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Activités d’encadrement

Stagiaires post-doctoraux

2007-2012 (5 ans) - Janne PRAWITT

Sujet de stage : «Etude du role du récepteur nucléaire FXR dans 1’obésité».
Publications (9 articles):

» Trabelsi M., Daoudi M., Prawitt J., Ducastel S., Touche V., Sayin S.I., Perino A., Brighton C.A.,
Sebti Y., Kluza J., Briand O., Dehondt H., Vallez E., Dorchies E., Baud G., Spinelli V., Hennuyer
N., Caron S., Bantubungi K., Caiazzo R., Reimann F., Marchetti P., Lefebvre P., Backhed F., Gribble
F.M., Schoonjans K., Pattou F., Tailleux A., Staels B. and Lestavel S. (2015). Farnesoid X receptor
inhibits glucagon-like peptide-1 production by enteroendocrine L cells.Nat Commun 6: 7629.

» Francque S., Verrijken A., Caron S., Prawitt J., Paumelle R., Derudas B., Lefebvre P., Taskinen
M., Van Hul W., Mertens 1., Hubens G., Van Marck E., Michielsen P., Van Gaal L. and Staels B.
(2015). PPARa gene expression correlates with severity and histological treatment response in
patients with non-alcoholic steatohepatitis.J. Hepatol. 63: 164-173.

» Prawitt J., Caron S. and Staels B. (2014). Glucose-lowering effects of intestinal bile acid
sequestration through enhancement of splanchnic glucose utilization.Trends Endocrinol. Metab. 28S:
235-244.

» Verrijken A., Francque S., Mertens 1., Prawitt J., Caron S., Hubens G., Van Marck E., Staels
B., Michielsen P. and Van Gaal L. (2014). Prothrombotic factors in histologically proven
nonalcoholic fatty liver disease and nonalcoholic steatohepatitis. Hepatology 59: 121-129.

» Coulon S., Francque S., Colle L., Verrijken A., Blomme B., Heindryckx F., De Munter S., Prawitt
J., Caron 8., Staels B., Van Vlierberghe H., Van Gaal L. and Geerts A. (2012). Evaluation of
inflammatory and angiogenic factors in patients with non-alcoholic fatty liver disease.Cytokine 59:
442-449.

» Prawitt J., Caron S. and Staels B. (2011). Bile acid metabolism and the pathogenesis of type 2
diabetes.Curr. Diab. Rep. 11: 160-166.

» Caron S., Verrijken A., Mertens 1., Samanez C.H., Mautino G., Haas J.T., Duran-Sandoval D.,
Prawitt J., Francque S., Vallez E., Muhr-Tailleux A., Berard I., Kuipers F., Kuivenhoven J.A.,
Biddinger S.B., Taskinen M., Van Gaal L. and Staels B. (2011). Transcriptional activation of
apolipoprotein CIII expression by glucose may contribute to diabetic dyslipidemia. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 31: 513-519.

» Prawitt J., Abdelkarim M., Stroeve J.H.M., Popescu 1., Duez H., Velagapudi V.R., Dumont J.,
Bouchaert E., van Dijk T.H., Lucas A., Dorchies E., Daoudi M., Lestavel S., Gonzalez F.J., Oresic
M., Cariou B., Kuipers F., Caron S. and Staels B. (2011). Farnesoid X receptor deficiency improves
glucose homeostasis in mouse models of obesity. Diabetes 60: 1861-1871.

» Abdelkarim M., Caron S., Duhem C., Prawitt J., Dumont J., Lucas A., Bouchaert E., Briand O.,
Brozek J., Kuipers F., Fievet C., Cariou B. and Staels B. (2010). The farnesoid X receptor regulates
adipocyte differentiation and function by promoting peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma and interfering with the Wnt/beta-catenin pathways.J. Biol. Chem. 285: 36759-36767.
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2012-2013 (1 an) - Céline MARTIN

Sujet de stage : «Etude du rdle du récepteur nucléaire FXR dans la différenciation et fonction
adipocytaire».

Publications :

Spinelli V., Martin C., Dorchies E., Vallez E., Dehondt H., Trabelsi M., Tailleux A., Caron S. and
Staels B. (2015). Screening strategy to generate cell specific recombination: a case report with the
RIP-Cre mice.Transgenic Res. 24: 803-812.

2014-2017 - Arianna MARINO
Sujet de stage : «Etude du role du récepteur nucléaire FXR dans I’inflammation du tissu adipeux».
Publications :

Marino A., Dehondt H., Mogilenko D., Dorchies E, Modendi-Coste O, Dombrowicz D., Caron S.,
Staels B. Adipocyte-specific Farnesoid X receptor-deficiency improves glucose metabolism by
reducing adipose tissue inflammation. En préparation.

Co-encadrements de theses
2005-2010 - Mouaadh ABDELKARIM, these soutenue le 12 mai 2010
Sujet de these : « Etude du role du récepteur nucléaire Farnesoid X Receptor (FXR) dans la fonction

adipocytaire ».
Co-encadrement a 50% avec le Dr Catherine FIEVET
Publications (4 articles):

» Cariou B., van Harmelen K., Duran-Sandoval D., van Dijk T.H., Grefhorst A., Abdelkarim M.,
Caron S., Torpier G., Fruchart J., Gonzalez F.J., Kuipers F. and Staels B. (2006). The farnesoid X
receptor modulates adiposity and peripheral insulin sensitivity in mice. J. Biol. Chem. 281: 11039-
11049.

» Cariou B., Bouchaert E., Abdelkarim M., Dumont J., Caron S., Fruchart J., Burcelin R., Kuipers
F. and Staels B. (2007). FXR-deficiency confers increased susceptibility to torpor. FEBS Lett. S81:
5191-5198.

» Abdelkarim M., Caron S., Duhem C., Prawitt J., Dumont J., Lucas A., Bouchaert E., Briand O.,
Brozek J., Kuipers F., Fievet C., Cariou B. and Staels B. (2010). The farnesoid X receptor regulates
adipocyte differentiation and function by promoting peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma and interfering with the Wnt/beta-catenin pathways. J. Biol. Chem. 285: 36759-36767.

» Prawitt J., Abdelkarim M., Stroeve J.H.M., Ristea Popescu L., Duez H., Velagapudi V.R., Dumont
J., Bouchaert E., van Dijk T.H. , Lucas A., Dorchies E., Daoudi M., Lestavel S., Gonzalez F.J., Oresic
M., Cariou B., Kuipers F., Caron S., Staels B. (2011) Farnesoid X receptor deficiency improves
glucose homeostasis in mouse models of obesity. Diabetes. 60:1861-1871.

2008-2012 - Carolina HUAMAN SAMANE?Z, , these soutenue le 7 février 2012

Sujet de these : « Etude du rdle du récepteur nucléaire Farnesoid X Receptor (FXR) dans le contrdle
de I'utilisation du glucose. ».

Co-encadrement a 50% avec le Pr Véronique CLAVEY

Publications (4 articles):

» Caron S., Verrijken A., Mertens 1., Huaman Samanez C., Mautino G, Haas J.T., Duran-Sandoval
D., Prawitt J., Francque S., Vallez E., Muhr-Tailleux A., Berard I., Kuipers F, Kuivenhoven J.A.,
Biddinger S.B., Taskinen M.R., Van Gaal L. and Staels B. (2011) Transcriptional activation of
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apolipoprotein CIII expression by glucose may contribute to diabetic dyslipidemia. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 31:513-519.

» Perttild J, Huaman-Samanez C, Caron S, Tanhuanpii K, Staels B, Yki-Jarvinen H, Olkkonen
VM. (2012) PNPLA3 is regulated by glucose in human hepatocytes and its [148M mutant slows down
triglycerides hydrolysis. Am J Physiol Endocrinol Metab. 302:E1063-1069.

» Huaman Samanez C”, Caron S*, Briand O, Dehondt H, Duplan I, Kuipers F, N Hennuyer, Clavey
V, Staels B. (2012) The human hepatocyte cell lines IHH and HepaRG : models to study glucose,
lipid and lipoprotein metabolism. Arch Physiol Biochem. 118:102-111. (* : co-1°"* auteurs)

> Caron S*, Huaman Samanez C*, Dehondt H, Ploton M, Briand O, Lien F, Dorchies E, Dumont
J, Postic C, Cariou B, Lefebvre P, Staels B. The Farnesoid X Receptor inhibits the transcriptional
activity of the Carbohydrate Response Element Binding Protein in human hepatocytes. Mol Cell Biol.
In press. (* : co-1°" auteurs)

Depuis Septembre 2016 - Thomas DZIWOSZ

Sujet de these : « Interaction fonctionnelle entre le récepteur nucléaire Farnesoid X Receptor (FXR)
et la voie canonique Wnt/beta-caténine dans le métabolisme hépatique ».

Co-encadrement a 50% avec le Pr Sophie LESTAVEL

Stagiaires Master 2 Recherche
2007-2008 - Carolina HUAMAN SAMANEZ, M2R Biologie-Santé
Theéme du stage : « La lignée cellulaire HepaRG, un bon modele pour I’étude de la régulation du

métabolisme glucidique ?»
Obtention d’une bourse de these du Ministere.

2015-2016 - Thomas DZIWOSZ, M2R Biologie-Santé
Theéme du stage : « Interférence de la voie canonique Wnt/Beta-caténine avec I’activité du récepteur

nucléaire FXR dans 1’hépatocyte »
Obtention d’une bourse de these du Ministere.

Stagiaires Master 1
2013 - Kévin SAITOSKI, Université Lille 1, 4 semaines.
Theme du stage : « Etude de I’'implication du récepteur nucléaire Farnesoid X Receptor (FXR) dans

le processus de différenciation adipocytaire au sein de la lignée 3T3-L1 »
Mémoire et soutenance de stage.

2014 - Woodys LENGA, Université Lille 1, 4 semaines.
Theme du stage : « Effet de I’activation du récepteur nucléaire FXR sur I’activité de la voie canonique

Whnt/B-caténine dans un modele hépatocytaire humain»
Mémoire et soutenance de stage.
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2015 - Thomas DZIWOSZ, Université Lille 1, 4 semaines.
Theme du stage : « Interférence de la voie canonique Wnt/B-caténine avec 1’activité du récepteur

nucléaire FXR»
Mémoire et soutenance de stage.

2018 - Ilyes BENHALIMA, Master 1 Biologie-Santé (Physiologie), Université de Lille, 3 semaines.
Theéeme du stage : « Enrichissement de populations d’hépatocytes en hépatocytes périportaux ou

péricentraux — Modele d’étude de zonation métabolique hépatique»
Mémoire et soutenance de stage.

Stagiaires Licence 3
2012 - Vincent CLINQUART, Université Lille 1, 4 semaines.
Theme du stage : découverte de la recherche.

2014 - Thomas DZIWOSZ, Université Lille 1, 4 semaines.

Sujet de stage : «Etude de I’interférence entre le récepteur nucléaire FXR et la voie canonique Wnt/p3-
caténine dans une lignée cellulaire hépatocytaire».

Mémoire de stage.

Stagiaires de PACES (Premiere Année Commune aux Etudes de Santé)
2015 - Salomé WINCKEL, Université Lille 2, 4 semaines.
Theme du stage : découverte de la recherche.
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Activités d’administration

2004-2007

Contrat/Consortium Européen « DIABESITY » (2004-2009)

v’ Gestion administrative du contrat européen DIABESITY (24 partenaires).

v Rédaction des rapports annuels d’activités de recherche de 1’équipe du Pr B Staels pendant 3 ans.

2006-2008
ANR « FXR » (coordinateur : Pr B Staels)
Rédaction des rapports biannuels d’activités de recherche.

2004-2010

Contrat/Consortium Européen « HEPADIP » (2005-2010)

v Rédaction du projet scientifique et établissement du budget de 1’équipe du Pr B Staels pour la
soumission d’un nouveau contrat européen HEPADIP accepté en 2005 (26 partenaires).

v Rédaction des rapports annuels d’activités de recherche de 1I’équipe du Pr B Staels.

v’ Participation active a 1’organisation de 1’Assemblée Annuelle du Consortium a Lille (Institut
Pasteur de Lille, Lille, 2008).

2012-2014

ANR « FXRen(ergy) » (coordinateur : Pr B Staels)

v" Participation active a la rédaction du projet scientifique et a 1’établissement du budget.
v' Participation a la rédaction des rapports d’activités de recherche.

2013-2018

Contrat/Consortium Européen « RESOLVE » (2013-2018)

v' Participation (début 2012) active a la rédaction du projet scientifique et établissement de la
prévision de budget et de personnel pour 1’équipe du Pr B Staels pour la soumission d’un nouveau
contrat européen RESOLVE accepté en mai 2012 (12 partenaires).

v' Participation active a la rédaction des rapports annuels d’activités de recherche de I’équipe du Pr
B Staels.

v/ Au début de chaque année civile, établissement du budget annuel prévisionnel et de

I’implication prévisionnelle annuelle du personnel (en temps-homme) en interne de RESOLVE
pour I’Unité en fonction du travail scientifique prévu au vu des objectifs du contrat et revu en fonction
des résultats obtenus I’année précédente et transmission de ces informations aux personnels
administratifs/financiers des institutions.

v En cours d’année, chaque mois, collecte et vérification des feuilles de temps remplies par mes

collegues scientifiques impliqués dans le contrat RESOLVE (en tout 9 personnes de 1’Unité) et
transmission aux personnels administratifs/financiers des institutions.

v" En fin d’année civile, en coordination avec les personnels administratifs/financiers des institutions,

aide aux justifications administratives et financieres du contrat, travail qui se fait en paralléle et

en coordination de la rédaction des rapports scientifiques annuels, soit informations relatives aux
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différents déplacements (lieu et objectifs, noms des personnes présentes, compte-rendus) réalisés
dans le cadre de RESOLVE, justifications des différents achats (classification par type de produits
et/ou d’expériences) réalisés sur le compte RESOLVE, rédaction et remplissage des documents
relatifs a la diffusion des données scientifiques générées par I’Unité 1011 dans le cadre de RESOLVE
(publications, conférences orales et affichées, résumé de notre implication scientifique, ...).

Depuis septembre 2017
ERC IMMUNOBILE du Pr Bart STAELS (2016-2021)
Mise en place, au sein de I’Unité et en interaction avec les personnels administratifs des institutions,

des feuilles de temps pour mes collegues scientifiques impliqués dans I’ERC (en tout 6 personnes de
I’Unité).
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Compétences techniques acquises

Biologie cellulaire
Culture de lignées adhérentes et non-adhérentes (humaines et murines, de différentes origines

tissulaires), transfections transitoires (électroporation, précipité calcium, lipofectants, ...), marquages
métaboliques (thymidine, méthionine), cytométrie en flux, dosages enzymatiques, préparation (par
perfusion du foie) et culture d’hépatocytes primaires de souris, isolement de la fraction stromale de
tisu adipeux de souris et mise en culture et différenciation des pré-adipocytes en adipocytes.

Biologie Moléculaire
Clonage, amplification et extraction d’ADN, extraction d’ARN totaux et poly(A), PCR, RT-PCR,

PCR quantitative, Northern Blot, transcription/traduction in vitro, gel de retard de migration sur gel
(EMSA).

Biochimie

Purification de protéines, gels en une dimension (SDS-PAGE) et deux dimensions, Western Blot,
immunoprécipitation, chromatographie d’affinité, purification de complexes protéiques sur
oligonucléotides biotinylés, ChIP (ImmunoPrécipitation de la Chromatine),
immunohistochimie/immunofluorescence sur coupes de tissus/culture de cellules en monocouche.
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I1. Activités d’enseignement
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IL. 1. Activités d’enseignement au cours de la these

2000-2001

Statut : vacataire

Encadrement de TD de Bureautique (64 heures équivalent TD)

Université-Formation : Université Paris III, Licence de Langues Etrangeres et Appliquées (L.E.A.).

Responsable du module : Pr G. Bossuet

Theéme des TD : initiation des étudiants a deux outils informatiques, le logiciel de traitement Word et
les moteurs de recherche d’Internet.
Implications personnelles : encadrement de deux groupes d’étudiants pendant un semestre ; aide aux

étudiants dans la réalisation de deux projets notés.

2001-2002
Statut : vacataire
Encadrement de TD (8 heures équivalent TD) et TP (40 heures équivalent TD) de Physiologie
Animale

Université-Formation : Université de Versailles-Saint-Quentin en Yvelines, D.E.U.G. SV

28me année.

Responsable du module : Dr M. Sautel

Theme des TD : programme de la deuxieéme année de D.E.U.G. SV (osmolarité, équilibres électrique
et osmotique, potentiels d’équilibre et de repos de différents types cellulaires, potentiel d’action d’une
cellule nerveuse, technique du patch-clamp, ...)

Theme des TP : métabolisme a 1’échelle de 1’organisme (mesure de l’intensité et du quotient

respiratoire chez la souris en fonction de la température externe et du régime alimentaire), étude des
mécanismes ioniques du potentiel de repos et d’action d’une cellule nerveuse (simulation avec le
logiciel Neurosim), transport du glucose dans I’intestin (étude du transport transépithélial du glucose
dans I’'intestin de rat), étude de la dégradation de I’amidon (interface physiologie animale/biochimie).
Implications personnelles : encadrement d’un groupe de TD et de quatre groupes de TP pendant un

semestre ; participation active a la mise en place d’un TP.
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IL. 2. Activités d’enseignement en tant que Maitre

de Conférences

Depuis septembre 2006
Université/Faculté : Université Lille 2, Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques.

Statut : Maitre de Conférences en Biologie Cellulaire.
Responsable du Service de Biologie Cellulaire : Pr Sophie LESTAVEL

v' 1% année des études de Pharmacie (2006-2010) — 1°° année commune des études de
Médecine/Pharmacie (P.A.C.E.S.) (depuis 2010)

Encadrement : ED (12 heures équivalent ED) de Biologie Cellulaire

Theémes abordés : la cellule eucaryote, la membrane plasmique, le trafic des petites molécules, la

matrice extracellulaire, le cytosquelette, la mitochondrie, le noyau, le cycle cellulaire, la division
cellulaire, les récepteurs, la différenciation cellulaire et 1’apoptose.

v 2%me année des études de Pharmacie

- Encadrement : ED (3 heures équivalent ED) et TP (60 heures équivalent ED) du tronc commun de
Biologie Cellulaire.

Theémes abordés en ED : préparation des TP de Biologie Cellulaire, notions en culture cellulaire,

transfections, PCR en temps réel et Western/Dot blot.
Themes des TP : « Role des transporteurs OCT1 et OCT3 dans la régulation de la néoglucogenese

par la metformine (MF) dans les hépatocytes — Effets de leur invalidation sur la réponse de cellules
hépatocytaires a la MF ».

Techniques abordées en TP : dosage des protéines totales, comptage de cellules, dosage de glucose
sécrété, immunofluorescence, dot blot.

Implications particulieres : responsable des TP ; participation active a la mise en place de la nouvelle
thématique des TP en 2009-2010.

- Encadrement : ED (3 heures équivalent ED) et TP (18 heures équivalent ED) de 1’ option
« Maladies monogéniques et multifactorielles : de I’identification des genes aux stratégies
thérapeutiques de Biologie Cellulaire ».

Themes abordés en ED : discussion autour des posters réalisés par les étudiants.

Techniques abordées en TP : caryotype, bioinformatique.

v 4'me année des études de Pharmacie
Encadrement : ED (1,5 heures équivalent ED) de biothérapies.
Theémes abordés en ED : analyse d’articles présentés par les étudiants.

v 1¥¢ année de DEUST TOPS
Encadrement : CM (6 heures équivalent ED) de Biologie Cellulaire.
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Themes abordés en CM : la cellule eucaryote, la membrane plasmique, le transport des petites

molécules, le réticulum endoplasmique, 1’appareil de Golgi, les lysosomes, le trafic intracellulaire.

v 1¥¢ année de DEUST Santé Environnement
Encadrement : ED (3 heures équivalent ED) de Biologie Cellulaire.
Themes abordés en ED : la cellule eucaryote, les techniques d’étude de la cellule, la membrane

plasmique, le transport des petites molécules, le trafic intracellulaire, le cytosquelette, le noyau, la
mitochondrie, I’adressage des protéines.

v’ 2tme gapnée des DEUST Santé Environnement
Encadrement : ED (3 heures équivalent ED) et TP (8 heures équivalent ED) de Biologie Cellulaire.
Themes abordés en ED : les méthodes d’étude de la cellule, la communication cellulaire, la matrice

extracellulaire, les jonctions cellulaires, le cycle cellulaire, la division cellulaire, la différenciation
cellulaire, 1’apoptose.
Techniques abordées en TP : immunofluorescence, fractionnement cellulaire.

v' Master 1 Biologie-Santé (depuis 2015-2016)
Encadrement : CM (4.5 heures équivalent ED) et ED (1 heure équivalent ED).
Intitulé du cours : le tissu adipeux

Themes abordés en ED : application du cours a 1’aide de résultats d’articles publiés.

v' Master 2 Biologie-Santé (depuis 2017-2018)
Encadrement : Journée Thématique (n°21) (6 heures équivalent ED).
Themes : Récepteurs membranaires et voies de signalisation associées.
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II1. Activités de recherche
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I1I. 1. Stages et préparation de la theése

1/ Stages de licence, maitrise et D.E.A.

Juillet-aoiit 1997 : stage de Licence du Magistere de Génétique

Equipe du Dr Vladimir LAZAR, Département de Biologie Clinique (Pr Dominique BELLET),
Institut Gustave Roussy (Villejuif, 94).

Sujet : « Diagnostic et suivi biologique des Cancers Médullaires de la Thyroide (CMT) »

L’équipe avait pour mission de diagnostiquer la présence de mutations dans le gene RET susceptibles
d’entrainer le développement de Cancer Médullaire de la Thyroide (CMT) chez les membres de
familles a risque. Ce stage m’a permis de faire mes premiers pas dans un laboratoire de recherche et
d’apprendre des techniques de base de biologie moléculaire (extraction et quantification d’ADN,
PCR, ...), ainsi que des techniques plus spécialisées utilisées pour la mise en évidence de mutations
ou de polymorphismes dans les genes (technique SSCP, séquencage).

Ce stage d’un mois et demi a donné lieu a la réalisation d’un poster qui a ét€ noté dans le cadre du
Magistere de Génétique.

Mars-juillet 1998 : stage de Maitrise du Magistere de Génétique

Equipe de Foetopathologie (Dr Anne-Lise DELEZOIDE), Service d’Histo-embryo-cytogénétique (Pr
Michel VEKEMANS), Hopital Necker Enfants-Malades (Paris, 15°™),
Sujet : « Analyse morpho-fonctionnelle des mutations humaines des FGFR »

L’équipe (actuellement a I’Hopital Robert Debré), en parallele d’une activité médicale impliquée
dans le diagnostic de maladies du feetus humain, mene une activité de recherche portant sur les
maladies liées a des mutations dans les génes codant les récepteurs des FGF (fibroblast growth factor)
(FGFR) a I’aide d’analyses morpho-fonctionnelles. Ces maladies se caractérisent principalement par
des malformations importantes des os du criane et/ou des os des membres. Afin d’aborder les
mécanismes mis en jeu dans le développement de ces maladies, j’ai participé a I’étude de I’expression
de différents genes, cibles potentielles des FGFR et connus pour étre impliqués dans la formation de
ces deux types d’os. En utilisant des prélevements osseux effectués sur des feetus humains normaux
ou porteurs de mutations des FGFR et provenant d’avortements volontaires ou thérapeutiques, j’ai
réalisé une série d’expériences d’immunohistochimie a 1’aide d’anticorps spécifiques des différentes
protéines d’intérét.

Ce stage de cinq mois a donné lieu a la rédaction d’un mémoire, soutenu oralement et noté dans le
cadre du Magistere de Génétique.
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Septembre 1998-aoiit 1999 : stage de D.E.A.

Equipe « Biologie moléculaire et différenciation » (Pr P. ROUGET), Unité de Génétique
Oncologique CNRS UMR 8125 (Pr J. FEUNTEUN), Institut Gustave Roussy (Villejuif, 94).
Sujet : « Analyse fonctionnelle de la région promotrice du gene npdc-1 »

L’équipe du Pr P. Rouget (actuellement dissoute suite au départ a la retraite des deux chercheurs)
avait identifié un gene, le geéne npdc-1 (neural proliferation differentiation control-1) dont le produit
semblait impliqué dans le contrdle de la prolifération et de la différenciation des cellules
nerveuses. L’équipe s’attachait a caractériser les mécanismes mis en jeu par cette protéine dans le
controle de ces deux processus cellulaires.

Mon travail a consisté a étudier les mécanismes mis en jeu lors de la régulation transcriptionnelle de
I’expression de ce gene dans les cellules nerveuses en cours de différenciation. Pour mener a bien
cette étude, je me suis intéressée a la région promotrice de ce géne. Par une série de délétions de ce
promoteur, j’ai pu mettre en évidence 1’importance, dans cette régulation, d’une région contenant des
sites potentiels de fixation pour les facteurs de transcription E2F, Sp1 et Krox. Des expériences de
mutations de ces différents sites nous ont permis de montrer I’implication du site Krox dans la
régulation de I’expression du gene npdc-1.

Ce stage m’a permis d’apprendre et de maitriser des techniques classiquement utilisées pour I’étude
des promoteurs des génes eucaryotes (clonage d’ ADN, séquencage d’ ADN, transfections transitoires
dans différents modeles cellulaires, retard de migration sur gel).

Mon travail de D.E.A. a donné lieu a la rédaction d’un article que je signe en deuxieme auteur dans
la revue Gene :

Evrard C., Caron S. and Rouget P.. Functional analysis of the NPDC-1 gene. Gene (2004) 343 : 153-
163.
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2/ Préparation de la these

Période : septembre 1999-mai 2004

Equipe «Régulation de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire » (Dr Isabelle
DUSANTER-FOURT), Département d’Hématologie (Dr Sylvie GISSELBRECHT, Dr Paul-Henri
ROMEO), Institut Cochin (Unité INSERM 567 ; Pr A. KAHN) (Paris, 14°™),

Sujet : « Etude de régulations transcriptionnelles et traductionnelles induites par la thrombopoiétine
(TPO) dans la cellule mégacaryocytaire»

L’équipe du Dr I. Dusanter-Fourt s’intéresse aux mécanismes mis en jeu lors de I’induction de la
différenciation mégacaryocytaire (Figure 1). Cette différenciation conduit a la production de
cellules géantes de la moelle osseuse, les mégacaryocytes, qui donneront naissance aux plaquettes
du sang dont le rdle est majeur dans la fonction de coagulation du sang et dans le maintien de
I'intégrité des vaisseaux sanguins. La différenciation mégacaryocytaire, et ainsi la production
plaquettaire, est sous le contrdle principalement d’une cytokine, la thrombopoiétine (TPO). Cette
étude est réalisée a 1’aide de la lignée cellulaire UT7-mpl, capable de s’engager dans la différenciation
mégacaryocytaire en présence de thrombopoiétine.

Prolifération Différenciation/Maturation

€—> € >

membranes
de démarcation
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Figure 1. La différenciation mégacaryocytaire ou mégacaryocytopoiese. La différenciation
mégacaryocytaire conduit a la formation de cellules géantes, les mégacaryocytes, qui, par fragmentation de
leur cytoplasme, vont libérer de petites particules de cytoplasme entourées d’une membrane et sans noyau, les
plaquettes. La premiere étape du développement des mégacaryocytes consiste en une phase de prolifération
intense de leurs progéniteurs au niveau de la moelle osseuse. La seconde étape du développement conduisant
aux mégacaryocytes, 1’étape de différenciation/maturation, peut €tre considérée comme la superposition de
deux évenements majeurs qui se chevauchent au moins partiellement dans le temps : une augmentation de la
ploidisation et une maturation du cytoplasme. Cette étape est classiquement divisée en quatre stades, notés
stades [ a IV, en fonction de 1’aspect morphologique de la cellule (noyau et cytoplasme), de sa taille et du ratio
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noyau/cytoplasme. La différenciation mégacaryocytaire, et ainsi la production plaquettaire, est sous le
controle principalement d’une cytokine, la thrombopoiétine (TPO).
Mon travail de these s’est intégré a deux niveaux dans cette étude de la différenciation

mégacaryocytaire et a donné lieu a la rédaction de deux articles que je signe en premier auteur
qui ont été publiés dans la revue Molecular and Cellular Biology.

2.1. La régulation de I’expression du gene de la cycline D1, un régulateur

important du cycle cellulaire, par la thrombopoiétine
J’ai contribué a I’étude de la régulation transcriptionnelle de I’expression du gene de la cycline D1,

un régulateur important du cycle cellulaire, par la thrombopoiétine lors de I’induction de la
différenciation mégacaryocytaire. Cette induction s’effectue par un mécanisme totalement nouveau

qui fait intervenir une coopération fonctionnelle entre les facteurs de transcription STATS et Oct-1.

Nous avons montré que ces deux facteurs, en réponse a la thrombopoiétine, interagissent et
s’associent pour se fixer sur un élément Oct-STAT du promoteur et en réguler 1’activité (Figure 2).

o 1. Phosphorylation P P
S5 Dimere des STAT
® STATS eSS
. Oct-1 Oct-1
Promoteur du gene
de la Cycline D1 Site St
ite Site
Oct-1 STAT +TPO P
P
Oct-1 S5

2. STATS interagit avec Oct-1

3. L ’interaction STATS-Oct-1 permet le Oct-1 S5 P
recrutement de STATS sur le site STAT. R

Figure 2. Régulation de I’expression du gene de la Cycline D1 par le complexe STAT5-Octl en
réponse a la thrombopoiétine. L’expression du gene de la cycline D1 est régulée au niveau transcriptionnel
par la thrombopoiétine (TPO) lors de I’induction de la différenciation mégacaryocytaire. Cette régulation
s’effectue par un mécanisme qui fait intervenir une coopération fonctionnelle des facteurs de transcription
STATS et Oct-1, ces deux facteurs s’associant pour se fixer sur un élément Oct-site STAT présent dans le
promoteur du gene de la cycline D1.

Cette étude a permis la rédaction d’un article que je signe en co-premier auteur et qui a été publié
dans la revue Molecular and Cellular Biology :
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Magné S.*, Caron S.*, Charon M., Rouyez M.C. and Dusanter-Fourt I.. STATS and Oct-1 form a
stable complex that modulates cyclin D1 expression. Mol. Cell. Biol. (2003) 23 : 8934-8945. (« * »
= co-premiers auteurs)

2.2. La régulation de la machinerie traductionnelle globale par la

thrombopoiétine
Un certain nombre d’observations et de résultats préliminaires suggéraient que la thrombopoiétine

était susceptible de réguler I’expression des genes a un niveau traductionnel. J’ai cherché a vérifier
cette hypothese et montré que la thrombopoiétine régule la traduction au niveau de son initiation, en
agissant sur I’activité des deux complexes impliqués dans cette étape, les complexes d'initiation 43S
et elF4F. La régulation la plus originale (et qui fait I’objet de notre article) concerne la régulation du
complexe elF4F (Figure 3) : en réponse a la thrombopoiétine, lors de I’induction de la différenciation
mégacaryocytaire, seule I’isoforme eIF4GII (tandis que la quantité de 1’autre isoforme, eIF4GI, n’est
pas limitante dans la cellule) est recrutée au niveau des complexes elF4F nouvellement formés. Ces
résultats étaient nouveaux et surtout treés originaux car ils mettaient en évidence pour la premiere fois,

d’une part, des roles différents pour les deux isoformes e[F4GI et eIFAGII au cours de l'initiation de

la traduction ; et d’autre part, des mécanismes de régulation de la machinerie traductionnelle
différents lors de I’induction de la différenciation cellulaire de ceux décrits lors de 1’induction de la

prolifération cellulaire.

Cette étude a permis la rédaction d’un article que je signe en premier auteur et qui a été publié dans
la revue Molecular and Cellular Biology :

Caron S., Charon M., Cramer E., Sonenberg N. and Dusanter-Fourt I.. Selective modification of
elFAF at the onset of cell differentiation : recruitment of eIF4GII and long-lasting phosphorylation of
elFA4E. Mol. Cell. Biol. (2004) 24 : 4920-4928.
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Figure 3. Régulation de D’initiation de la traduction des ARNm par la thrombopoiétine (TPO).
L’induction de la différenciation mégacaryocytaire par la thrombopoiétine est associée a une phosphorylation
rapide, nette et soutenue dans le temps du facteur qui se fixe a la coiffe des ARNm, le facteur de I’initiation
elF4E. Cette phosphorylation est corrélée a une phosphorylation faible, mais reproductible, de la protéine 4E-
BP1, qui libere alors la protéine eIFAE. En parallele, I’isoforme elF4GII, et pas I’isoforme eIFAGI, est recrutée
de facon sélective au sein du complexe elF4F, tandis que le niveau d’expression de ces deux facteurs n’est pas
modifié par la thrombopoiétine. La formation de ces complexes elF4F en réponse a la TPO entraine une
augmentation de I’initiation et donc une augmentation du niveau de la traduction lors de I’induction de la
différenciation mégacaryocytaire.
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I1I. 2. Stage post-doctoral et activités en tant que

Maitre de Conférences

Unité INSERM UMR 1011 « Récepteurs nucléaires, maladies cardiovasculaires et diabete » (Pr Bart
STAELS) ; INSERM, Université Lille Nord de France, Institut Pasteur de Lille, Lille.

Sujet : « Etude du rdle du récepteur nucléaire Farnesoid X Receptor (FXR) dans le controle du
métabolisme dans le foie et le tissu adipeux»

Statut : stagiaire post-doctorale (2004-2006) ; Maitre de Conférences (depuis 2006)

1/ Le contexte scientifique : le récepteur nucléaire FXR

J’ai rejoint I’équipe du Pr B STAELS au sein de I’Unité INSERM 1011 (ex-U545) en juin 2004, a
I’issue de ma these, pour un stage post-doctoral. En septembre 2006, j’ai été recrutée en tant que
Maitre de Conférences en Biologie Cellulaire a la Faculté des Sciences Pharmaceutiques et
Biologiques de I’Université Lille 2 et j’ai pu poursuivre mon activité de recherche au sein de 1’Unité
dirigée par le Pr B STAELS.

Mes projets de recherche commencés au cours de mon stage post-doctoral ont été poursuivis lorsque
j’ai pris mes fonctions en tant que Maitre de Conférences en 2006 et ont réellement commencé a
permettre la publication d’articles apres 2006. De ce fait, je présenterai dans cette partie les projets
de recherche principaux auxquels j’ai participé au sein de I’ Unité et qui ont permis des publications,
sans faire de distinction entre mon stage post-doctoral et mes activités depuis mon recrutement
(Partie ‘Projets finis’), et les projets de recherche principaux auxquels je participe actuellement
(Partie ‘Projets en cours et futurs’).

Thématique générale de I’Unité INSERM 1011

L'Unité dirigée par le Pr B. Staels s’intéresse a la superfamille des récepteurs nucléaires et plus
précisément cherche a caractériser leurs implications dans le développement des maladies
métaboliques prédisposant a I’athérosclérose (pathologie des arteres), telles que 1’insulino-
résistance, les dyslipidémies, I’obésité, le diabete de type 2. Ces désordres métaboliques sont associés
a des perturbations dans I’expression des genes impliqués dans le contréle du métabolisme lipidique
et glucidique et I’'inflammation dans plusieurs organes, dont le foie, le tissu adipeux, I’intestin, le
pancréas. L’expression d’un certain nombre de ces geénes est régulée par les membres de la
superfamille des récepteurs nucléaires (PPARa, PPARy, PPARS, FXR, LXR, Rev-erba, ...),
impliqués dans la régulation de nombreux processus métaboliques dans différents tissus. Ces
récepteurs agissent en régulant I’expression de nombreux geénes en tant que facteur de transcription.
Un certain nombre, mais pas tous puisque certains restent ‘orphelins’, ont des ligands naturels
identifiés et des ligands synthétiques ont été développés pour certains. Cette potentialité d’avoir une
activité régulable par des ligands permet des perspectives thérapeutiques.
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Je m’intéresse plus particulierement au récepteur nucléaire Farnesoid X Receptor FXR. Je fais ci-
dessous un état des connaissances sur le récepteur FXR au milieu des années 2000, lorsque les projets
dans lesquels j’ai été impliquée ont commencé.

Le récepteur nucléaire Farnesoid X Receptor (FXR)
Généralités sur le récepteur FXR - Le récepteur FXR a été identifié en 1995 en tant que récepteur

régulable par le farnésol (Forman BM et al., 1995). Toutefois, ce n’est que quelques années plus tard
en 1999 que son identification en tant que récepteur aux acides biliaires a permis réellement une
étude de ses fonctions (Parks DJ et al., 1999 ; Makishima M et al., 1999 ; Sinal CJ et al., 2000). FXR
est principalement exprimé dans le foie, I’intestin, le rein, le tissu adipeux, le pancréas et les glandes
surrénales (pour revue, Lefebvre P et al., 2009). Il intervient dans la régulation du métabolisme des
acides biliaires, des lipides et des glucides dans plusieurs de ces organes, dans le maintien de
I’homéostasie énergétique systémique et dans la régulation de la différenciation et la fonction de
I’adipocyte blanc (Figure 4) (pour revue, Mazuy C et al., 2015). Ce récepteur nucléaire agit en tant
que facteur de transcription, seul ou associé au récepteur nucléaire Retinoid X Receptor (RXR), pour
respectivement réprimer ou activer I’expression de ses génes cibles.
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Figure 4. Le récepteur nucléaire FXR régule le métabolisme dans plusieurs organes. Pour revues
(Lefebvre P, 2009 ; Mazuy C, 2015). Figure adaptée d’apres Prawitt J and Staels B, Drugs, 2010.

Les acides biliaires et le cycle entérohepatique - Les acides biliaires sont des produits de dégradation
du cholestérol. Les acides biliaires primaires sont produits dans le foie et sécrétés dans I’intestin gréle
ou ils vont permettre 1’absorption des graisses alimentaires et des vitamines liposolubles (pour revue,
Mazuy C et al., 2015). 95% de ces acides biliaires sont ensuite réabsorbés par les entérocytes au
niveau de I'iléon et transportés vers le foie par la veine porte. Les acides biliaires réabsorbés seront
re-conjugués dans le foie et de nouveau sécrétés lors du repas suivant. En outre, de nouveaux acides
biliaires seront synthétisés dans le foie pour composer la perte dans les feces (environ 5%). Cette
circulation des acides biliaires entre le foie et I’intestin constitue la circulation entéro-hépatique.

Les acides biliaires en tant que molécules de signalisation - Longtemps considérés comme de
simples détergents nécessaires a 1’absorption des lipides, les acides biliaires agissent aussi en tant que
molécules de signalisation pour réguler ’homéostasie énergétique. Ainsi, la composition du pool des
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acides biliaires est altérée chez les rongeurs et I’humain dans un contexte d’obésité, de résistance a
I’insuline et de diabete de type 2 (pour revue, Prawitt J et al., 2014) et quelques études récentes
montrent qu’il en est de méme en cas de pathologie du « foie gras » (non alcoholic fatty liver disease/
nonalcoholic steatohepatitis (NAFDL/NASH)) (Aranha MM et al., 2008 ; Kalhan SC et al., 2011 ;
Ferslew BC et al., 2015). Des études mettent en outre en évidence un role important de la flore
bactérienne intestinale dans la composition du pool d’acides biliaires (pour revue, Mazuy C et al.,
2015). Ainsi, une altération de ce pool est décrite en cas de dysbiose associée au diabete de type 2 et
al’obésité. Les acides biliaires interviennent dans la régulation du métabolisme en se fixant et activant
le récepteur membranaire a sept séquences transmembranaires TGRS (pour revue, Duboc H et al.,
2014) et le récepteur nucléaire FXR (pour revue, Mazuy C et al., 2015).

FXR régule le métabolisme des acides biliaires — Récepteur des acides biliaires, FXR intervient dans
la régulation de leur métabolisme. Ainsi, il empéche I’accumulation des acides biliaires, accumulation
qui est toxique, dans le foie en inhibant leur synthese et en stimulant leur sécrétion, via la bile, dans
I'intestin gréle. Dans I’intestin, FXR favorise la réabsorption des acides biliaires en régulant
positivement leur transporteurs (pour revues, Kuipers F et al., 2007 ; Lefebvre P et al., 2009 ; Mazuy
Cetal., 2015).

FXR régule le métabolisme des lipides — La génération de souris déficientes pour FXR (FXR™) a
permis de mettre en évidence une implication de FXR dans la régulation du métabolisme des lipides
et lipoprotéines. En effet, ces souris présentent des niveaux élevés de cholestérol et de triglycérides
plasmatiques et hépatiques (Sinal CJ et al., 2000). De plus, FXR régule 1’expression de plusieurs
apolipoprotéines impliquées dans le transport et le métabolisme des lipides (pour revue, Lefebvre P
et al, 2009). Ainsi, FXR est impliqué dans la régulation du métabolisme des high density
lipoproteins/low density lipoproteins (HDL/LDL), mais les résultats sont controversés (pour revue,
Mazuy C et al., 2015). Des résultats obtenus in vitro mettent en effet en évidence une diminution du
LDL-cholestérol circulant apres activation de FXR, mais ces résultats ne sont pas retrouvés in vivo.
Le traitement de patients souffrant de NAFDL/NASH par I’acide obéticholique (INT-747), un ligand
de FXR (en fait un CDCA (Chenodeoxycholic acid), un acide biliaire agoniste de FXR, modifié) a
méme mis en évidence une augmentation du LDL-cholestérol plasmatique (Mudaliar S et al., 2013).
Concernant le métabolisme du HDL-cholestérol, FXR réprime 1’expression de 1’apolipoprotéine Al
et réprime celle de la protéine CETP (Cholesteryl ester transfer protein) (pour revue, Mazuy C et al.,
2015). Les études in vivo mettent effectivement en évidence une diminution des niveaux de HDL-
cholestérol. Une étude suggere en outre une répression de la lipogenese et de la synthese des
triglycérides par FXR (Watanabe M et al., 2004) et une autre, une diminution de 1’assemblage des
very low density lipoproteins (VLDL) (Hirokane H et al., 2004).

FXR régule le métabolisme du glucose — Dans 1’hépatocyte, I’expression de FXR est régulée in vitro
par le glucose et I’insuline et dans le foie, I’expression de FXR est dérégulée dans des modeles murins
de diabete (Duran-Sandoval D et al., 2004). En outre, cette expression varie au cours de changements
nutritionnels chez la souris. Ainsi, les souris déficientes pour FXR présentent un métabolisme
accéléré de I'utilisation du glucose apres une réalimentation riche en glucose par rapport aux souris
sauvages (Duran-Sandoval D et al., 2005a). Ces résultats suggéraient une régulation des voies du
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métabolisme du glucose par FXR, notamment une régulation négative des genes de la glycolyse et de
lalipogenése par FXR (Duran-Sandoval D et al., 2005a). Il est a noter que les souris FXR” présentent
une intolérance au glucose, ainsi qu’une résistance a 1’insuline au niveau périphérique (Cariou B et
al., 2006), En outre, plusieurs études mettent en évidence un role de FXR dans le contrdle de la
néoglucogénese dans le foie, mais les résultats sont contradictoires (Stayrook KR et al., 2005 ; Ma K
et al., 2006 ; Zhang Y et al., 2006). En effet, cette régulation semble négative in vivo et positive in
vitro.

Au niveau de l'intestin, FXR est exprimé dans les cellules épithéliales (entérocytes) et son
invalidation chez la souris retarde 1’absorption du glucose (van Dijk TH et al., 2009). FXR est aussi
exprimé dans les cellules intestinales entéro-endocrines L dans lesquelles il inhibe la glycolyse et de
ce fait, la sécrétion du glucagon-like peptide-1 (GLP-1) qui stimule la sécrétion de I’insuline par le
pancréas en réponse au glucose (Trabelsi MS et al., 2015). Enfin, des études récentes établissent un
lien entre la modification de la composition du pool des acides biliaires par le microbiote et
I’activité/activation de FXR, en lien avec une prise de poids et le développement d'une pathologie du
foie (NAFDL/NASH) (Sayin Sl et al., 2013 ; Parseus A et al., 2016).

FXR, une cible thérapeutique — Des stratégies thérapeutiques pour moduler le pool des acides
biliaires ou I’activité des voies régulées par les acides biliaires, et notamment I’activité de FXR, ont
été mises en ceuvre. Ainsi, des séquestrants (ou résines) oraux des acides biliaires, qui interrompent
le cycle entéro-hépatique, ont été utilisés pour réduire les taux de cholestérol, mais ont aussi permis
d’améliorer le métabolisme lipidique et glucidique en cas de maladies métaboliques (pour revue,
Kuipers F et al., 2014). Plus récemment, un agoniste synthétique de FXR, I’acide obéticholique
(INT-747/0CA, Intercept Pharmaceuticals), un CDCA (acide chénodeoxycholique) modifié, a été
développé (Pellicciari R et al., 2002). Initialement utilisé pour le traitement des cholestases associées
a des cirrhoses biliaires primitives (Primary biliary cholangitis/cirrhosis (PBC)) (Fiorucci S et al.,
2011), cet agoniste a montré des effets positifs sur le traitement du diabete de type 2 et de la stéatose
hépatique. Les résultats de la phase II clinique ont effectivement mis en évidence une amélioration
de la sensibilité a I’insuline, des marqueurs de I’inflammation et de la fibrose dans le foie chez des
patients atteints de diabete de type 2 et de maladies du foie (Mudaliar S et al., 2013 ; Neuschwander-
Tetri BA et al., 2015). Toutefois, la hausse des taux de LDL-cholestérol a entrainé une suspension
des tests cliniques pour cette molécule.

48



2/ Projets finis

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a plusieurs fonctions de FXR dans la régulation du
métabolisme du foie et du tissu adipeux, ce qui a donné lieu au développement de plusieurs projets
(Partie 2.1.). Un projet en parallele a porté sur la régulation de I’expression hépatique de
I’apolipoprotéine CIII par le glucose (Partie 2.2.). Ces projets ont fait I’objet d’un encadrement
d’un étudiant Master 2, de deux co-encadrements de these et de ’encadrement d’un chercheur
post-doctoral.

2.1. Etude du role du récepteur FXR dans le métabolisme du foie et du tissu
adipeux

Questions scientifiques définies dans la période 2004-2006

Plusieurs projets sur le réle de FXR dans la régulation du métabolisme du foie et du tissu adipeux
(Projets 1, 2 & 4) ont été menés, en parallele d’une étude portant sur 1’étude de deux modeles
hépatiques humains (Projet 3) :

Projet 1. Identification des mécanismes d’action de FXR dans la régulation de la différenciation
adipocytaire.

Projet 2. Etude du role de FXR dans le développement de 1’obésité induite génétiquement ou par la
nourriture.

Projet 3. Sélection de modeles hépatiques humains pour I’étude de la régulation du métabolisme du
glucose au niveau du foie.

Projet 4. Identification des mécanismes moléculaires d’action de FXR sur la voie de la
glycolyse/lipogenese dans le foie - Interférence de FXR avec la voie ChREBP — Exemple du gene de
la Liver Pyruvate Kinase (LPK).

Financements

L’ensemble de ces projets a été financé en grande partie par I’ANR « FXR » (2005-2008 ; porteur du
projet : Bart Staels), par le contrat Européen HEPADIP (2005-2010 ; porteur du projet : Bart Staels)
et par ' ANR « FXRen(ergy) » (2012-2014 ; porteur du projet : Bart Staels).

Projet 1. Identification des mécanismes d’action de FXR dans la régulation de la
différenciation adipocytaire.

Thésards et/ou stagiaires post-doctoraux impliqués dans le projet : Mouaadh Abdelkarim (These,
2005-2010), Janne Prawitt (Stagiaire post-doctorale, 2007-2010).

Contexte et question scientifique :

Le role de FXR hépatique est primordial dans la régulation du métabolisme (pour revues, Lefebvre P
et al., 2009 ; Mazuy C et al., 2015), mais de plus en plus de données suggéraient un role de FXR
exprimé dans les tissus périphériques. Deux premieres études ont montré une expression et une
fonction de FXR au niveau du tissu adipeux (Cariou B et al., 2006 ; Rizzo G et al., 2006). Ainsi, FXR
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est exprimé dans le tissu adipeux de souris et son expression augmente apres un régime riche en
graisses. Il est exprimé aussi dans des modeles murins d’adipocytes et son expression augmente au
cours de la différenciation. En outre, des fibroblastes embryonnaires de souris (Mouse Embryonic
Fibroblasts ; MEFS) déficientes pour FXR (MEFs FXR™) et différenciés in vitro se différencient
moins bien que des MEFs sauvages (Cariou B et al., 2006). Toutefois, le mécanisme d’action de FXR
restait méconnu. L’objectif de ce projet était d’étudier les mécanismes mis en jeu dans le role de
FXR dans la différenciation et la fonction de I’adipocyte.

Résultats obtenus :

Nous avons montré que la présence de FXR était nécessaire pour avoir, in vivo et in vitro, une totale
activation du récepteur nucléaire PPARY (Tontonoz P et al., 1994), un facteur de transcription qui
joue un rdle clé dans la différenciation adipocytaire (Abdelkarim M et al., 2010). Ainsi, I’induction
de I’expression des génes cibles de PPARY est plus faible dans le tissu adipeux des souris FXR™
traitées par la rosiglitazone que dans des souris sauvages. De mé€me, une activation de PPARY dans
des MEFs FXR” ne rétablit pas une différenciation adipocytaire totale. Les MEFs FXR™
différenciées in vitro en adipocytes stockent en outre moins de triglycérides, ce qui est corrélée avec
une augmentation de la lipolyse et une diminution de la lipogénese, et présentent des gouttelettes
lipidiques plus petites. La réalisation de puces ADN sur du tissu adipeux de souris sauvages et FXR™"
a permis de mettre en évidence une surexpression de plusieurs genes de la voie Wnt/B-caténine,
décrite pour inhiber la différenciation adipocytaire (Christodoulides et al., 2009). Ainsi, plusieurs
génes de la voie Wnt/B-caténine sont surexprimés dans des MEFs FXR™ et la diminution de
I’activation de cette voie rétablit la différenciation adipocytaire dans ces cellules. L’ensemble de ces

résultats montre clairement un rble central de FXR dans la différenciation adipocytaire par

interférence avec les voies PPARY et Wnt/B-caténine et dans la fonction adipocytaire.

Article (cf Partie VI. Annexes):
Abdelkarim M., Caron S., Duhem C., Prawitt J., Dumont J., Lucas A., Bouchaert E., Briand O.,
Brozek J., Kuipers F., Fievet C., Cariou B. and Staels B. (2010). The farnesoid X receptor regulates

adipocyte differentiation and function by promoting peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma and interfering with the Wnt/beta-catenin pathways. J. Biol. Chem. 285: 36759-36767.

Conclusion/Perspectives :

Nous avons montré que FXR joue un role majeur dans la différenciation adipocytaire par interférence
avec les voies PPARY et Wnt/B-caténine. Des observations (Données non-publiées) nous laissent
penser que FXR pourrait interférer avec la voie Wnt/B-caténine a plusieurs niveaux, directement ou
indirectement, par interférence avec le récepteur PPARY qui interagit lui aussi avec la voie
Wnt/B-caténine (pour revue, Farmer SR, 2005). D’autres études, a la méme période et plus
récemment, ont mis en évidence cette interférence entre FXR et la voie Wnt/B-caténine (cf Partie
III. II1.2. 3/). Les mécanismes moléculaires d'interférence entre ces deux voies commencent a étre
élucidés dans plusieurs types cellulaires (cf Partie IIL. II1.2. 3/), mais ils ne sont toutefois pas encore
décrits dans 1'adipocyte.
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Projet 2. Etude du role de FXR dans le développement de I’obésité induite par la
nourriture ou génétiquement.

Thésards et/ou stagiaires post-doctoraux impliqués dans le projet : Janne Prawitt (Stagiaire post-
doctorale, 2007-2010) ; Mouaadh Abdelkarim (These, 2005-2010).

Contexte et question scientifique :

Le récepteur nucléaire FXR régule le métabolisme du glucose, des lipides et des acides biliaires (pour
revue, Lefebvre P et al., 2009), tres fréquemment dérégulés lors du développement de désordres
métaboliques, dont I’obésité abdominale. Toutefois, le role de FXR dans le développement de
I’obésité n’avait jamais été étudié. L’objectif de ce projet était d’étudier le role de FXR dans le
développement de I’obésité induite génétiquement ou par la nourriture.

Résultats obtenus :

Des souris FXR” ont été générées dans un fond génétique déficient pour la leptine (souris
FXR™ ob/ob), fond prédisposant 4 I’obésité. De facon surprenante, ces souris ont un poids total réduit,
ainsi qu’une réduction de la masse grasse, par rapport aux souris ob/ob. La mesure de la
consommation d’oxygene et de la production met en évidence une diminution nette du métabolisme
énergétique, sans différence du quotient respiratoire. En outre, la tolérance systémique au glucose et
la sensibilité périphérique a I’insuline sont améliorées tandis qu’aucun changement n’a lieu au niveau
de la sensibilité hépatique a I’insuline. Des résultats similaires sont obtenus lorsque des souris FXR™
sont soumises a un régime riche en graisses qui induit une obésité. En outre, I’amélioration du
métabolisme du glucose et la sensibilité périphérique n’est pas liée a FXR exprimé dans le foie
puisque des souris déficientes spécifiquement pour FXR dans le foie ne sont pas protégées d’une
obésité induite par I’alimentation, ce qui met en évidence I’'importance du role de FXR exprimé dans
les tissus périphériques. Toutefois, les souris FXR” ob/ob présentent une augmentation importante
des taux plasmatiques de triglycérides et d’acides gras libres. L’ensemble de ces résultats montre que

la déficience pour FXR dans un contexte d’obésité améliore le phénotype glucidique, mais pas

lipidique. En outre, ces résultats mettent en évidence I'importance de I’expression de FXR dans les

tissus périphériques.

Article (cf Partie VI. Annexes):

Prawitt J., Abdelkarim M., Stroeve J.H.M., Ristea Popescu 1., Duez H., Velagapudi V.R., Dumont
J., Bouchaert E., van Dijk T.H. , Lucas A., Dorchies E., Daoudi M., Lestavel S., Gonzalez F.J., Oresic
M., Cariou B., Kuipers F., Caron S., Staels B. (2011) Farnesoid X receptor deficiency improves
glucose homeostasis in mouse models of obesity. Diabetes. 60: 1861-1871. (IF 8,398)

Conclusion/Perspectives :

Les résultats obtenus lors du phénotypage des souris FXR” ob/ob montrent I’importance de
I’expression et du role de FXR dans les tissus périphériques pour la régulation systémique du
métabolisme énergétique. Ces résultats, sans pour autant diminuer le role hépatique de FXR,
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confirment I’intérét d’étudier le role de FXR dans les tissus périphériques qui expriment FXR, dont
le tissu adipeux, le pancréas et I’intestin, sans oublier le systéme nerveux central.

Projet 3. Sélection de modéeles hépatiques humains pour 1’étude de la régulation
du métabolisme du glucose au niveau du foie.

Thésards et/ou stagiaires post-doctoraux impliqués dans le projet: Carolina Huaman Samanez
(Master 2, 2007-2008 ; These, 2008-2012).

Contexte et question scientifique :

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation du métabolisme du glucose au niveau du
foie sont classiquement étudiés in vitro dans des hépatocytes primaires de souris et de rat et
éventuellement dans des hépatocytes primaires humains. Toutefois, le nombre de cellules primaires
étant toujours limité, les études s’en trouvent réduites, ce qui se rajoute au probleme de la
reproductibilité, notamment pour les cellules humaines qui proviennent de différents donneurs. Une
des alternatives est I'utilisation de lignées cellulaires. Bien que de nombreuses études portant sur
I’étude du métabolisme glucidique soient menées dans les modeles hépatocytaires humains existants
(dont les cellules d'hépatome humain HepG2), nous avons observé que la régulation des voies induites
par le glucose pouvait dépendre des clones et n'est pas toujours reproductible (Observations
personnelles). Notre objectif était d’identifier des modéles hépatocytaires humains présentant
une réponse reproductible a un stimulus par le glucose.

Résultats obtenus :

Nous avons testé la réponse au glucose et la reproductibilité de cette réponse dans deux modeles
d’hépatocytes humains : la lignée IHH (Immortalized Human Hepatocytes) d’hépatocytes humains
immortalisées (Schippers et al., 1997) et la lignée HepaRG issue d’un hépatome humain (Gripon et
al., 2002). Nous avons montré que ces deux lignées expriment de nombreux genes des voies de
régulation du métabolisme du glucose, mais aussi du métabolisme des lipides et du cholestérol. Ces
cellules, apres une incubation dans un milieu pauvre en glucose ou insuline, sont capables de réactiver
les voies d’utilisation respectivement du glucose et de I’insuline. En outre, les cellules IHH, méme si
elles n’expriment pas/peu le récepteur au glucagon, peuvent activer les voies de la néoglucogénese
lorsque la voie normalement activée par le glucagon 1’est par la forskoline. De méme, ces cellules
sont capables de sécréter des triglycérides et de I’apolipoprotéine B, fort probablement sous forme de
VLDL ou VLDL-like (Résultats non-publiés). Enfin, ces deux types cellulaires expriment plusieurs
récepteurs nucléaires fonctionnels et de ce fait constituent des modeles intéressants pour I’étude de la
régulation des voies métaboliques par ces récepteurs nucléaires. L’ensemble de ces résultats montre

que ces deux lignées d’hépatocytes humains présentent une réponse reproductible a des stimuli

glucose et insuline.

Article (cf Partie VI. Annexes):

Samanez C Huaman *, Caron S”, Briand O, Dehondt H, Duplan I, Kuipers F, N Hennuyer, Clavey
V, Staels B. (2012) The human hepatocyte cell lines IHH and HepaRG : models to study glucose,
lipid and lipoprotein metabolism. Arch Physiol Biochem. 118: 102-111. (* : co-1°" auteurs)
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Conclusion/Perspectives :

Grace a cette étude, nous disposons de deux lignées cellulaires d’hépatocytes humains présentant une
réponse reproductible a un stimulus glucose et insuline et de ce fait, permettant 1’étude des
mécanismes moléculaires impliqués dans le métabolisme hépatique glucidique. En outre, ces deux
lignées expriment de nombreux geénes impliqués dans le métabolisme lipidique et du cholestérol et
sécretent, au moins pour les IHH, des lipoprotéines, ce qui permet d’envisager des études de ce
métabolisme.

Projet 4. Identification des mécanismes moléculaires d’action de FXR sur la voie
de la glycolyse/lipogenese dans le foie - Interférence de FXR avec la voie ChREBP.

Thésards et/ou stagiaires post-doctoraux impliqués dans le projet: Carolina Huaman Samanez
(Master 2, 2007-2008 ; These, 2008-2012).

Contexte et question scientifique :

Notre laboratoire a montré, qu’apres une période de jeline, le métabolisme du glucose est accéléré
chez les souris FXR™", par rapport aux souris sauvages, lors d’une réalimentation riche en glucose
(Duran-Sandoval et al., 2005a). Ce métabolisme accéléré se caractérise par une induction plus rapide
dans le temps de I’expression des genes codant pour des enzymes de la glycolyse (catabolisme du
glucose) (LPK (Liver pyruvate kinase)) et de la lipogenese (biosynthese d’acides gras) (FAS (fatty
acid synthase), ACC-1 (acetyl-coenzyme A carboxylase 1)). Ces expériences suggéraient que FXR
inhibe I’expression de genes induits par le glucose probablement en interférant avec le/les facteur(s)
se liant aux éléments de réponse au glucose ou ChoRE (Carbohydrate Response Element) présents
dans les promoteurs des genes de la glycolyse et de la lipogénese. 1l est connu depuis 2001 que le
facteur de transcription se fixant sur les ChoRE (encore appelés E-Box) est le facteur ChREBP
(Carbohydrate Response Element Binding Protein) (Yamashita et al., 2001 ; pour revue, Baraille F
etal., 2015). Notre objectif était d’identifier les mécanismes moléculaires d’interférence de FXR
avec la voie ChREBP, en prenant comme exemple le gene de la LPK.

Résultats obtenus :

Ce projet a principalement été mené dans le modele humain IHH et en partie dans le modele HepaRG,
du fait de la sensibilité de ces deux modeles au glucose (¢f Projet 3). Nous avons montré que
I’inhibition par FXR, initialement observée chez la souris, de I’expression de genes (dont la LPK)
induits par le glucose est conservée dans les cellules humaines IHH et HepaRG (Résultats non-publiés
pour le 2" modele).

Dans le modele IHH, nous avons montré, par des expériences de transfections transitoires, que c’est
la région « L4L3 » du promoteur de la LPK, décrite pour contenir un ChORE et un site pour le
récepteur nucléaire HNF4a et pour intervenir dans 1’induction de ce gene par le glucose (pour revue,
Yamada K and Noguchi T, 1999), qui est impliquée dans 1’induction de ce gene par le glucose, mais
aussi dans I’inhibition par FXR. Ainsi, I'utilisation d'ARN interférants spécifiques de ChREBP ou de
HNF4a montre une diminution nette de I’induction de la LPK par le glucose dans les cellules IHH
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(Caron et al., 2011). Nous avons montré que FXR et CHREBP interagissaient directement
physiquement et étaient retrouvés dans le méme complexe protéique dans des IHH traitées par des
fortes doses de glucose. Cette interaction n’altere pas la translocation nucléaire de ChREBP. Une
série d’expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) dans les cellules IHH nous ont
permis d’analyser la composition du complexe protéique fixé sur la région « L4L3 » du promoteur
de la LPK suivant les conditions. L’ensemble de nos résultats nous permet de proposer un modele
(Figure 5) dans lequel FXR activé inhiberait la fixation de ChREBP sur la région « L4L3 », et de ce
fait I’'induction de I’expression de la LPK par le glucose, tout en restant présent sur le promoteur via
une interaction, directe ou pas, avec HNF4a qui lui reste fixé sur le promoteur. L’ensemble de ces

résultats, en plus de présenter un modele original d’interférence des voies FXR et ChREBP, montrait

pour la premiére fois 1’existence d’une transrépression par le récepteur nucléaire FXR.

' H L-PK promoter
ChORE histones :
I 1 |
-169 -144 -125
L4 L3
i B Fortes concentrations de glucose '
300 FXR > CBP

CTREBPHNFAG >

------------- , =« L-PK promoter

L-PK promoter

histones

-169 -144 -125
L4 L3

Figure 5. Modéle de trans-répression du gene de la L-PK par le récepteur nucléaire FXR. En
présence d’une faible concentration de glucose (A), le facteur HNF4a est fixé sur son site dans la région L4L.3
du promoteur du gene L-PK et FXR est présent au niveau du promoteur probablement grice a son interaction
avec HNF4a. La transcription du geéne L-PK est a un niveau basal. En présence d’une forte concentration de
glucose et sans activation du récepteur FXR (B), les facteurs de transcription ChREBP et HNF4a sont fixés
sur leurs sites respectifs dans la région L4L3 du promoteur du geéne L-PK et transactivent son expression,
notamment en recrutant les co-activateurs transcriptionnels p300 et CBP. FXR est présent dans le complexe
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protéique, probablement grace a son interaction physique avec les facteurs ChREBP et HNF4a et intervient
dans cette activation par le glucose (Données non-publiées). En présence d’une forte concentration de glucose
et activation du récepteur FXR (C), le facteur ChREBP, ainsi que les co-activateurs p300 et CBP se détachent
du promoteur L-PK. Les facteurs FXR and HNF4a sont en revanche toujours fixés sur le promoteur. FXR
recrute le co-inhibiteur transcriptionnel SMRT et réprime ainsi la transcription du géne L-PK par le recrutement
de histone désacétylases (HDAC) et la déacétylation des histones H3. Complété d’apres Caron S et al., 2013.

Article (cf Partie VI. Annexes):

Caron S*, Huaman Samanez C*, Dehondt H, Lien F, Ploton M, Briand O, Dumont J, Lefebvre P,
Staels B. (2013) The Farnesoid X Receptor regulates the transcriptional activity of the Carbohydrate
Response Element Binding Protein. Mol. Cell. Biol. 33: 2202-2211. (" : co-first auteurs)

Spotlight écrit sur cet article : (2013) Mol. Cell. Biol. 33.

Conclusion/Perspectives :

Nous avons réalisé des puces dans des cellules IHH incubées avec une faible et une forte
concentration de glucose et sans et activation de FXR (Caron S et al., 2013). Des analyses
complémentaires des résultats de ces puces permettraient peut-étre d'identifier d'autres genes dont
I'expression est co-régulée par le glucose et FXR, ce qui pourrait permettre de mettre a jour d’autres
genes et voies impliquées dans 1’homéostasie glucidique ou d'autres métabolismes/éveénements
cellulaires régulés par FXR.

2.2. Etude de la régulation de I’expression hépatique de I’apolipoprotéine (apo)

CIII par le glucose
Financement
Ce projet a été en partie financé par le contrat Européen HEPADIP (2005-2010).

Thésards et/ou stagiaires post-doctoraux impliqués dans le projet: Carolina Huaman Samanez
(These, 2008-2012), Janne Prawitt (Stagiaire post-doctorale, 2007-2010).

L’apolipoproteine (apo) CIII — Etat des lieux en 2004-2006 — Question scientifique

L’ apolipoprotéine (apo) CIII, I’apolipoprotéine la plus abondante dans le plasma, est principalement
synthétisée par le foie et I’intestin (Zannis VI et al., 1985). L’apoCIII est un composant majeur des
lipoprotéines riches en triglycérides, dont les VLDL et des HDL (Mendivil CO et al., 2010).
L’apoCIII a un réle majeur dans le contrdle du métabolisme des triglycérides chez I’homme et la
souris (Ginsberg HN et al., 1986 ; Maeda N, 1994). Ainsi, il a ét€ montré in vitro que 1’apoCIII inhibe
la lipoprotein lipase (LPL) et de ce fait, retarde le catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides
(Wang CS et al., 1985 ; Jong MC et al., 2001). Des souris transgéniques pour 1’apoCIII développent
une hypertriglycéridémie (Ito Y et al., 1990) et chez I’homme, une corrélation positive est observée
entre les taux plasmatiques de protéines apoClIII et les taux plasmatiques de triglycérides (Schonfeld
Getal., 1979 ; Stocks J et al., 1979 ; Le NA et al., 1988 ; Batal R et al., 2000). 11 était connu que
I’expression hépatique de 1’apoCIII est tres régulée au niveau transcriptionnel. Toutefois, malgré
quelques liens indirects, aucun lien n’avait été établi entre 1I’expression de 1’apoCIII et le métabolisme
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hépatique du glucose. Notre objectif était de déterminer si I’expression de I’apoCIII est régulée
par le glucose au niveau hépatique.

Données préliminaires

Des premiers résultats obtenus par Gisele Mautino en stage post-doctoral dans le laboratoire avaient
montré que le glucose induisait 1I’expression génique de 1’apoCIII dans des hépatocytes primaires de
rat. Cette régulation n’avait pu €tre retrouvée dans des hépatocytes primaires humains. Le projet avait
été momentanément arrété jusqu’a trouver un modele d’hépatocyte humain répondant au glucose (cf
partie I11.2. — 2/- 2.1 — Projet 3).

Résultats obtenus :

Nous avons montré que, comme dans les hépatocytes de rat, I’expression de 1’apoCIII dans les
cellules IHH est induite par le glucose a un niveau transcriptionnel et de facon dépendante de la dose
de glucose et en fonction du temps. Cette régulation est dépendante d’une région du promoteur décrite
dans les années 90 (Lavrentiadou SN et al., 1999) et possédant un site de fixation ChORE pour le
facteur de transcription ChREBP et un autre pour le récepteur nucléaire HNF4a. Nous avons montré
que les deux facteurs de transcription ChREBP et HNF4a sont nécessaires a 1’induction de
I’expression du géne de I’apoCIII par le glucose. En outre, I’induction de 1’apoCIII par le glucose est
fortement inhibée apres 1’activation des récepteurs nucléaires FXR et PPAR«, mais pas LXRs. Enfin,
nous avons montré I’existence d’une corrélation positive significative entre le taux de protéines
apoClII plasmatiques et le taux de glucose plasmatique a jelin, d’une part, et, avec I’évolution du taux
de glucose plasmatique apres une prise de glucose, d’autre part, chez des patients en surpoids.
L’ensemble des ces résultats a permis de montrer que I’expression de 1’apoCIII est induite a un niveau

transcriptionnel a la fois dans des cellules hépatiques murines et humaines et correle positivement

avec le taux plasmatique de glucose chez ’homme.

Article (cf Partie VI. Annexes):

Caron S., Verrijken A., Mertens 1., Huaman Samanez C., Mautino G, Haas J.T., Duran-Sandoval
D., Prawitt J., Francque S., Vallez E., Muhr-Tailleux A., Berard 1., Kuipers F, Kuivenhoven J.A.,
Biddinger S.B., Taskinen M.R., Van Gaal L. and Staels B. (2011) Transcriptional activation of
apolipoprotein CIII expression by glucose may contribute to diabetic dyslipidemia. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 31:513-519.

Editorial écrit sur 1’article : Ginsberg HN and Brown WV. (2011) Apolipoprotein CIII : 42 years old
and even more interesting. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 31:471-473.
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3/ Projets en cours et futurs

A la suite des projets finis, nous avons continué a nous intéresser au role du récepteur FXR dans le
tissu adipeux (Partie 3.1.) et dans le foie (Partie 3.2.). Ces projets ont fait ’objet d’un encadrement
d’un étudiant Master 2 et de I’encadrement d’un chercheur post-doctoral et font I’objet du co-
encadrement de these.

Dans la mesure ou le 1°" projet portant sur le role de FXR dans le tissu adipeux est déja bien entamé,

j'ai fait le choix de peu le détailler et de me concentrer sur le 2°™ projet portant sur le réle de FXR
dans le foie.

3.1. Etude du role de FXR dans la fonction de ’adipocyte

Gestion du projet

Thésards et/ou stagiaires post-doctoraux impliqués dans le projet : Arianna Marino (Chercheuse post-
doctorale 2014-2017)

Financements : ANR FXRen (2012-2014) ; EFSD (octobre 2015-janvier 2017).

Collaborations : Denis Mogilenko, David Dombrowicz (Equipe 3, Unité 1011)

Contexte scientifique

L'inflammation dans le tissu adipeux blanc

L'obésité est une maladie métabolique et inflammatoire

L'obésité se caractérise par une augmentation importante de la masse du tissu adipeux blanc. Cette
expansion est liée a un apport alimentaire excédentaire qui, dans un premier temps, entraine une
augmentation de la taille des adipocytes ou hypertrophie (Figure 7). Dans une deuxieme étape, les
adipocytes ayant atteint une taille maximale, c'est le nombre d'adipocytes qui va augmenter par un
phénomene d'hyperplasie (pour revues, Rutkowski JM et al., 2015 ; Choe SS et al., 2016).
L'hyperplasie entraine une augmentation du nombre d'adipocytes fonctionnels, donc qui assurent le
stockage des acides gras sous forme de triglycérides et permettent une augmentation de la sécrétion
de I'adipokine adiponectine qui améliore la sensibilité a I'insuline (pour revue, Choe SS et al., 2016).
En revanche, I'hypertrophie des adipocytes conduit a leur dysfonctionnement, particulierement avec
un relarguage important des acides gras, une production diminuée d'adiponectine, entrainant une
diminution de la sensibilité a I'insuline, le développement de phénomenes d'hypoxie et une production
accrue de matrice extracellulaire entrainant le développement d'une fibrose (pour revue, Choe SS et
al., 2016). L'hypoxie finit par conduire a une nécrose des adipocytes hypertrophiques entrainant le
recrutement de cellules immunitaires et le développement d'une inflammation locale du tissu.
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Figure 7. Les cellules immunitaires et les adipocytes contribuent au développement de
I'inflammation dans le tissu adipeux. L’obésité est une maladie inflammatoire a bas bruit.
L’inflammation est particulierement marquée dans le tissu adipeux blanc. Elle fait suite a une hypertrophie des
adipocytes qui entrent en nécrose et sécretent des cytokines pro-inflammatoires entrainant le recrutement de
cellules immunitaires. Parmi ces cellules, le recrutement des macrophages M1 est le mieux caractérisé, mais
le nombre d’autres cellules, dont les mastocytes, les lymphocytes T et les neutrophiles, est aussi augmenté. En
parallele, le nombre de cellules anti-inflammatoires diminue dans le tissu adipeux, dont particulierement les
macrophages M2, les éosinophiles et les lymphocytes T régulateurs et natural killer (NKT). L’inflammation
est auto-entretenue par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires a la fois par les adipocytes et les cellules
immunitaires. Adapté d’apres Rosen ED & Spielgelman BM, 2014.

Roéles des cellules immunitaires et des adipocytes dans le développement de l'inflammation du tissu
adipeux

Les cellules immunitaires recrutées dans un tissu adipeux blanc inflammé sont multiples (Pour revue,
Bastard JP & Feve B, 2013 (Chapitre 20)) (Figure 7). Ainsi, le nombre de cellules
pro-inflammatoires, particulierement les macrophages de type M1, les mastocytes, les lymphocytes
T et les neutrophiles, est augmenté, tandis que celui des cellules anti-inflammatoires, particulierement
les macrophages de type M2, les éosinophiles et les lymphocytes T régulateurs et natural killer,
diminue. Le recrutement des macrophages pro-inflammatoires M1 est le mieux caractérisé.

La présence de macrophages M1 dans le tissu adipeux inflammé est 1ié, a la fois, a un recrutement de
macrophages péritonéaux qui acquierent un phénotype M1, mais aussi a l'acquisition par les
macrophages résidants de type M2 d'un phénotype pro-inflammatoire M1 (Pour revue, Wensveen FM
etal., 2015). Cette infiltration par des macrophages est précédée par un recrutement de lymphocytes.
Ces cellules immunes sécretent des cytokines pro-inflammatoires qui favorisent le recrutement
d'autres cellules immunes et donc entretiennent l'inflammation du tissu.

Des données plus récentes montrent que les adipocytes eux-mémes, particulierement quand ils sont
hypertrophiques par modification de leur profil sécrétoire, sécretent des cytokines pro-inflammatoires
qui soutiennent l'infiltration des cellules immunes et le développement de 1'inflammation (Pour revue,
Huh JY et al., 2014).
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Les origines et l'entretien de l'inflammation du tissu adipeux blanc dans un contexte d'obésité
Bien que tous les acteurs et signaux inducteurs ne sont probablement pas identifiés, I'origine de
lI'inflammation dans le tissu adipeux blanc semble principalement 1ié a I'hypertrophie des adipocytes
qui sécretent alors des molécules pro-inflammatoires soutenant le recrutement de cellules immunes
accentuant I'inflammation (pour revue, Bastard JP & Feve B, 2013 (Chapitre 20)). Particulierement,
les macrophages recrutés sont classiquement retrouvés, formant une structure particuliere en forme
de croix, autour des adipocytes hypertrophiques qui présentent des signes de mort cellulaire. Outre
les cytokines pro-inflammatoires, la forte lipolyse dans ces adipocytes pro-inflammatoires entrainent
la libération d'acides gras libres qui activent le récepteur TLR4 (toll like receptor 4) et ainsi
l'activation de la voie inflammatoire NFKB (Shi H et al., 2006) dans les macrophages. L'hypoxie,
ainsi que le stress oxydatif et le stress du réticulum endoplasmique, contribueraient a 1'entretien de
I'état inflammatoire du tissu adipeux.

Les conséquences locales et systémiques de l'inflammation du tissu adipeux

L'obésité est actuellement considérée comme une maladie inflammatoire modérée chronique. Les
patients obeses présentent ainsi des taux circulants plus élevés de cytokines pro-inflammatoires, de
molécules d'adhésion et de protéines de la phase aigiie (pour revue, Bastard JP & Feve B, 2013
(Chapitre 20)). Bien que d'autres organes que le tissu adipeux, tels que le foie, les cellules
inflammatoires circulantes, y participent, c'est principalement le tissu adipeux blanc qui semble
contribuer a cet état global d'inflammation.

Le statut inflammatoire du tissu adipeux impacte la biologie des adipocytes (pour revue, Bastard JP
& Feve B, 2013 (Chapitre 21)). Le principal effet est le développement d'une résistance a l'insuline,
par interférence des voies activées par cette hormone les acides gras libres et les cytokines pro-
inflammatoires avec la signalisation induite par l'insuline (Suganami T et al., 2005). Cette résistance
a l'insuline contribue a l'augmentation de la lipolyse dans les adipocytes et ainsi au statut pro-
inflammatoire, mais aussi favorise l'acquisition d'un phénotype pro-inflammatoire M1 par les
macrophages. Certaines €tudes mettent en évidence dans ce contexte une diminution de la
différenciation des pré-adipocytes qui conservent leur potentiel de prolifération (Lacasa D et al.,
2007 ; Bourlier V et al., 2008), ainsi qu'une augmentation de la néovascularisation (Bourlier et al.,
2008). Enfin, les macrophages pro-inflammatoires M1 présenteraient un potentiel pro-fibrotique
(Keophiphath M et al., 2009), favorisant le développement de la matrice extracellulaire et contribuant
a interférer avec le remodelage du tissu adipeux et ainsi avec l'adaptation aux changements
métaboliques (Divoux A et al., 2010).

L'expansion du tissu adipeux a un impact sur le métabolisme systémique des adipocytes, mais
I'inflammation du tissu adipeux en tant que telle impacte aussi l'organisme dans sa globalité.
Toutefois, aucun lien direct n'a pu étre établi. Chez la souris, 'abondance des macrophages dans le
tissu adipeux contribue a I'induction de la résistance a l'insuline systémique (Pour revue, Huh JY et
al., 2014). Chez I'homme, cette association est retrouvée, ou pas, suivant les études (pour revue,
Bastard JP & Feve B, 2013 (Chapitre 21)). La résistance a l'insuline peut méme étre induite sans
modification du nombre de macrophages dans le tissu adipeux. Aucun lien avec l'augmentation du
risque cardiovasculaire n'a pu étre mis en évidence. En revanche, une corrélation positive est mise en
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évidence entre 1'accumulation de macrophages dans le tissu adipeux et le développement de la fibrose
et de la stéatose hépatique (Tordjman J et al., 2009).

Le récepteur FXR et ses roles dans le tissu adipeux et l'adipocyte blancs et le
développement de I'obésité
FXR régule la différenciation et la fonction de I’adipocyte blanc

Comme nous I’avons vu (Partie IIL. II1.2. 2/), le récepteur nucléaire FXR, certes moins exprimé dans
le tissu adipeux que dans le foie, est nécessaire pour une différenciation adipocytaire complete
(Cariou B et al., 2006 ; Abdelkarim M et al., 2010) et pour la fonction adipocytaire (Cariou B et al.,
2006; Rizzo G et al., 2006 ; Abdelkarim M et al., 2010). Ainsi, I’expression de FXR, certes faible
dans le tissu adipeux blanc, est induite au cours de la différenciation adipocytaire dans différents
modeles cellulaires adipocytaires (Cariou B et al., 2006 ; Rizzo G et al., 2006). Les souris FXR™"
présentent en outre une masse de tissu adipeux plus basse que les souris sauvages (Cariou B et al.,
2006). La déficience en FXR dans des pré-adipocytes ou des fibroblastes embryonnaires de souris
alterent leur différenciation in vitro en adipocyte, comme 1’atteste la moindre induction des genes de
la différenciation adipocytaire et la formation de petites gouttelettes multiples au lieu de la grosse
gouttelette lipidique (Cariou B et al., 2006 ; Abdelkarim M et al., 2010). A I’inverse, le traitement de
cellules 3T3-L1 par I’acide obéticholique (INT-747), I’agoniste de FXR, augmente leur
différenciation en adipocyte (Rizzo G et al., 2006). En outre, la déficience en FXR confere une
fonction adipocytaire altérée, comme le montrent I’augmentation de la lipolyse et la diminution de la
lipogénese (Abdelkarim M et al., 2010), en adéquation avec la taille réduite des gouttelettes lipidiques
(Cariou B et al., 2006). Cette implication laissait présager que FXR dans l'adipocyte blanc puisse
jouer un role dans le développement de 1'obésité.

FXR, les pools d’acides biliaires et le développement de l'obésité

Les souris FXR™ sont résistantes au développement de 1'obésité induite par 1'alimentation ou
génétiquement, comme le montre respectivement la résistance des souris FXR™ soumis a un régime
riche en graisses 2 la prise de poids et les souris FXR™ sur un fond génétique ob/ob (déficience 2 la
leptine) prédisposant a 1'obésité (Prawitt J et al., 2011). Cette résistance a la prise de poids ne dépend
pas du récepteur FXR exprimé dans le foie puisque des souris FXR” spécifiquement dans cet organe
restent résistantes (Prawitt J et al., 2011), suggérant lI'implication de FXR exprimé dans les tissus
périphériques, dont dans le tissu adipeux, dans le développement de I’obésité.

En outre, une modification du pool des acides biliaires, tant au niveau qualitatif que quantitatif, est
décrit dans les maladies métaboliques, notamment dans des contextes d'obésité (Prawitt J et al., 2014).
Des études récentes mettent en évidence une corrélation entre le changement du pool des acides
biliaires, 1’activité de FXR et le statut métabolique. Ainsi, des études cliniques, ainsi que des études
menées chez la souris, montrent qu’apres chirurgie bariatrique, la modification du pool des acides
biliaires entraine, via la modulation du récepteur FXR, certes une perte de poids, mais de facon plus
précoce, une amélioration du métabolisme glucidique et de I’inflammation (Ryan KK et al., 2014 ;
Kaska L et al., 2016 ; pour revue, Noel OF et al., 2016). Une autre étude met en évidence que
I’administration d’un séquestrant des acides biliaires, le sevalamer, entraine une diminution de
I’inflammation et de I’activation des cellules immunitaires dans le foie dans un modele de maladie
du foie gras (NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease) (McGettigan BM et al., 2016). Ce séquestrant
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agit en réduisant la signalisation induite par FXR dans le foie et I’intestin. Ces resultats établissent
clairement un lien entre FXR et I’'inflammation dans un contexte de maladies métaboliques.

Plusieurs études établissent un lien entre le récepteur FXR et le développement de [’inflammation
dans différents organes métaboliques et mettent en évidence un réle direct anti-inflammatoire de ce
récepteur. Les études les plus marquantes ont été menées dans le foie et l’intestin.

FXR et l'inflammation dans le foie

Un certain nombre d’études dans le foie mettent en évidence un role anti-inflammatoire de FXR apres
son activation et ceci, par plusieurs de ses ligands.

Ainsi, dans des modeles murins d’inflammation du foie apres I’injection de lipopolysaccharide (LPS),
I’activation de FXR par différents agonistes, dont 1’acide chénodeoxycholique (CDCA), un agoniste
naturel, et le GW4064, un agoniste synthétique, entraine une diminution de 1’inflammation dans le
foie (Xu Zetal., 2012 ; Yao J et al., 2014). Cette diminution de I’inflammation s’accompagne d’une
moindre expression des cytokines pro-inflammatoires avec réduction de 1’activation des
macrophages.

Une diminution de I'inflammation dans le foie de rongeurs souffrant d’une stéatose hépatique
non-alcoolique (NASH) est aussi observée apres I’activation de FXR par le WAY-362450,
diminution corrélée avec une réduction de I’infiltration des cellules pro-inflammatoires et une
réduction de la fibrose (Zhang S et al., 2009). L’activation de FXR par I’acide obéticholique (OCA)
entraine aussi une diminution de I’inflammation dans un modele de lapin atteint d’un syndrome
métabolique, avec une diminution du développement de la stéatose hépatique (Maneschi E et al.,
2013), ainsi que dans un modele de rat intoxiqués chimiquement (Verbeke L et al., 2016). Dans ce
dernier modele, I’effet anti-inflammatoire impliquerait une inhibition de la voie NF-KB et une
inactivation des cellules stellate impliquées dans le développement de la fibrose.

En parallele, des études in vitro mettent en évidence une augmentation de I’expression du gene
SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3) apres 1’activation de FXR, ce qui entraine une inhibition
de I’activation de STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) (Xu Z et al., 2012). 11 a
été montré que le gene SOCS3 est un gene cible direct de FXR. Ces résultats correlent avec une étude
mettant en évidence une forte sur-activation de la voie STAT3 par non-activation de SOCS3 par FXR
(Li G et al., 2013) dans des foies de souris FXR™" dans un contexte d’inflammation, suggérant un rdle
anti-inflammatoire de ce récepteur.

En outre, I’augmentation de I’expression de CYP7A1 et de la synthese des acides biliaires entrainent
une inhibition de I’inflammation dans le foie d’une maniere dépendante de I’activation de FXR (Liu
H et al., 2016). Une autre étude met en évidence que I'inactivation de SHP (small heterodimer
partner), un gene cible direct de FXR, entraine un phénotype pro-inflammatoire (Myronovych A et
al., 2014), suggérant aussi un role anti-inflammatoire de FXR.

FXR et l'inflammation dans Dintestin

D’autres études mettent en évidence un rdle de FXR dans le controle de I’inflammation dans
I’intestin. L’activation de FXR entraine une réduction de I’inflammation dans 1’intestin, notamment
par répression de la voie NF-kB (Gadaleta RM et al., 2011a). Ces études menées in vivo et in vitro
mettent aussi en évidence un rétro-controle négatif de I’'inflammation sur I’activation de FXR.

61



L’activation de FXR par différents ligands entraine une diminution de I’inflammation dans I’intestin
dans différents types de maladies intestinales inflammatoires, dont les colites chez la souris
(Vavassori P et al., 2009 ; Gadaleta RM et al.,, 2011b) et la maladie de Crohn chez I’homme
(Nijmeijer RM et al., 2011). Chez des patients souffrant d’une colite ulcéreuse, une corrélation
inverse entre 1’expression de FXR et la sévérité de I'inflammation a été rapportée (Torres J et al.,
2013)., L’inflammation intestinale est diminuée apres ’activation de FXR dans des modele de
cholestase chez la souris (Verbeke L et al., 2015). Enfin, la déficience en FXR chez la souris entraine
le développement de I’inflammation dans I’intestin (Maran RR et al., 2009).

FXR et l'inflammation dans le tissu adipeux blanc

Moins d’études établissent un lien entre le récepteur FXR et le développement de I’inflammation dans
I’adipocyte et le tissu adipeux blanc. Une seule établit un lien direct entre FXR et I’inflammation dans
le tissu adipeux blanc (Shihabudeen MS et al., 2015). Les auteurs mettent en évidence un role anti-
inflammatoire de FXR dans des modeles in vitro d’adipocyte et dans le tisu adipeux blanc de souris,
marqué par une diminution des adipokines pro-inflammatoires et une augmentation des adipokines
anti-inflammatoires. En outre, I’activation de FXR entraine une diminution de I’activité de la voie
NF-«xB. Cette diminution de I’inflammation correle avec une amélioration de la sensibilité a
I’insuline.

Le role de FXR dans le contrdle de inflammation au niveau du tissu adipeux blanc restait
largement méconnu et notamment en lien avec le contriole du métabolisme dans cet organe et dans
Densemble de I’organisme.

FXR favorise-t-il le développement de l'inflammation dans le tissu adipeux blanc?
- Résultats préliminaires

Des souris FXR™” placées sous un régime riche en graisses (60% de graisses) montraient une
inflammation plus faible dans le tissu adipeux blanc épididymal par rapport aux souris sauvages
(Mogilenko D, Prawitt J, Données non-publié¢es, 2013). Ce résultat suggérait qu'un contexte de
déficience en FXR pouvait protéger contre I'inflammation développée dans un contexte d'obésité.

La question scientifique

L'objectif de ce projet est d’étudier ’impact d’une déficience de FXR spécifiquement dans
I’adipocyte sur I'inflammation induite dans le tissu adipeux par un contexte d'obésité, ainsi que
sur le métabolisme de I’ensemble de I’organisme. Ce projet a été initié dans le modele de souris
totalement déficiente pour FXR (FXR-KO) (Sinal CJ et al., 2000) et poursuivi dans un nouveau
modele murin de déficience pour FXR spécifiquement dans l'adipocyte, les souris Adipocyte- FXR™
(Ad-FXR-KO), que nous avons créé.

Les résultats obtenus
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Les résultats obtenus quant a la description du phénotype inflammatoire du tissu adipeux blanc des
souris FXR-KO et Ad-FXR-KO placées sous un régime gras sont présentés dans les Figures 8-11.
Ces figures sont pour l’instant intégrées dans une publication en cours de préparation et donc non-
finalisés (Marino A et al., En préparation). La finalisation de ce papier est en cours de discussion
(Cf partie suivante ( ‘Perspectives/Discussion/Conclusion’).

Publication en préparation — Marino A et al.
(Bibliographie non-incluse dans la bibliographie du manuscrit HDR)

FXR” mice are protected from high fat diet (HFD)-induced adipose tissue infiltration and M1
polarization of macrophages.

As reported previously (Prawitt et al 2011), whole body FXR” mice on HFD are protected from
obesity and hyperglycemia, display improved glucose tolerance (Data not shown) (Prawitt et al 2011)
and decreased adiposity (Data not shown). To determine whether FXR controls adipose tissue
cellularity and function, epididymal adipose tissue (e-WAT) from FXR** (wild type (WT)) and
FXR™ mice on low fat (LFD) or high fat diet (HFD) were characterized by cytofluorimetric and gene
expression analysis. No differences were observed between the two genotypes on LFD. As expected,
HFD feeding induced the accumulation of macrophages in e-WAT, but with significant lower extent
in FXR™" compared to FXR** mice. Indeed, both the number per gram of e-WAT (Fig8A, left) and
the percentage of macrophages in stromal vascular fraction (SVF) (Fig8A, right) were decreased in
e-WAT from FXR™ compared to FXR™* on HFD. Moreover, a significant decrease of M1 (CD11c*
cells) (Fig8B, left) and a significant increase of M2 (CD206* CDIll1c cells) (Fig8B, middle)
macrophage number, as well as a decrease of the ratio M1/M2 (CD11c* /CD206* CD11c¢ cells) (Fig8B,
right), were observed, showing that HFD drives M1 polarization of e-WAT macrophages in FXR"*
but not in FXR” mice. Consistently, gene expression of the macrophage marker adgrel (F4/80) and
the M1 macrophage marker ltgax (CDIllc) were lower, whereas gene expression of the M2
macrophage marker Mrcl (CD206) was higher in e-WAT of FXR” mice compared to FXR** mice on
HFD (Fig8C). Since we found no difference in LFD treated mice, for further analysis we focused on
adipose tissue of HFD feeding mice. Compared to e-WAT form WT mice, e-WAT form FXR” mice
on HFD showed a significant decreased expression of TNFa and IL6 (FiglD). No difference of IL1[3
expression was observed. These results show that FXR deficiency prevents HFD-induced adipose
tissue inflammation by inhibiting recruitment and M1 polarization of macrophages and reducing pro-
inflammatory cytokines expression.

Inflammatory gene expression is reduced in mature adipocytes and adipose tissue macrophages
of FXR”- mice on HFD.

To identify cellular mechanisms of reduced inflammation in FXR”" mice, mature adipocytes and
adipose tissue macrophages (ATM) were isolated from FXR** and FXR” e-WAT. ATM from
FXR” e-WAT showed significantly lower expression of TNFa and slight not significant lower
expression of IL6 (Fig9A), consistently with the decreased M1 polarization of . No difference of IL1[3
expression was observed. On the other side, a decreased expression of TNFa, IL6 and IL1J gene was
found in FXR™ adipocytes (Fig9B). In parallel, FXR”" compared FXR** adipocytes showed higher
expression of aP2 (FABP-4) and AdipoQ (adiponectin) genes (Fig9B), both considered markers of
improved adipocyte function. Taken together, gene expression analysis revealed that both adipocytes
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and macrophages contribute to the inflammatory state of adipose tissue. FXR was described to be
expressed both in macrophages and in adipocytes (Renga B et al., Biochim Biophys Acta., 2009 ; Yao
J et al., World J Gastroenterol., 2014 ; Vavassori P et al., J Immunol., 2009 ; Abdelkarim M et al., J
Biol Chem, 2010). To understand how the expression of FXR in adipocytes impacts the response to
HFD, a FXR cell specific deficient mouse model was generated.

Adipocyte-specific FXR-deficiency protects from HFD-induced hyperglycemia and glucose
intolerance but not from obesity.

We showed that whole body FXR-deficiency protects from HFD-induced adipose tissue
inflammation and that both FXR” ATM and adipocytes display decreased inflammatory gene
expression. Since FXR is expressed also in macrophages, we generated a mouse model where FXR
gene is specifically deleted in adipocytes, the Ad-FXR” mice (Figl0OA, B, C). To generate
Ad- FXR” mice, FXR-floxed mice (Sinal CJ et al., Cell, 2000) were crossed with mice expressing
the Cre recombinase protein under the control of adiponectin promoter, which is specifically activated
in adipocytes (adiponectin-Cre* mice) (Lee KY et al., Diabetes, 2013). To study the role of FXR in
the adipocytes during the development of obesity and to evaluate the impact on systemic metabolic
homeostasis, Ad-FXR” mice and FXR™ (FXR floxed) littermates were fed a LFD or a HFD for 12
weeks. The weight gain was comparable in the two genotypes, both on LFD and on HFD (Fig11A).
Fed LFD FXR™ and Ad-FXR” mice did not show differences in fasting glycaemia. By contrast,
Ad-FXR " mice showed significant reduced fasting glycemia compared to FXRY™ mice from 7 weeks
on HFD (Figl1B). Glucose tolerance tests (IPGTT) showed no differences between LFD feeding
FXR" and Ad-FXR™ mice, whereas on HFD Ad-FXR™ displayed significant improved glucose

tolerance compared to FXR™!

mice (Figl1C). Insulin tolerance test (ITT) revealed a slight but not
significant increase insulin sensitivity in Ad-FXR” compared to FXR"! (Data not shown). Taken
together, even though Ad-FXR” HFD feeding develop obesity similarly to FXR™ littermates, FXR-

deficiency leads to improve systemic glucose metabolism.

FXR-deficiency in adipocyte protects from HFD-induced adipose tissue inflammation.

To exactly determine the mechanism by which the adipocyte FXR-deficiency improves systemic
glucose metabolism, the inflammatory status of adipose tissue from HFD feeding FXR™ and Ad-
FXR” mice was characterized. Immune cell recruitment and inflammatory marker expression in
e-WAT from FXR"™ and Ad-FXR” mice on HFD were evaluated. Whereas HFD drives macrophage
infiltration with the same extent in both genotypes (Figl2A), cytofluorimetric analysis revealed a
significant decreased polarization of macrophages trough M1 phenotype in the e-WAT of Ad-FXR™"

mice compared to FXRY1

mice on HFD (Figl12B left). Even if no difference was observed in the
percentage of M2 macrophages (Figl2B middle), the ratio between M1/M2 macrophages was
decreased in Ad-FXR” mice (Fig12B right). Consistently we found a decrease in gene expression of
macrophage adgrel (F4/80) and M1 macrophage ltagx (CD11c) markers, but also a slightly
decreased of the M2 macrophage marker MRC1 (CD206) expression, in e-WAT of Ad-FXR™ mice
(Figl12C). The inflammatory gene expression in e-WAT from FXR" and Ad-FXR” mice was
analyzed. Our results showed a significant decreased expression of IL6 and of TNFa, but not of IL1J3
in e-WAT from Ad-FXR”mice on HFD (Figl12D). These results indicate that FXR-deficiency in

adipocytes protects, at least in part, from HFD-induced adipose tissue inflammation.
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Figure 8. FXR” mice are protected from high fat diet (HFD)-induced macrophage infiltration and M1
polarization in epididymal adipose tissue (e-WAT). e-WAT from FXR” and FXR** mice fed LFD
(n=4/genotype) or HFD (n=9/genotype) for 12 weeks was analyzed. (A) Macrophage (CD45*/CD11b*/F4/80%)
number expressed per gram of e-WAT (left) and expressed as % of stromal vascular fraction (SVF) (right) was
evaluated by flow cytometry (FACS analysis). (B) M1 (CD11c*) (leff), M2 (CD206*/CD11c") (middle) and
ratio of M1/M2 (right) macrophage expressed as % of total macrophages (CD45+/CD11b+) were analyzed by
FACS. (C) Expression of adgrel (F4/80), Itgax (CD11c) and Mrcl (CD206) genes was evaluated by qPCR,
normalized to CyclophillinA and expressed relative to those of FXR** mice on LFD, arbitrarily set to 1. (D)
Inflammatory gene expression in e-WAT normalized to CyclophillinA and expressed relative to those of
FXR** mice, arbitrarily set to 1. Values are expressed as mean = SEM; *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001.
Statistical significances are determined by two-way ANOVA.
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Figure 9. Inflammatory gene expression is decreased in mature adipocytes and in adipose tissue
macrophages, of FXR” mice on HFD. Gene expression in (A) macrophages and (B) mature adipocytes from
FXR” and FXR** mice fed HFD (n=9/ genotype) was analyzed by qPCR, normalized to CyclophillinA and
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*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001. Statistical significances are determined by student’s #-test.
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Figure 11. Adipocyte (Ad)-FXR” mice are protected from HFD-induced hyperglycemia and glucose
intolerance but not from obesity. Ad-FXR” mice and FXR™! littermates were fed LFD (n=8/ genotype) or
HFD (n=10/ genotype) for 12 weeks. (A) Body weight expressed in g (/eft) and as % of body weight increase
(right). (B) Fasting glycemia was monitored weekly during the diet (left); fasting glycemia at 7 and 11 weeks
of diet (right). (C) Blood glucose excursion (left) and integrated AUC (right) after administration of an
intraperitoneal glucose bolus (1 g/kg glucose) were measured at the end of the feeding period. (D) Blood
glucose excursion (leff) and integrated AUC (right) after administration of an intraperitoneal insulin bolus (75
mg/kg glucose) were measured at the end of the feeding period. Values are expressed as mean + SEM; *p<0.05,
**p<0.01. Statistical significances are determined by two-way ANOVA or student’s #-test.
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Figure 12. Ad-FXR” mice display decreased HFD- induced macrophage infiltration and M1
polarization in e-WAT. e-WAT from FXR"" and Ad-FXR” mice fed LFD (n=5/genotype) or HFD
(n=T7/genotype) for 12 weeks was analyzed. (A) Macrophage (CD45*/CD11b*/F4/80%) expressed per gram of
e-WAT (left) or as % of stromal vascular fraction (SVF) (right) was evaluated by by flow cytometry (FACS
analysis). (B) M1 (CD11c*) (left), M2 (CD206*/CD11c") (middle) and ratio of M1/M2 (right) macrophage
expressed as % of total macrophages (CD45+/CD11b+) were analyzed by FACS. (C) Expression of adgrel
(F4/80), Itgax (CD11c) and Mrcl (CD206) genes was evaluated by qPCR, normalized to CyclophillinA and
expressed relative to those of FXR" mice on LFD, arbitrarily set to 1. (D) Inflammatory gene expression in
e-WAT normalized to CyclophillinA and expressed relative to those of FXR"" mice on LFD, arbitrarily set to
1. Values are expressed as mean + SEM; * p<0.05. Statistical significances are determined by two-way
ANOVA.
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Conclusions / Discussion / Perspectives

Conclusions/discussion - Le role de FXR dans la fonction métabolique de I’adipocyte blanc reste
encore méconnu. Quelques études montrent qu’il est nécessaire pour une différenciation totale de
I’adipocyte et participe a la fonction de cette cellule particuliere (Cariou B et al., 2006 ; Rizzo G et
al., 2006 ; Abdelkarim M et al., 2010). Toutefois, les mécanismes mis en jeu ne sont pas identifiés.
La génération et la caractérisation de souris déficientes pour FXR spécifiquement dans 1’adipocyte
blanc, couplées a des études ex vivo et in vitro, est une stratégie pour progresser dans la réponse a
cette question. Nous avons ainsi montré que ces souris sous un régime riche en graisses, tout en
prenant le méme poids que les souris contrdles, présente une moindre inflammation du tissu adipeux
blanc (Marino A, Caron S, données non-publiées), suggérant un role pro-inflammatoire de FXR. Ces
résultats vont a I’encontre des résultats obtenus dans d’autres organes métaboliques, tels que le foie
et I'intestin, qui montrent un effet anti-inflammatoire de FXR (Cf Partie IIL.2 ; 3.1 ; Contexte
scientifique). Un article suggere ce méme role anti-inflammatoire dans le tissu adipeux blanc
(Shihabudeen MS et al., 2015). Un de nos défis va étre de mettre en évidence les mécanismes mis en
jeu dans notre modele de souris pour comprendre le phénotype de ces dernieres, mais aussi pour
comprendre pourquoi nos résultats vont a I’encontre des résultats déja publiés.

Perspectives - Des études ont déja été menées directement dans le tissu adipeux blanc et notamment
dans des pré-adipocytes présents dans la fraction stromale collectée a partir de tissu adipeux blanc
épididymal de souris sauvages et FXR” et différenciées in vitro en adipocytes. Nous avons ainsi
montré que 1’absence de FXR conduisait bien a une diminution de I’'inflammation apres stimulation
des adipocytes par des cytokines pro-inflammatoires (Marino A, Caron S, données non-publiées), ce
qui confirme de nouveau le rdle pro-inflammatoire de FXR présent dans 1’adipocyte.
L’immunophénotypage, plus élargi, des autres dépots de tissu adipeux est aussi programmé. La taille
des adipocytes des tissus adipeux blancs épididymal et sous-cutanées des souris Ad-FXR™" est aussi
en cours d’analyse, ce qui pourrait donner une idée de la sensibilité de ces cellules a I’'insuline. En
outre, nous prévoyons d’analyser le sécrétome de ces souris pour identifier les adipocytokines qui
pourraient étre différentiellement produites, par rapport aux souris contrdles, par les tissus adipeux
blanc des souris Ad-FXR™, différence qui pourrait expliquer I’amélioration métabolique de ces
souris. Enfin, I’identification de genes et de voies différentiellement exprimés et/ou activés dans le
tissue adipeux blanc des souris Ad-FXR” pourraient nous permettre de mieux comprendre le
phenotype de ces souris. Des premieres analyses de puces ont été réalisées (Marino A, Caron S,
données non-publiées), mais les genes/voies identifiés restent limités. L’alternative est de refaire des
puces ADN en utilisant des adipocytes matures.

En parallele, d’autres investigations ont été menées dans les autres organes métaboliques des souris
Ad-FXR™. Des résultats trés intéressants suggérent une modification du métabolisme dans I’intestin
et le tissu adipeux brun (Butruille L, Muhr-Tailleux A, Caron S, données non-publiées). Les études
continuent.

Enfin, il est maintenant clairement établi que 1’adipocyte blanc contribue, en connexion avec les
cellules immunitaires, a I’induction et I’entretien de l'inflammation dans le tissu adipeux, notamment
dans des contextes d’obésité (Pour revue, Huh JY et al., 2014). Rien n’est décrit sur le réle de FXR
exprimé dans 1’adipocyte dans ce role. Cette étude originale pourrait €étre menée en collaboration avec
le Dr David Dombrowicz dans notre unité (Equipe 3), spécialiste en immunologie.
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Les investigations, sur les aspects métaboliques, en cours et a venir seront réalisées dans le cadre du
stage post-doctoral de Laura Butruille (sous la direction de Anne Muhr-Tailleux et de moi-méme).

3.2. Interaction fonctionnelle entre le récepteur nucléaire Farnesoid X Receptor

(FXR) et la voie canonique Wnt/B-caténine dans le métabolisme hépatique

Gestion du projet

Thésards et/ou stagiaires post-doctoraux impliqués dans le projet : Thomas Dziwosz (Master 2, 2015-

2016 ; these depuis septembre 2016 co-financée par 1’Institut Pasteur de Lille et 1a Région les Hauts-
de-France) ; Arianna Marino (Chercheuse post-doctorale, 2014-2017).

Contexte scientifique

La voie canonique Wnt/[3-caténine

Généralités sur la voie Wnt/[Z-caténine

Le mot Wnt est une combinaison du nom des deux génes homologues chez la Drosophile et la souris,
soit Wg, le géne wingless (= « sans aile ») de Drosophile et Int-1, le gene homologue murin identifié
comme le site d’intégration préférentiel du MMTYV (=mouse mammary tumour virus). Les études
menées chez la Drosophile, le Xénope et ensuite les mammiféres ont mis en évidence la grande
conservation, au cours de 1’évolution, des voies de signalisation activées par les ligands Wnt (pour
revue, Clevers H, 2006). Chez les mammiferes, les ligands de la voie Wnt appartiennent a une grande
famille de glycolipoprotéines hydrophobiques sécrétées constituée de 19 membres qui sont reconnus
par 12 récepteurs/corécepteurs. Les ligands Wnt activent des voies dépendantes (voie canonique) ou
indépendante de I’activation de la protéine -caténine (pour revue, Sethi JK and Vidal-Puig A, 2010).
Au niveau du foie, les Wnt sont exprimés et sécrétés par les différents types cellulaires, c'est-a-dire
par les hépatocytes, les cellules de Kiipffer, les cellules stellaires (stellate cells), les cellules
épithéliales biliaires et les cellules endothéliales délimitant les sinusoides (pour revues, Thompson
MD and Monga SP, 2007 ; Monga SP, 2014).

Les roles de la voie canonique Wnt/[-caténine

Les glycoprotéines Wnt sont des molécules morphogéniques qui spécifient le devenir de différents
types cellulaires ou différentes régions d'un organisme selon leurs concentrations. Ainsi, ils ont de
nombreux roles au cours de I’embryogénese et dans le développement de nombreux organes, en
régulant de nombreux processus cellulaires, dont la prolifération, le destin cellulaire, la
différenciation des cellules, I’expansion des tissus, mais aussi le controle de la division cellulaire
asymétrique (Figure 8) (pour revue, Logan CY and Nusse R, 2004 ; Clevers H, 2006 ).

La voie Wnt/B-caténine joue aussi de nombreux rdles dans le maintien et le remodelage de nombreux
tissus et organes adultes. Ainsi, elle régule la prolifération, le destin cellulaire, la différenciation,
I’auto-renouvellement de nombreux types cellulaires, mais elle intervient aussi lors du vieillissement
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de I’ os, la plasticité du tissu adipeux, la régénération du foie et du muscle, la progression des cancers
(Figure 8) (pour revue, Sethi JK and Vidal-Puig A, 2010).
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Figure 8. Les roles multiples de la voie Wnt/B-caténine. La voie Wnt/B-caténine joue un rdle important
au cours de I’embryogénese et le développement de nombreux organes en intervenant dans plusieurs processus
cellulaires, dont la prolifération, le destin cellulaire, la différenciation des cellules, I’expansion des tissus et le
contrdle de la division cellulaire asymétrique. Cette voie intervient aussi dans le maintien et le remodelage de
nombreux tissus et organes adultes de part son contrdle de différents processus cellulaires. Elle intervient aussi
dans le controle du métabolisme, notamment du glucose, et dans la mise en place et le maintien de la zonation
métabolique dans le foie. Des perturbations de I’activité de la voie Wnt/B-caténine entrainent le développement
de cancers, mais aussi de maladies du foie, dont les stéatoses et fibroses hépatiques.

L’activation moléculaire de la voie canonique Wnt/[3-caténine
La voie dépendante (voie canonique) de la protéine [3-caténine

La voie Wnt/B-caténine est activée apres fixation d’un ligand Wnt sur le complexe récepteur
Frizzled/LRP (low density lipoprotein (LDL) receptor-related protein) (pour revue, Logan CY and
Nusse R, 2004). Cette fixation entraine la désactivation du complexe protéique de dégradation de la
protéine (-caténine constitué des protéines Axine, GSK-3 (glycogen synthase kinase-3f) et APC
(Adenomatous Polyposis Coli). La protéine [(B-caténine est alors stabilisée et transloquée dans le
noyau ou elle se lie et active les facteurs de transcription TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid-enhancer
binding factor). Ces deux facteurs de transcription vont induire la transcription des genes cibles de la
voie canonique Wnt/B-caténine. En 1'absence de ligand Wnt, le complexe protéique de dégradation
de la protéine [B-caténine est actif, phosphoryle la protéine [3-caténine qui est alors dégradée par le
protéasome, rendant inactive la voie Wnt (Figure 9).
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Figure 9. L’activation moléculaire de la voie canonique Wnt/p-caténine. En I’absence de ligand
Wnt (a gauche), le complexe protéique de dégradation (composé des protéines Axine, GSK-3 et APC) de la
protéine P-caténine est actif : la protéine B-caténine est phosphorylée, ubiquitinylée et dégradée par le
complexe du protéasome. En présence d’un ligand Wnt (a droite), le complexe protéique de dégradation de la
protéine B-caténine est inactif : la protéine B-caténine est stabilisée, transloquée dans le noyau ou elle se lie et
active les facteurs de transcription TCF/LEF, ce qui entraine la transcription des geénes cibles de la voie
canonique GSK-3, glycogen synthase kinase-3 ; APC, Adenomatous Polyposis Coli ; TCF/LEF, T-cell
factor/lymphoid-enhancer binding factor.

La voie indépendante (voie non-canonique) de la protéine [B-caténine

Les voies Wnt non-canoniques, c’est-a-dire indépendantes de 1’activation de la protéine [-caténine,
sont nettement moins bien caractérisées. Classiquement, sont distinguées les voies non-canoniques
Wnt/PCP (planar cell polarity) et Wnt/Ca**. Des revues anciennes et plus récentes font un état des
lieux des connaissances de ces voies (pour revue, Semenov MV et al., 2007 ; Sethi JK and Vidal-
Puig A, 2010).

La protéine [B-caténine dans les jonctions adhérentes

La protéine B-caténine est un composé des jonctions adhérentes impliquées dans la jonction entre les
cellules dans les tissus épithéliaux et endothéliaux. La protéine Wnt/B-caténine forme un pont entre
le domaine cytoplasmique de la protéine E-cadhérine et les filaments d'actine du cytosquelette (pour
revues, Monga SP, 2014 ; Monga SP, 2015). Cette connection entre le pool de protéines B-caténine
impliquées dans la signalisation intracellulaire et celui impliqué dans ces jonctions adhérentes a
commencé a étre étudié (Kam Y and Quaranta V, 2009 ; Dar MS et al., 2016), mais tout est loin d'étre
compris. Il est intéressant de noter que le pool de protéines B-caténine peut étre libéré en réponse a

certains signaux, dont métaboliques tels que le glucose (Haidari M et al., 2014).
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Les régulateurs de la voie canonique Wnt/f-caténine

Outre les ligands Wnt, d'autres activations de la protéine B-caténine ont été décrites par des
mécanismes dépendants ou pas du récepteur Wnt. Ainsi, plusieurs facteurs de croissance induisent
l'activation de la protéine B-caténine dans des contextes physiologiques ou pathologiques (contexte
de carcinogénese) (pour revue, Monga SP, 2014). Dans des contextes physiologiques, des facteurs de
croissance, tels que le HGF (hepatocyte grouwth factor) et I'EGF (epidermal growth factor),
entrainent une activation des protéines B-caténine impliquées dans les jonctions adhérentes par
activation de récepteurs a tyrosine kinase (Monga SP et al., 2002 ; Tan X et al, 2005). Dans des
contextes pathologiques, d'autres facteurs de croissance, tels que le TGF (transforming growth factor)
B, induisent I'activité de la protéine B-caténine par des mécanismes non totalement élucidés, mais qui
feraient intervenir la PKA (protein kinase A) (Hino S et al., 2005 ; Taurin S et al., 2006 ; Hoshida Y
et al., 2009).

Plusieurs études mettent en évidence une activation de la voie Wnt/B-caténine par le glucose. La
premiere menée dans les macrophages met en évidence une augmentation croissante de la présence
de la protéine B-caténine lorsque les concentrations de glucose sont augmentées, par diminution de
sa dégradation corrélée a une augmentation de l'induction de l'expression de ses genes cibles
(Anagnostou SH and Sheperd PR, 2008). Une autre étude met en évidence une activation de la voie
Wnt/B-caténine par N-glycosylation de plusieurs protéines de la voie, notamment du co-récepteur
LRP5/6 dans un modele de cellules de cancer du sein (Vaira S et al., 2012). Cette activation entraine
une induction de l'expression du gene Thioredoxin-Interacting Protein (Txnip), un gene cible de la
voie. Cette activation de la voie par le glucose entraine une accumulation nucléaire de la protéine [3-
caténine nécessaire a l'induction de I'expression des genes cibles de la voie (Chocarro-Calvo A et al.,
2013). Ainsi, une co-stimulation de la voie par un ligand Wnt et du glucose semblerait indispensable
pour une bonne activation de la voie. Une autre étude montre que cette augmentation de l'activation
de la voie Wnt/B-caténine est liée a la O-GIlcNAcylation de la protéine -caténine qui serait alors
stabilisée (Zhou F et al., 2016). 1l est intéressant de noter que dans les cellules endothéliales, des
fortes concentrations de glucose entrainent la libération des protéines B-caténine engagées dans les
jonctions adhérentes, ce qui conduit a une augmentation de I'expression des geénes cibles de la voie
(Haidari M et al., 2014).

La zonation métabolique hépatique et la voie Wnt/p-caténine

Qu’est-ce que la zonation métabolique ?

Le foie est organisé en lobules constitués de travées d’hépatocytes, les cellules parenchymales
majeures du foie, qui s’étendent entre la veine centrale et les triades portales, constituées de la veine
porte, de I’artere hépatique et du canal cholédoque (Figure 10) (pour revue, Colnot S and Perret C,
2011). Le sang rentrant dans le foie par la veine porte et I’artere hépatique, un gradient décroissant
d’oxygene, hormones, facteurs de croissance et nutriments s’établit des triades portales vers la veine
centrale, exposant les hépatocytes a ces molécules de facon différente suivant leur position dans ces
travées. Ainsi, il est question d’hépatocytes périportaux a proximité de la triade portale, d’hépatocytes
péricentraux/périveineux/centrolobulaires a proximité de la veine cave et d'hépatocytes
intermédiaires entre ces deux zones. Cette zonation s’exprime aussi en terme de métabolisme — il est
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question de zonation métabolique - puisque les métabolismes contrdlés par ces différents types
d’hépatocytes ne sont pas les mémes.
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Figure 10. Le foie est organisé en lobules constitués de travées d’hépatocytes. Le foie est organisé
en lobules hépatiques hexagonaux trés vascularisés. Dans ces lobules, les hépatocytes sont organisés en travées
qui s’étendent des triades portales, constituées de la veine porte, de 1’artere hépatique et du canal cholédoque,
et les veines centrales qui sont au centre de chaque lobule. Le sang arrive dans le foie par la veine porte (75%
du sang total), ce sang veineux étant en provenance de I’intestin gréle, de I’estomac, du pancréas et de la rate.
Le reste du sang (25% du sang total), du sang artériel en provenance de I’aorte, arrive dans le foie par I’artere
hépatique. Les branches terminales de la veine porte et de 1’artere hépatique fusionnent et le sang entre dans
les sinusoides, des petits vaisseaux délimités par des cellules endothéliales espacées et situés entre les travées
d’hépatocytes. Le sang circule dans ces sinusoides et ressort par la veine centrale de chaque lobule. Les veines
centrales des lobules se rejoignent pour former les veines hépatiques se déchargeant ensuite dans la veine cave
qui permet au sang de quitter le foie.

La zonation des différents métabolismes

Beaucoup de protéines du foie sont synthétisées par tous les hépatocytes, sans que cette synthese soit
particulierement zonée. Ainsi, I’albumine est synthétisée par tous les hépatocytes, toutefois avec une
synthese plus importante par les hépatocytes périportaux (pour revue, Colnot S and Perret C, 2011).
D’autres fonctions sont zonées, dont parmi les plus étudiées, le métabolisme du glucose, celui des
drogues et xénobiotiques et la détoxification de I’ammoniac (Figure 11) (pour revue, Colnot S and
Perret C, 2011). En ce qui concerne la zonation du glucose, la néoglucogénese (production de novo
de glucose) est plutot assurée par les hépatocytes périportaux ou I’enzyme clé, la
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), est la plus exprimée, tandis que la glycolyse
(oxydation du glucose) est plutdt assurée par les hépatocytes péricentraux qui expriment les protéines
nécessaires, la glucokinase (GK) et la liver pyruvate kinase (LPK). Le métabolisme des drogues et
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xénobiotiques est plutdt réalisé par les hépatocytes péricentraux. La détoxification de I’ammoniac, en
provenance de l’intestin par la veine porte, et sa transformation en urée sont assurés par les
hépatocytes périportaux qui expriment les enzymes carbamoylphosphate (CPS1) et arginase 1 (Argl),
tandis que les hépatocytes péricentraux transforment I’ammoniac résiduel en glutamine grice a
I’action de la glutamine synthase (GS). D’autres métabolismes sont zonés, mais moins bien
caractérisés. Ainsi, concernant le métabolisme des lipides, la lipogenese (synthese de novo d’acides
gras) est plutot péricentrale, tandis que la dégradation des acides gras est plutdt périportale. La
synthese des acides biliaires a partir de cholestérol par la voie classique faisant intervenir I’enzyme
Cyp7Al est plutdt assurée par les hépatocytes péricentraux. Le métabolisme de plusieurs acides
aminés, dont le catabolisme de I’histidine et de la sérine, est plutot périportal, tandis que la synthese
de la glutamine, comme cité précédemment, est péricentrale (pour revue, Colnot S and Perret C,
2011). Un article récent propose une étude plus systématique des genes dont 1’expression est zonée
(Halpern KB et al., 2017). 1l est en outre intéressant de noter que certains métabolismes ont une
zonation stable, tels que la détoxication de I’ammoniac, et d’autres une zonation dynamique, tels que
le métabolisme du glucose et des drogues (pour revue, Gebhardt R and Matz-Soja M, 2014). Ce
dynamisme est li€ a des concentrations changeantes de certaines molécules apportées par le sang en
provenance de la veine porte et/ou de I’artere hépatique. Ainsi, la zone d’expression de I’enzyme clé
de la néoglucogénese, la PEPCK, dépend du statut nutritionnel : en cas de jeline prolongé, son
expression sera plus étendue au niveau de la zone périportale, des hépatocytes intermédiaires
acquérant le phénotype périportal afin d’assurer la synthese de cette enzyme lors d’un état privation
en nutriments.
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Figure 11. La zonation métabolique dans le foie. Le sang arrive dans le foie par la veine porte et 1’ artere
hépatique et établit ainsi un gradient décroissant de dioxygene, hormones et nutriments de la triade portale
vers la veine centrale. A I’opposé, un gradient décroissant de protéine B-caténine activée existe de la veine
centrale vers la triade portale et intervient dans la zonation des différents métabolismes, glucidique, lipidique,
des acides biliaires et des xénobiotiques, le long de I’axe veine portale-veine centrale.

La voie Wnt/[-caténine est impliquée dans I’établissement et le maintien de la zonation
métabolique dans le foie

La zonation dans le foie est décrite depuis quelques décennies, mais les mécanismes permettant son
établissement et son maintien sont mal compris. Plusieurs hypotheses ont été avancées (pour revue,
Colnot S and Perret C, 2011). L’une d’elles propose que la zonation serait déterminée par les
concentrations d’oxygene, hormones, facteurs de croissance et nutriments qui sont différentes suivant
la position des hépatocytes le long de 1’axe porto-central, créant des microenvironnements différents
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qui définiraient le caractere plutdt périportal ou plutdt péricentral des hépatocytes (pour revue, Colnot
S and Perret C, 2011).

Cette zonation est aussi sous le contrOle de mécanismes moléculaires, mais ce n’est qu’assez
récemment qu’ils ont été mis a jour. Les premiers liens entre la voie Wnt/[-caténine et la zonation
métabolique hépatique ont été établis grace a I’observation du phénotype des carcinomes du foie dans
lesquels une mutation de la voie Wnt/[B-caténine avait été identifiée (de la Coste A et al., 1998 ;
Hailfinger S et al., 2006). En effet, ces tumeurs ont un transcriptome particulier, avec une expression
préférentielle de genes péricentraux. La description de 1’existence d’une distribution d’expression
complémentaire de la protéine [-caténine activée (en péricentral) et de la protéine APC (en
périportal), inhibiteur de cette derniere, dans le foie adulte de souris a confirmé I’implication de la
voie Wnt/B-caténine dans 1’établissement/maintien de la zonation métabolique hépatique
(Benhamouche S et al., 2006). La génération de souris déficientes pour APC spécifiquement dans le
foie a définitivement montré cette implication (Benhamouche S et al., 2006). En effet, I’activation,
dans ces souris, de la voie Wnt/-caténine dans I’ensemble du lobule entraine un programme
périportal dans I’ensemble des hépatocytes. Ce rdle serait mis en ceuvre principalement via
I’établissement d’un gradient croissant de protéine [3-caténine activée de la zone péricentrale vers la
zone périportale, ce qui entrainerait des activations/inactivations différentes de genes, et donc de voies
métaboliques, suivant les hépatocytes.

Les autres acteurs de I’établissement et le maintien de la zonation métabolique hépatique
L’implication de la voie Wnt/B-caténine dans la mise en place et le maintien de la zonation
métabolique a été mise en évidence par la complémentarité entre I’expression de la protéine APC en
dans la zone périportale et la protéine B-caténine activée dans la zone péricentrale (Benhamouche S
et al., 2006). Ainsi, la protéine APC, intervenant dans I’activation du complexe protéique de
dégradation de la protéine [3-caténine, joue un rdle dans la zonation par son réle inhibiteur de la voie
Wnt/B-caténine. Ainsi, comme cité précédemment, la génération de souris déficientes pour APC
spécifiquement dans le foie, en entrainant 1’activation de la voie Wnt/B-caténine dans I’ensemble du
lobule, entraine un programme périportal dans I’ensemble des hépatocytes (Benhamouche S et al.,
2006). APC a été proposé comme le « gardien de la zonation ».

Toutefois, d’autres acteurs ont été décrits dans cette mise en place et maintien de la zonation
métabolique. Ainsi, la voie Ras/MAPK/ERK induirait des genes spécifiques des hépatocytes
périportaux (Braeuning A et al., 2007). Cette voie serait donc antagoniste de la voie Wnt/[3-caténine.
Toutefois, d’autres auteurs avaient pourtant montré une coopération entre les voies Wnt/B-caténine
et Rass/MAPK/ERK dans certains processus cancéreux (Harada N et al., 2004). Des investigations
supplémentaires sont nécessaires.

Plus récemment, le récepteur nucléaire HNF4d a été impliqué dans la zonation métabolique. HNF4a
est un gene majeur, de par son role de facteur de transcription, dans la différenciation et le contrdle
du métabolisme dans le foie (Hayhurst GP et al., 2001 ; Odom DT et al., 2004). Malgré une présence
plus importante de I’ARNm dans la zone péricentrale (Lindros KO et al., 1997), I’expression de la
protéine HNF4a semble homogene dans le lobule hépatique (pour revue, Colnot S and Perret C,
2011). Toutefois, ce facteur régule certes des genes dont I’expression est non-zonée, mais aussi
I’expression, et donc la distribution zonale, de certains geénes (pour revue, Colnot S and Perret C,
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2011). Deux études I’ont clairement mis en évidence. Ainsi, la génération de souris déficientes pour
HNF4a dans le foie a mis en évidence 1’expression de certains genes, normalement péricentraux
(notamment la GS), dans la zone périportale (Stanulovic VS et al., 2007). Des études menées dans
un modele d’hépatocytes a permis de mettre en évidence les mécanismes moléculaires de régulation
des genes périportaux et péricentraux par HNF4a par interférence avec la voie Wnt/B-caténine
(Colletti M et al., 2009). Ces résultats ont permis I’établissement d’un modele de régulation
moléculaire de 1’expression des geénes périportaux et péricentraux par la voie Wnt/B-caténine et
HNF4a (Figure 12) (pour revue, Monga SP, 2015). Dans la zone péricentrale (Figure 12, droite), la
protéine [3-caténine activée s'associe aux facteurs de transcription TCF et ce complexe se fixe sur les
éléments de réponse de la voie Wnt sur les promoteurs des genes cibles de cette voie. Ce complexe
s'associe aussi sur les éléments de réponse du facteur HNF4q, inhibant l'induction des genes cibles
de ce dernier. En outre, la protéine B-caténine activée interagit avec le facteur HNF4a, inhibant sa
liaison avec ses éléments de réponse. Ainsi, dans la zone péricentrale, 'expression des genes cibles
de la voie Wnt est induite, tandis que celle des genes cibles du facteur HNF4a est inhibée. Dans la
zone périportale (Figure 12, gauche), le facteur HNF4a se lie a ses éléments de réponse et induit
I'expression de ses geénes cibles, mais se lie aussi aux éléments de réponse de la voie Wnt dont
I'expression des genes est alors inhibée. En outre, HNF4a s'associe a la protéine [3-caténine et au
facteur TCF, les empéchant ainsi d'induire 'expression de leurs genes cibles. Dans la zone périportale,
I'expression des genes cibles du facteur HNF4aest induite, tandis que celle des génes cibles de la voie
Wnt est inhibée.

Des hypotheses récentes suggerent une implication des facteurs Hedgehog (Hh) dans la zonation
hépatique (pour revue, Matz-Soja M et al., 2013). Ces facteurs, au nombre de trois — Sonic (Shh),
Indian (Ihh) et Desert (Dhh) hedgehog — jouent, tout comme la voie Wnt/B-caténine de nombreux
roles au cours de I’embryogénese et le développement de nombreux tissus (pour revue, Ingham PW
et al., 2011), mais aussi dans I’homéostasie des tissus adultes, notamment le foie adulte (pour revue,
Matz-Soja M et al., 2013). Les facteurs Hh sont principalement exprimés par les cellules non-
parenchymales du foie, dont les cellules stellaires et les cholangiocytes, dans un foie sain et leur
expression est fortement augmentée a la fois dans ces cellules, mais aussi dans les hépatocytes, en
cas de lésion du foie, notamment en cas d’hépatectomie partielle ou de réparation du foie (Omenetti
A et al., 2011). L’hypothese avancée propose 1’existence d’un gradient de Hh opposé a celui de la
protéine [3-caténine activée, soit une forte expression dans la zone périportale avec un gradient
décroissant vers la zone péricentrale, entrainant une inhibition mutuelle des voies de signalisation Hh
et Wnt/[B-caténine dans le lobule hépatique (pour revue, Matz-Soja M et al., 2013). Un papier récent
mettant en évidence une implication des facteurs de transcription Gli, stabilisés par des signaux de
type Hh, dans le contrdle de 1’expression de geénes associés a la zonation métabolique hépatique
confirme cette hypothese (Schmidt-Heck W et al., 2015). Toutefois, tout reste a découvrir.
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Figure 12. Modele de régulation moléculaire de ’expression des geénes périportaux et
péricentraux par la voie Wnt/p-caténine et le facteur HNF4d. Dans la zone périportale (schéma de
gauche), I'expression des genes cibles du facteur HNF4aest induite. L'expression des génes cibles de la voie
Wnt/B-caténine est inhibée du fait de la fixation du facteur HNF4a sur les éléments de réponse de la voie Wnt
et interaction de la protéine HNF4a avec la protéine [3-caténine. Dans la zone péricentrale (schéma de droite),
l'expression des genes cibles de la voie Wnt/B-caténine est induite par les complexes constitués de la protéine
[B-caténine activée et des facteurs de transcription TCF. L'expression des genes cibles du facteur HNF4a est
inhibée apres fixation des mémes complexes sur les éléments de réponse du facteur HNF4a et interaction de
la protéine [3-caténine activée avec le facteur HNF4a, inhibant la liaison de ce dernier avec ses éléments de
réponse. D'aprés Monga SP, 2015.
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La voie Wnt/B-caténine et la régulation du métabolisme dans le foie

Outre ses roles au cours de I'embryogénese et du développement largement documentés, il est apparu
que la voie Wnt/B-caténine régule dans le foie, en lien ou pas avec la zonation, plusieurs
métabolismes, particulierement le métabolisme des xénobiotiques et la détoxification de I'ammoniac,
mais aussi le métabolisme des acides biliaires (pour revue, Behari J, 2010). Plus récemment, la voie
a été impliquée dans la régulation du métabolisme du glucose. Malgré quelques liens dans le tissu
adipeux, peu/pas de preuves établissent un lien entre la voie et la régulation du métabolisme des
lipides et du cholestérol.

La voie Wnt/[-caténine régule la détoxification de I’ammoniac et le métabolisme des xénobiotiques
Le role de la voie Wnt/B-caténine dans la régulation de la détoxification de 1'ammoniac est
directement en lien avec sa fonction dans I'établissement et le maintien de la zonation métabolique
hépatique. Cette détoxification se fait par deux systemes complémentaires qui contribuent a
I'élimination de 1'ammoniac (Brosnan ME and Brosnan JT, 2009): le cycle de 1'urée dans la zone
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périportale, notamment grace a 'enzyme CPSI (dont l'expression est sous le controle de la voie
Whnt/B-caténine), et la transformation du glutamate et de I'ammoniac en glutamine dans la zone
péricentrale, notamment grace a l'enzyme GS (dont 1'expression est sous le contrdle de la voie
Wnt/B-caténine). Les souris déficientes pour la protéine [3-caténine ont un phénotype normal sous une
alimentation normale, mais présentent des forts niveaux d'ammoniac dans le sang sous des régimes
riches en protéines (Sekine S et al., 2000).

La détoxification des xénobiotiques dépend des nombreuses enzymes de la famille des cytochromes
P450 (CYP450) (pour revue, Danielson PB, 2002). Il a été montré, dans un contexte d'induction de
tumeurs du foie, que la voie Wnt/B-caténine régule I'expression de plusieurs protéines CYP (Loepen
S et al., 2005), mais aussi la zonation de cette expression (Braeuning A et al., 2009). La voie
Wnt/B-caténine controle aussi l'expression de plusieurs membres de la famille des
glutathione-S-transferase qui ont des roles importants dans la détoxification des xénobiotiques (Giera
S etal., 2010).

La voie Wnt/[3caténine et le métabolisme des acides biliaires dans le foie

Plusieurs résultats mettent en évidence ou suggerent une implication de la voie Wnt/[3-caténine dans
la régulation de la sécrétion et 'homéostasie des acides biliaires. Il est connu depuis longtemps que
deux enzymes clé de la synthese des acides biliaires, CYP7A1 et CYP27, présentent une expression
péricentrale dans le lobule hépatique, ce qui suggere une régulation par la voie Wnt/B-caténine
(Gebhardt R, 1992). Des mutations ou déficiences de la protéine [3-caténine dans le foie humain ou
murin entrainent des perturbations du métabolisme des acides biliaires (Audard V et al., 2007 ; Behari
Jetal., 2010). De méme, I'expression d'une forme dominante stable (toujours activée) de la protéine
[B-caténine dans I'hépatocyte entraine aussi une choléstase chez la souris (Lemberger UJ et al., 2016).
Une autre étude montre que des souris déficientes pour la protéine [3-caténine spécifiquement dans le
foie présentent une morphologie altérée des canalicules biliaires, ainsi qu'un défaut de sécrétion de la
bile, et développent une choléstase intrahépatique (Yeh TH et al., 2010). Trois études associent un
défaut de I'homéostasie des acides biliaires et des défauts des jonctions adhérentes entre les cellules
dans lesquelles la protéine [3-caténine intervient (Amasheh S et al., 2002 ; Théard D, 2007 ; Son S et
al., 2009), suggérant qu'un probleme d'interactions cellules-cellules entrainent des défauts du
métabolisme des acides biliaires. En revanche, 1'expression des transporteurs des acides biliaires n'est
apparemment pas zonée (Baier PK et al., 2006).

La voie Wnt/[caténine régule le métabolisme du glucose dans le foie

Certes, le glucose régule l'activité de la voie Wnt/B-caténine, mais quelques articles mettent en
évidence une régulation du métabolisme du glucose par cette voie. Ainsi, la génération de souris
transgéniques spécifiquement dans le foie pour la protéine [B-caténine met en évidence une sur-
activation de la voie et permet d'identifier plus de 400 génes dont 1'expression est sur- ou sous-activée
(Tan X et al., 2005). Parmi ces genes, celui de la Liver pyruvate kinase (LPK) voit son expression
augmenter. Une étude menée par un autre groupe met en évidence une augmentation de 1'expression
de ce méme gene, mais plus globalement de la voie de la glycolyse, dans un modele de sur-activation
de la voie Wnt/B-caténine dans le foie (Chafey P et al., 2009). Deux études plus récentes suggerent
une augmentation de l'activité de la glycose apres activation de la voie dans un modele de cancer du
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colon (Pate KT et al., 2014) et dans les neurones corticaux (Cisternas P et al., 2016). Toutefois, les
mécanismes mis en jeu ne sont pas identifiés.

La régulation de la néoglucogénese par la voie Wnt/[B-caténine semble dépendre du contexte d'étude.
La suractivation de la voie Wnt/[3-caténine, aussi bien que son activation par un ligand, entraine une
diminution de la néoglucogénese (Chafey P et al., 2009 ; Ip W et al., 2012). De méme, 1'activation de
la voie par l'insuline, donc dans un contexte post-prandial, est corrélée a une diminution de la
néoglucogénese (Ip W et al., 2012). A l'inverse, une autre étude met en évidence que, dans le foie
dans un contexte de jeline, la protéine [-caténine interagit moins avec les facteurs de transcription de
la famille TCF et plus avec le facteur FoxOl1, ce qui entraine une augmentation du niveau de la
néoglucogénese (Liu H, et al., 2011).

La voie Wnt/B-caténine et les récepteurs nucléaires

Interférence entre les récepteurs nucléaires et la voie canonique Wnt/[-caténine

Des interactions moléculaires et fonctionnelles ont été décrites entre la voie canonique
Wnt/B-caténine et plusieurs membres de la superfamille des récepteurs nucléaires (pour revue,
Mulholland DJ, End Rev, 2005). Ces interactions sont de deux types et réciproques : une modulation
de l'activité des récepteurs nucléaires par la voie Wnt/[3-caténine et une inhibition de 1'activité de cette
voie par les récepteurs nucléaires. Ainsi, des études ont montré des interactions entre la voie Wnt/[3-
caténine et différents récepteurs tels que les récepteurs AR (androgen receptor), RAR (retinoic acid
receptor), VDR (vitamin D receptor), GR (glucocoriticoid receptor), TR (progesterone receptor,
thyroid X receptor), ER (estrogen receptor) et PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor)
(pour revue, Mulholland DJ et al., 2005). D'autres études mettent en évidence une interaction de cette
voie avec les LXRs (Liver X receptor) dans le contrdle de l'adipogénese (Ross SE et al., 2002 ;
Matsushita K et al., 2016).

J'ai choisi, dans les paragraphes suivants, de détailler l'interaction moléculaire et fonctionnelle entre
la voie Wnt/[-caténine et le récepteur PPAR Yy dans le contrdle de l'adipogénése, dans la mesure ou
c'est l'une des plus détaillée dans la littérature, et avec le récepteur FXR dans différents organes,
dans la mesure ot c'est cette interaction qui nous intéresse dans notre étude.

Interférence entre le récepteur PPAR yet la voie canonique Wnt/[3-caténine dans I’adipogénése

Le récepteur nucléaire PPARYest un acteur clé de 1'adipogénese (Tontonoz P et al., 1994 ; pour revue,
Shao X et al., 2016). La voie canonique Wnt/pB-caténine est un régulateur négatif de I'engagement des
cellules mésenchymales dans la lignée adipocytaire, mais aussi de 'adipogenese proprement dite, soit
la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes matures (pour revue, Tang QQ and Lane MD,
2012). Des interactions fonctionnelles et moléculaires ont été mis en évidence entre ces deux acteurs
au cours de I'adipogenese (pour revue, Farmer SR, 2005). La premiere étude a mis en évidence une
régulation réciproque entre ces deux voies, l'activation de PPARY entrainant la dégradation de la
protéine [3-caténine, inhibant ainsi la voie, et 1'activation de la voie Wnt/[3-caténine, une inhibition de
l'induction de l'expression du récepteur PPARy (Moldes M et al., 2003). Les mécanismes
moléculaires ont ensuite été mis en évidence. L'activation de PPARY entraine une dégradation de la
protéine [3-caténine par activation de la kinase GSK-3, appartenant au complexe de dégradation de la
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protéine B-caténine (Liu J & Farmer SR, 2004). En outre, une interaction physique entre les protéines
PPARYy et B-caténine a été mise en évidence (Liu J et al., 2006).

Interférence entre le récepteur FXR et la voie canonique Wnt/[S-caténine

Plusieurs études mettent en évidence une interaction fonctionnelle entre le récepteur nucléaire FXR
et la voie canonique Wnt/B-caténine. Trois études indépendantes mettent en évidence une
sur-activation de la voie canonique Wnt/f3-caténine dans un contexte de déficience en FXR, dans un
contexte de cancer de l'intestin (Modica S et al ., 2008) et du foie (Wolfe A et al., 2011), mais aussi
dans le contexte de 'adipogenese (Abdelkarim M et al., 2010). Dans ce dernier contexte, nous avons
montré que des fibroblastes embryonnaires de souris (cellules MEF) issus de souris déficientes pour
FXR se différenciaient moins bien en adipocytes in vitro, sans qu'une différenciation complete puisse
étre récupérée apres 1'activation de PPARY. Cette moindre différenciation s'associe a une diminution
de la lipogenese et du stockage de triglycérides, ainsi qu'une augmentation de la lipolyse, et peut étre
rétablie apres ré-expression de FXR. Ce phénotype est corrélé a une sur-activation de la voie
Whnt/B-caténine, comme en témoigne la sur-expression des genes cible de cette voie. Un article récent
met en évidence les mécanismes moléculaires d’interférence de FXR sur I’activité de la voie
Wnt/B-caténine dans I'hépatocyte (Liu X et al., 2015). Les auteurs ont montré une interaction
fonctionnelle entre le récepteur FXR et la protéine [3-caténine, ce qui inhibe l'interaction de cette
derniere avec le facteur de transcription TCF4 et la fixation sur le promoteur des genes cibles de la
voie. En outre, deux études mettent en évidence une corrélation inverse entre 1’expression des
protéines [-caténine et FXR (Liu X et al., 2015 ; Lemberger UJ et al., 2016), suggerant une
interaction moléculaire réciproque.

Toutefois, les mécanismes moléculaires d’interférence de la voie Wnt/f-caténine avec [’activité de
FXR, ainsi que I’'impact de cette interférence sur la fonction de FXR dans le foie et sur la zonation
hépatique ne sont pas décrits.

La voie Wnt/B-caténine, la zonation métabolique et les maladies métaboliques du foie
De part son implication dans la régulation de la prolifération, une dérégulation de l'activité de la voie
Wnt/B-caténine a été impliquée dans le développement de nombreux cancers dans différents tissus,
dont le foie, ce qui est largement documenté dans la littérature (pour revue, Zhan T et al., 2016). Une
dérégulation de cette voie est en outre impliquée dans le développement de maladies
neurodégénératives (pour revue, Libro R et al., 2016) et de fibroses dans plusieurs tissus (pour revue,
Dees C and Distler JH, 2013). Malgré ces connaissances et les recherches, ce n'est que récemment
que les premieres molécules ciblant la voie Wnt/B-caténine sont entrées en phase d'essai clinique et
pour l'instant, aucune molécule n'a été approuvée (pour revue, Kahn M, 2014).

Plus récemment, des articles mettent en évidence une implication de la voie Wnt/p-caténine dans le
développement de désordres métaboliques, notamment au niveau du foie. En outre, il est intéressant
de noter que les premiers liens entre cette voie et la zonation métabolique hépatique ont été établis
grace a I’observation du phénotype des carcinomes du foie dans lesquels une mutation de la voie
Wnt/B-caténine avait été identifiée (de la Coste A et al., 1998 ; Hailfinger S et al., 2006).

La voie canonique Wnt/[>caténine et le développement des maladies métaboliques
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Plusieurs types d'études établissent un lien entre la voie canonique Wnt/B-caténine et le
développement de désordres métaboliques. Ces études ont ainsi permis de mettre en évidence une
implication de la voie Wnt/B-caténine dans le controle de différentes voies métaboliques dans
différents organes.

Parmi les études les plus marquantes, Grant SF et al. ont montré que certains polymorphismes du
géne TCF7L2, un des facteurs de transcription activés par la voie Wnt/B-caténine, prédisposent au
développement d'un diabete de type 2 (Grant SF et al., 2006). Plusieurs études sont venues confirmer
ces premieres données (pour revue, Lyssenko V et al., 2015). D'autres études montrent une
implication de polymorphismes de LRP6, co-récepteur de la voie Wnt, dans le développement de
désordres métaboliques, notamment I'hyperlipidémie, 1'athérosclérose et la stéatose du foie chez
I'homme (Mani A et al., 2007) et la souris (Go GW et al., 2014). Les désordres métaboliques
engendrés par cette mutation sont normalisés apres administration de Wnt3A, activateur de la voie
Wnt/B-caténine, chez la souris (Go GW et al., 2014).

La voie canonique Wnt/[3-caténine et le développement des maladies du foie

Un certain nombre d'études commencent a établir des liens entre des dérégulations de la voie
Wnt/B-caténine et le développement des maladies du foie de type stéatose (Nonalcoholic Fatty Liver
Disease/ Nonalcoholic steatohepatitis (NAFDL/NASH)) et de type fibrose (pour revue, Monga SP,
2015). Des données mettent en évidence une stéatose plutdt d'origine péricentrale chez 'homme, avec
une augmentation de la lipogénese dans cette zone, tandis que les origines chez les modeles de
rongeurs pourraient €tre diverses (pour revue, Hijmans BS et al., 2013). Les données les plus
convaincantes établissant un lien direct entre la voie Wnt/[B-caténine et le développement de stéatose
hépatique sont celles portant sur les polymorphismes du co-récepteur LRP6 de la voie (Mani A et al.,
2007 ; Go GW et al., 2014). Toutefois, du fait de l'implication de la voie Wnt/B-caténine dans
I'établissement/maintien de la zonation, il est fort probable que les études associant une perturbation
de cette voie avec le développement du NAFDL/NASH vont se multiplier dans les années a venir.
La fibrose hépatique, initialement un mécanisme de défense de 1'organe a une 1€sion, conduit a un
dépot massif de matrice extracellulaire et a un dysfonctionnement du foie. Les cellules stellaires sont
la source principale de protéines de la matrice extracellulaire. Quelques études mettent en évidence
une augmentation de l'expression des composants de la voie Wnt lors du développement de la fibrose,
notamment dans le foie (Shackel NA et al., 2001 ; Tanaka A et al., 2001). Certaines études montrent
une expression abbérante de Wnt5A dans des foies fibrotiques de rongeurs (Jiang F et al., 2006 ;
Rashid ST et al., 2012 ; Xiong W] et al., 2012). Toutefois, comme l'action de ce Wnt sur la voie
Whnt/B-caténine est différente suivant le contexte, il est difficile de définir si cette expression est
corrélée a une activation ou a une inhibition de la voie Wnt/fB-caténine ou a un événement indépendant
de cette voie. Une autre étude dans des cellules stellaires de rat montre que 1'activation de la voie
Whnt/B-caténine permettrait leur maintien en quiescence, ce qui suggere que c'est plutot une inhibition
de cette voie qui entrainerait une activation des cellules et donc le processus fibrotique (Kordes C et
al., 2008). D'autres études, au contraire, mettent en évidence plutdt une activation de la voie
Wnt/B-caténine dans l'activation des cellules stellaires (Myung SJ et al., 2007 ; Cheng JH et al., 2008
; Ge WS et al., 2014). Les résultats sont donc pour l'instant peu clairs et méme contradictoires.
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La voie canonique Wnt/[>caténine établit un lien entre la zonation métabolique hépatique et le
développement des maladies métaboliques

Il est intéressant de noter que certains polymorphismes du co-récepteur LRP6 de la voie Wnt entraine
le développement d'une stéatose du foie, mais aussi de désordres métaboliques, dont une
hyperlipidémie et une athérosclérose (Mani A et al., 2007 ; Go GW et al., 2014). Chez la souris, une
modification du poids et une perturbation de I'homéostasie glucidique et de la sensibilité a 1'insuline
sont aussi associés a ces polymorphismes (Liu W et al., 2012). La voie Wnt/B-caténine permet un
lien direct entre ces désordres métaboliques et des pathologies du foie. D'autres études établissent un
lien entre une perturbation de la zonation métabolique hépatique — et donc peut-étre de la voie
Whnt/B-caténine - avec des perturbations métaboliques. Ainsi, la voie Wnt/B-caténine, et notamment
la protéine [-caténine, dans le foie semble indispensable au développement de désordres
métaboliques systémiques. Ainsi, les souris déficientes spécifiquement dans le foie pour la protéine
[B-caténine sont résistantes au développement d'un foie gras et a 1'obésité induite par un régime riche
en graisses (Behari J et al., 2014). De méme, 1'utilisation d'oligonucléotides anti-sens de la protéine
[B-caténine protege les souris du développement d'une stéatose hépatique et d'une résistance a
l'insuline hépatique et systémique (Popov VB et al., 2016). Une étude plus récente met en évidence
une perturbation de la zonation dans le foie d'intermédiaires de la voie de I'insuline, les protéines
Insulin Receptor Substrates (Irs1/2) et le développement d'une résistance systémique a l'insuline
associée a l'obésité et au diabete (Kubota N et al., 2016). Ces études sont probablement les premieres
représentantes d'études associant la voie Wnt/pB-caténine et/ou la zonation métaboliques hépatiques
et le développement de désordres métaboliques systémiques.

La question scientifique

L’objectif de ce projet est d’étudier I’interaction moléculaire et fonctionnelle entre le récepteur
nucléaire FXR et la voie Wnt/3-caténine dans le contréle du métabolisme dans le foie. Ce projet
sera réalisée a 1’aide de modeles cellulaires, l1a lignée d’hépatocytes humains immortalisés IHH et
des hépatocytes primaires de souris, et de modeles pré-cliniques murins et sera développé par trois
approches complémentaires :

Sous-objectif 1 — Etude des mécanismes moléculaires mis en jeu dans I’interférence de la voie
canonique Wnt/B-caténine sur 1’activité du récepteur FXR.

Sous-objectif 2 — Etude de ’interaction fonctionnelle entre FXR et la voie Wnt/B-caténine dans le
foie zoné de souris

Sous-objectif 3 — Etude de I’interaction fonctionnelle entre FXR et la voie Wnt/[3-caténine in vivo.

Le programme de recherche

Ce projet sera mené a bien en s'intéressant a 3 aspects organisé€s en 3 sous-objectifs ; les 2 premiers
sont menés en parraléle et les conditions de réalisation du 3°™® dépendront des résultats obtenus dans
les 2 premiers objectifs. Ces 3 sous-objectifs sont complémentaires, d'un point de vue scientifique et
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technique. Le 1% sous-objectif consiste a utiliser des lignées cellulaires et cellules primaires pour
identifier les conditions et mécanismes moléculaires de la voie Wnt/B-caténine et du récepteur
nucléaire FXR. Le 2°™ sous-objectif consiste a étudier I'interaction fonctionnelle de I'interférence de
la voie Wnt/B-caténine et de FXR dans la zonation du foie chez la souris. Le 3°™ objectif consistera
a étudier l'interaction fonctionnelle de l'interférence de la voie Wnt/B-caténine et de FXR in vivo,
dans un contexte physio- et/ou pathologique.

Sous-objectif 1 — Etude des mécanismes moléculaires mis en jeu dans ’interférence de

la voie canonique Wnt/p-caténine avec I’activité du récepteur FXR.
Cette étude sera menée dans la lignée d’hépatocytes humains IHH et dans les hépatocytes primaires
de souris et organisée en trois taches :

Impact de la modulation de la voie Wnt/[>caténine sur I’expression et activité de FXR.

Afin de montrer que la sur-activation de geénes cibles de FXR apreés I’activation de la voie
Wnt/B-caténine est bien dépendante de FXR, les cellules IHH seront transfectées avec un pool d’ARN
interférant spécifiques du géne FXR et co-traitées avec des activateurs de FXR et de la voie
Whnt/B-caténine. Cette dépendance pourra étre vérifiée dans des hépatocytes primaires de souris
déficients pour FXR. L’expression de I’ARNm et de la protéine FXR sera mesurée dans les cellules
IHH et les hépatocytes primaires aprés modulation de I’activité de la voie Wnt/B-caténine. Enfin, des
expériences de transfections transitoires de I’élément de réponse de FXR en amont du gene rapporteur
luciférase dans les cellules IHH permettront d’étudier la régulation de 1’activité transcriptionnelle de
FXR apreés modulation de I’activité de la voie Wnt/3-caténine.

Impact de la modulation de la voie Wnt/f-caténine sur les interactions protéiques et la localisation
subcellulaire de FXR.

Des résultats préliminaires obtenus dans les cellules IHH suggerent que les protéines FXR et
B-caténine sont dans le méme complexe protéique (Marino A, Caron S, Données non-publiées).
D’autres expériences de co-immunoprécipitation seront menées afin de déterminer si ces deux
protéines sont dans le méme complexe apres activation de FXR et/ou de la voie Wnt. La présence,
dans ce complexe, d’autres protéines susceptibles d’interagir avec les protéines FXR et/ou B-caténine
sera testée. L utilisation de mutants de la protéine FXR seront utilisés dans des expériences de GST
pull-down in vitro afin de déterminer la/les domaines de la protéine impliquée(s) dans cette
interaction. Enfin, la localisation sub-cellulaire des protéines FXR et B-caténine sera étudiée par des
techniques de Western blot apres fractionnement cytoplasme/noyau de cellules IHH traitées par des
modulateurs de 1’activité de FXR et/ou de la voie Want.

Impact de la modulation de la voie Wnt/f-caténine sur la régulation par FXR de ses genes cibles.
L’utilisation de la technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) sera utilisée dans les
cellules IHH, apres modulation de FXR et/ou de la voie Wnt/B-caténine, afin de déterminer in vivo la
présence ou I’absence de la protéine FXR sur le promoteur de ses genes cibles, ainsi que celle des
facteurs TCF/LEF activés par la voie Wnt. La présence de co-activateurs/inhibiteurs classiquement

associés au facteur FXR et TCF/LEF sera testée.
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Sous-objectif 2 — Etude de D’interaction fonctionnelle entre FXR et la voie
Wnhnt/B-caténine dans le foie zoné de souris

Ce deuxieme sous-objectif a pour but de déterminer si I’interférence de la voie Wnt/B-caténine avec
I’activité de FXR pourrait entrainer une zonation des activités de FXR et/ou une modulation de celle
des fonctions métaboliques du foie. Cette étude sera principalement réalisée dans des populations
d’hépatocytes primaires de souris périportaux et péricentraux et sera organisée en trois taches :

Etude de la zonation de I’expression de FXR et de ses genes cibles dans le foie de souris.

L’étude de la zonation de I’expression de genes sera réalisée a 1’aide de populations d’hépatocytes
primaires de souris sauvages et déficientes pour FXR enrichies en hépatocytes péricentraux et
périportaux selon la technique de perfusion digitonine-collagénase initialement décrite chez le rat
(Gebhardt R, 1988) et transférée a la souris par le laboratoire M Schwartz (Allemagne) (Bracuning A
et al., 2006). Dans ces deux types de populations, seront étudiées 1’expression de I’ARNm et de la
protéine FXR et I’expression (ARNm) des geénes cibles de FXR, ainsi que 1’expression des effecteurs
et génes cibles de la voie Wnt/B-caténine. Ces hépatocytes seront aussi remis en culture et co-traités
par des modulateurs de FXR et de la voie Wnt/B-caténine afin d’étudier I’interférence entre ces deux
voies. En parallele, des coupes de foie de souris sauvages et déficientes pour FXR permettront I’étude
de I’expression des mémes genes par des techniques d’immunohistochimie et immunofluorescence.

Etude de la zonation des métabolismes dans le foie de souris sauvages et déficientes pour FXR.
Sur les mémes populations d’hépatocytes péricentraux ou périportaux que précédemment isolés de
souris sauvages et déficientes pour FXR et juste apres I’isolement, 1I’expression de genes clés des
différentes voies métaboliques (glycolyse, néoglucogenese,) seront mesurée afin de déterminer si la
déficience en FXR a un impact sur leur zonation. Ces populations seront aussi mises en culture et
soumises a différents stimuli afin de mimer des transitions métaboliques (principalement transitions
jetine-réalimentation en sucres et alimentation-jeline prolongé) avant d’étre co-traités par des
modulateurs de FXR et de la voie Wnt/B-caténine. De méme, des coupes de foie de souris sauvages
et déficientes pour FXR, éventuellement soumises a une transition nutritionnelle, permettront 1’ étude
de I’expression des mémes genes par des techniques d’immunohistochimie et immunofluorescence.

Identification de genes différentiellement exprimés dans les hépatocytes péricentraux et
périportaux de foie de souris sauvages et déficientes pour FXR.

Les geénes différentiellement exprimés dans des populations d’hépatocytes périportaux et péricentraux
issus de souris sauvages ou déficientes pour FXR seront identifiés a 1’aide de puces a ADN. En
fonction des résultats obtenus précédemment, cette identification sera réalisée sur ces populations
juste apres isolement ou apres remise en culture et traitement par des activateurs de FXR et/ou de la
voie Wnt/B-caténine, et éventuellement au cours d’une transition nutritionnelle.

Sous-objectif 3 — Etude de Dinteraction fonctionnelle entre FXR et la voie
Wnt/B-caténine in vivo.
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Ce troisieme sous-objectif sera réalisé a I’aide de modeles de souris sauvages et déficientes pour FXR
a I’état basal ou apres induction d’une pathologie du foie et sera organisé en deux taches :

Etude de Uinteraction fonctionnelle entre FXR et la voie Wnt/f-caténine in vivo.

Des souris sauvages et totalement déficientes pour FXR seront co-traitées par un agoniste FXR et un
activateur de la voie Wnt/B-caténine. Ces souris seront caractérisées au niveau métabolique (poids,
glycémie, insulinémie, ...) et ’expression de FXR, de ses genes cibles et des effecteurs et genes cibles
de la voie Wnt/B-caténine sera mesurée dans le foie, mais aussi dans les autres organes métaboliques.
La réalisation de coupes du foie de ces souris et de microdissection laser permettront I’étude de
I’expression des respectivement protéines et des ARN FXR, B-caténine et de leurs genes cibles
spécifiquement dans les hépatocytes péricentraux et périportaux. En fonction des résultats, le méme
type d’expérience pourra €tre réalisé dans des souris déficientes pour FXR spécifiquement dans le
foie (Prawitt J et al, 2011).

Etude de interaction fonctionnelle entre FXR et la voie Wnt/[fi-caténine in vivo dans un contexte
pathologique.

Les mémes types d’expériences que précédemment pourront étre réalisés dans les modeles murins et
avec les mémes activateurs, mais apres induction de la stéatose (régime MCDD) et/ou de la fibrose
(régime CCL4) hépatique. La voie Wnt/B-caténine de part son rdle dans 1’hépatocyte pour la stéatose,
mais aussi de part son role dans les cellules stellate pour la fibrose, est liée au développement de ces
deux pathologies du foie. Le choix d’un ou de ces deux régimes dépendront des résultats obtenus
dans les deux premiers sous-objectifs.

Conclusion / Discussion / Perspectives

N

Conclusions/Discussion - Les deux premiers sous-objectifs de ce projet ont commencé a étre
développer. Nous avons ainsi collecté un certain nombre de résultats sur I’interférence des voies FXR
et Wnt/B-caténine dans le modele humain d’hépatocytes IHH (Sous-objectif 1). Nos résultats mettent
ainsi en évidence une régulation négative réciproque de ces deux voies (Dziwosz T, Caron S, données
non-publiées), ce qui corrobore des données disponibles dans la littérature (Cf Partie 1112 ; 3.2 ;
Contexte scientifique). En parallele, un des défis du projet est de développer des modeles permettant
I’étude de D’interaction fonctionnelle de FXR et de la voie Wnt/B-caténine dans la zonation
métabolique hépatique (Sous-objectif 2). Nous avions ainsi prévu de réaliser cette étude en isolant
des populations d’hépatocytes primaires de souris enrichies en hépatocytes périportaux et
péricentraux. Initialement, cet enrichissement devait €tre réalisé en utilisant la technique d’isolement
parla double perfusion digitonine-collagénase (Braeuning A et al., 2006). Il s’est avéré que cette
technique est empirique et peu reproductible. Nous avons pu réalisé cet enrichissement, toujours a
partir d’'une population d’hépatocytes primaires de souris, mais en identifiant les deux types
d’hépatocytes a I’aide de marqueurs spécifiques — périportaux/péricentraux — et isolement de ces
cellules par la technique de cytométrie en flux couplée a wun trieur (Plate-forme
d’Immunophénotypage Métabolique de I’ Unité). Nos premiers résultats obtenus pour des hépatocytes
de souris sauvages montrent un enrichissement significatif et reproductible, comme I’atteste 1I’étude
de I’expression des marqueurs périportaux/péricentraux dans ces populations (Dziwosz T, Caron S,
données non-publiées). Les tests d’enrichissement sont actuellement en cours de développement a
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partir de populations d’hépatocytes de souris FXR™". Toutefois, les premiers résultats de marquage
des hépatocytes de ces souris mettent en évidence une augmentation du nombre d’hépatocytes
exprimant indépendamment des marqueurs périportaux et des marqueurs péricentraux (Dziwosz T,
Caron S, données non-publiées), suggérant une modification nette de la zonation, au du moins de la
réparatition des populations périportales/péricentrales, dans le foie des souris FXR”". En parallele,
nous avons tenté de favoriser le phénotype périportal ou péricentral dans une population
d’hépatocytes IHH (qui ne semblent, dans la population globale, n’avoir aucun « phénotype »
dominant, périportal ou péricentral) en agissant sur le voie Wnt/B-caténine, soit en 1’inhibant pour
favoriser un phénotype périportal et en I’activant a I’inverse, pour favoriser un phénotype péricentral.
Bien que discutable, puisqu’il s’agit de favoriser un phénotype en agissant uniquement au niveau
moléculaire, les premiers résultats mettent en évidence un enrichissement, net pour la population
périportale et a affiner pour la population péricentrale (Dziwosz T, Caron S, données non-publiées).

Perspectives — La suite du projet va consister a consolider, affiner et compléter nos modeles
permettant I’étude de la zonation métabolique hépatique. Ainsi, notre objectif est d’avoir a disposition
des populations d’hépatocytes primaires de souris sauvages et FXR™ enrichies en hépatocytes
périportaux/péricentraux pour y étudier par PCR en temps réel, et tres rapidement en réalisant des
puces ADN Affymétrix, I’expression et 1’activité des voies FXR et Wnt/B-caténine, afin de mettre en
évidence le role de FXR dans le maintien de la zonation métabolique hépatique. Ces études seront
complétées par des expériences d’immunomarquages de protéines zonées (liées aux fonctions de FXR
et de la voie Wnt/B-caténine, mais aussi impliquées dans la régulation du métabolisme) réalisées sur
des coupes de foie de souris sauvages et FXR™" (Plateforme d’Histologie de notre Unité). En outre,
une fois identifiés par ces expériences d’immunomarquages, les hépatocytes périportaux et
péricentraux pourront étre collectés par microdissection laser. Des études d’expression de genes
pourront étre réalisées dans ces hépatocytes, résultats qui pourront confirmer, affiner les résultats
obtenus sur les populations enrichies isolées par la cytométrie en flux couplée au trieur.

La possibilit¢ d’utiliser la lignée d’hépatocytes humains IHH pour obtenir des populations
d’hépatocytes enrichies en hépatocytes périportaux/péricentraux est tres attractive car elle permettrait
de réaliser des études moléculaires. Toutefois, elle présente la limite que I’enrichissement n’est lié
qu’a une modification de I’activité de la voie Wnt/B-caténine et ne prend pas en compte les gradients
de nutriments et d’oxygene qui ont é€t€ montrés intervenir, en plus des acteurs moléculaires, dans
I’établissement et le maintien de la zonation métabolique hépatique (pour revue, Colnot S and Perret
C, 2011). Une alternative est de re-créer artificiellement ce contexte en utilisant des systemes de
microfluidique biologique développés dans le cadre de la biologie cellulaire. Ainsi, ces systemes sont
évoqués dans le contexte de I’étude de la zonation métabolique dans plusieurs publications,
notamment s’intéressant a I’importance du gradient d’oxygene dans la zonation (Kietzmann T, et al.,
2017 ; Soto-Gutierrez A et al., 2017 ; Gilglioni EH et al., 2018). Nous pourrions développer cette
technique en collaboration avec Marc Lefranc (laboratoire PhLam, Cité Scientifique, Université de
Lille) qui développe ce type de systeme et avec qui I’Unité a déja une collaboration dans le cadre
d’autres projets (projets de Hélene Duez).

Pour nous démarquer des données déja disponibles dans la littérature, nous envisageons de poursuivre
I’étude de I’interférence moléculaire entre les voies FXR et Wnt/B-caténine dans des populations
d’hépatocytes IHH enrichies en hépatocytes périportaux/péricentraux dans un contexte de transitions
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nutritionnelles. FXR intervient dans la régulation du métabolisme du glucose, a la fois pour son
utilisation (glycolyse) et sa production de novo (néoglucogenese) (Pour revue, Lefebvre P et al.,
2009 ; Mazuy C et al., 2015). 1l est a noter que FXR est décrit pour réguler la néoglucogenese de
facon a la foie positive et négative (Duran-Sandoval D et al., 2005b), ce qui semble contradictoire,
sauf si ces régulations n’ont pas lieu dans les mémes hépatocytes dans le foie... En outre, la voie
Wnt/B-caténine régule aussi la glycolyse (Cf Partie IIL.2 ; 3.2 ; Contexte scientifique), voie
métabolique principalement active au niveau de la zone péricentrale, ou justement cette voie est la
plus active. Notre objectif est d’utiliser les populations IHH enrichies en hépatocytes
périportaux/péricentraux pour étudier I’implication de FXR et/ou de la voie Wnt/B-caténine et/ou de
I’implication du couple FXR-voie Wnt/B-caténine dans la régulation des voies métaboliques,
principalement celles du glucose, fonctionnant dans les différents type d’hépatocytes.

Enfin, nous étudierons I’interaction fonctionnelle entre FXR et la voie Wnt/B-caténine in vivo, chez
des souris sauvages, FXR™ et déficientes pour FXR spécifiquement dans le foie (Prawitt J et al.,
2011) apres activation de FXR et/ou de la voie Wnt/B-caténine. Ces études seront menées dans un
premier temps au cours de transitions nutritionnelles (mimant une phase post-prandiale ou un jeline)
et suivant les résultats dans un contexte pathologique (avec induction d’une stéatose ou fibrose
hépatique).
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V. Conclusions, perspectives
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En cas de maladies métaboliques, notamment de diabete de type 2 ou d’obésité, le pool des acides
biliaires, notamment en terme de composition, est perturbé (Pour revue, Prawitt J et al., 2014). Les
séquestrants des acides biliaires utilisés en clinique depuis une vingtaine d’années, initialement pour
réduire les taux de cholestérol, entrainent aussi une amélioration des métabolismes lipidique et
glucidique chez les patients diabétiques (pour revue, Kuipers F et al., 2014). Leur mode d’action
passe, notamment, par une modification de la composition du pool d’acides biliaires, probablement
entrainant une modification de I’activité de FXR dans plusieurs organes (pour revue, Prawitt J et al.,
2014). Chez des patients obeses, la chirurgie bariatrique entraine aussi une modification du pool des
acides biliaires (Pour revue, Frikke-Schmidt H et al., 2016). Cette modification du pool des acides
biliaires entrainerait une modification de I’activité de FXR dans plusieurs organes métaboliques.
Ainsi, des souris déficientes pour FXR perdent cet effet. Il est proposé qu’une partie de 1’action soit
médié par FXR exprimé dans I’adipocyte, la modification du pool des acides biliaires contribuant a
I’amélioration de la fonction de ces cellules (Pour revue, Frikke-Schmidt H et al., 2016). Enfin, bien
qu’arrété pour I’instant, les résultats de 1’essai clinique de phase II utilisant I’OCA mettent en avant
I’intérét d’agir sur I'activit¢é de FXR dans 1’amélioration de I’homéostasie métabolique chez les
patients souffrant de diabete de type 2 et de maladies du foie gras (Mudaliar S et al., 2013 ;
Neuschwander-Tetri BA et al., 2015). Ainsi, I’ensemble de ces résultats et observations soulignent
I’importance de mieux comprendre les fonctions et les modes d’action du récepteur nucléaire FXR
dans les différents organes métaboliques ou il est exprimé.

Parmi I’ensemble des organes métaboliques, le tissu adipeux blanc n’est pas celui qui exprime le plus
le récepteur nucléaire FXR. Son expression reste parfois méme controversée dans la littérature et
I’étude de ses fonctions dans cet organe, assez limitée. Pourtant, ce récepteur est exprimé dans le tissu
adipeux blanc des souris et son expression est régulable (Cariou B et al., 2006 ; Rizzo G et al., 2006).
En outre, une diminution de la sensibilité a I’insuline au niveau du tissu adipeux blanc est mise en
évidence chez des souris déficientes pour FXR (Cariou B et al., 2006). Enfin, des souris déficientes
pour ce récepteur au niveau du tissu adipeux blanc (souris Ad-FXR-KO) présentent une amélioration
de leur tolérance au glucose, et plus spécifiquement au niveau du tissu adipeux blanc une diminution
de I’'inflammation, composante chronique de I’obésité (Marino A, Caron S, Données non-publiées).
Des résultats obtenus avec des adipocytes différenciés in vitro confirment que FXR exprimé dans
I’adipocyte contribue directement a une régulation de I'inflammation puisque des adipocytes
déficients pour ce récepteur montrent une réponse diminuée a des stimuli pro-inflammatoires (Marino
A, Caron S, Données non-publiées). Cela n’exclut pas I’intervention de cellules immunes, de type
lymphocytes T et macrophages, décrites pour intervenir dans ce type de processus dans le tissu
adipeux blanc (Pour revue, Bastard JP & Feve B, 2013 (Chapitre 20)), dans la régulation des
processus de régulation de I’'inflammation dans le tissu adipeux blanc des souris Ad-FXR-KO mises
sous régime riche en graisses. Il serait intéressant dans ce contexte d’étudier leur implication, mais
aussi les communications existantes entre ces cellules immunes et les adipocytes. L’étude de
I’inflammation dans ces souris au niveau d’autres dépots de tissus adipeux est indispensable puisqu’il
est décrit que les mécanismes mis en jeu dans les différents dépots, notamment le dépdt sous-cutané
versus les dépots viscéraux (dont épididymal) ne sont pas les mémes dans un contexte d’obésité. Une
des questions qui restent en suspens est de savoir quels peuvent étre les ligands naturels du récepteur
FXR dans le tissu adipeux blanc. Méme s’il n’est pas totalement exclu que les acides bialires puissent
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rentrer dans les adipocytes, les niveaux circulants de ces molécules sont a priori tres faibles
notamment aux niveau des dépots de type épididymal et sous-cutané, mais rien n’est prouvé dans la
littérature. Des dosages de ces molécules ont été effectués dans notre Unité sur des dépots
épididymaux de souris sauvages sous régime riche en graisses et mettent en évidence des niveaux
bas, mais détectables (Muhr-Tailleux A, Caron S, Données non-publiées). 1l resterait a déterminer si
des transporteurs des acides biliaires sont exprimés et fonctionnels au niveau des adipocytes. En
revanche, il est possible d’imaginer que les niveaux d’acides biliaires soient assez élevés a proximité
du tissu adipeux blanc mésentérique, le tissu adipeux considéré comme le « vrai » tissu adipeux
viscéral dans la littérature. En effet, ce dépot est associé a I’intestin et a proximité immédiate du foie
et constitue ainsi un tissu du circuit entéro-hépatique. Malheureusement, ce tissu adipeux est difficile
a prélever chez la souris et est uniquement prélevable chez des souris placées sous un régime riche
en graisses, ce qui limite pour I’instant son étude.

En revanche, dans le foie, I’expression du récepteur nucléaire FXR n’est plus a montrer et beaucoup
de ses fonctions sont largement décrites (pour revues, Lefebvre P et al., 2009 ; Mazuy C et al., 2015).
Toutefois, tres peu de liens ont été faits entre ce récepteur et 1’existence dans le foie d’une zonation
métabolique. Plusieurs études mettent en évidence une interférence entre FXR et I’acteur moléculaire
considéré actuellement comme majeur dans 1’établissement et le maintien de la zonation métabolique
hépatique, la voie Wnt/B-caténine (Cf Partie IIL2 ; 3.2 ; Contexte scientifique). Apparemment, la
protéine FXR elle-méme ne serait pas zonée, mais la technique utilisée pour le montrer est tres
critiquable (Baier PK et al., 2006). Un papier récent ne met pas en évidence de zonation de son ARN
(Halpern KB et al., 2017). L’expression de certains de ces genes cibles semblent étre zonée en
revanche (Baier PK et al., 2006). Il est méme peut-étre cohérent, par rapport a ses roles connus, que
I’expression (ARN/protéine) du récepteur FXR lui-méme ne soit pas zonée puisqu’il régule
différentes fonctions métaboliques, certaines étant plutdt assurées par les hépatocytes périportaux
(par exemple, la néoglucogénese) et d’autres plutot assurées par les hépatocytes péricentraux (par
exemple, la glycolyse). Il est de ce fait plutdt envisageable que cela soit I’activité de FXR qui soit
zonée et non son expression. Cette activité pourrait €tre zonée du fait de la zonation de I’expression
de ses partenaires protéiques et/ou d’enzymes assurant des modifications post-traductionnelles qui
modifieraient son activit¢ de facon différente. Toutefois, peu de données sont actuellement
disponibles dans la littérature pour déterminer comment cette activité pourrait étre régulée. Il est
intéressant de noter que la synthese des acides biliaires, ligands naturels de FXR, se ferait plutdt dans
la zone péricentrale (Gebhardt R & Matz-Soja M, 2014), tandis que les acides biliaires réabsorbés
reviennent dans le foie par la veine porte, donc arrivent au niveau de la zone portale (pour revue,
Mazuy C et al., 2015). Toutefois, un papier récent met plutdt en évidence la localisation des enzymes
impliquées séquentiellement dans la synthése des acides biliaires comme s’étalant de la zone
périportale vers la zone péricentrale (Halpern KB et al., 2017). Cette disparité de localisation des
acides biliaires néo-synthétisés et réabsorbés pourrait impacter I’activité de la FXR dans les
différentes zones. Ainsi, des souris déficientes pour FXR présentent une accumulation de lipides et
une augmentation de I’expression de genes cibles de FXR spécifiquement dans la zone périportale
apres un traitement avec du colesevelam, un séquestrant des acides biliaires (Herrema H et al., 2010).
L’ensemble de ces éléments renforce la nécessité d’étudier la zonation des fonctions du récepteur
FXR et le lien potentiel de celui-ci avec le maintien de la zonation. Toutefois, cette étude de la
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zonation nécessite des modeles qui le permettent, tant d’un point de vue expression de genes, fonction
des protagonistes impliqués que mécanismes moléculaires mis en jeu. Les modeles décrits dans la
littérature sont tres peu nombreux. Pouvoir développer de tels modeles, qui permettent en outre de
générer des résultats fiables, cohérents entre les différents modeles et reproductibles, est un défi de
ce projet, d’autant plus que ces modeles, une fois développés, pourront étre utilisés pour répondre a
d’autres questions scientifiques en lien avec la zonation.
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