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RESUME

L'overdose au paracétamol est 'une des intoxications
médicamenteuses la plus fréquente au monde, caractérisée
par une atteinte hépatique dont I'issue peut étre fatale. En
effet, en cas de surdosage sévere, les hépatocytes finissent
par mourir entrainant des lésions hépatiques irréversibles.
Les études réalisées dans ce domaine font état, pour la
plupart, de l'intervention des cellules du systéme immunitaire
inné pour justifier les lésions hépatiques. Cependant,
certaines zones d’ombre persistent encore aujourd’hui dans
la compréhension des mécanismes de toxicité hépatique du
paracétamol.

Dans ce travail doctoral, nous mettons en évidence
l'existence d’un mécanisme cellulaire dépendant de la
protéine High-Mobility Group Box 1 (HMGB1) qui amplifie et
propage les lésions hépatiques initialement induites par le
paracétamol et qui ne requiert pas lintervention des cellules
du systéme immunitaire inné. D’une part, nous démontrons
in vitro, que la protéine HMGB1est a l'origine d’une boucle
de rétroaction positive toxique. Une fois libérée par les
hépatocytes nécrotiques, elle est en effet capable de se lier
aux hépatocytes voisins et d’induire leur mort par nécroptose
en activant une voie de signalisation dépendante de l'axe
TLR4/TRIF/RIPK3. D’autre part, nous démontrons, in vivo
chez la souris, que l'association de la glycyrrhizine (inhibiteur
d’HMGB1) a la N-acétylcystéine (Lysomucil®), traitement
reconnu de ’hépatotoxicité au paracétamol, présente un
bénéfice thérapeutique.

En conclusion, ce travail doctoral a permis de confirmer le rdle
néfaste d’HMGB1 dans I'overdose au paracétamol, de mettre
en évidence un nouveau mécanisme de toxicité hépatique
et finalement d’ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques
potentielles.
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ABSTRACT

Acetaminophen overdose is one of the most frequent drug
intoxication in the world, characterized by hepatic damage
whose outcome can be fatal. Indeed, in case of severe
overdose, hepatocytes eventually die leading to irreversible
liver damage. The studies carried out in this field, for the
most part, point to the intervention of innate immune cells
to justify the hepatic damage. However, some grey areas
still remain in the understanding of these mechanisms of
hepatic toxicity.

In this thesis work, we identify a cellular mechanism
dependent on the High-Mobility Group Box 1 (HMGB1)
protein, which amplifies and propagates the hepatic lesions
initially induced by acetaminophen, and which does not
require the intervention of innate immune cells. On the one
hand, we demonstrate in vitro, that the HMGB1 protein is at
the origin of a toxic positive feedback loop. Once released
by necrotic hepatocytes, it is able to bind to neighboring
hepatocytes and induce their death by necroptosis by
activating a TLR4/TRIF/RIPK3 axis dependent signaling
pathway. On the other hand, we demonstrate in vivo in
mice, that the association of glycyrrhizin (HMGB1 inhibitor)
with N-acetylcysteine (Lysomucil®), recognized treatment
for acetaminophen overdose, have a therapeutic benefit.

In conclusion, this thesis work confirmed the harmful role
of HMGB1 in paracetamol overdose, highlighted a new
mechanism of liver toxicity and finally opened new potential
therapeutic avenues.
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INTRODUCTION

En Belgique, comme dans d’autres pays, les compo-
sés contenant du paracétamol font partie des médica-
ments les plus largement commercialisés et peuvent,
dans la majorité des cas, étre délivrés sans prescrip-
tion'. De plus, le paracétamol est facilement dispo-
nible et se retrouve dans de nombreux produits, ce
qui conduit a une sous-estimation de sa toxicité. Par
ailleurs, un pourcentage important de patients in-
gérent des quantités excessives de paracétamol soit
par mauvaise compréhension des recommandations
de dosage ou par méconnaissance de la possibilité de
retrouver du paracétamol dans plus d’un médicament
gu’ils utilisent?. Pour toutes ces raisons, le paracétamol
est freqguemment retrouvé dans les cas d’intoxications
médicamenteuses, qu’elles soient volontaires ou acci-
dentelles. Aujourd’hui, le surdosage au paracétamol
est 'une des premiéres causes de lésions hépatiques
aigues dans le monde et représente donc un probléme
de santé majeur®.

Lorsqu’il est administré aux doses recommandées,
85 a 90 % du paracétamol est métabolisé par des
réactions de glucuronidation et de sulfatation, puis
excrété dans l'urine (2 % sont excrétés dans l'urine
sous forme inchangée). Moins de 10 % est métaboli-
sé par le cytochrome p450 en un métabolite toxique,
le N-acétyl-p-benzoquinone imine (NAPQI). Dans des
conditions normales, le NAPQI est rapidement converti
en un métabolite non toxique par le glutathion (GSH)7S.
Cette propriété a d’ailleurs permis de découvrir le seul
antidote actuellement utilisé en clinique dans les cas
de surdosage au paracétamol : le Lysomucil®2*. Ce
dernier contient de la N-acétylcystéine (NAC) qui per-
met de restaurer les stocks de glutathion et donc d’aug-
menter la détoxification du NAPQI. Cependant, en cas
d’ingestion massive de paracétamol, les réserves de
glutathion ne sont plus suffisantes pour détoxifier le
métabolite toxique. Le NAPQI s’accumule alors dans la
cellule ot il peut se lier a d’autres protéines, altérant
ainsi leur structure et leur fonction®¢, Ces adduits de
paracétamol se forment principalement avec des pro-
téines mitochondriales essentielles a la respiration
cellulaire et a la survie de la cellule*®. L’accumulation
de ces adduits conduit finalement a la nécrose des
hépatocytes et représente donc la principale cause de
la toxicité du paracétamol.

Par ailleurs, lorsque les cellules du foie meurent, elles
libérent leur contenu intracellulaire dans le milieu ex-
tracellulaire. Parmi les composants libérés, on trouve
des motifs moléculaires associés au danger : les Da-
mage Associated Molecular Patterns (DAMPs)?>2, Le
paradigme actuel suggére que la mort cellulaire conduit
a la libération de DAMPs qui a leur tour alertent les cel-
lules du systéme immunitaire et déclenchent ainsi une
boucle d’auto-amplification entratnant des lésions tis-
sulaires et finalement la défaillance hépatique>4.

La protéine High-Mobility Group Box 1 (HMGB1) fait
partie des DAMPs libérés par les hépatocytes lors d’un
surdosage au paracétamol®*. HMGB1 est une petite
protéine de 30 kDa, hautement conservée au cours
de ’évolution et qui présente une homologie en acide
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aminé de 99 % entre les rongeurs et ’humain?. Dans
des conditions physiologiques, la protéine HMGB1 est
une protéine nucléaire qui a une fonction architectu-
rale. Elle est impliquée dans le maintien de la structure
des nucléosomes et la régulation de la transcription
des génes de par sa liaison au sillon mineur de ’ADN?2®.
A c0té de sa fonction intracellulaire nucléaire, HMGB1
posséde une fonction extracellulaire cytokinique,
comme cité plus haut, en tant que DAMP?"28, Cette libé-
ration extracellulaire peut étre initiée a la fois de ma-
niére passive par les cellules nécrotiques®=3° et active
par les cellules du systéme immunitaire inné telles que
les macrophages, les neutrophiles, les cellules dendri-
tiques matures et les cellules natural killer?>3+32,

Au cours des études réalisées sur le surdosage au
paracétamol, il a été démontré que les taux sériques
d’HMGB1 sont augmentés chez les patients admis
pour une intoxication au paracétamol et sont corrélés
a la gravité de l'insuffisance hépatique3334, D’autres
études ont également démontré que la protéine
HMGBA1, libérée suite a un surdosage de paracétamol,
stimule les cellules du systéme immunitaire inné et
accélére la réponse inflammatoire3>3. D’autre part, le
ciblage thérapeutique de la protéine HMGB1, avec des
anticorps neutralisants ou des drogues inhibitrices,
permet de prévenir I’hépatotoxicité du paracétamol,
de favoriser la régénération tissulaire et de restaurer la
fonction hépatique3®42,

Au terme de cette introduction, nous pouvons donc re-
tenir deux concepts importants : 1) lors d’une intoxica-
tion au paracétamol, la nécrose hépatique est accom-
pagnée par une réaction inflammatoire médiée par les
cellules immunitaires innées ; 2) la protéine HMGB1,
libérée par les hépatocytes nécrotiques, participe éga-
lement a la propagation de la réponse inflammatoire
en agissant directement sur les cellules immunitaires.

HYPOTHESES DU TRAVAIL DOCTORAL

A Uheure actuelle, des progrés importants ont été réa-
lisés dans la compréhension des mécanismes condui-
sant aux lésions hépatiques induites par le paracéta-
mol. Néanmoins, le mécanisme sous-jacent conduisant
au processus d’amplification et de propagation de la
nécrose n’est lui, pas encore totalement compris.

Plus précisément, ce travail a été divisé en trois parties :

= Le premier objectif consiste a examiner les consé-
quences de la libération d’HMGB1, a des temps
précoces, sur la gravité des lésions hépatiques
dans un modéle murin d’hépatite au paracétamol
et a déterminer par quelle voie (dépendante ou
non des cellules immunitaires), la protéine HWGB1
est impliquée dans la propagation du processus
hépatotoxique ;

= Le second objectif consiste a disséquer in vitro le
processus hépatotoxique induit par le paracétamol
et a identifier le mécanisme cellulaire induit par la
protéine HMGB1 sur les hépatocytes et ce, indé-
pendamment de tout autre type cellulaire, y com-
pris les cellules du systéme immunitaire ;

~

= Le dernier objectif consiste a évaluer lefficacité
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thérapeutique, dans notre modéle murin d’hépa-
tite au paracétamol, de ’association de la glycyr-
rhizine et de la N-acétylcystéine, qui agissent tous
deux a différents stades du processus de métabo-
lisation du paracétamol.

RESULTATS

1% partie : La protéine HMGB1 joue un rdle néfaste dans
un modéle murin de lésions hépatiques induites par le
paracétamol

Nos premiéres expériences ont confirmé que l'admi-
nistration d’une dose massive de paracétamol induit
des dommages hépatiques sévéres au vu du dosage
des transaminases et du glutathion hépatique ainsi
que de I’évaluation du score histologique de nécrose
hépatique.

Paralléelement, nous avons observé une augmenta-
tion significative de la concentration plasmatique
d’HMGB1 et une diminution significative de ’expres-
sion nucléaire de la protéine au sein des hépatocytes.
A lopposé de ce qui est actuellement décrit dans la lit-
térature, nous n’avons cependant pas observé d’aug-
mentation de l'expression hépatique des cytokines
pro-inflammatoires communément décrites que sont
I'lL-1beta, le TNF-alpha et 'IFN-gamma.

Ensuite, nous avons confirmé 'effet délétére de la pro-
téine HMGB1 en utilisant un inhibiteur directe: la gly-
cyrrhizine. Cette derniére, en se liant a HMGB1 sur des
sites spécifiques, empéche linteraction de la protéine
avec ses récepteurs et bloque donc toute propagation
du signal. Nos résultats montrent que suite a ’'adminis-
tration de glycyrrhizine, nos souris sont protégées des
lésions hépatiques induites par le paracétamol, tant
au niveau biochimique (dosage des transaminases)
gu’au niveau histologique (évaluation du score de né-
crose). Bloquer la protéine HMGB1, et donc 'empécher
de transmettre son « message », semble suffisant pour
bloguer la propagation de I’effet toxique induit par le
paracétamol.

Différents acteurs sont connus pour leur capacité a
interagir avec HMGB1. Ils participent de maniére hy-
pothétique a la propagation des |ésions hépatiques
initialement induites par le paracétamol. Les deux
principaux acteurs sont les neutrophiles et les macro-
phages. Dans notre modéle murin, la déplétion des
cellules de Kupffer, macrophages résidents du foie, ne
protége pas nos souris contre la toxicité du paracéta-
mol. Au contraire, nous observons une augmentation
des transaminases hépatiques, une augmentation du
score de nécrose et une augmentation de la concentra-
tion plasmatique d’HMGB1. Ces cellules pro-inflamma-
toires semblent donc plutot jouer un rdle protecteur.
Concernant les neutrophiles, I’analyse des lames his-
tologiques immunomarquées pour la myéloperoxidase
(marqueur caractéristique des neutrophiles) n’a pas
mis en évidence de recrutement significatif au niveau
des zones de nécrose hépatique suggérant qu’ils ne
sont pas directement impliqués dans le phénoméne
étudié, du moins dans les phases précoces de U'intoxi-
cation.

Nous avons conclu, a lissue de ces expériences, que la
protéine HMGB1 est impliquée dans la toxicité hépatique
du paracétamol indépendamment de Uintervention des
cellules de Kupffer et des neutrophiles.

Quels acteurs sont alors impliqués ? Comment HMGB1
médie-t-elle son signal ? Quelle voie de signalisation
est-elle activée ?

Nous avons alors émis I’hypothése que les hépato-
cytes servent eux-mémes d’intermédiaires et que les
protéines d’HMGB1, libérées par les hépatocytes né-
crotiques, contribuent, par une boucle de rétroaction
positive, a 'amplification et a la propagation de la
nécrose au cours des lésions hépatiques induites par
le paracétamol. Le modéle suivant a donc été suggéré
(figure 1).

La protéine HMGB1 libérée par les hépatocytes nécro-
tiques contribue, par une boucle de rétroaction positive, a
I’'amplification et d la propagation de la nécrose hépatocy-
taire lors d’une overdose au paracétamol.
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2¢ partie : HMGB1 est a Uorigine, dans la toxicité induite
par le paracétamol, d’une boucle de rétro-action positive
impliquant ’axe TLR4/TRIF/RIPK3 et conduisant a la né-
croptose des hépatocytes

Dans cette seconde partie du travail doctoral, nous
avons essentiellement travaillé sur une lignée cellu-
laire hépatique qui conserve de nombreuses caractéris-
tigues des hépatocytes humains primaires : les cellules
HepaRG.

Nous avons tout d’abord confirmé que les cellules He-
paRG sont capables de transporter le paracétamol dans
leur cytoplasme, qu’elles sont capables de le métabo-
liser et qu’elles meurent de maniére dose-dépendante.

Ensuite, nous avons démontré une augmentation signi-
ficative de la concentration d’HMGB1 dans le surnageant
cellulaire, directement proportionnelle a la dose de pa-
racétamol utilisée et donc au pourcentage de mortalité
cellulaire. Par la suite, nous avons exposé des cellules
HepaRG que nous appellerons « naives », car non ex-
posées au paracétamol, au surnageant issu de cellules
HepaRG préalablement exposées au paracétamol. Il ap-
parait que ce surnageant, source d’HMGB1, induit une
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mortalité cellulaire significative. Cependant, il est com-
posé de débris cellulaires et d’un ensemble de DAMPs
potentiels, pas seulement d’HMGB1. L’addition de gly-
cyrrhizine au surnageant blogue son potentiel toxique
sur les HepaRG naives ce qui renforce notre conviction
que I’hépatotoxicité observée est partiellement médiée
par HMGB1.

Pour appuyer nos résultats, nous avons exposé directe-
ment nos cellules HepaRG a de ’THMGB1 en utilisant une
protéine HMGB1 humaine recombinante (rhHMGB1).
Nos résultats prouvent que la protéine rhHMGB1 peut
induire, a elle seule, la mort des cellules HepaRG. Ces
résultats ont également été confirmés sur des hépato-
cytes primaires humains.

A ce stade, nos travaux mettent en évidence pour la pre-
miére fois l’action hépatotoxique directe de la protéine
HMGB1.

Par la suite, nous avons exploré les différents acteurs
de ce nouveau mécanisme d’action en suggérant I'im-
plication de la nécroptose. Ce processus de nécrose
programmée est dépendant de Uintervention de « Re-
ceptor-Interacting Protein Kinase » (RIPK). Les protéines
RIPK3 et RIPK1 sont les plus documentées.

Dans notre modéle, nos résultats montrent que seule
inhibition de RIPK3 est protectrice suite a I’exposition
des cellules HepaRG au paracétamol ou a rhHMGBA1. Il
semble que le mécanisme de toxicité soit dépendant
de RIPK3 et indépendant de RIPK1. En poursuivant nos

expériences sur cette voie de signalisation, nous avons
démontré que linhibition des protéines agissant en
aval de RIPK3, MLKL et Drp-1, diminuait également de
maniére significative la mortalité des cellules HepaRG
induite par le paracétamol et rhHMGB1.

A ce stade de notre travail de recherche, les étapes en
amont de l'activation de la protéine RIPK3 n’avaient pas
encore été investiguées. Nos expériences montrent que
inhibition de TRIF (molécule adaptatrice des Toll-like
Receptor [TLR] 3 et 4), protége les cellules HepaRG de la
toxicité induite par rhHMGB1, suggérant son implication
dans le processus toxique. De plus, nous avons confir-
mé une protection partielle suite a ’ladministration de
paracétamol chez des souris mutantes pour lalléle
codant pour le géne trif. Or, TRIF est impliqué dans la
voie médiée par les récepteurs TLR3 et TLR4. Aprés avoir
démontré I'expression de ces deux récepteurs, par les
cellules HepaRG, des expériences avec un anticorps
bloguant anti-TLR4 ont été réalisées. Le blocage du ré-
cepteur TLR4 exprimé a la surface des cellules HepaRG,
diminue significativement la mortalité cellulaire induite
par le paracétamol et la protéine rhHMGB1.

En conclusion, nous confirmons I’hypothése selon la-
quelle la protéine HMGB1, libérée par les hépatocytes
nécrotiques, contribue a I'amplification de la mort des
hépatocytes, du moins partiellement, via une voie de
signalisation dépendante de I’axe TLR4/TRIF/RIPK3,
comme illustré par le modéle suivant (figure 2).

La protéine HMGB1 contribue a ’'amplification et a la propagation de la nécrose hépatocytaire par une voie de signalisation

deépendante de ’axe TLR4/TRIF/RIPK3.
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3e partie : L’association de la glycyrrhizine et de la
N-acétyl-cystéine a un effet thérapeutique bénéfique dans
un modéle murin de lésions hépatiques induites par un
surdosage de paracétamol

Actuellement, le Lysomucil® est le seul antidote dispo-
nible en cas de surdosage au paracétamol. Cependant,
ce traitement présente un certain nombre de limita-
tions449 et dans les cas les plus sévéres de surdosage
au paracétamol, la transplantation hépatique reste ac-
tuellement la seule alternative thérapeutique.

Les résultats obtenus dans la premiére et la deuxiéme
partie de ce travail doctoral, nous confortent dans l'idée
que la protéine HMGB1 est une bonne cible thérapeu-
tique potentielle. Cette derniére partie de notre travail a
été réalisée afin de déterminer si ’association de la gly-
cyrrhizine et de la N-acétylcystéine (NAC) pouvait avoir
un bénéfice thérapeutique sur les lésions hépatiques
induites par le paracétamol dans notre modéle murin®.

CONCLUSION

Nos premiers résultats montrent que ’administration de
'association NAC/GL est aussi efficace que I’adminis-
tration de NAC seul, lorsque les traitements sont admi-
nistrés en méme temps que le paracétamol. Lorsque les
traitements sont administrés 2 heures aprés le paracé-
tamol, lefficacité des trois traitements (GL, NAC, NAC/
GL) est également équivalente. Par contre, lorsque les
traitements sont administrés 6 heures aprés le paracé-
tamol, seul le traitement NAC/GL diminue de maniére
significative la nécrose des hépatocytes dans la région
centrolobulaire. De plus, les études de survie menées
sur ces souris démontrent que seul le traitement NAC/
GL réduit significativement la mortalité, quel que soit le
schéma d’administration.

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude, bien
que préliminaires, suggeérent une nouvelle option théra-
peutique potentielle.

Tout au long de ce travail doctoral, nous avons eu l’occasion d’explorer le rdle de la protéine HMGB1 dans les lé-
sions hépatiques induites par le paracétamol. Nous avons découvert un nouveau mécanisme par lequel HMGB1
pourrait contribuer a ’amplification et a la propagation du processus hépatotoxique.

Les expériences réalisées sur les cellules HepaRG confirment d’une part nos résultats in vivo, et d’autre part,
nous permettent de démontrer 'action toxique directe de la protéine HMGB1 sur les hépatocytes. Ces résultats
améliorent la compréhension des mécanisme sous-jacents et nos résultats démontrent que la protéine HMGB1
est impliquée, via ’axe TLR4/TRIF/RIPK3, dans la mort des hépatocytes. De plus, ils suggérent que le mécanisme

de mort impliqué pourrait étre la nécroptose.

Nos expériences, réalisées in vitro et in vivo, ayant démontré ’effet délétére de HMGB1, nous avons exploré I’ef-
ficacité potentielle de I’ladministration d’une combinaison de N-acétylcystéine et de glycyrrhizine dans notre mo-
déle murin de lésions hépatiques induites par le paracétamol. Nos résultats, bien que préliminaires, démontrent
I’efficacité de cette combinaison a la fois sur la nécrose hépatique et sur la survie des souris.

Conflits d’intérét : néant.
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