte de pathologie hépatique et notamment de la 

fibrose hépatique mais ne précisent pas leurs rôles spécifiques. À l’exception de Dcn qui 

est associé à un rôle de protection contre le développement de la fibrose, Bgn, Lum et Fmod 

en favorise le développement. Lum et Dcn sont les seules SLRPs à avoir été étudiées en 

contexte de NAFLD/NASH en contexte d’obésité avec une association à la phase fibrotique 

qui apparait dans un stade tardif de la pathologie. Les études menées mettent en évidence 

une régulation de Dcn, Bgn, Lum et Fmod par TGFβ1 et par l’inflammation qui pourrait 

expliquer la modulation de leur expression à des phases plutôt tardives de la pathologie. 
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TSK est une SLRPs dont l’induction d’expression et de sécrétion est rapide lors de 

l’apparition des dommages hépatiques. Nos études montrent que TSK est régulé par le 

stress du RE, l’accumulation de lipides et l’inflammation indiquant un lien potentiel à un 

stade plus précoce de la pathologie. 

TSK est peu connue de la littérature. Les publications existantes à son sujet 

décrivent TSK comme un modulateur extracellulaire de plusieurs voies de signalisation. 

Plusieurs articles lui donnent un rôle dans le développement embryonnaire en agissant sur 

plusieurs voies de signalisation incluant BMP (bone morphogenetic protein), FGF (fibroblast 

growth factor), Nodal et Notch. Dans les premières études réalisées dans des embryons de 

poulet, Tsk a été décrit comme un antagoniste de BMP4 en agissant avec chordin (483). 

Chez Xenopus, la présence de BMP4 est requise pour l’expression de Tsk qui inhibe BMP4 

et modifie l’activation de la voie Notch (484). Par la suite, une étude a montré que Tsk inhibe 

BMP4 et FGF8 et active Xnr2 (Xenopus nodal-related gene), un élément de la voie de 

signalisation Nodal, favorisant la formation de l’endoderme (485). Des études ont également 

été réalisées chez l’adulte dans différentes espèces. Chez le poulet, une étude a montré 

que Tsk interagit avec Frizzled4 bloquant l’activation de Wnt2b et de ce fait inhibant la voie 

de signalisation Wnt (486). D’autre part, il a été observé que l’activation de SXR (steroid 

and xenobiotic sensing nuclear receptor) par la vitamine K2 induit l’expression de marqueurs 

ostéoblastiques favorisant l’accumulation de collagène dans les ostéoblastes. Dans ces 

conditions, l’expression de Tsk est induite et rappelle des fonctions similaires de Bgn dans 

les os (487). Des publications ont également décrit une augmentation de l’expression de 

Tsk en réponse à un agoniste de Ppara chez l’Homme (488), à l’insuline (489) et à des 

médicaments induisant des injures hépatiques chez le rat (490). Les observations de la 

dernière étude sont intéressantes et pourraient être transposées aux dommages hépatiques 

lors de la stéatose. De plus, certaines études ont montré un rôle de Tsk dans la régulation 

de TGF-b1 (491) et de l’inflammation (473). L’interaction directe de TSK avec TGF-b1 est 

une étape essentielle pour la croissance des poils qui est retardée chez les souris Tsk-KO 

(491). Dans cette étude, une augmentation de l’expression de Tgfb1 et Il-6 a été observée 

chez les souris Tsk-KO lors de la guérison de lésions induites (473). Les fonctions de TSK 

dans le métabolisme restent cependant inconnues. 

TSK est modulée par la stéatose hépatique. 

TSK est exprimée et sécrétée majoritairement dans le foie. Nous avons mis en 

évidence que TSK est induite dans divers modèles murins d’obésité et de stéatose 
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hépatique. Nous avons essayé différents anticorps commerciaux pour détecter TSK par 

immunobuvardage mais ces derniers se sont montrés non spécifiques et incapables de 

détecter la bande d’intérêt au poids moléculaire attendu. Nous avons donc décidé de 

générer un anticorps sur mesure pour détecter TSK par immunobuvardage in vitro et in vivo. 

Nous avons mis en évidence une corrélation entre l’accumulation de triglycérides 

hépatiques et l’expression de Tsk. En revanche, lorsque nous avons induit l’accumulation 

de lipides in vitro en utilisant l’oléate, un AG qui induit peu de lipotoxicité et de stress du RE, 

aucune modulation de l’expression de Tsk n’a été observée (données non montrées). Ces 

résultats indiquent que la présence d’AG seule ne suffit pas à induire l’expression de Tsk. 

Dans la stéatose hépatique, l’accumulation de lipides est associée au stress du RE et à 

l’inflammation. Nous avons mis en évidence que le stress du RE, qui active la réponse UPR, 

induit l’expression de Tsk in vivo et in vitro. Dans des études in vitro, nous avons montré 

que les voies IRE1a et PERK de la réponse UPR sont toutes deux impliquées dans la 

régulation de Tsk. Ces résultats suggèrent que la réponse UPR globale est responsable de 

la régulation de Tsk. Dans notre étude in vivo, l’injection de tunicamycine chez la souris 

induit l’expression de Tsk mais pas sa sécrétion. La tunicamycine est un agent chimique qui 

inhibe la N-glycosylation des protéines bloquant leur sécrétion. Le fait que TSK ne soit pas 

détectée dans le plasma des souris injectées avec de la tunicamycine suggère une sécrétion 

de TSK par la voie classique de sécrétion. Nous ne pouvons pas exclure un manque de 

sensibilité de notre anticorps en immunobuvardage. Dans d’autres études, nous avons 

montré que l’inflammation induit l’expression de Tsk. In vitro, les cellules traitées avec un 

mélange de cytokines ont une expression augmentée de Tsk alors que les cytokines 

individuelles ne sont pas suffisantes pour induire l’expression de Tsk. In vivo, l’injection de 

LPS chez la souris induit l’expression de Tsk. De plus, l’injection de CCl4 chez la souris est 

responsable d’une forte induction et sécrétion de TSK. Nous avons également réalisé une 

étude de réversibilité de stéatose utilisant une diète MCD (methionine deficient diet) puis un 

retour à une diète normale. Dans ce modèle nous montrons une diminution de l’expression 

et de la sécrétion de TSK avec la résolution de la stéatose incluant la diminution de la 

quantité de triglycérides hépatiques, du stress du RE et de l’inflammation. Ces résultats 

indiquent une régulation de Tsk par l’accumulation de lipides, le stress du RE et 

l’inflammation, trois éléments fortement liés en condition de NAFLD/NASH.  

Nous avons observé que le degré de modulation de l’expression et de la sécrétion 

de Tsk n’est pas la même dans tous les modèles. L’expression et la sécrétion de Tsk sont 

plus fortement augmentées dans les modèles d’obésité sévère incluant les souris ob/ob et 
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db/db. Nous avons également observé une forte induction de Tsk en condition de 

dommages hépatiques sévères incluant les souris injectées avec du CCl4. Les différences 

d’expression et de sécrétion peuvent être expliquées par les divergences des modèles en 

termes de poids des animaux mais aussi en fonction des altérations hépatiques induites par 

les traitements. Les modèles d’obésité utilisés incluent des modèles génétiques tels que les 

souris ob/ob et db/db, qui sont des animaux obèses depuis leur naissance avec une 

altération de la signalisation de la leptine. Ces modèles ne développent pas de NASH et de 

fibrose mais possèdent des hauts niveaux de TG hépatiques. L’autre modèle d’obésité 

utilisé est induit avec une diète riche en gras. Dans ce contexte, l’obésité est induite 

progressivement et présente une forme plus avancée de stéatose hépatique. Le modèle 

MCD quant à lui n’induit pas d’obésité mais une perte de poids. Cependant, ce modèle induit 

une forme avancée de stéatose hépatique. Les injections de CCl4 in vivo chez la souris 

induisent d’importants dommages hépatiques incluant l’accumulation de lipides, le stress du 

RE et une forte inflammation. Il semble que les effets de l’accumulation de lipides, du stress 

du RE et de l’inflammation soit additifs et augmentent d’autant plus l’induction de 

l’expression et de la sécrétion de TSK. De plus, la sécrétion de TSK n’est pas modulée de 

la même façon que son expression génique. En effet, la sécrétion de la protéine est 

nettement supérieure à l’induction de l’expression d’ARNm indiquant la présence de 

mécanismes de régulation de la sécrétion/libération de TSK et de son renouvellement. TSK 

appartient à la famille des SLRPS, des protéines connues pour interagir avec la MEC. 

Certaines d’entre elles ont été suggérées pour agir comme des DAMPs, des molécules 

gardées dans les cellules ou séquestrées dans l’ECM et libérées lors d’injures, de stress ou 

de mort cellulaires. Ces molécules jouent un rôle dans l’inflammation et l’activation de voies 

signalétiques spécifiques selon la nature des DAMPs mis en jeu (300). C’est le cas de BGN 

qui est relâchée de la MEC en réponse au stress ou aux injures pour activer la réponse 

immunitaire (492–497). Ici, TSK semble être relarguée fortement et rapidement en réponse 

aux stress et dommages hépatiques, suggérant une action similaire aux DAMPs. 

TSK chez l’humain. 

Chez la souris, nous avons observé une induction de l’expression et de la sécrétion 

de TSK en réponse à la NAFLD. Afin de déterminer si TSK est modulée chez l’humain, nous 

avons mesuré son expression dans le foie d’une cohorte de patients obèses. Nous avons 

montré que l’expression de TSK est plus importante chez les patients ayant une plus grande 

quantité de TG hépatiques. Ces résultats confirment l’association entre l’expression de TSK 
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et la NAFLD, pas seulement chez la souris mais aussi chez l’humain. Nous avons également 

observé une association entre l’expression de TSK et des marqueurs de l’inflammation, 

indiquant un potentiel rôle de l’inflammation dans l’induction de TSK chez l’humain. En 

revanche, nous n’avons pas été en mesure de détecter la protéine dans le plasma de ces 

patients. Nous n’avons pas non plus détecté TSK dans le plasma de souris obèses nourries 

avec une diète riche en gras. Comme mentionné précédemment, il est possible que la 

quantité de TSK soit inférieure au seuil de détection de TSK par immunobuvardage. Nous 

ne pouvons pas exclure une différence dans les modifications post-traductionnelles ou la 

formation de multimères qui pourraient masquer les épitopes de l’anticorps. D’autre part, 

nos échantillons proviennent d’individus qui sont obèses depuis de nombreuses années. 

L’apparition de l’obésité chez l’Homme prend plusieurs années tandis que chez la souris, 

l’obésité est induite plus rapidement. Nous ne connaissons pas le comportement de TSK au 

court du temps dans ce genre de conditions métaboliques chez l’humain. Il est donc possible 

que la protéine soit sécrétée dans les premiers temps de l’obésité puis que ces niveaux 

diminuent au cours des années. De plus, la plupart des patients obèses prennent des 

traitements pour les comorbidités associées à l’obésité qui pourraient affecter les niveaux 

de TSK.  

Afin de valider la sécrétion de TSK dans des conditions d’inflammation et de stress 

du RE sévères, nous avons mesuré la protéine dans le plasma d’individus admis aux 

urgences pour une défaillance hépatique aigue causée par l’acétaminophène, une condition 

connue pour induire de l’inflammation, l’activation de la réponse UPR et une fonction du RE 

altérée (498–501). Dans ce contexte, nous avons détecté une forte quantité de TSK chez 

certains patients dans le prélèvement du jour d’admission. Nous avons noté que TSK n’est 

plus détecté lors du deuxième prélèvement effectué quelques jours plus tard. Encore une 

fois, il est probable que la quantité de TSK à ce moment soit en dessous du seuil de 

détection. Lors de ces analyses nous avons observé que les niveaux de TSK étaient 

significativement plus élevés chez les patients décédés ou ayant reçu une greffe du foie par 

rapport aux survivants. Ainsi, une quantité élevée de TSK en circulation est associée à une 

diminution de la survie sans transplantation. Ces résultats indiquent que TSK est une 

hépatokine circulant à de hauts niveaux en réponse aux dommages hépatiques sévères à 

la fois chez la souris et chez l’humain. TSK pourrait servir de biomarqueur pour déterminer 

la nécessité de transplanter les patients admis aux urgences pour une défaillance hépatique 

aigue. Une étude sur une plus grande cohorte devra être faite pour valider ces observations 
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et peut-être identifier des déterminants chez les patients présentant une forte quantité de 

TSK dans leur sang. 

Un phénotype mineur dans le modèle TSK-KO. 

Afin d’étudier le rôle de TSK dans le métabolisme nous avons utilisé un modèle murin 

déficient en Tsk (TSK-KO). Nous avons observé l’impact de la perte de TSK en condition 

basale, d’obésité et/ou de dommages hépatiques. Dans le modèle TSK-KO utilisé, nous 

avons observé un phénotype mineur dans les différents protocoles réalisés. Nous concluons 

que TSK n’a pas d’impact sur le développement et la sévérité de la NAFLD mais a un impact 

sur le métabolisme du cholestérol. Le modèle utilisé est un KO complet. Ainsi, l’absence 

d’un phénotype plus marqué peut être expliqué par la mise en place de mécanismes 

d’adaptations au cours du développement. En effet, TSK appartient à la famille des SLRPs, 

une famille de protéines pour laquelle de précédentes études ont montré de potentiels 

mécanismes de compensation (502). Il est donc possible qu’une ou des protéine(s) de la 

famille des SLRPs compense(nt) la perte de TSK. Par exemple, les KO indépendants de 

Dcn ou Bgn, des SLRPs appartenant à la classe II, présentent des effets modérés (503–

506). En revanche, le double KO de Dcn et Bgn montre un phénotype osseux qui apparaît 

plus tôt et qui est plus sévère. Il y a un effet synergique du double KO malgré l’absence 

d’effet sur les os dans les souris Dcn-KO (505,507). Une autre étude montre aussi un effet 

synergique du double KO de Bgn et Lum, appartenant aux classes I et II respectivement, 

comparé au KO simple (504,507). La délétion d’une SLRP tôt dans le développement 

semble être responsable de la mise en place de mécanismes de sauvetage/compensation. 

Ces mécanismes résultent souvent en l’augmentation de l’expression d’une autre SLRP 

ayant une fonction similaire voir identique. Ces observations confirment la redondance 

existante au sein de la famille des SLRPs. Une autre publication montre une action similaire 

de Fmod et Lum, appartenant à la classe II des SLRPs, mais à des instants différents 

(502,504,508,509). Les souris Lum-KO montre une altération des fibres de collagène tôt 

dans le développement qui disparait progressivement. En revanche, chez les souris Fmod-

KO des effets sont observés tôt et deviennent plus sévères dans le temps. Le double KO 

de Fmod et Lum montre des effets sévères tôt dans le développement qui deviennent 

similaires au simple KO de Fm au cours du temps. Ces deux SLRPs agissent à différents 

stades du développement/maturation (510,511). Ainsi, il est possible que la délétion 

complète de Tsk dans notre modèle soit responsable d’un mécanisme de compensation 

durant l’embryogenèse et le développement expliquant le phénotype mineur observé à l’âge 



 

141 

adulte. Nous avons mesuré l’expression des différentes SLRPs dans notre modèle Tsk-KO 

et n’avons pas observé de différence d’expression par rapport aux souris sauvages. Malgré 

cette absence de différence, il n’est pas exclu que d’autres mécanismes de compensation 

interviennent dans ce modèle. 

TSK : un rôle dans l’homéostasie du cholestérol. 

Chez l’Homme, la NAFLD est fortement associée à la résistance à l’insuline et à 

l’athérosclérose mais également aux évènements cardiovasculaires. Des altérations du 

profil des lipoprotéines sont observées chez les patients atteints de NAFLD incluant une 

augmentation des LDL petites et denses, une réduction de la quantité d’HDL et d’ApoA1 et 

une augmentation des TG. Chez ces patients, une réduction de la capacité de l’efflux de 

cholestérol est également observée et est proposé comme le mécanisme liant la NAFLD 

aux maladies cardiovasculaires. Cependant, le lien entre la NAFLD et la modulation des 

niveaux d’HDL et du transport inverse de cholestérol n’est pas connu. Dans le chapitre 1, 

nous montrons que la surexpression de TSK chez la souris induit une réduction du 

cholestérol plasmatique total et plus particulièrement de la fraction de cholestérol HDL. 

L’effet inverse, c’est-à-dire une augmentation du cholestérol plasmatique, est observé chez 

les souris TSK-KO. Ce changement des niveaux de HDL est accompagnée par une 

modulation d’ApoA1, l’apolipoprotéine majeure des particules HDL. Plus précisément, les 

niveaux d’ApoA1 sont diminués dans le modèle de surexpression et augmentés chez les 

souris TSK-KO. En lien avec ces résultats, des études in vitro et in vivo mettent en évidence 

que la modulation des niveaux d’HDL a un impact sur l’efflux de cholestérol. Les données 

montrent une diminution du transport inverse du cholestérol dans le modèle de 

surexpression et une augmentation chez les souris Tsk-KO. Chez les souris surexprimant 

Tsk de manière aigüe, nous avons observé une réduction de l’expression dans le foie de 

plusieurs gènes incluant Srb1 (scavenger receptor B1) et Ldlr, des gènes impliqués dans 

l’assimilation du cholestérol HDL et LDL, respectivement. TSK est également responsable 

de la réduction de l’expression de Srebf1 (sterol regulatory-element binding transcription 

factor 1) et Srebf2, et certaines de leurs cibles. Les résultats indiquent que la surexpression 

de TSK affecte différents éléments pour diminuer l’apport de cholestérol au foie. De plus, 

TSK réduit l’expression de Cyp7a1 (cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1) et 

Cyp8b1 (cytochrome P450 family 8 subfamily B member 1), deux enzymes limitantes 

régulant la synthèse d’acides biliaires dans les hépatocytes. En lien avec ces données, il y 

a une réduction de plusieurs espèces d’acides biliaires dans le foie et le plasma des souris 
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surexprimant TSK de façon chronique. De plus, les souris Tsk surexpresseur montrent une 

réduction des niveaux circulants de 7aC4 (7-α-hydroxy-4-cholesten-3-one), un marqueur de 

la synthèse des acides biliaires. Nous montrons que TSK, sécrétée en réponse à la NAFLD, 

agit sur les niveaux de cholestérol HDL circulant, l’efflux de cholestérol et la conversion du 

cholestérol en acides biliaires dans le foie chez la souris. D’autre part, des études montrent 

que l’inflammation altère le transport du cholestérol inverse et la production des acides 

biliaires chez la souris et chez l’Homme. TSK pourrait faire partie d’un processus limitant le 

transport du cholestérol inverse lorsque les hépatocytes sont en conditions de stress. Bien 

que l’effet initial de TSK puisse être bénéfique, une action soutenue dans l’obésité et la 

NAFLD pourrait contribuer à l’athérosclérose en limitant le transport inverse du cholestérol 

(Figure 14).  

 

 

Figure 14: Schéma bilan de l’étude : « Tsukushi : une nouvelle hépatokine surproduite en 
réponse à la NAFLD ». 

 

Ces modulations suggèrent que TSK est un biomarqueur potentiel du stress 

hépatique associant la NAFLD à la dyslipidémie athérogène et à l’athérosclérose. TSK 

appartient à la famille des SLRPs dont certaines d’entre elles incluant Bgn et Dcn sont 

associées à l’athérosclérose. Bgn et Dcn sont présentes dans l’espace extracellulaire des 

parois artérielles et ont la capacité de se lier aux fibres de collagène de type I et III, et de 
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modifier la fibrillogenèse du collagène et le paquetage des fibrilles (470). Des études ont 

montré que Dcn est augmenté dans les lésions d’athérosclérose et possède des fonctions 

dans la rétention des lipides et la calcification. Sa fonction varie selon l’environnement 

inflammatoire, le type cellulaire et le stade pathologique. Chez les souris Dcn-KO, la 

formation de fibre de collagène est perturbée engendrant des problèmes mécaniques au 

niveau de la peau et l’épaisseur des fibres. Comme Dcn, Bgn joue un rôle dans la rétention 

des lipides. Des études ont mis en évidence la colocalisation de Bgn avec l’ApoB chez des 

modèles d’athérosclérose murins et humains. De plus, les particules LDL oxydées induisent 

une augmentation de l’expression de Bgn (512). Les souris surexprimant Bgn montrent une 

augmentation de la rétention des lipides et des lésions d’athérosclérose. La quantité 

vasculaire de Bgn est associée à la sévérité des lésions d’athérosclérose. Cependant, les 

souris Bgn-KO ne présentent pas d’effet antiathérogène (512). De plus, des études montrent 

que la rovustatine, utilisée pour améliorer le taux de cholestérol total, induit l’augmentation 

de Dcn et Bgn. Cependant, l’effet de la rovustatine n’est pas direct. La rovustatine mène à 

l’augmentation de la quantité de collagène dans la matrice, et c’est cette dernière qui induit 

l’expression de Dcn et Bgn. En effet, Dcn et Bgn augmentent en association avec le dépôt 

et la densité de collagène. Des changements similaires sont observés dans l’athérosclérose 

chez l’Homme après le traitement avec des statines. Il est possible que l’augmentation de 

Bgn et Dcn suite au traitement avec de la rovustatine stabilise et compacte la matrice de 

collagène. Cependant, l’augmentation de Bgn et Dcn n’est pas responsable d’une plus 

grande rétention des LDL qui pourrait être expliquée par l’action de la rovustatine sur la 

capacité de liaison des LDL aux GAGs (513). Ces données indiquent que les SLRPs jouent 

des rôles dans l’athérosclérose et laissent penser que TSK pourrait ainsi avoir une action 

dans cette pathologie et faire le lien entre la modulation des HDL et le transport inverse de 

cholestérol. D’autre part, la modulation de gènes dans le foie indique une action autocrine 

et/ou paracrine de TSK. Dans la littérature, TSK est décrite comme une protéine 

extracellulaire qui peut agir localement et activer des voies de signalisation incluant Wnt, 

TGFb, BMP, et FGF (484–486,491). Cependant, nous n’avons pas observé d’effets de TSK 

sur les niveaux de phosphorylation d’effecteurs de ces voies dans nos études (données non 

montrées). Toutefois, d’autres voies de signalisation peuvent être impliquées. Il est 

également possible que TSK se lie à un récepteur membranaire encore non identifié ou 

interagisse avec des protéines du plasma en modulant leurs fonctions. Nous montrons que 

TSK est un biomarqueur potentiel du stress hépatique associant la NAFLD à la dyslipidémie 

athérogène et à l’athérosclérose.  
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Articles récemment publiés sur TSK. 

Dernièrement, deux articles portant sur TSK ont été publiés. Le premier article de 

Xiong et al. montrent l’induction de l’expression de TSK dans le foie et de sa sécrétion dans 

le plasma en réponse à la stéatose hépatique dans différents modèles incluant l’obésité. 

Des observations qui viennent confirmer nos résultats. Les auteurs de l’article décrivent TSK 

comme une hépatokine ayant une contribution dans le développement de l’obésité et de la 

résistance à l’insuline en réponse à une diète riche en gras. De plus, l’induction de la NASH 

par une diète spécifique est responsable d’une augmentation de l’expression et de la 

sécrétion de TSK. Les résultats montrent une sécrétion de la protéine plus importante que 

l’induction de l’expression. Une observation faite dans nos études qui souligne la présence 

de mécanismes de régulation de la sécrétion de TSK et de son renouvellement. Le groupe 

a étudié la NASH chez des souris db/db et/ou induite par la diète MCD. Les souris sauvages 

(WT) nourries avec la diète MCD présentent des niveaux augmentés de TSK en circulation. 

Les souris db/db nourries avec la diète MCD ont des niveaux plasmatiques de TSK encore 

plus élevés indiquant une association avec la sévérité de l’injure hépatique. Une corrélation 

est faite entre les niveaux d’ALT des animaux atteints de NASH et la quantité circulante de 

TSK. Dans nos études nous avons également montré l’induction de l’expression et de la 

sécrétion de TSK dans les modèles db/db et MCD. Nous n’avons pas réalisé d’étude 

combinant la diète MCD avec les souris db/db. Cependant, nous avons réalisé d’autres 

études dont l’utilisation du CCl4 démontrant l’association entre la sévérité des dommages 

hépatiques et le degré d’induction d’expression et de sécrétion de TSK. De plus, nous avons 

mis en évidence l’importance du stress du RE, de l’inflammation, de l’accumulation de 

lipides et l’effet additifs des trois sur l’induction de TSK. 

Dans cet article, Xiong et al. présentent les résultats d’une étude de NASH 

réversible. Les souris sont d’abord nourries avec une diète pour développer la NASH qui 

est changée par la suite pour une diète contrôle afin de résoudre la NASH avec une 

diminution de l’inflammation et de la fibrose. Dans ce contexte, les niveaux plasmatiques de 

TSK sont réduits avec la résolution de la stéatose. Notre étude de réversibilité de la stéatose 

hépatique utilisant la diète MCD montre aussi une association entre les niveaux 

d’expression et de sécrétion de TSK avec la résolution de la stéatose et notamment la 

diminution de TG hépatiques, du stress du RE et de l’inflammation.  

Finalement, Xiong et al. étudient un modèle de souris Tsk nulles. Aucune différence 

n’est observée en conditions basales par rapport aux souris WT. Lorsque les souris TSK-
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KO sont nourries avec une diète pour induire la NASH, celles-ci ont une masse corporelle, 

des poids de foie et de TA plus faibles. Les TG et NEFA plasmatiques sont similaires. En 

revanche, le cholestérol plasmatique des souris KO est plus faible que les souris WT, des 

résultats qui vont à l’opposé de ceux observés dans nos études. Les souris TSK-KO de 

cette étude présentent des niveaux d’ALT et AST plus faibles que les souris WT ainsi qu’une 

stéatose, une inflammation et une fibrose diminuées, des effets que nous n’avons pas 

observés dans nos études. Il est à noter qu’il n’y a pas de résultats présentés pour la 

condition diète contrôle entre les groupes de souris WT et KO. De plus, les résultats 

présentés ne prennent pas en compte que les souris TSK-KO sont plus petites, comme 

observé dans notre modèle. Les différences observées sur le poids des tissus entre les 

souris WT et KO, qui ne sont pas rapportés sur le poids corporel total, peuvent être 

expliquées par la plus petite taille des souris KO. Le groupe conclut à une protection des 

souris TSK-KO contre le développement de la NASH grâce à l’absence de TSK. Les effets 

protecteurs de l’absence de TSK contre la NASH n’ont pas été observés dans notre étude 

(514).  

Une seconde publication du même groupe met en évidence un rôle de TSK dans la 

dépense énergétique. Wang et al. montrent que Tsk est majoritairement exprimé dans le 

foie et par les hépatocytes, des résultats qui correspondent à nos observations. Afin 

d’étudier un rôle potentiel de TSK dans la dépense énergétique, des souris ont été exposées 

au froid ou traitées avec l’hormone thyroïdienne T3 (triiodothyronine) ou du CL316,243, un 

agoniste du récepteur b3-adrénergique. Dans ces différentes conditions, l’expression de 

Tsk est augmentée ainsi que ces niveaux plasmatiques. Nous avons également observé 

une augmentation de l’expression de Tsk en réponse au froid et au CL316,243 (chapitre 2). 

Les données collectées dans nos différentes études suggèrent une forte association entre 

l’accumulation de lipides dans le foie et l’expression de Tsk. Nous montrons que dans ces 

deux conditions la quantité de triglycérides hépatiques augmente. Ainsi l’induction 

d’expression de Tsk en réponse au froid et au CL316,243 semble être liée à l’augmentation 

de TG dans le foie.  

Dans cette étude, les souris TSK-KO ont un poids inférieur et ne présentent pas de 

phénotype marqué par rapport aux souris WT en conditions basales. En revanche, sur une 

diète riche en gras les souris TSK-KO gagnent moins de poids. La glycémie et les niveaux 

plasmatiques de leptine et d’insuline sont réduits chez les souris TSK-KO. Les tests de 

tolérance au glucose et à l’insuline montrent une sensibilité à l’insuline et une tolérance au 
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glucose améliorées chez les souris TSK-KO. Les niveaux de TG et de cholestérol total sont 

inchangés. Les souris TSK-KO ont un foie plus petit qui contient une plus faible quantité de 

TG accumulés. Des différences histologiques sont observées au niveau du TA épididymal 

des souris TSK-KO qui est plus petit que chez les souris WT. Les adipocytes du TA 

épididymal sont plus petits et présentent moins de structure en forme de couronne 

suggérant une plus faible inflammation chez les souris TSK-KO. En réponse à la diète riche 

en gras, les souris WT accumulent des lipides dans leur TAB qui devient plus pâle traduisant 

une modification de la fonction des adipocytes bruns. En revanche, les souris TSK-KO 

présentent un TAB plus petit et plus brun suggérant une activation thermogénique plus 

importante. Dans les adipocytes bruns des souris TSK-KO, il y a une plus faible quantité de 

lipides accumulés et la taille des gouttelettes lipidiques est réduite. De plus, l’expression 

dans le TAB de certains gènes thermogéniques est augmentée chez les souris TSK-KO 

incluant Dio2 et Ucp1. Les niveaux protéiques d’UCP1 ainsi que la phosphorylation de la 

lipase hormono-sensible (HSL) et de la protéine kinase A (PKA) sont aussi augmentés chez 

ces souris. Wang et al. expliquent ces résultats par la déficience de TSK qui augmente 

l’action adrénergique et la stimulation thermogénique dans le TAB. Les résultats du groupe 

suggèrent un lien entre TSK et l’activation de la thermogenèse et de la dépense énergétique. 

Leurs souris TSK-KO présentent une température corporelle supérieure aux souris WT en 

conditions basales et en condition de jeûne. Nous avons mesuré la température corporelle 

dans notre modèle TSK-KO et n’avons pas observé de différence par rapport aux souris 

WT. L’utilisation de cage métabolique met en évidence un taux de dépense énergétique et 

un VO2 supérieurs chez les souris TSK-KO bien que la consommation alimentaire et 

l’activité locomotrice semble similaire entre les deux groupes. Ainsi, Wang et al. suggèrent 

que la déficience en TSK freine la boucle négative de rétroaction sur la dépense énergétique 

globale avec pour conséquence une résistance à l’obésité induite par la diète.  

Pour pallier au potentiel mécanismes de compensation induits par la délétion de TSK 

au cours du développement, le groupe a réalisé un modèle CRISPR (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats) /Cas9 (CRISPR associated protein-9nuclease) 

utilisant des AAV (adeno-associated virus) pour déléter Tsk uniquement dans le foie chez 

des souris adultes. Lorsque ces souris sont soumises à une diète riche en gras, elles 

montrent une plus faible concentration plasmatique d’insuline et une sensibilité à l’insuline 

améliorée. Les souris TSK-KO accumulent moins de de lipides dans le TAB. De plus, les 

souris TSK-KO montrent une augmentation des niveaux protéiques de TH (tyrosine 

hydroxylase) et UCP1, et de la signalisation adrénergique. Des analyses histologiques 
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révèlent une augmentation de la quantité de marques positives de TH, correspondant aux 

fibres sympathiques, dans le TAB. Le groupe suggère un rôle de TSK comme point de 

contrôle pour l’innervation sympathique du TA. Les résultats publiés dans cette étude 

montrent que la dénervation du TAB chez les souris TSK-KO réduit l’induction de TH et de 

la phosphorylation du substrat de PKA, ainsi qu’une moindre induction de l’expression des 

gènes Ucp1 et Dio2. Chez les souris TSK-KO, la dénervation du TAB est également 

responsable du blanchiment de ce dernier en réponse à une diète riche en gras en 

comparaison au contrôle non-dénervé.  

Finalement, le groupe a exposé les souris à thermoneutralité afin de supprimer 

l’activité sympathique. Dans ces conditions, les souris TSK-KO nourries avec une diète riche 

en gras ne montrent plus de protection contre l’obésité et montrent un blanchiment de leur 

TAB. Le groupe explique ces résultats par l’augmentation de l’innervation sympathique qui 

sert d’intermédiaire aux effets de la déficience de TSK sur la thermogenèse du TAB et de la 

dépense énergétique. Le traitement de cellules in vitro avec la protéine TSK recombinante 

n’a pas d’effets sur la différentiation des adipocytes bruns et l’activation thermogénique. Elle 

n’a pas non plus d’effets sur la différentiation et la croissance des neurites. Wang et al. 

proposent TSK comme un régulateur négatif de l’innervation sympathique du TAB. 

Pourquoi n’avons-nous pas le même phénotype dans nos modèles de souris ? 

Les résultats de nos travaux montrent des divergences avec les études publiées 

récemment sur TSK. En effet, contrairement aux études de Xiong et al. et Wang et al., nous 

n’avons pas observé de phénotype marqué lié au développement de la NAFLD, de la 

fibrose, de l’obésité, ou à un rôle dans la thermogenèse (464,515). Les raisons de ces 

différences sont inconnues, cependant plusieurs éléments pourraient jouer un rôle dans ces 

différences.  

Premièrement, il est important de mentionner que les modèles utilisés par nos 

groupes respectifs ont été générés par 2 groupes indépendants en utilisant des cellules 

souches embryonnaires provenant de différentes souches de souris (129S5/SvEvBrd vs. 

C57BL6 x CBA) (516,517). Bien que les deux modèles de souris KO aient été rétro-croisées 

avec des souris C57BL/6J pendant 6 générations, des différences dans le fond génétique 

ont pu persister. Ces différences peuvent être suffisantes pour modifier la réponse de la 

perte de TSK. En effet, la contribution du patrimoine génétique à la sensibilité à l’obésité et 

aux perturbations métaboliques liées à l’obésité est décrite dans la littérature (518–520). 

Dans nos travaux nous n’avons observé aucun effet de la perte de TSK sur l’obésité induite 
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par la diète alors que Xiong et al. ont montré que l’absence de TSK protège de l’obésité 

(515). L’obésité possède un rôle central dans la promotion de la NAFLD (224,521). Ainsi, 

l’amélioration de la pathologie hépatique observée par Xiong et al. pourrait être une 

conséquence indirecte de la réduction du poids corporel de ces souris (515). La raison pour 

laquelle nos modèles de souris TSK-KO respectifs montrent une sensibilité différente à la 

prise de poids est inconnue. Cependant, les différences génétiques pourraient être 

responsable de cette différence de sensibilité entre les lignées de souris TSK utilisées. De 

plus, l’impact du contexte génétique sur la thermogenèse est bien décrit dans la littérature 

(477,522). Une étude a montré que le modèle de souris TSK-KO utilisé par Wang et al. 

présente un retard dans le développement du cycle capillaire (491), un phénotype que nous 

n’avons pas observé dans notre modèle (514). Ce modèle de souris TSK-KO présente 

également des défauts cutanés (473). Les changements de la qualité de la peau, de la 

fourrure et des cheveux peuvent réduire l’isolation et favoriser la perte de chaleur. Ces 

éléments peuvent activer le système nerveux sympathique et augmenter la dépense 

énergétique (523). Il est donc possible que l’association entre la thermogenèse dans le TAB 

et TSK rapportée par Wang et al. soit une conséquence d’un défaut de conservation de 

chaleur. Cette hypothèse est appuyée par le fait que leurs souris TSK-KO ne présentent 

plus d’activité élevée du BAT et de protection contre l’obésité lorsqu’elles sont hébergées à 

thermoneutralité (464). 

Enfin, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que des variations dans la 

composition du régime alimentaire, les conditions d’hébergement ou la composition du 

microbiote intestinal aient pu affecter les résultats de nos études respectives. En effet, les 

protocoles utilisés pour induire la NAFLD dans nos études sont différents. Xiong et al. ont 

utilisé une diète contenant du fructose, du gras et du cholestérol pendant 6 mois permettant 

d’induire des dommages hépatiques sévères (515). Dans notre cas, nous avons utilisé une 

diète contenant majoritairement du gras pendant 4 mois. Nous avons également étudié 

l’impact de la perte de TSK chez des souris ob/ob et des souris nourries avec une diète 

MCD. Bien que ces différents modèles induisent tous la NAFLD, le degré de stéatose, 

d’inflammation et de fibrose étaient probablement plus faible que le modèle utilisé par Xiong 

et al. (515). Il est donc possible que l’effet bénéfique de la perte de TSK soit observé dans 

des conditions d’altérations sévères. D’autre part, il est possible que des variations dans les 

conditions d’hébergement et de manipulation puissent affecter les résultats des différentes 

études (524). Dans les dernières années, l’importance du microbiote intestinal a été mis en 

évidence dans de nombreux processus. Ainsi, il est possible qu’une différence de microbiote 
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intestinal soit en partie responsable des différences observées entre nos études (524). Afin 

de clarifier l’impact réel de la perte de TSK en contexte de NAFLD, un échange de modèle 

de souris pourrait être effectué entre nos groupes. De plus, les diètes utilisées pour induire 

la NASH étant différentes, il pourrait être intéressant de réaliser une étude avec nos souris 

KO et surexpresseur en utilisant une diète spécifique au développement de la NASH.  

Perspectives de recherche. 

Les hépatokines sont des facteurs reconnus pour avoir la capacité d’affecter les 

tissus périphériques. Malgré les nombreuses hépatokines identifiées pour jouer un rôle en 

contexte d’obésité et/ou de NAFLD, il n’existe toujours aucun biomarqueur et traitement 

spécifique de la NAFLD. Le foie étant un organe sécrétoire majeur, il reste encore de 

nombreuses hépatokines non identifiées. Les travaux décrits dans cette thèse identifient 

TSK comme une nouvelle hépatokine sécrétée en réponse à la NAFLD. Nous avons montré 

que TSK est régulée par l’accumulation de lipides, le stress du RE et l’inflammation, des 

éléments associés aux dommages hépatiques. De plus, nous avons vu que TSK module le 

cholestérol HDL, le transport inverse du cholestérol et les acides biliaires dans le foie. 

Nous avons montré que l’expression de TSK est majoritairement hépatique. Le 

modèle de souris TSK-KO utilisé dans ces travaux n’est pas foie spécifique et a montré un 

phénotype mineur. Les données dans la littérature sur les protéines de la famille des SLRPs 

montrent la mise en place de mécanismes de compensation dans certains modèles KO. 

Pour écarter la présence de tels mécanismes dans notre modèle, il serait intéressant 

d’utiliser un modèle de délétion de Tsk spécifique au foie en utilisant par exemple la 

technique CRISPR/Cas9.  

D’autre part, nous avons montré que TSK module le métabolisme du cholestérol 

dans le foie. Sachant que TSK est une protéine sécrétée, il est possible qu’elle ait également 

un rôle dans d’autres tissus. Il serait intéressant d’identifier le récepteur de TSK. Ainsi, il 

serait possible d’identifier la ou les voie(s) de signalisation modulée(s) par TSK. Cela 

permettrait également d’approfondir les connaissances relatives aux mécanismes impliqués 

dans les effets de TSK sur le métabolisme du cholestérol. Tel que décrit dans l’introduction 

de cette thèse, les mécanismes liant la NAFLD à la dyslipidémie athérogène et 

l’athérosclérose ne sont pas connus. Ici, TSK représente un lien potentiel entre les deux 

pathologies. D’autant plus que TSK appartient à la famille de protéine des SLRPs connue 

pour avoir diverses fonctions incluant la structure et la composition de la matrice 

extracellulaire, la rétention des lipides et la calcification des artères dans l’athérosclérose. 
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Par exemple, le modèle de souris LDLr-KO, un modèle utilisé pour étudier l’athérosclérose 

chez la souris (525,526), combiné à une surexpression ou une perte de TSK spécifique au 

foie permettrait d’étudier si TSK a une fonction dans le développement ou la progression de 

la dyslipidémie athérogène et de l’athérosclérose. 

Dans un autre registre, nous avons montré que TSK est induite en réponse à 

l’accumulation de lipides, au stress du RE et à l’inflammation dans le foie en contexte de 

NAFLD. Nous nous sommes concentrés sur des modèles de NAFLD et/ou d’obésité. La 

lipodystrophie est une pathologie caractérisée par une quasi ou total absence de TA avec 

pour conséquence une accumulation d’AG dans les tissus périphériques incluant le foie. 

Ainsi, les individus atteints de lipodystrophie présentent des foies gras avec des risques 

d’évolution vers la cirrhose. Il pourrait être intéressant d’étudier les niveaux de TSK dans un 

modèle murin de lipodystrophie ou dans le plasma d’humains atteints de cette pathologie. 

TSK pourrait être utilisé comme un biomarqueur de la santé hépatique générale et être 

utilisé dans plusieurs pathologies présentant une NAFLD et/ou des dommages hépatiques. 

Au cours des prochaines années, il serait intéressant d’approfondir les études chez 

l’humain. Nous avons montré que TSK est plus exprimée chez les patients ayant une plus 

grande quantité de triglycérides hépatiques. Il pourrait être intéressant de mesurer les 

niveaux de TSK dans différents groupes de patients obèses avec ou sans comorbidités 

associées et observer si les niveaux de TSK peuvent être associés à des déterminants 

métaboliques ou des traitements. Dans le même ordre d’idée, il serait intéressant de 

mesurer les niveaux de TSK dans le plasma d’une cohorte de patients obèses avant et 

après une chirurgie bariatrique. Il est connu que la chirurgie a des effets bénéfiques sur des 

paramètres métaboliques incluant le diabète de type 2, les niveaux de lipides dans le sang 

et le foie (9,527). Finalement, nous avons observé une potentielle association entre les 

niveaux de TSK sanguins et la survie des patients admis aux urgences pour une défaillance 

hépatique aigue causée par l’acétaminophène. Il est nécessaire de reproduire ces 

observations dans une plus grande cohorte de patients et déterminer si TSK peut être utilisé 

comme un biomarqueur sanguin pour déterminer la nécessité de transplanter les patients 

admis aux urgences pour ce genre de pathologie. 
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Conclusion 

Les travaux exposés dans cet ouvrage ont permis d’identifier une nouvelle 

hépatokine exprimée et sécrétée par le foie en réponse à la NAFLD. Les études décrites 

dans cette thèse ont démontré que TSK est régulée par l’accumulation de lipides, le stress 

du RE et l’inflammation, des conditions fortement liées à la NAFLD. Nous avons montré que 

la sécrétion de TSK est plus importante que son expression suggérant des mécanismes de 

régulation de sa sécrétion et de sa biodisponibilité. Le profil de libération laisse penser que 

TSK est séquestrée dans la matrice extracellulaire prête à être libérée en réponse aux 

dommages hépatiques. Les études effectuées indiquent une induction de l’expression et de 

la sécrétion de TSK d’autant plus importante lorsque l’accumulation de lipides, le stress du 

RE et l’inflammation sont élevés. Chez l’humain, nous avons rapporté que TSK est présente 

en grande quantité dans le sang dans un contexte de dommages hépatiques importants 

chez des patients souffrants de défaillance hépatique aigue. Ces études ont de plus montré 

que TSK n’a pas de rôle dans le développement et la sévérité de la NAFLD. En revanche, 

elles ont permis de mettre en évidence que TSK affecte l’homéostasie du cholestérol en 

modulant le cholestérol HDL, le transport inverse du cholestérol et la synthèse des acides 

biliaires dans le foie. L’ensemble de ces résultats montrent que TSK pourrait représenter un 

nouveau biomarqueur du stress hépatique liant la NAFLD à la dyslipidémie athérogène et à 

l’athérosclérose. Des études additionnelles sont requises pour définir le rôle de TSK dans 

la régulation du métabolisme du cholestérol et de l’athérosclérose chez l’humain. 
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