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Le foie est un organe clef dans la régulation du métabolisme énergétique de I'organisme. La
superfamille des récepteurs nucléaires y joue un role primordial de senseur de I'’environnement
métabolique. Parmi ces récepteurs nucléaires, le récepteur des acides biliaires FXR participe aux
mécanismes de régulation de I'activité du foie a travers son action sur les métabolismes des
acides biliaires, des glucides et des lipides. FXR est devenu ainsi une cible thérapeutique
potentielle dans le traitement de nombreuses maladies impliquant un désordre métabolique
comme les cholestases, le diabete de type 2 ou la stéatohépatite non-alcoolique. Malgré des
résultats prometteurs dans le traitement de la stéatohépatite non-alcoolique, les mécanismes
moléculaires impliqués dans la régulation par FXR de nombreuses voies comme le métabolisme
des lipides et du cholestérol sont peu explorés et peu compris. Compte-tenu de ces informations,
il est d’autant plus intéressant d’approfondir les connaissances de ces mécanismes et d’identifier
des facteurs ou de nouveaux partenaires capables de moduler I’activité transcriptionnelle de FXR
plus spécifiquement dans le cadre du contréle du métabolisme des lipides et du cholestérol. L'un
des facteurs de transcription connu comme régulateur majeur de ces voies métaboliques dans le
foie est le facteur de transcription de la famille forkhead FOXA2. Ce facteur de transcription, dont
I'activité est dépendante des conditions nutritionnelles, est activé par le glucagon et inhibé par
I'insuline. De plus, c’est également un régulateur du métabolisme des acides biliaires, du

cholestérol et des lipides.

L’'objectif de cette these a été d’étudier I'interaction entre les voies de signalisation de FXR et
de FOXA2 dans différentes lignées cellulaires d’hépatocytes humains ou murins et dans le foie. A

travers une étude a I’échelle du génome, nous avons établi que FOXA2 et FXR sont colocalisés sur
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la chromatine des cellules HepG2 et dans le foie de souris a proximité de génes impliqués dans la
régulation du métabolisme des lipides et du cholestérol. L’'ensemble de ce travail met en
évidence pour la premiére fois la répression de I'activité de FXR par le facteur de transcription
FOXAZ2 a travers leur interaction au niveau génomique et un mécanisme de transrépression de
type « tethering ». Ce travail identifie un nouveau mécanisme par lequel I'activité de FXR est

modulée par les voies de signalisation de I'insuline et du glucagon de maniére gene-spécifique.
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Summary

The liver is a key regulator of whole-body energy metabolism. The nuclear receptor super-
family plays a leading role in metabolic sensing by the liver. Among the nuclear receptors, the
nuclear bile acid receptor FXR contributes to the modulation of liver activity, in particular
through the regulation of bile acid, cholesterol, lipids and glucose homeostasis. Consequently,
FXR became a potential therapeutic target for many diseases implicated metabolic disorder such
as cholestasis, type 2 diabete or Non-Alcoholic Steatohepatitis (NASH). Despite promising results
especially in NASH, the molecular mechanisms governing FXR regulation activity on various
hepatic signaling pathways is poorly understood. Thus, there is a critical need to identify and
characterize new partners and regulators of FXR acting especially on lipid and cholesterol
homeostasis. One of the transcription factor known to be active in the control of these metabolic
pathways in the liver is the forkhead box transcription factor FOXAZ2. This transcription factor is
activated by glucagon and inhibited by insulin signaling pathway. In addition, this factor is known
to regulate bile acid, cholesterol and lipid metabolism, functions very close to those of hepatic

FXR.

The objective of this PhD was to study the crosstalk between FXR and FOXA2 signaling
pathways in different hepatic cells lines from human or mouse origin and in mouse liver. We
established that FOXA2 and FXR are colocalised in HepG2 and mouse liver chromatin near genes
implicated in lipid and cholesterol metabolism. Our results show for the first time that the
fasting-regulated mediator of lipid and cholesterol homeostasis, FOXA2, is a repressor of FXR
transcriptional activity throught a “tethering” transrepressive mechanism. This work identifies a
novel mechanism by which FXR activity can be modified by fasting and fed transition in a gene-

specific manner.
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ABs: Bile Acids

ABCA1: ATP-Binding Cassette Sub-family

A Member 1

ABCB4/G4/G8: ATP-binding Cassette
Sub-family B or G, Member 4/8

ACAA1B: Acetyl-CoenzymeA
acyltransferase 1b

ACC: AcetylCoA Carboxylase
ACLY: ATP Citrate Lyase
ACOT2: Acyl-CoA Thioesterase 2

ACSL: Acyl-Coa Synthetase Long-Chain
Family

ADN: Acide Désoxyribonucléique

AGPAT: 1-Acylglycerol-3-Phosphate O-
Acyltransférase

AKT: serine/thréonine-specific protein
kinase

ALB: Albumin

AMPc: Adénosine monophosphate
cyclique

AMPK: AMP-Activated Protein Kinase
AOX: Aldéhyde Oxidase 1

APOA1: Apolipoprotein Al

APOB: Apolipoprotein B

APOCI/II: Apolipoprotein CI/II

APOE: Apolipoprotein E

APOM: Apolipoprotein M

AR: Androgen Receptor

ARN: Acide ribonucléique

ASBT: Apical-Sodium-Dependent Bile Acid
Transporter

ASC2: (ou Pydcl) Pyrin Domain-Containing
Protein 1

ATF3: Activating Transcription Factor 3
ATP: Adénosine Tri-Phosphate

BACS: Bile Acid Coenzyme A synthase
BAAT: Bile Acid N-Acetyltransferase

BBOX1: Butyrobetaine (Gamma) 2-
oxoglutarate dioxygenase

BRG1 (ou SMARCA4): SWI/SNF Related
Matrix Associated Actin Dependent
Regulator of Chromatin Subfamily A
Member 4

BSEP: Bile Salt Export Pump

CA: Cholic Acid

CAR: Constitutive androstane receptor
CARM1.: Protein Arginine Methyltransférase
CBP: CREB-Binding Protein

CD36: Cluster of Differentiation 36

CDCA: Chenodeoxycholic acid

CEBPa:: CCAAT/Enhancer Binding Protein
(C/EBP) alpha

CES1: Carboxyl Esterase 1
CETP: Cholesteryl Ester Transfer Protein
ChIP : Chromatin Immunoprecipitation

CHREBP: Carbohydrate Response Element
Binding Protein

CNs: Chylomicrons Naissants

COUP-TF: COUP-Transcription Factor
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CPT1: Carnitine Palmitoyltransferase 1
CRAT: Carnitine O-acetyltransferase

CREB: C-AMP Response Element-
Binding protein

CROT : Carnitine O-octanoyltransferase

CRTC2: CREB Regulated Transcription
Coactivator 2

CRY1: Cryptochrome Circadian Clock 1
CTBP: C-terminal Binding Protein
CTE: C-terminal Extension of DBD

CYP3A11: Cytochrome P450, Family 3,
Subfamily A, Polypeptide 11

CYP7A1: Cytochrome P450, Family 7,
Subfamily A, Polypeptide 1

CYP27A1: Cytochrome P450, Family 27,
Subfamily A, Polypeptide 1

CYP8B1: Cytochrome P450, Family 8,
Subfamily B, Polypeptide 1

DAX1: Dosage-sensitive sex reversal
adrenal hypoplasia critical region on
chromosome X

DBD: DNA-binding domain

DCA: Deoxycholic acid

DGAT: Diacylglycérol O-Acyltransférase
DMSO: diméthylsufoxyde
DNAdemethyl: DNA déméthylase
DNMT: DNA MéthylTransférase

DR(x): Direct repeat separated by x
nucleotides

EAR2: V-erbA-related protein 2

ECI1: Enoyl-CoA delta isomerase 1

ECHS1: Enoyl CoA Hydratase Short Chain 1
EL: Endothelial Lipase
ELOVLs: Fatty-AcylCoA elongases

ER(x): Everted repeat seperated by x
nucleotides

ER: Estrogen Receptor

ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase
ERR: Estrogen-Related Receptor

FABP: Fatty Acid Binding Proteins

FASN: Fatty Acid Synthase

FATPs: Fatty Acid Transporter Proteins
FBPase: Fructose 1,6 biphosphatase

FBS: Fetal Bovine Serum

FGF2: Fibroblast Growth Factor 2
FGF15/19: Fibroblast Growth Factor 15/19
FOXA1: Forkhead box factor Al

FOXA2: Forkhead box factor A2

FOXA3: Forkhead box factor A3

FOXARE: Forkhead box factor A response
element

FOXM1: Forkhead box factor M1
FOXO1: Forkhead box factor O1
FXR: Farnesoid X Receptor
G6Pase: Glucose 6 Phosphatase
GATA: GATA-binding factor
GCK: Glucokinase

GCNF: Germ Cell Nuclear Factor

GK: Glycerol Kinase
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GLP1: Glucagon-like peptide 1
GLP2: Glucagon-like peptide 2
GLUT2/4: Glucose Transporter 2/4

GPAT: Glycerol-3-Phosphate
Acyltransférase

GPCR: G protein-coupled receptor

GQ: Guanine Nucleotide Binding Protein
Q Polypeptide

GR: Glucocorticoid Receptor
GRG3: Groucho-related gene 3
GSK3: Glycogen Synthase Kinase 3

GSTA1/2: Glutathione S-Transferase
Alpha 1/2

GSTM2: Glutathione S-Transferase Mu 2

HADHA:
Déhydrogénase/-Kétoacyl-CoA
Thiolase/Enoyl-CoA

Trifunction Protein Alpha Subunit

Hydroxyacyl-CoA

Hydratase

HAT: Histone Acétyl-Transférase
HDAC3: Histone Deacétylase 3
HDM: Histone Déméthylase
HDL: High Density Lipoprotein

HMGCS: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
CoA Synthase

HMT: Histone Méthyl-Transférase
HNF1la: Hepatocyte Nuclear Factor 1a
HNF4: Hepatocyte Nuclear Factor 4
HRE: Hormone response element
HSL: Hormone-sensitive lipase

HSP90: Heat-Shock Protein 90

IBABP: (ou FABP6) lleal Bile Acid Binding
Protein

ICAM1: Intercellular Adhesion Molecule 1
ICP: Intrahepatic Cholestasis of Pregnancy
IDL: Intermediate Density Lipoprotein

IGFBP1: Insulin Growth Factor Binding
Protein 1

IR(x): Inverted Repeat separated by x
nucleotides

KNG1: kininogene

KU80: Ku autoantigen, 80kDa
LACZ: Opéron lactose Z

LBD: Ligand Binding domain
LCA: Lithocholic Acid

LCAD: (ou ACADL) Acyl-CoA Déhydrogénase
Long Chain

LCAT: Lecithin-Cholesterol Acyltransférase
LDL: Low-Density Lipoprotein

LDLR: LDL Receptor

LH/LIPC: Hepatic Lipase

L-PBE: Enoyl-CoA Hydratase/3-Hydroxyacy!
CoA Dehydrogenase

LPK: Liver Piruvate Kinase

LPL: Lipoprotein Lipase

LRH1: Liver Receptor Homolog-1
LXR: Liver X Receptor

MAFG: V-Maf Avian Musculoaponeurotic
Fibrosarcoma Oncogene Homolog G

MAGL: Monoglyceride Lipase

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
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MCA: Muricholic Acid
MCAD: Medium Chain Deshydrogenase

MML3/4: (ou KMT2C) Lysine (K)-Specific
Methyltransferase 2C

MMP9: Matrix metalloproteinase 9
MR: Mineralocorticoid Receptor

MRP2/3/4: Multidrug resistance-
associated protein 2/3/4

MTORC1/2: Mechanistic Target of
Rapamycin Complex %

MTTP: Microsomal Transfer Protein

NADPH: Nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate

NAFLD: Non-Alcoholic Fatty Liver
Disease

NASH: Non-Alcoholic Steatohepatitis
NCOR: Nuclear Receptor Co-Repressor
NDRG2: NDRG Family Member 2

NFKappaB: Nuclear Factor Kappa-light-
chain-enhancer of Activated B cells

NLS: Nuclear Localisation Sequence

NOR1: Neuron-derived Orphan
Receptor 1

NOTCH: Notch Homologl Translocation-
Associated

NTCP: Na'-taurocholic acid
cotransporting polypeptide

NUMB: Numb gene homolog
NUR77: Nerve growth Factor IB

NURR1: Nuclear Receptor Related-1

OATPs: Organic Anion Transporting
Polypeptides

OGT: O-linked B-N-acetylglucosamine
transférase

OSTa/B: Organic Solute Transporters a/B
P300: E1A-Associated Protein P300
PBC: Primary Biliary cirrhosis

PCAF: Lysine acetyltransferase 2B
P300/CBP-Associated Factor

PDKs: Pyruvate dehydrogenase kinases
PEPCK: Phosphoenolpyruvate carboxylase
PFK: Phosphofructo-1-kinase

PGCla: Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor Gamma Coactivator 1 alpha

PI3K: Phosphatidylinositol-3 phosphokinase
PKA: Protein Kinase A

PKC: Protein Kinase C

PLTP: Phospholipid Transfer Protein

PNR: Photoreceptor cell-specific Nuclear
Receptor

PP1: Protein Phosphatase 1

PPAR: Peroxisome proliferator-activated
receptor

PR: Progesterone Receptor

PRMT1: Protein Arginine Methyltransferase
1

PXR: Pregnane X receptor
RAR: Retinoic acid receptor
RMN: Nuclear Magnetic Resonance

RNs: Nuclear Receptors
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ROR: Retinoid-related orphan receptors
RSK: Ribosomal S6 Kinase
RXR: Retinoid X receptor

SBARM:s: Specific Bile Acid Receptor
Modulators

SCAD: (ou ACADS) Acyl-CoA
Déhydrogénase, C-2 To C-3 Short Chain

SCDs: Stearoyl-CoA desaturases
SERPINA1: Alpha-1 Antitrypsin

SET7/9: SET domain containing lysine
methyltransferase 7/9

SF1: Steroidogenic Factor 1
SHP: Small Heterodimer Partner

SLC17A5: Solute Carrier Family 17
Member 5

SLC25A20: Solute Carrier Family 25
Member 20

SIK2: Salt-Inducible Kinase 2
SIP1/2: septin interacting protein %.
SIRT1: Sirtuin 1

SMRT: Silencing Mediator of Retinoic
Acid and Thyroid Hormone Receptor

SOCS3: Suppressor of Cytokine Signaling
3

SR-BI: (ou SCARB1) Scavenger Receptor
Class B Member 1

SRC1 et 2: Steroid Receptor Coactivator
let2

SREBP1/2: Sterol Regulatory Element
Binding Protein %

STAT3: Signal Transducer and Activator of
Transcription 3

SULT2A1: Sulfotransferase Family Cytosolic
2A Dehydroepiandrosterone (DHEA)-
Preferring Member 1

SWI/SNF: Switch/Sucrose Non Fermentable
TAG: Triglycérides

TAT: Tyrosine Aminotransferase

TB-MCA: Tauro-B-muricholic acid

TCF4: Transcription Factor 4

TGR5: (ou GPBAR1) G Protein-Coupled Bile
Acid Receptor 1

TIP60: Tat-Interactive Protein 60

TLE: Transducin-Like Enhancer protein
TLX: Tailless nuclear receptor

TNFa: Tumor Necrosis Factor alpha

TRIP6: Thyroid Hormone Receptor
Interactor 6

TR: Thyroid receptor
TRAPP: Trafficking Protein Particle

TTNPB: 4-[(E)-2-(5,6,7,8-Tetrahydro-5,5,8,8-
tetramethyl-2-naphthalenyl)-1-propenyl]
benzoic acid

TTR: Transthyretin
UDCA: Ursodeoxycholic acid

UGT2B4: UDP Glucuronosyltransferase 2
Family Polypeptide B4

VDR: Vitamin D receptor
VLCAD: Very-Long Chain Deshydrogenase

VLDL: Very-Low Density Lipoprotein
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Partie I. Les récepteurs nucléaires
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Dans les années 80, I'isolement de la séquence nucléotidique complete codant pour
les récepteurs des stéroides (ER et GR) fut une découverte essentielle de I’endocrinologie
moderne permettant l'identification des récepteurs nucléaires (RNs) responsables de
I’effet de ces hormones stéroides au niveau intracellulaire (Green et al.,1986; Hollenberg
et al.,1985). Des études phylogénétiques ont par la suite montré qu’une famille de
protéines, partageant la structure commune des récepteurs nucléaires, était issue d’un
récepteur unique apparu chez les métazoaires (Giguere et al.,1988; Laudet et al.,1992;
Milbrandt,1988; 0O'Malley,1990; Wang et al.,1989). Cette famille de récepteurs
intracellulaires fonctionne comme des facteurs de transcription et régule I'expression de
génes cibles. Cependant, beaucoup se distinguent de ces derniers par leur stimulation
dépendante de la liaison de ligands lipophiles. Néanmoins, les récepteurs qui ne
possédaient pas de ligands clairement identifiés a leur découverte ou constitutivement
actif (sans fixation de ligand) ont été appelé RNs « orphelins » de part leur proximité
phylogénétique. Rapidement, de nombreux récepteurs ont pu étre identifiés a partir de
banques d’ADN complémentaire et ont été retrouvés dans I’'ensemble des espéces. Chez
I'Homme, quarante-huit membres ont été identifiés, 49 chez la souris, 47 chez le rat et
plus de 270 membres putatifs chez Caenorhabditis elegans (Escriva et al.,2004).
L’avenement des techniques d’études a I'échelle de la protéine a donné lieu a une
nouvelle approche de I'endocrinologie. L’endocrinologie inverse en partant du récepteur
nucléaire et en testant a grandes échelles des banques de composés déja connus a permis
d’identifier de nombreux ligands de récepteurs nucléaires précédemment inscrits comme
récepteurs nucléaires « orphelins ». La découverte du ligand des récepteurs de la famille

de RXR (Heymanet et al, Cell, 1992) a ouvert la voie a celle des ligands de nombreux
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récepteurs nucléaires comme les PPARs (Schmidt A et al, Mol Endocrinol, 1992), les LXRs
(Lehmann JM et al, JBC, 1997), PXR (Moore LB et al, JBC, 2000) ou FXR (Makishima M et

al, Science, 1999).

1) Classification des récepteurs nucléaires

Les RNs sont classés selon différentes nomenclatures basées sur plusieurs critéres.
Une premiére nomenclature, fondée sur I'alignement des séquences des deux domaines
les plus conservés (le domaine de liaison a ’ADN et au ligand) et la phylogénie, a permis

de définir 7 sous-familles.

De facon intéressante, il existe une nette corrélation entre la fixation a I’ADN, la
capacité de dimérisation et la proximité philogénétique de ces RNs. La sous-famille 1
(NR1) comprend les RNs capables de former des hétérodiméres avec RXR (Ex : TRs, RARs,
VDR, PPARs, RORs, Rev-erbs, CAR, PXR, LXR et FXR). La sous-famille 2 (NR2) peut agir sous
forme d’homodimere et hétérodimere, elle est formée par les HNF4s, les COUP-TFs et les
RXRs. La sous-famille 3 (NR3) contient les récepteurs des hormones stéroides (GR, ER, PR,
ERRs, AR). La sous-famille 4 (NR4) est constituée des RNs orphelins Nur77, Nurrl et Norl.
La sous-famille 5 (NR5) inclut le facteur de stéroidogénése 1 (SF1/NR5A1) et le RN
orphelin  (LRH1/NR5A2). La sous-famille 6 (NR6) comprend le récepteur GCNF.
Finalement, la sous-famille 0 (NRO) contient deux RNs orphelins atypiques ne contenant
pas de domaine de liaison a I’ADN et ayant une activité répressive dominante et

constitutive (DAX1/NROB1 et SHP/NROB2).
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Tableau 1. Classification officielle des membres de la famille des récepteurs nucléaires.

nomenclature groupe Nom du RN Ligand endogéne

NRIAL TRa Hormone thyroide
NR1A2 TRB
NR1B1 RARa o

vitamine A et
NR1B2 RARB dérivés
NR1B3 RARYy
NR1C1 PPARa .

Acides gras et
NR1C2 PPARB/5 prostaglandines
NR1C3 PPARy
NR1D1 REVERBa R

Héme
NR1D2 groupe 1 REVERBB
NR1F1 RORa 3 .
Cholestérol, acides
NR1F2 RORB rétinoiques
NR1F3 RORy
NR1H2 LXRpB
NR1H3 LXRa Oxystérol
NR1H4 FXR
NR1I1 VDR vitamine D
NR1I2 PXR Xénobiotiques
NR1I3 CAR Androstane
NR2A1 HNF4a Acides gras
NR2A3 HNF4y
NR2B1 RXRa
NR2B2 RXRB Rétinoides
NR2B3 RXRy
NR2C1 groupe 2 TR2
NR2C2 TR4
NR2E1 TLX
NR2E3 PNR
NR2F1 Coup-TFI
NR2F2 Coup-TFlI
NR2F6 EAR2
NR3AL ERa Estrogene
NR3A2 ERB
NR3B1 ERRa
NR3B2 ERRB
NR3B3 groupe 3 ERRyY
NR3C1 GR Cortisol
NR3C2 MR Aldostérone
NR3C3 PR Progestérone
NR3C4 AR Testostérone
NR4A1 NUR77
NR4A2 groupe 4 NOR1
NR4A3 NURR1
NR5A1 SF1
groupe 5

NR5A2 LRH1
NR6AL groupe 6 GCNF
NROB1 DAX1
NROB2 SHP




Une seconde classification plutot fonctionnelle a divisé les RNs en trois sous-
groupes mais est maintenant peu utilisée. La premiére sous-catégorie qui est également
la plus caractérisée est composée des récepteurs aux hormones stéroides et thyroides
(ER, AR, PR, MR, GR, T3Rs, RARs et VDR). La seconde sous-catégorie est composée des
RNs dit orphelins pour lequel aucun ligand et molécule régulatrice n’a été identifiée pour
le moment (NR4As et COUP-TFs). La plupart des récepteurs contenus dans cette catégorie
comporte une zone de fixation du ligand soit absente soit occupée continuellement par
un lipide (Wisely et al.,2002) ou un phospholipide (Krylova et al.,2005). La derniere sous-
catégorie regroupe des RNs précédemment caractérisés comme orphelin mais dont on a
découvert un ligand naturel qui leur confere des fonctions physiologiques. On trouve dans
cette sous-catégorie les RNs senseurs du métabolisme cellulaire et répondant a des
molécules issues de ce métabolisme: les Rev-erb, les PPARs, les LXRs, les FXRs, RORs ainsi

que PXR et CAR.

2) Structure des récepteurs nucléaires

Les RNs partagent une structure commune divisée en six domaines nommés de A a
F du domaine N-terminal au domaine C-terminal de la protéine. Ces différents domaines
sont plus ou moins variables en fonction des récepteurs et ont des fonctions différentes.
Le domaine A/B N-terminal, le domaine D ou région charniére et la région F C-terminale
sont les plus variables, la région F est d’ailleurs absente de la séquence protéique de
certains RNs. En revanche, les domaines de liaison a ’ADN (DBD) et de liaison au ligand

(LBD) sont les plus conservés.

28



1o NH2- A/B [ec I D] E/F | -COOH
HEWE R )R -—

Domaine de ¢ Domaine de
fixation al’ADN fixation au ligand

Structure
hélicoidale,

M Helice a
b Tour

£ Feuilletp

Figure 1: Organisation de la structure générale du récepteur nucléaire ERa

1° Structure primaire montrant les 6 domaines fonctionnels des récepteurs nucléaires et leur disposition.

2° Structure secondaire du domaine C ou domaine de liaison a I’ADN composé de deux hélices a, 3 feuillets
B et deux tours ainsi que des domaines E/F contenant le domaine de liaison au ligand. Ce domaine est
composé de 12 hélices a et deux feuillets B.

3° Structure tertiaire du domaine de liaison a ’ADN du récepteur ERa et du domaine de liaison au ligand du
récepteur ERa.

Figure modifiée de http://nrresource.org/ Media/structure-of-nrs-2.png

a) Le domaine A/B

Ce domaine N-terminal, trés peu conservé entre les RNs et méme entre des
isoformes différents du méme récepteur, a été trés peu étudié. Néanmoins, les
différences observées au niveau de la séquence protéique du domaine A/B sont associées
a des variations d’activité des RNs notamment de I'affinité avec leurs éléments de
réponse sur I’ADN, avec les facteurs du complexe d’initiation de la transcription ainsi qu’a
des fonctions distinctes des isoformes de RN in vivo (Briancon &Weiss,2006; Borjesson et
al.,2011; Hollenberg et al.,1996; Mascrez et al.,2001). La région A/B contient le domaine

d’activation AF-1 indépendant de la fixation du ligand. Cependant, une communication et
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une activité synergique entre les domaines d’activation AF-1 et AF-2 (dépendant de la
fixation du ligand) ont été décrites pour différents RNs (Bommer et al.,2002; Bugge et
al.,2009; Gianni et al.,2003; Simons &Kumar,2013). Ainsi, le domaine A/B, bien que peu

conservé, peut avoir un réle important dans la fonction des récepteurs nucléaires.

La région N-terminale est également une zone d’interaction avec des corégulateurs
transcriptionnels activateurs comme SRC-1 et SRC-2 , P300 et CBP (Kressler et al.,2007;
Onate et al.,1998; Tian et al.,2006; Wansa et al.,2002) ou corépresseurs (Noriega-Reyes et

al.,2015; Suzuki et al.,2010; Varlakhanova et al.,2010).

De plus, le domaine AF-1 est une zone de modifications post-traductionnelles tres
fréquentes des RNs pouvant affecter leur localisation subcellulaire mais également leur
potentiel transactivateur en modulant la fixation des coactivateurs sur ces RNs (Pawlak et

al.,2012).

b) Le domaine de liaison a 'ADN

Le domaine de liaison a I’ADN fut le premier des domaines des RNs dont la structure
moléculaire a été déterminée par RMN ou par cristallographie a rayon X. Il est lié aux
éléments de réponse sur les régions régulatrices des génes cibles du récepteur. Ce
domaine est constitué d’environ 66 résidus parmi les plus conservés entre les différents
RNs et confere une fixation aux éléments de réponse de ces récepteurs trés spécifique

(Freedman,1992; Glass,1994).
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Figure 2: Motifs de fixation des hétérodiméres de RNs sur ’ADN
Les récepteurs nucléaires se fixent en monomeére ou en dimere sur des demi-sites organisés en géométries

différentes et séparées par un nombre d’acides nucléiques variable (x=0-8).

Les RNs se fixent sur des éléments de réponse situés sur les « enhancers » et sur les
régions promotrices soit sous forme de monomere a travers la fixation sur un demi-site
de type 5-AGGTCA-3’ et pour GR, MR, AR et PR sur un demi-site de type 5'-AGAACA-3’,
soit sous forme d’homodimere ou d’hétérodimere en se fixant a deux demi-sites de
géométries différentes et séparés par un nombre variable de nucléotides (Figure 2). Le
domaine de liaison a ’ADN est composé de deux motifs en doigt de zinc comportant des
séquences particulieres: la boite P responsable de la spécificité de liaison a I'ADN
(Zilliacus et al.,1994) et la boite D intervenant dans la dimérisation et stabilisant la liaison
a 'ADN (Lee et al.,1993; Moras &Gronemeyer,1998; Rastinejad et al.,1995). Le DBD
comporte deux hélices a dont I'hélice N-terminale ou hélice 1 va interagir avec le demi-
site de six nucléotides de I'élément de réponse. L’hélice C-terminale ou hélice 2 va
contribuer a la stabilisation de la structure du DBD et du complexe protéine-ADN en

établissant des liaisons faibles et non-spécifiques avec I’ADN (Helsen et al.,2012).
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Cette région a été également décrite comme un site de modifications post-
traductionnelles. La phosphorylation du DBD semble avoir un réle répressif sur la fixation
des RNs sur leurs éléments de réponse (Chen et al.,1999; Sun et al.,2007; Tzagarakis-

Foster &Privalsky,1998; Viollet et al.,1997).

c) Larégion charniéere

La région charniere, aussi appelée I'extension C-terminale du DBD (CTE), relie le
domaine de liaison a ’ADN au domaine de liaison au ligand (E/F) et est une région assez

variable des RNs.

La région charniere des RNs a été tres étudiée d’un point de vue moléculaire. Ces
études ont tout d’abord montré que cette région contient des motifs responsables de
leur localisation subcellulaire (NLS). Ceci a été démontré pour de nombreux RNs comme
ER (Burns et al.,2011), AR (Tanner et al.,2010), VDR (Shaffer et al.,2005) et DAX-1

(Bernard et al.,2006).

La région charniere est impliquée dans l'activité de type « tethering» de GR
(Yoshikawa et al.,2008). D’autres études mettent en exergue le role de ce domaine
comme zone flexible reliant le DBD au LBD car la mutation de la région charniere affecte
I'action synergique entre I'AF-1 et I'AF-2 du récepteur des oestrogenes (Zwart et

al.,2010).

La région charniére de FXR differe entre ses différentes isoformes par une insertion
de 4 acides aminés MYTG qui affecte I'activité transcriptionnelle de ces isoformes sur une

partie de ses génes cibles (Anisfeld et al.,2003; Anisfeld et al.,2005).
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La région charniére a été également identifiée comme une interface de dimérisation
avec RXR. Ainsi, 'analyse cristallographique du complexe PPAR-RXR-ADN révele une zone
de dimérisation entre la région charniere de RXR et le domaine de liaison au ligand de
PPARy (lJpenberg et al.,1997). C'est également une zone de fixation de coactivateur
comme en témoigne l'interaction entre les protéines de la famille des protéines Ku,
impliquées dans la réparation de I’ADN, avec la région charniere de FXR (Ohno et

al.,2009).

La région charniére est également un lieu de modifications post-traductionnelles
des RNs. Ainsi, la sumoylation de la région charniére du récepteur PPARa accroit le
recrutement du corépresseur NCoR et diminue son activité transcriptionnelle (Pourcet et
al.,2010). L'acétylation de ce domaine du récepteur nucléaire ERa régule son activité et sa
sensibilité a son ligand (Wang et al.,2001). De nombreuses modifications post-
traductionnelles affectent le domaine charniere du récepteur PR et régulent la cinétique
de son activité transcriptionnelle ainsi que sa localisation subcellulaire (Daniel et

al.,2010).

d) Le domaine de liaison au ligand

Le domaine de liaison au ligand est le domaine de régulation clef contenant une
zone fonctionnelle transactivatrice dépendante du ligand nommeée AF-2. Cette zone est le
« théatre » de la fixation de ligands lipophiles capables d’activer ou de réprimer 'activité
transcriptionnelle des RNs. La structure de ce domaine a été largement étudiée dans le
but d’explorer son role et d’identifier des analogues synthétiques capables de se fixer de

facon sélective au domaine de liaison au ligand des RNs.
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Ce domaine est formé de 12 hélices alpha (H1 a H12), un tour B et deux feuillets B
(Bourguet et al., 1995; Wurtz et al.,1996). Il comporte : une poche de liaison au ligand,
une interface de dimérisation au niveau de I'hélice 10 (Bourguet et al.,1995; Bourguet et
al.,2000; Bourguet et al.,2000), une surface de liaison aux co-régulateurs et un domaine
de transactivation AF-2 (Danielian et al.,1992; Durand et al.,1994). L’activation des RNs
par leur ligand provoque un repositionnement de I’hélice H12 induisant un changement
de conformation du récepteur nucléaire. La poche de liaison du ligand est composée de
deux hélices repliées au centre et forme une cavité hydrophobe dans laquelle se fixe le
ligand (Lee et al.,1993). Des études s’intéressant a la structure entiere des RNs ont
suggéré qu’il existait une communication trés importante entre le domaine de liaison a

I’ADN et celui de liaison au ligand (Meijsing et al.,2009; Zhang et al.,2011).

Hélice 12

Helice 3

Hélice 11

Figure 3: Domaine de liaison au ligand du dimére TR/RXR apreés fixation du ligand de TR T3
Structure tridimentionnelle du domaine de liaison du dimere TR/RXR. TR est coloré en vert, RXR en bleu claire

excepté 'interface de dimérisation avec TR en corail et son hélice 12 en violet et le coactivateur SRC-2 en bleu
foncé. TR recrute son ligand au niveau de sa poche de liaison au ligand et recrute le coactivateur SRC-2 sur son
hélice 12. Le récepteur nucléaire RXR ne lie pas son ligand sur cette structure et son hélice 12 est donc en

position inactive. Cette figure a été modifiée d’apreés (Kojetin et al.,2015).
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Comme les autres domaines, le LBD est également une cible de modifications post-
traductionnelles pour de nombreux RNs. Par exemple, la phosphorylation du LBD de FXR
par la PKCzeta augmente l'activité transcriptionnelle de ce récepteur nucléaire en
augmentant sa translocation nucléaire (Frankenberg et al.,2008). Le récepteur MR est
également phosphorylé au niveau de cette région fonctionnelle ce qui inhibe la fixation

de son ligand et son activité (Shibata et al.,2013).

e) Le domaine F

Le domaine F est situé a I'extrémité C-terminal des RNs et certains NRs peuvent
ne pas présenter ce domaine dans leur structure. Il est le moins connu et le moins exploré
des domaines des RNs. Il est néanmoins le siege de la fixation de certains cofacteurs. Des
expériences de mutagénese ont montré son importance dans le recrutement de
coactivateurs et I'activation de la transcription par ERa (Kim et al.,2003) et HNF4a (Ruse

et al.,2002; Sladek et al.,1999).

3) Mode d’action des récepteurs nucléaires

a) Ligands des récepteurs nucléaires

Les ligands sont des molécules d’origine endogene (produits du métabolisme) ou

exogene (nutriments, xénobiotiques...).

Il existe 4 catégories de ligands de RNs :

0 Agonistes : Ces molécules se fixent au niveau de la poche de liaison

aux ligands et vont induire un changement de conformation de la
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protéine afin d’accroitre I'activité du récepteur et d’augmenter
(transactivation) ou diminuer (transrépression) la transcription de

ces genes cibles.

0 Antagonistes purs : Ces molécules sont des substances qui fixent le
récepteur sans provoquer d’effet mais qui bloque I'action de
I’agoniste sur le RN. Il existe des antagonistes compétitifs qui vont
se fixer sur le méme site que I'agoniste et qui vont donc entrer en
compétition pour la fixation sur ce site avec [|'agoniste,
I'antagonisme est alors réversible. D’autre part, les antagonistes
non compétitifs se lient au niveau d’un site distinct du RN et
entraine des modifications dans sa conformation réduisant son
affinité pour l'agoniste comme observé pour |'antagoniste des

PPARs, le GW9662 (Leesnitzer et al.,2002).

0 Agonistes inverses : Un agoniste inverse se lie au récepteur, comme
I’antagoniste et s’oppose aux effets de I'agoniste. Il se distingue de
I'antagoniste par son activité propre sur le récepteur,
indépendante de l'agoniste, le plus souvent en permettant le
recrutement de corépresseurs. Les agonistes inverses sont
essentiellement étudiés pour réprimer l'activité des récepteurs
nucléaires constitutivement actifs comme les récepteurs de la
famille des ERRs ou CAR (Busch et al.,2004; Joo et al.,2015; Kanno

et al.,2013; Singh et al.,2015).
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0 Agonistes/Antagonistes partiels: Ces molécules ont une activité
réduite par rapport aux ligands précédents. Leurs effets sont
dépendants du type cellulaire, du contexte intracellulaire et de la
présence de co-régulateurs. Ils sont également appelés
modulateurs sélectifs des récepteurs nucléaires et vont donc

entrainer une action ciblée du RN sur certains genes cibles.

b) Expression et modification de la localisation cellulaire des récepteurs

nucléaires

L‘expression génique des RNs est sous le contréle dynamique de nombreux facteurs
de transcription et ARNs non codants (miRNAs). Ainsi, le récepteur nucléaire NUR77 est
sur-exprimé en condition de stress lipotoxique induit par un traitement palmitate dans la
lignée de cellules B-pancréatiques MIN6. Au cours de ma these, nous avons identifié les
facteurs de transcription ainsi que la zone de régulation impliqués dans ce phénomene
sur le promoteur du gene codant pour NUR77 [Article en Annexe 1 (Mazuy et al.,2013)].
Les récepteurs nucléaires ER (Adams et al.,2007; Castellano et al.,2009; Leivonen et
al.,2009), AR (Ostling et al.,2011), PR (Cui et al.,2011) et GR (Vreugdenhil et al.,2009) sont

les cibles de nombreux miRNAs qui vont réprimer leur expression.

Les récepteurs nucléaires peuvent étre présents dans différents compartiments
cellulaires : le noyau des cellules sous forme liée ou non a I’ADN (Kawata,2001), le
cytoplasme (GR) et la mitochondrie [Nur77, SHP (Zhang &Wang,2013), ER, PPARy2 et GR

(Lee et al.,2008)].
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La localisation de certains récepteurs nucléaires est dynamique et va étre modifiée
notamment par l'interaction avec leurs ligands. Ainsi, I'activation du récepteur nucléaire
des glucocorticoides engendre sa translocation dans le noyau par dissociation des heat-
shock protéines comme HSP90 (Hager et al.,2000). Ce mécanisme est suspecté pour
d’autres récepteurs nucléaires comme NURR1 ou PPARa et y (Garcia-Yagie et al.,2013;

Umemoto &Fujiki,2012) mais reste moins étudié.

c) Effets génomiques des RNs

De part leurs localisations diverses, les RNs agissent sur I'expression des genes et
sur la signalisation cellulaire a travers des effets génomiques mais également non
génomiques. Les effets génomiques des récepteurs nucléaires demeurent les plus

étudiés.

i) Transactivation et transrépression

Les RNs se lient a I’ADN pour modifier la transcription des genes. Dans la plupart
des cas, le récepteur fixé sur I’élément de réponse va recruter des co-régulateurs qui vont
interagir avec les facteurs impliqués dans le complexe d’initiation de la transcription
augmentant ou diminuant ainsi la transcription du gene.

(1) Reconnaissance des éléments de réponse a I’ADN par les récepteurs nucléaires
La premiere étape de l'activité transcriptionnelle des RNs est la reconnaissance
des éléments de réponse et la fixation. Les monomeéres ou dimeres de RNs sont
positionnés au niveau d’élément de réponse constitué d’'un ou de deux hexameres. Ces

hexameres sont organisés en géométries différentes : ils forment des palindromes, des
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répétitions directes, inversées ou retournées séparées par des séquences de longueur et

de composition différentes (voir | 2) b)).

(2) Coactivateurs/Corépresseurs

Les récepteurs nucléaires agissent sur la transcription par l'intermédiaire de

nombreux partenaires qui vont étre fixé au récepteur nucléaire. Une myriade de co-

activateurs et co-répresseurs de RNs ont été identifiés.

Coactivateurs : Apres la découverte de SRC1 comme coactivateur du
récepteur a la progestérone, plus de 400 coactivateurs ont été
identifiés (Dasgupta et al.,2014). Les co-activateurs vont avoir des
actions diverses comme modifier les histones (Sterner
&Berger,2000), la structure de la chromatine, intervenir dans le
recrutement du complexe d’initiation de la transcription mais
également participer a I’élongation des ARNs transcrits et a
I’épissage alternatif (O'Malley &Kumar,2009; Thijssen-Timmer et
al.,2006). La famille des coactivateurs est divisée en deux
catégories : les co-activateurs primaires qui se fixent directement
au RN comme les SRC ou P300 et les coactivateurs qui se fixent a
d’autres corégulateurs comme CARML1. Ils forment de maniere
intéressante des complexes protéiques de coactivateurs aux
multiples fonctions. Ces coactivateurs sont exprimés de facon
spécifique dans certains types cellulaires pouvant ainsi contribuer a
la spécificité de I'action du RN dans les différents organes ou types

cellulaires ou il est exprimé (Han et al.,2006).
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* Corépresseurs: Les corépresseurs sont des protéines qui vont
permettre la répression de la transcription des génes par le RN a
travers leur interaction avec celui-ci. Les complexes corépresseurs
des RNs sont construits autour des sous-unités SMRT et NCOR
(Watson et al.,2012). Ces deux protéines interagissent avec le LBD
des RNs a travers une ou plusieurs régions appelées « CoRNR
boxes ». D’autres corépresseurs participent a ce complexe,
notamment des histones déacétylases qui vont modifier les
histones (Sun et al.,2013), la structure de la chromatine et inhiber le

recrutement du complexe d’initiation de la transcription.
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Figure 4: Coactivateurs et corépresseurs des récepteurs nucléaires et leurs fonctions
Les coactivateurs sont représentés en rouge et les corépresseurs en bleu. Figure adaptée de (Rosenfeld et

al.,2006)

Les coactivateurs et les corépresseurs sont recrutés de maniére cyclique et

transitoire (Métivier et al.,2003; Shang et al.,2000). Ce phénomeéne dynamique de
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recrutement des coactivateurs et corépresseurs a également été démontré pour le

récepteur nucléaire FXR (Kemper et al.,2009).

(3) Transactivation

Le mécanisme génomique

le plus couramment associé aux RNs est

la

transactivation. En général, le mécanisme de transactivation comprend le changement de

conformation du RN suite a la liaison du ligand. Ce changement de conformation va alors

induire la libération du complexe corépresseur et le recrutement du complexe de

coactivateurs qui vont alors modifier la structure de la chromatine et permettre

I’'assemblage du complexe d’initiation de la transcription. Pour complexifier ce modele, le

recrutement des co-activateurs pour un méme RN est différent selon les genes cibles

(Lien et al.,2014). Les déterminants de ce recrutement de coactivateurs géne spécifique

sont encore peu explorés.

De plus, différents mécanismes de transactivation ont été décrits :

Tableau 2. Mécanismes de transactivation par les RNs.

Type de Définition
transactivation

Modele

Fixation du
RN en
monomere
sur son
élément de
réponse

ligands

Transactivation
monomérique

Complexe
Coactivateur

/P JE—

transcription

L 11 transcription géne

du géne
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Fixation du
RN en
homodimeére
ou
hétérodimere

T
transcription
du géne

Transactivation
simple

ligands

Complexe
Coactivateur

TT transcription géne cible

Fixation de 2
RNs ou
facteurs de
transcription
sur leurs
éléments de
réponse a
proximité ou
non sur I’ADN

Transactivation
composée

T
transcription
du géne

Complexe
Coactivateur

Complexe
Coactivateur

I— 1111 transcription géne cible

(4) Transrépression

Les RNs ne sont pas que des activateurs transcriptionnels et peuvent réprimer

I’expression de leurs genes cibles en I'absence de ligand mais également apres fixation du

ligand. Différents mécanismes de transrépression par les RNs ont été décrits :

Tableau 3. Mécanismes de transrépression dirigée par les RNs.

Type de rpe eas Modeéle
y? c Définition
transrépression
ligands
Fixation du RN en 9 Complexe
& Corépresseur
monomére sur
Transrépression | 50N €lément di
Ay réponse négati
monomérique P g
Jd tra nsc\rlptlon R
du géne
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Transrépression
simple

Fixation du RN en

| transcription du

ligands

homodimeére ou
hétérodimere

géne

Complexe
Corépresseur

Transrépression
« squelching »

RN non fixé a
I’ADN

Compétition avec
les facteurs de
transcription
pour la fixation
avec des
cofacteurs

| transcription du
géne

Facteur de
transcription

ll recrutement coactivateur

Transrépression
« quenching »

RN fixé a ’ADN

Empéche un
autre facteur de
transcription
voisin d’interagir
avec la
machinerie
transcriptionnelle

| transcription du
géne

ligands

Facteur de
transcription
l

| L__HRE

1| transcription géne cible

ll recrutement complexe
d'initiation de la transcription

« tethering »

Transrépression

Pas de liaison
directe du RN a
I’ADN.
Interaction avec
un autre facteur
de transcription.
Inhibition de
I"activité du
facteur de
transcription

| transcription du
géne

ligands

Complexe
Corépresseur
Facteur de
transcription

ll recrutement complexe
d'initiation de la transcription

ll, transcription géne cible
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(5) Mode d’action des récepteurs nucléaires sur les enhancers

L’analyse des cistromes des RNs a mis en évidence la fixation préférentielle de ces
facteurs au niveau de régions régulatrices distantes du site de début de transcription des
génes (TSS) appelées « enhancers » ou « silencers » comme démontré pour ER (Carroll
&Brown,2006) mais également pour FXR dans les cellules hépatiques humaines et
murines (Berrabah et al.,2014; Thomas et al.,2010; Zhan et al.,2014). Ces régions
régulatrices peuvent se situer au niveau intergénique, au sein du gene régulé dans les
introns ou les exons, voir au niveau d’autres génes et méme dans certains cas d’autres
chromosomes (Spilianakis et al.,2005). Cette régulation a distance de |’expression des
génes par les RNs nécessite une communication avec les promoteurs fixés par les facteurs
de transcription généraux et les ARNs polymérases. Cette communication s’effectue par
la formation de boucles chromatiniennes détectées par des techniques de RNA-TRAP
(Carter et al.,2002) et 3C (Tolhuis et al.,2002). Les facteurs CTCF et la cohésine sont des
composants clefs de la formation des boucles de chromatine. Le facteur CTCF est
impliqué dans I'organisation a grande échelle de la chromatine. Il est notamment engagé
dans I'établissement de la conformation tridimentionnelle du locus apolipoprotéine
(Mishiro et al.,2009). CTCF est un facteur dit « insulateur » et se fixe au niveau des
frontiéres entre chromatine active et inactive (Cho et al.,2005). Il est a |'origine de
différentes conformations de boucles de chromatine: notamment des boucles de
chromatine active ancrées par CTCF afin d’isoler des zones transcriptionnelles actives de
celles voisines répressives, des boucles de chromatine répressives isolant certains loci des
génes voisins actifs et des boucles permettant linteraction entre promoteurs et
enhancers (Handoko et al.,2011). Le complexe cohésine est constitué de plusieurs

protéines (SMC1, SMC3, RAD21 et SA1/2) et fut d’abord découvert pour son implication
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dans la cohésion des chromatides sceurs lors de l'anaphase (Hauf et al.,2001). De
nombreux sites de fixation des complexes cohésines correspondent également a des sites
de fixation de CTCF suggérant une relation directe entre ces deux facteurs (Baranello et
al.,2014; Gause et al.,2008; Katainen et al.,2015). Ces protéines impliquées dans la
structuration tridimensionnelle de la chromatine ont été associées a la fixation et
I'activité des récepteurs nucléaires. Ainsi, CTCF a été décrit comme nécessaire a
I'activation du récepteur nucléaire PPARy et de ses genes cibles dans le contexte de
I’adipogenése (Dubois-Chevalier et al.,2014). Une colocalisation entre CTCF et ER a
également été décrite (Ross-Innes et al.,2011). La cohésine est présente au niveau de
nombreux enhancers régulés par ER (Li et al.,2013) et est nécessaire a la fixation d’ER au
niveau des enhancers (McEwan et al.,2012). Bien que FXR a été décrit comme agissant via
des boucles de chromatine localement au niveau du promoteur du gene Shp (Li et
al.,2010) et du gene Gr (Renga et al.,2013), aucune étude a grande échelle n’a été réalisée
concernant la dépendance de I'activité de FXR aux boucles de chromatine et a leurs

constituants.

Récemment, une transcription dans les régions intergéniques enhancers a été
détectée donnant naissance au concept de eRNAs pour « enhancer RNAs ». Tous les
enhancers ne sont pas transcrits en eRNAs mais, cependant, I'expression de ces ARNs non
codants est fortement corrélée a I'expression des geénes cibles associés (Cheng et
al.,2015; Kim et al.,2010). Méme si le mécanisme de fonctionnement des eRNAs est
encore en cours d’étude et reste évasif, les eRNAs jouent un role dans la formation des
boucles chromatiniennes entre enhancers et TSS. En effet, certains eRNAs peuvent
interagir avec SMC3 et RAD21, des sous-unités du complexe cohésine (Kagey et al.,2010).

La dégradation ciblée des eRNAs atténue le recrutement de la cohésine aux enhancers
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dirigé par le récepteur nucléaire ER et inhibe de ce fait la formation des boucles
chromatiniennes nécessaires a la régulation de la transcription de ces génes cibles (Li et
al.,2013). Limplication des eRNAs dans |’activité transcriptionnelle de AR a été mis en
évidence (Hsieh et al.,2014; Puc et al.,2015). La recherche des molécules intervenant dans
la transcription de ces eRNAs apporte un nouveau regard sur les mécanismes de
régulation de |'activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires. Récemment, le
complexe integrator associé a I’ARN polymérase Il a été identifié comme a I'origine de la
synthése des eRNAs (Lai et al.,2015). Le recrutement de I’ADN topoisomérase 1 (TOP1) au
niveau des enhancers activés aprés le traitement avec le ligand d’AR est nécessaire a
I’expression des eRNAs (Puc et al.,2015). Les récepteurs nucléaires de la famille des Rev-
erb ont une fonction essentiellement répressive sur leurs cibles géniques et ont la
capacité d’inhiber la transcription de certains eRNAs (Lam et al.,2013). Ces observations
ouvrent donc de nouvelles voies d’exploration de la régulation de la transcription des

genes par les récepteurs nucléaires.

ii) Coopération/Compétition entre différent RNs

De plus, de nombreux RNs sont connus comme pouvant agir de maniére synergique
ou antagoniste avec d’autres RNs et facteurs de transcription. Ainsi, il a été montré que
les RNs PPARa et PPARy coopérent et régulent ainsi la prise de poids et la stéatose
hépatique chez la souris (Higgins et al.,2012). Le récepteur nucléaire orphelin SHP est
connu comme un répresseur de I'expression de ses genes cibles a travers sa fixation a de
nombreux récepteurs nucléaires comme LRH-1, HNF4, ERRs, LXRs, PPARs, GR, ERs, TR,

RARa, FXR, PXR, CAR, AR, NUR77 et RXRs (Zhang et al.,2011).
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A plus grande échelle, les facteurs de transcription et récepteurs nucléaires se fixent
au niveau de régions génomiques appelées « transcription factor hotspots » et coopérent
dans le recrutement de coactivateurs, le remodelage de la chromatine, I'établissement
d’une signature épigénomique d’activation et la transcription des genes. Ce systeme
intégré et complexe de régulation de I'expression génique ou les récepteurs nucléaires
ont une place importante a été mis en évidence dans le contexte de I'adipogénese

(Siersbaek et al.,2014) et du rythme circadien (Fang et al.,2014).

iii) Association dynamique entre les RNs et la chromatine

Il est généralement admis que suite a la fixation de leur ligand, les RNs modulent la
transcription des genes en affectant localement I'environnement et la structure de la
chromatine a travers le recrutement des cofacteurs. De nombreux cofacteurs modifient
directement les histones en acétylant, méthylant, phosphorylant et ubiquitinylant ces
protéines. Ainsi, de nombreux RNs comme RAR (Dietze et al.,2003), ER (Hanstein et
al.,1996), SF1 (Chen et al.,2005), PPARa (Dowell et al.,1997), HNF4a (Soutoglou et
al.,2000) ou FXR (Fang et al.,2008) recrutent des protéines ayant une activité Histone
AcétylTransférase (HAT) comme P300. De plus, une seconde classe de cofacteurs est
connue comme facteurs de remodelage de la chromatine de maniére ATP-dépendant
comme la famille des SWI/SNF qui augmente I'accessibilité des facteurs de transcription
et de I’ARN polymérase (He et al.,2012). Une troisieme classe peu explorée ne possédent
pas d’activité enzymatique mais semble servir de support aux complexes protéiques de
cofacteurs qui eux possedent ces activités enzymatiques comme le cofacteur du

récepteur a I’hormone thyroide (nTRIP6) ou le complexe médiateur (Allen &Taatjes,2015).
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Avec l'essor des technologies de séquencage haut débit, de nombreuses études ont
été consacrées a I'analyse des cistromes des RNs et de I'épigénome. Une des conclusions
importantes de ces études est que seule une infime partie des sites de fixation potentiels
des RNs est fixée effectivement par ces RNs in vivo dans un type cellulaire donné.
D’autres études se sont alors centrées sur la recherche des déterminants de cette fixation

sélective des RNs de maniére cellule-spécifique et tissu-spécifique.

Les études a I’échelle du génome et de I'épigénome ont montrées que la présence de
certains cofacteurs comme P300, de certaines modifications d’histones comme la
méthylation de la lysine 4 de I'histone H3 ou la fixation de complexes de facteurs de
transcription ou de RNs sont un indicateur d’'une zone transcriptionnellement active
(Siggens &Ekwall,2014; Yue et al.,2014). Ces zones de régulation de la transcription du
géne peuvent étre soit promotrice ou plus distale (« enhancer »). Ces études ont permis
d’identifier les marques d’histones associées a ces zones actives et a la fixation des RNs
(figure 5) (Heintzman et al.,2007). Ces modifications chimiques des histones ou de I’ADN
sont catalysées par de nombreuses enzymes appelés Histone MéthylTransférase (HMT),
Histone Déméthylase (HDM), Histone AcétylTransférase (HAT), Histone DéACétylase

(HDAC), DNA MéthylTransférase (DNMT), DNA Deméthylase (DNAdeMeth).
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Figure 5: Marques d'histones représentatives de zones transcriptionnellement actives et de zones
inactives

La méthylation de I'ADN et la méthylation de I’histone H3 au niveau de la lysine 9 et 27 sont associées
principalement a des zones chromatiniennes inactives. La méthylation de I’histone H3 au niveau de la lysine

4 et I'acétylation de I'histone H3 sont associées a des zones chromatiniennes actives (figure modifiée de

(Reddy &Natarajan,2011))

Les marques d’histone sont réparties de facon tissu-spécifique et de maniere
hautement dynamique (Burris &Baccarelli,2014; Weichenhan &Plass,2013). Ce qui a
amené un certain nombre d’équipes de recherche a s’intéresser a ce qui détermine la

position de ces marques dans un type cellulaire donné.

L’analyse au cours du développement de I'expression du gene Alb1 spécifique du foie
a permis de mettre en évidence la présence précoce de deux facteurs de transcription: les
facteurs de la famille des FOXA et GATA (Cirillo et al.,2002; Lee et al.,2005; Zaret,2002).

Ces deux familles de facteurs précedent Ila fixation des autres régulateurs
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transcriptionnels de I'expression du gene de I'albumine et ceci bien avant I'activation de
la transcription du gene. Ces facteurs ont la particularité de pouvoir se fixer a leurs sites
de fixation au niveau de zones de la chromatine condensée (Cirillo et al.,1998; Shim et
al.,1998). A travers cette analyse, les facteurs FOXA et GATA ont été décrits comme des

facteurs dits « pionniers » (Figure 6).

Les facteurs pionniers peuvent également activement aider a décondenser et
organiser localement la structure de la chromatine, permettant ainsi la fixation d’autres
facteurs de transcription comme les RNs, des modificateurs de la chromatine et des

remodeleurs de nucléosome (Zaret &Carroll,2011).

Facteur pionnier

G QMéthylation des histones

Fixation du
facteur
pionnier

v

Réarrangement
chromatinien

v

Activation de
la transcription
du gene |—'

Autres facteurs de transcription

i:l-

Figure 6: Mécanisme d'action des facteurs pionniers sur la
transcription des génes

Les facteurs pionniers peuvent se fixer au niveau de la chromatine
condensée, ouvrent localement la chromatine afin de
permettrent a d’autres facteurs de transcription et récepteurs

nucléaires de se fixer. Figure inspirée de (Coradini
&O0riana,2014).
Par le biais de leurs réles de modificateur de la structure et de I’accessibilité de la

chromatine, les facteurs pionniers FOXA1 et FOXA2 ont été généralement associés a la

super-famille des RNs. FOXA1 est un déterminant clef du recrutement du récepteur des
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oestrogénes (ER) sur la chromatine dans les cellules MCF7 (Eeckhoute et al.,2006;
Hurtado et al.,2011). De facon similaire, FOXA1l est également important pour le
recrutement du récepteur aux androgenes (AR) dans les cellules LNCAP (Jin et al.,2013).
La comparaison des sites de fixation de FOXA1 dans différents types cellulaires a mis en
évidence une distribution du cistrome de FOXA1l distincte suggérant ainsi que la
distribution des sites FOXA1 démasque les sites de fixation des RNs de maniére tissu-
spécifiqgue (Hoffman et al.,2010). La fixation de FOXA1 sur ces régions est sous l'influence
des marques de chromatine. En effet, FOXA1 se fixe de facon préférentielle sur les
régions présentant une double méthylation de la lysine 4 de I'histone 3 (Sérandour et
al.,2011). De surcroit, I'hydroxyméthylation de certaines zones de I’ADN réprime la
fixation de FOXA1 dans des lignées cellulaires issues de cancer de la prostate (Takayama
et al.,2015). Les facteurs FOXA ont donc un role d’ « activateur » de certaines régions
génomiques régulatrices en changeant la conformation de la chromatine et en recrutant
d’autres RNs et facteurs de transcription mais leur fixation a 'ADN est néanmoins
dépendante des marques de chromatine (Gévry et al.,2009; Lupien et al.,2008). D’autres
études ont également montrées que FOXA1l a un rOle de répresseur, empéchant la
fixation des RNs sur leurs éléments de réponse en recrutant des co-répresseurs de la
famille des TLEs et en modifiant la compaction de la chromatine (Jin et al.,2014;
Santisteban et al.,2010). En résumé, la fixation des facteurs pionniers a la chromatine est
dépendante d’un environnement chromatinien favorable. Cette fixation va engendrer une
modification du niveau de compaction de I'’ADN permettant ainsi le recrutement de
facteurs de transcription et des RNs aux zones de régulation. Par la suite, la fixation des
RNs a leurs éléments de réponse va engendrer des modifications locales de la chromatine

en recrutant des cofacteurs. Ce mécanisme bien décrit pour AR et ER est donc un
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phénomeéne dynamique et met en exergue le lien d’interdépendance entre les RNs, les

facteurs pionniers et I’épigénome.

d) Effets non génomiques des RNs

Les effets non-génomiques des RNs ont été beaucoup moins explorés que leurs effets
génomiques. Néanmoins, certains RNs présentent une activité biologigue méme lorsque
leur localisation n’est pas nucléaire et vont avoir une action a court terme indépendante
de leur effet génomique suite a leur activation par leurs ligands. Cela inclut la modulation
de I'activité de canaux ioniques présents au niveau des membranes cellulaires (Aronica et
al.,1994; Nakajima et al.,1995; Valverde et al.,1999) et de kinases comme la PKA ou les
PKCs (Han et al.,2005; Mitre-Aguilar et al.,2015). Notamment, le ligand de VDR, le
1,25(0H),D3, entraine une augmentation tres rapide du calcium intracellulaire dans les
cellules cancéreuses du colon grace a une activation de canaux calciques voltage-
dépendant (Orddfiez-Moran et al.,2008). Cet effet du ligand est dépendant du RN VDR car
une diminution de I'expression de VDR, obtenue par siRNAs, abolie I'entrée du calcium
dans les cellules (Ordéfiez-Moran et al.,2008). De la méme maniére, le RN RXR inhibe
I'aggrégation des plaquettes sanguines a travers son interaction avec la protéine Gq
seulement 3 minutes apres son activation par son ligand le 9cRA (Moraes et al.,2007). Les
actions non génomiques de ER inclue la mobilisation du calcium intracellulaire (Improta-
Brears et al.,1999) et la stimulation de I'activité de I'adénylate cyclase, de la production
d’AMPc (Aronica et al.,1994; Razandi et al.,1999) et de voies de signalisation comme celle
des MAPK (Chen et al.,1999; Migliaccio et al.,1996), de la PI3K (Castoria et al.,2001;

Marino et al.,2002) et de I’AKT (Adlanmerini M et al, PNAS, 2014).
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e) Les modifications post-transcriptionnelles modulatrices de I'activité
des RNs

Comme les autres facteurs de transcription, I'activité des RNs est régulée par de
nombreux mécanismes qui vont affecter leur expression, leur fixation a I’ADN, leur
activité transcriptionnelle ou leur interaction avec d’autres partenaires. Tous ces
mécanismes peuvent étre modifiés par des modifications chimiques de la séquence
protéigue des RNs appelées modifications post-transcriptionnelles incluant Ila
phosphorylation, |'acétylation, la sumoylation, l'ubiquitination, la méthylation, I'O-
GlcNacylation, les glycations, la muyristylation, la nitration, I’ADP-ribosylation ou

I'isoprénylation.

La phosphorylation est une des modifications les plus étudiées et se caractérise
par I'addition d’'un groupement phosphate au niveau des acides aminés sérine, thréonine
ou tyrosine par des enzymes appelées kinases. 27 familles de kinases ont été identifiées.
Les RNs ont été décrits comme étant le substrat de nombreuses kinases y compris des
kinases intervenant dans la régulation du métabolisme comme la protéine kinase A, les
protéines kinases C, 'AMP kinase, les MAP kinases, I'AKT ou les GSK3. Ainsi, les
récepteurs nucléaires de la famille des PPARs sont phosphorylés au niveau de résidus
situés dans différents domaines de sa structure par les kinases du groupe PKCs (Blanquart
et al.,2004; Gray et al.,2005), par ERK/MAPK (Shalev et al.,1996) et par la protéine kinase

A (Lazennec et al.,2000).

Les RNs sont également les substrats de leurs propres coactivateurs comme P300,
PCAF ou TIP60 qui vont acétylés directement AR (Fu et al.,2000; Fu et al.,2003; Gaughan

et al.,2002) mais également FXR (Kemper et al.,2009).
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Les RNs sont donc la cible de nombreuses modifications post-transcriptionnelles
ajoutées a leur séquence protéique qui vont contribuer a la régulation dynamique de

Iactivité et des niveaux d’expression du RN.

La sumoylation est dépendante, dans un certain nombre de cas de la
phosphorylation du RN notamment pour le récepteur ERRs (Vu et al.,2007), PPARy
(Pascual et al.,2005) ou TRB (Gupta et al.,2008). En ce qui concerne la relation entre la
phosphorylation et 'ubiquitination, la situation est plus contrastée. En effet, dans le cas
de PPARYy, l'ubiquitination du RN est dépendante de sa phosphorylation au niveau de sa
sérine 112 (Floyd &Stephens,2002). Par contre, le RN Rev-erba peut étre phosphorylé au
niveau de deux résidues sérines par GSK3, phénomene protecteur contre sa dégradation
par le protéasome et donc son ubiquitination (Yin et al.,2006). De méme, le récepteur
AhR est sumoylé. Cette modification empéche ['ubiquitination du récepteur et sa
dégradation (Xing et al.,2012). Pour complexifier d’avantage la régulation de I'activité des
RNs, toutes ces modifications peuvent affecter également les cofacteurs des RNs et donc

moduler indirectement la compétence transcriptionnelle du RN.

En résumé, les récepteurs nucléaires constituent des facteurs de transcription
dont le systeme de régulation complexe inclut la disponibilité du ligand, des cofacteurs,
I'interaction avec d’autres facteurs de transcription et d’autres récepteurs nucléaires, la
présence d’un environnement génomique favorable et des modifications post-
transcriptionnelles. Tous ces parametres interviennent dans la modulation dynamique de
I'activité des RNs suite a I'exposition a I'environnement nutritif et génétique mais

également au rythme circadien. Les RNs sont des senseurs clefs du métabolisme dont
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I"activation par des ligands, pour la plupart d’origine métabolique, va pouvoir modifier
leur activité en fonction des stimuli regus. De plus, la dérégulation des RNs est associée a
de nombreuses pathologies a composante métabolique incluant le diabéte, les

dyslipidémies ou le NASH.

Dans le cadre de ma these, je me suis intéressée principalement a un organe
métaboliquement tres actif: le foie et au RN le plus exprimé dans cet organe: le

récepteur nucléaire des acides biliaires FXR (Figure 7).
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Figure 7: Expression des récepteurs nucléaires dans le foie de souris femelles
FXR est le récepteur nucléaire le plus exprimé dans le foie adapté de (Li et al.,2013).

Je vais donc particulierement traiter de I'importance du foie et plus précisément

du récepteur nucléaire FXR dans la régulation du métabolisme hépatique énergétique.
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PARTIE II. Le récepteur nucléaire FXR : un
régulateur essentiel du métabolisme et de
I'activité du foie
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Le foie est un des organes les plus importants de I'organisme. Il est composé de six
lobes indépendants chez I’humain contenant chacun une veine et une artére hépatique,
un canal biliaire et une veine sus-hépatique. Il est constitué majoritairement de cellules
hépatiques épithéliales nommées hépatocytes (représentant environ 80% des cellules),
de cellules des canaux biliaires (cholangiocytes), de cellules endothéliales, de cellules de
type macrophage les cellules de Kupffer, de cellules stellaires, de lymphocytes et de
cellules pluripotentes qui ont une fonction de régénération du foie (Gordillo et al.,2015).
Les hépatocytes sont organisés en travées délimitées par la veine hépatique
centrolobulaire et par les espaces portes. Le sang circule entre les lames épithéliales dans
des capillaires sinusoides de I'espace porte vers la veine centrolobulaire. En revanche, la
bile progresse en sens inverse pour rejoindre les canaux biliaires situés dans les espaces

portes. Les hépatocytes ont une fonction endocrine et une fonction exocrine.

Sinusoide hépatique

Canal biliaire

Hepatocyte interlobulaire

Veine
interlobulaire

auod soedsg

Artere
interlobulaire

Veine centrale

Figure 8: Organisation d’un lobule hépatique
Le lobule hépatique est constitué du centre vers la périphérie: d’'une veine centrale, de travées

d’hépatocytes délimitées par des sinusoides hépatiques et d’espace porte contenant chacun une artére,
une veine interlobulaire et un canal biliaire. Figure modifiée de http://fblt.cz/en/skripta/ix-travici-

soustava/5-jatra-a-biotransformace-xenobiotik/
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Il existe une grande hétérogénéité de fonctions physiologiques des hépatocytes en
lien avec leur localisation, ce phénomene porte le nom de zonation métabolique

(Gebhardt &Matz-Soja,2014).

Ainsi, le foie est un organe qui assure de nombreuses fonctions de I'organisme : la
régulation de la réponse métabolique a I'apport alimentaire, la synthese de la bile, de la
plupart des protéines plasmatiques ainsi que le stockage et [’élimination des

xénobiotiques.

1) Le foie : un régulateur clef du métabolisme

a) Role du foie dans le métabolisme des glucides
i) Le métabolisme glucidique dans le foie

Le foie est un organe clef dans la régulation de ’lhoméostasie glucidique. Le glucose
est une molécule énergétique essentielle métabolisée afin de produire de I’ATP a travers
la glycolyse. Dans I'objectif de fournir I'énergie nécessaire au fonctionnement des divers
tissus de I'organisme, le glucose est transporté par la circulation sanguine mais nécessite
une régulation tres fine de sa concentration orchestrée par une interaction entre de
nombreux organes notamment l'intestin, le cerveau, le foie et le pancréas afin de

maintenir une concentration appropriée de glucose dans le sang (4,5 mmol/L).

Au niveau du foie, le glucose est capté grace au transporteur de la famille des GLUT
(GLUT1, GLUT2, GLUTS5, GLUT9) (Karim et al.,2012; Seyer et al.,2013). Aprés son transport
dans I'hépatocyte, le glucose est transformé en glucose-6-phosphate par la glucokinase

(Km=10 mM) afin de diminuer sa concentration intracellulaire favorisant I'entrée de
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glucose dans I’hépatocyte (Cardenas et al.,1998). Cette enzyme est présente
exclusivement dans le foie et le pancréas. Contrairement a I’hexokinase (Km=0,1 mM)
présente dans les autres tissus, elle n’est pas inhibée par l'augmentation de la
concentration de glucose-6-phosphate et est active principalement lorsque les
concentrations de glucose sont élevées (Lenzen,2014). Par la suite, le glucose-6-
phosphate synthétisé peut avoir différentes utilisations: la production d’ATP via la
glycolyse, le stockage sous forme de glycogene via la glycogéne synthase (Agius,2008), la
lipogenese a travers sa conversion en pyruvate puis Acétyl-CoA ou la biosynthése des

hexosamines a I'origine des glycosylations de nombreuses protéines et lipides (Figure 9).
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Figure 9: Différentes voies d'utilisation du glucose dans la cellule hépatique

Le glucose est phosphorylé en glucose-6-phosphate qui va étre utilisé a travers 4 différentes voies: la
glycolyse pour la production d’énergie, la glycogénese pour le stockage, la voie des pentoses phosphates
pour la formation d’acides nucléiques et aminés ainsi que de coenzymes (NADPH) et la voie de biosynthése
des hexosamines pour réaliser le précurseur des glycations complexes et de I'O-GlcNacylation des
protéines.
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La glycolyse est controlée par 4 kinases : la glucokinase (GCK), la 6-phosphofructo-
1-kinase (PFK), la liver pyruvate kinase (LPK) et les PDKs (Figure 10). L’activité et
I’expression de ces enzymes glycolitiques sont basses en période de jeline et augmente
en période post-prandiale (Weber et al.,1966). Le pyruvate issu de la conversion du
glucose peut également entrer dans la voie des pentoses phosphates afin de produire du

NADPH requis pour la lipogenese et la biosynthése d’autres molécules.
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Figure 10: Principaux métabolites et enzymes impliqués dans la glycolyse et la néoglucogenése
dans le foie

En réponse a une augmentation de la glycémie en période post-prandiale, le

pancréas va sécréter de l'insuline qui va avoir 6 actions principales dans le but de stocker
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I’énergie ingérée : I'inhibition de la lipolyse du tissu adipeux, la stimulation de la synthese
du glycogene notamment dans le foie, I'augmentation de I'absorption du glucose dans le
muscle, le tissu adipeux et le cerveau, la répression de la néoglucogenese, de la
glycogénolyse dans le foie et l'augmentation de la lipogenese hépatique. L'exces
d’énergie est stocké sous forme de glycogéne dans le foie et les muscles et sous forme de
lipides dans le tissu adipeux. Le glycogene peut étre rapidement transformé en glucose
qui est alors relargué dans la circulation par le foie pour maintenir la glycémie. L'insuline
va également avoir un réle sur le systéme nerveux central et plus spécifiguement sur
I’hypothalamus et les nerfs vagues efférents qui vont contribuer a l'inhibition de la

production hépatique de glucose (Rojas &Schwartz,2014).

En période de jeline, le glucagon va induire la production de glucose d’abord par la
glycogénolyse. Le glycogene est hydrolysé par la glycogene phosphorylase pour générer
du glucose. Quand les stocks de glycogene hépatique sont épuisés, le glucose va étre
produit a travers la néoglucogenese en utilisant le lactate, le pyruvate, le glycérol et les
acides aminés afin d’empécher I'hypoglycémie. La néoglucogenése comprend I'oxydation
du lactate par la lactate déshydrogénase pour générer du pyruvate transporté par la suite
dans la mitochondrie et converti en oxaloacétate par la pyruvate carboxylase. Apres une
conversion en malate permettant son transport dans le cytoplasme, |'oxaloacétate
cytoplasmique est converti a son tour en phosphoénolpyruvate par I'enzyme
phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPCK). Le phosphoénolpyruvate, aprés de multiples
réactions biochimiques, est converti en fructose 1,6-biphosphate qui est ensuite
déphosphorylé par la fructose 1,6 biphosphatase (FBPase) afin de générer du fructose-6-

phosphate (Figure 10). Ce métabolite est alors converti en glucose-6-phosphate ;
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transporté dans le réticulum endoplasmique et déphosphorylé par la glucose-6-
phosphatase produisant ainsi du glucose (Oh et al.,2013). Le foie va ainsi répondre a
différents stimuli environnementaux et notamment a I'alimentation afin de fournir le
glucose nécessaire au fonctionnement de I'organisme. Il est donc nécessaire que ces voies

métaboliques soient régulées tres finement.

ii) La régulation du métabolisme du glucose dans le foie

Toutes les enzymes clefs de ce métabolisme sont régulées par des voies de

signalisation diverses.

+»* Période Post-prandiale :

En période post-prandiale, I'insuline stimule la glycogéne synthase en activant AKT
diminuant ainsi 'activité de GSK3, une kinase inhibitrice de la glycogéne synthase (Syed
&Khandelwal,2000). De plus, linsuline stimule [I'acétylation de la glycogéne
phosphorylase a [lorigine d’une répression de son activité et inhibant ainsi la
glycogénolyse (Syed &Khandelwal,2000; Zhang et al.,2012). Llinsuline augmente
également |’expression de la glucokinase et stimule de ce fait I'entrée du glucose dans la
cellule hépatique. L’élévation de la concentration de glucose-6-phosphate intracellulaire
stimule alors la synthése du glycogéne et inhibe la glycogénolyse (Agius,2008). De plus,
aprés un repas, le tractus intestinal sécrete le facteur de croissance FGF15/19 qui favorise
la synthése du glycogene via la voie de signalisation dirigée par ERK et RSK (Kir et
al.,2011). L'insuline a travers I'activation de la voie mTORC2 phosphoryle AKT, augmente
son activité et va ainsi inhiber la néoglucogenése en inactivant le facteur de transcription

FOXO1 supprimant ainsi I’expression des enzymes clefs de la néoglucogenése (Figure 12).
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Mais, d’autres voies d’inactivation de la néoglucogenese par I'insuline indépendante du
facteur FOXO1 et de I'AKT existent (Lu et al.,2012) notamment via I'activation de SIK2

(Dentin et al.,2007) ou via la voie de signalisation PKCI/A (Zhou et al.,2004).
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Figure 11: Régulation du métabolisme du glucose dans le foie en condition post-prandiale
L'insuline augmente I'expression et |'activité du facteur de transcription SREBP1c qui stimule la glycolyse et
inhibe l'activité des facteurs FOXA et FOXO ainsi que PGC1 ce qui diminue la néoglucogenése. Figure

modifiée de (Saltiel &Kahn,2001)

+* Période de jelne :

En période de jeline, les sécrétions de l'insuline et du FGF15/19 sont basses,
engendrant une inhibition de la glycogéne synthase et l'activation de la glycogene
phosphorylase. De plus, le glucagon ainsi que les catécholamines (épinephrine et
norépinephrine) sont sécrétés et vont se fixer sur leurs récepteurs couplés a la protéine G
et activer la protéine kinase A en augmentant les niveaux intracellulaires d’AMPc. La PKA

phosphoryle et active la glycogéne phosphorylase directement et indirectement en
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activant d’autres kinases. Le glucagon inhibe également l'acétylation de la glycogene
phosphorylase et inactive cette enzyme (Zhang et al.,2012). De plus, le glucagon, a travers
I'activation de la PKA qui va phosphoryler le facteur de transcription CREB, stimule
I’expression de la PEPCK, la G6Pase et de PGCla augmentant ainsi la production de
glucose par le foie (Herzig et al.,2001). Un certain nombre de facteurs de transcription
régule I'expression des enzymes de la néoglucogenése comme FOXO1 (Matsumoto et
al.,2007), HNF4a (Yoon et al.,2001) et C/EBPa (Sekine et al.,2007). De plus, le jeline est
caractérisé par une activation des senseurs énergétiques SIRT et AMPK. Ces facteurs
sensibles au statut énergétique vont alors moduler un certain nombre des facteurs de
transcription comme PGCla (Rodgers et al.,2005) et intervenir dans la réponse des génes
de la néoglucogenese au jelne. Ces mémes enzymes font également I'objet d’une
régulation par les protéines impliquées dans le rythme circadien. Par exemple, CRY1
inhibe la capacité du glucagon a stimuler la production de glucose en découplant les

récepteurs au glucagon des protéines Ga (Zhang et al.,2010).
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Figure 12: La voie de signalisation du glucagon régule le métabolisme du glucose

dans I'hépatocyte
Le glucagon a travers sa fixation a son récepteur (GCGR) va activer, en augmentant la

concentration en AMPc, la kinase PKA. Cette kinase phosphoryle le facteur de transcription
CREB, la déacétylase SIRT1 et participe a 'augmentation de I'expression et de I'activité de
PGCla. Ce mécanisme participe a |'effet inducteur de la néoglucogenése hépatique du
glucagon. La PKA va également réprimer la glycolyse, la glycogénése et augmenter la

glycogénolyse. Figure modifiée de (Quesada et al.,2008).

De nombreux récepteurs nucléaires interviennent dans la régulation de ce
métabolisme du glucose comme GR qui active les genes de la néoglucogenése (Imai et

al.,1993; Opherk et al.,2004) ou LXR (Cao et al.,2003).

La dérégulation de ce systeme intégré de controle de I'homéostasie glucidique et
notamment de la néoglucogenése hépatique est essentielle a I’hyperglycémie observée
chez les patients diabétiques de type 2 (Consoli et al.,1989). L'implication des RNs dans la
régulation du métabolisme du glucose a fait de ces facteurs inductibles des cibles

thérapeutiques d’intérét dans le cadre du traitement contre le diabéte de type 2.
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b) Rdle du foie dans le métabolisme des lipides

i) Le métabolisme des lipides dans le foie

Le foie va également avoir un role prépondérant dans la régulation du métabolisme
des lipides. En effet, les acides gras sont I'une des principales sources d’énergie pour
I'organisme mais également un des composants essentiels des membranes cellulaires. Le
foie est alimenté en acides gras a travers 4 sources primaires : la captation des acides gras
libres sanguins, la captation des acides gras issus des chylomicrons, la lipolyse du tissu

adipeux et la lipogenese de novo.

Suite a un repas, les lipides alimentaires sont absorbés par l'intestin. Puis, les
entérocytes vont synthétiser des Triglycérides (TAG) a partir des acides gras. Ces TAG sont
ensuite exportés dans des lipoprotéines appelées chylomicrons vers le systéme
lymphatique puis la circulation. La lipolyse des chylomicrons par la lipoprotéine lipase
(LPL) au niveau du foie va permettre de fournir 15% des acides gras qui sont pris en
charge par le foie en période post-prandiale (Barrows &Parks,2006). Les acides gras issus
de [I'hydrolyse des TAGs du tissu adipeux constituent la source majoritaire
d’approvisionnement du foie représentant 43% des acides gras hépatiques en période
post-prandiale et 77% a jeun. Ces 4 sources sont soumises a une régulation tres fine et
complexe. Leur contribution au pool d’acide gras de I'organisme est variable en fonction
de I'alimentation mais également de facteurs génétiques et pathophysiologiques. En plus
de ces voies classiques, d’autres voies comme I’hydrolyse des triglycérides et I'autophagie
peuvent également contribuer a des modifications du pool d’acides gras de I'organisme

(Russell et al.,2014).
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Le foie capte les acides gras libres sanguins de maniere proportionnelle a leurs
concentrations dans le sang. Les acides gras entrent dans la cellule hépatique
majoritairement via des transporteurs de la famille des FATPs et le récepteur CD36
(Nguyen et al.,2008). Une diffusion passive des acides gras a travers les membranes est
possible mais réprésente une voie mineure de leur entrée dans la cellule. Dans le foie, les
transporteurs FATP2, FATP3, FATP4 et FATP5 sont exprimés et participent a I'entrée des
acides gras dans cet organe (Kazantzis &Stahl,2012). Un facteur important régulant les
flux d’acides gras dans I’hépatocyte est leur conversion en une forme dérivée, acyl-CoA,
empéchant leur sortie de la cellule par diffusion passive (Black &DiRusso,2007). Les
membres de la famille des ACSL et des FATPs présentent tous des activités acyl-CoA
synthétases. Les acides gras, de part leur hydrophobicité, ne peuvent pas diffuser de
maniére libre dans le cytosol. En conséquence, le transport intracellulaire des acides gras
entre les organes est assuré par certains membres de la famille des FABPs notamment

I'isoforme la plus exprimée dans le foie LFABP (Hotamisligil &Bernlohr,2015).

Le foie est également un site majeur de lipogenese de novo. Cette voie métabolique
représente 5-10% des acides gras hépatiques lors du jeline mais représente environ 25%
des acides gras hépatiques en période post-prandiale (Mili¢ et al.,2014). Le glucose est
hydrolysé en pyruvate a travers la glycolyse. Le pyruvate, ainsi produit, peut étre
transporté dans la mitochondrie et métabolisé afin de générer de I’Acétyl-CoA. Apres
I'export de la mitochondrie sous forme de citrate, I'’Acétyl-CoA est carboxylé par
I’AcétylCoA carboxylase (ACC) afin de former le malonyl-CoA. Le malonyl-CoA et le
coenzyme d’oxydoréduction NADPH sont utilisés comme précurseur pour la synthese de
I'acide palmitique par I'enzyme clef de la lipogenese: la fatty acid synthase (FAS). La

chaine des acides gras est alors allongée par addition séquentielle de deux carbones a
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partir du palmitate par les membres de la famille des fatty acyl-CoA élongases (Elovl) dans
le réticulum endoplasmique afin de générer des acides gras a longues chaines. Ces acides
gras a longues chaines sont également désaturés par des stéaroyl-CoA désaturases (SCDs)

pour former des acides gras a longues chaines mono- ou poly-insaturés.
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Figure 13: Principaux métabolites impliqués dans la voie de la
lipogenese hépatique

A partir des métabolites issus de la glycolyse et de la voie de pentose phosphate, le
foie va produire a travers un cycle métabolique des acides gras par la suite
transformé en Triacylglycérol pour son stockage et son transport. Figure modifiée

de (Rui,2014).

Les acides gras de différentes provenances sont estérifiés avec le glycérol 3-
phosphate pour générer des Tri-AcylGlycérol ou triglycérides (TAG) ou avec le cholestérol
pour former des esters de cholestérol par I'intervention de différentes enzymes clefs les

acylglycérolphosphate acyltransférases AGPAT, les glycérol phosphate acyltransférases
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GPAT, les lipins et les diacylglycérol acyltransférases DGATs (Takeuchi &Reue,2009). Les
TAG et les esters de cholestérol sont stockés dans I'hépatocyte dans des gouttelettes
lipidiques ou sécrétés dans la circulation sous forme de VLDLs afin de rejoindre d’autres

zones de stockage ou d’utilisation.

Le foie est également le siege du catabolisme des acides gras a travers leur
oxydation. L’oxydation des acides gras a lieu dans trois compartiments cellulaires
différents: la mitochondrie, les peroxisomes et le réticulum endoplasmique lisse et est

élevée en période de jeline puis inhibée apres les repas.

L'oxydation des acides gras par la mitochondrie ne fournit pas seulement de
I’énergie sous forme d’ATP pour I’hépatocyte mais en cas de jelne long, permet de
fournir de I'énergie au reste de I'organisme a travers la genéese des corps cétoniques. La
translocation des acides gras a longues chaines couplées au Coenzyme A dans la
mitochondrie par CPT1 est I'étape clef et limitante de la B-oxydation des acides gras.
Cette voie métabolique est composée de deux structures différentes. La premiere
structure est située au niveau de la membrane interne de la mitochondrie et va oxyder les
acides gras a longues chaines (C12-C20). Cette étape va générer des acyl-CoAs avec de
plus courtes chaines. Ces enzymes clefs sont la Very-Long Chain AcylCoA Déshydrogénase
(VLCAD) et la protéine mitochondriale trifonctionnelle (HADHA et B). La seconde structure
est située au sein de la mitochondrie et va prendre en charge des acyl-CoAs a longues,
moyennes ou courtes chaines et résultent en I'oxydation compléte des acides gras. Les
enzymes clefs de ces étapes sont: les long, medium et short chain acylCoA
déshydrogénases (LCAD, MCAD et SCAD), la 2-enoyl-CoA hydratase (ECHS1), la 3-hydroxy-

acylCoA déshydrogénase et la 3-ketoacylCoA thiolase (Reddy &Hashimoto,2001).
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La B-oxydation peroxisomale est spécialisée dans I'oxydation des acides gras a trés
longues chaines (>C20) qui sont oxydés partiellement dans les peroxisomes puis exportés
dans la mitochondrie pour oxydation complete. Les enzymes clefs de cette voie
métabolique sont: la fatty Acyl-CoA Oxidase (AOX), I’enoyl-CoA hydratase/L-3-
hydroxyacyl-CoA déshydrogénase protéine bifonctionnelle (L-PBE) et la 3-ketoacyl-CoA

thiolase.

Finalement, la w-oxydation dans le réticulum endoplasmique est une w-
hydroxylation des acides gras catalysée par les membres de la sous-famille du
cytochrome P450 CYP4A (Miura,2013). Chez I'humain, les produits de cette étape sont

presque exclusivement oxydés par la voie peroxisomale (Mannaerts et al.,2000).

Acides gras
E-oxydation B-oxydation w-oxydation
@ — O e
mitochondrie peroxisome Reéticulum
endoplasmique lisse
< C20 >C20 C10-12
Enzymes clefs Enzymes clefs Enzymes clefs
CPT1 MCAD AOX CYP4A
VLCAD SCAD L-PBE
LCAD HADHA B

Figure 14: Principaux mécanismes d'oxydation des acides gras dans le foie
Les acides gras sont oxydés a travers trois mécanismes présents dans trois organites différents : la

mitochondrie, le peroxisome et le réticulum endoplasmique lisse. Le peroxisome est spécialisé dans
I'oxydation des acides gras a trés longues chaines (>C20). Tandis que la mitochondrie est
spécialisée dans I'oxydation des acides gras a chaines inférieurs a 20 carbones. Le réticulum
endoplasmique lisse oxyde les acides gras entre 10 et 12 carbones.

70



Ces mémes acides gras sont également des molécules « signal » a travers leur rdle
de ligand pour le récepteur nucléaire PPARa dans le foie ainsi que dans divers tissus
métaboliques comme le cceur, le tissu adipeux, les muscles ou le rein par I'activation de

récepteurs membranaires de la famille des GPCR (Milligan et al.,2014).

ii) Régulation de la lipogéneése dans le foie

La lipogeneése est régulée par de nombreux facteurs de transcription et
corégulateurs qui vont réguler la disponibilité en substrats, I'activité et I'expression des

enzymes clefs en réponse aux stimuli environnementaux.

(1) La régulation de la lipogénése par le facteur de transcription CHREBP

Le facteur de transcription ChREBP se fixe et active la LPK, I'enzyme clef de la
glycolyse dans les hépatocytes (Yamashita et al.,2001). De plus, le facteur ChREBP stimule
I'expression des génes impliqués dans la lipogenése comme Acl, Acc, Fasn, Scdl et les
Elovls (Benhamed et al.,2012). Ce facteur de transcription est inhibé par le glucagon via sa
phosphorylation par la PKA (Denechaud et al.,2008; Dentin et al.,2012). La concentration
de glucose va, quant a elle, augmenter |'activité de ChREBP a travers I'acétylation de son
résidu lysine 672 par P300 (Bricambert et al.,2010), sa déphosphorylation par la protéine
phosphatase 2A (PP2A) (lizuka &Horikawa,2008) et son O-GlcNacylation par I'enzyme O-

linked B-N-acetylglucosamine transférase (OGT) (Guinez et al.,2011).
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Figure 15: ChREBP est un régulateur majeur de la lipogénéese hépatique

Le glucose est impliqué dans les processus de déphosphorylation de ChREBP a travers |’activation
de la PP2A, la déphosphorylation de ChREBP augmente sa localisation nucléaire. Dans un second
temps, I'O-GlcNacylation de ChREBP par la voie de synthése des hexosamines et son acétylation
par la P300 augmente sa fixation a I’ADN et son activité transcriptionnelle sur les génes de la
lipogenése et la glycolyse. L'activation de la PKA par la voie du glucagon pendant le jeline
engendre une délocalisation de ChREBP dans le cytoplasme par sa phosphorylation et inhibe ainsi
ses effets génomiques.

(2) La régulation de la lipogénése par le facteur de transcription SREBP
Les membres de la famille SREBP (SREBPla, SREBP1c et SREBP2) sont des

régulateurs clefs du métabolisme des lipides situés au niveau des membranes des

réticulums endoplasmiques (Horton et al.,2002). Ces facteurs sont transloqués dans

I"appareil de Golgi et clivés de maniere séquentielles par les protéases SIP1 et 2 afin de

donner naissance a des facteurs transcriptionellement actifs. SREBP1c active les génes qui

controle la synthése des acides gras et des triglycérides (TAG) et SREBP2 active les génes

qui controlent la biosynthese du cholestérol (Horton et al.,2002). De nombreux stimuli

vont modifier l'activité des SREBPs comme par exemple, le stress du réticulum
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endoplasmique qui va promouvoir leur clivage et donc leur activation induisant ainsi une
augmentation de la lipogenése (Kammoun et al.,2009). Une concentration faible en
cholestérol peut stimuler également la famille des SREBPs dans les hépatocytes (Horton
et al.,2002). L'AMPK, une kinase activée par le stress énergétique cellulaire, phosphoryle
SREBP1c, inhibe les clivages protéiques et donc réduit son activité diminuant ainsi la
lipogenese hépatique (Li et al.,2011). SIRT1, un cofacteur sensible au niveau des réserves
énergétiques de la cellule hépatique, inhibe la lipogenese hépatique via la déacétylation
et l'inhibition de SREBP1c (Ponugoti et al.,,2010; Walker et al.,2010). D’autres voies de
signalisation comme la voie de signalisation de I'insuline AKT/PI3K/mTORC1 (Peterson et
al.,2011) sont impliquées dans la régulation de la famille des facteurs SREBPs. Ainsi,

I'insuline stimule la lipogenése en augmentant I’expression des facteurs SREBPs.

De plus, le stress du réticulum endoplasmique augmente la lipogenese hépatique a
I'origine d’une stéatose hépatique chronique (Rutkowski et al.,2008). Finalement, le
rythme circadien est impliqué également dans la régulation du métabolisme lipidique
notamment via la régulation du recrutement du corépresseur HDAC3 par les médiateurs

du rythme circadien (Feng et al.,2011).

(3) La régulation de la lipogénése par les récepteurs nucléaires

De nombreux RNs sont engagés dans la régulation de I'activité et de la
fonctionnalité des facteurs de transcription SREBPs mais également CHREBP comme les
récepteurs LXR (Watanabe et al.,2004), PPARy (Lee et al.,2012) et 6 (Liu et al.,2011)
stimulateurs de la lipogenése et FXR qui va plutét avoir un role de suppresseur de la

lipogenese hépatique (Watanabe et al.,2004).
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iii) Régulation de I'oxydation des acides gras dans le foie

Le récepteur nucléaire PPARa est le régulateur clef de la B-oxydation des acides gras
dans la mitochondrie et le peroxysome (Kersten et al.,1999). Son niveau d’expression
élevé en période de jelne, I'augmentation de son activité par des modifications post-
traductionnelles affectant ce récepteur des acides gras ou ses cofacteurs comme la
déacétylation par SIRT1 (Purushotham et al.,2009; Rodgers et al.,2005) vont augmenter la
B-oxydation des acides gras en période de je(ine. En période post-prandiale, I'insuline va
inhiber I'activité de PPARa et la B-oxydation a travers la voie de signalisation mTORC1
(Sengupta et al.,2010). En plus du récepteur nucléaire PPARa, PPARy et & pourraient
également réguler la B-oxydation des acides gras (Sanderson et al.,2009). D’autres RNs

sont impliqués dans cette régulation comme ERRs (Fan &Evans,2015).

iv) La stéatose hépatique et le NAFLD : une pathologie liée a la dérégulation du
métabolisme des lipides dans le foie

La prévalence de |'obésité dans nos sociétés industrialisées a rapidement donné lieu
a I’émergence et la recrudescence d’anomalies métaboliques associées impliquant le foie
comme le diabéte de type 2, les dyslipidémies et la stéatohépatite non-alcoolique. Le
diabete, les dyslipidémies et le NAFLD sont toutes des pathologies associées a I'insulino-

résistance.

Le spectre histologique du NAFLD va de la stéatose hépatique, considérée comme
bénigne et réversible a des Iésions stéato-hépatites entrainant I'apparition d’une fibrose

(Figure 16). Cette pathologie peut rester asymptomatique pendant de nombreuses
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années et peut chez certains patients évoluer vers une cirrhose hépatique et un cancer du
foie. La théorie privilégiée actuellement est basée sur la succession de différentes étapes
(« multiple hits ») menant au NASH. La premiére étape est caractérisée par
I"accumulation excessive des lipides sous forme de TAGs dans des goutelettes lipidiques
sensibilisant les hépatocytes au stress oxydatif. L'insulino-résistance jouerait un réle
important dans ce phénomeéne. Dans un second temps, des phénomeénes de stress
oxydatif se mettent en place, activant une cascade pro-inflammatoire par une interaction
complexe entre les hépatocytes, le tissu adipeux, les cellules étoilées et les cellules de
Kupffer aboutissant a I'apoptose des hépatocytes (Takaki A et al, Int J Mol Sci, 2013). Le
développement de cette pathologie est basé sur une interaction entre de nombreuses
caractéristiques incluant l'insulino-résistance et des phénomeénes pro-inflammatoires.
Mais, les éléments favorisant la progression des patients de stade bénin au stade

pathologique sont toujours indéfinis.
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Aspects histologiques du foie : Caractéristiques : Morphologie du foie :
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Figure 16: Différents stades de progression du NAFLD
Le premier stade de progression est la stéatose hépatique caractérisée par une accumulation de goutelettes
lipidiques concentrés principalement au niveau de la veine centrale. La stéatohépatite non alcoolique est
caractérisée par un début de fibrose (coloré en bleu), de lésions des hépatocytes et d’un recrutement de
cellules de type macrophage. La cirrhose est caractérisée par la présence d’une fibrose pontée délimitant des

nodules de régénération. Les images histologiques sont issues de (Cohen et a/.,2011).

Cette pathologie est donc clairement associée a une dérégulation des métabolismes
glucidiques et lipidiques. Les RNs ont été largement étudiés pour leur implication ou leur
potentiel thérapeutique dans cette pathologie hépatique comme PXR (Zhou et al.,2008),
FXR (Kong et al.,2009; Sinal et al.,2000), PPARa (Pawlak et al.,2015) ou TRa et B (Cable et

al.,2009).

c) Role du foie dans le transport des lipides et du cholestérol

Le foie va également avoir un role de régulateur du transport des lipides et du
cholestérol. La liaison entre les deux voies métaboliques des lipides et du cholestérol est
mise en évidence par le risque accru des patients atteints de NAFLD de développer des
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maladies cardiovasculaires (Ekstedt et al.,2006). Les maladies cardiovasculaires
représentent d’ailleurs la premiére cause de déces chez ces patients (Chatrath et

al.,2012).

Les lipoprotéines plasmatiques sont des complexes macromoléculaires mesurant de
5 a plus de 1000 nm de diametre composées de lipides et de protéines qui vont
permettre le transport des triglycérides et du cholestérol insoluble dans la circulation
sanguine. Les lipoprotéines sont constituées d’'une monocouche de phospholipides
amphiphiles, de cholestérol libre et d’apolipoprotéines qui entourent des lipides
hydrophobes essentiellement des triglycérides et des esters de cholestérol. Les
lipoprotéines peuvent étre séparées par leur densité en cinq grandes classes: les
chylomicrons, les VLDLs (Very Low Density Lipoproteins), les IDLs (Intermediate Density
Lipoproteins), les LDLs (Low Density Lipoproteins) et les HDLs (High Density Lipoproteins)
(Zhang et al.,2014). Le métabolisme des lipoprotéines est composé de trois voies

majoritaires : la voie exogene, endogéne et le transport inverse du cholestérol.

La voie exogene consiste au transport des lipoprotéines de l'intestin vers d’autres
tissus afin de fournir I’énergie nécessaire au fonctionnement de I'organisme. Les lipides
issus de la prise alimentaire sont transportés dans des chylomicrons dits naissants (CN)
riches en apoB48 et ApoAl (Hussain,2014). Les CNs deviennent matures au niveau de la
veine sous-claviere gauche par transfert d’apolipoprotéines avec les HDLs s’enrichissant
ainsi d’ApoE et d’ApoCll. L'acquisition de I’ApoCll active la lipoprotéine lipase facilitant
ainsi la dégradation des triglycérides des chylomicrons en acides gras et glycérol au
niveau des cellules des tissus périphériques principalement les muscles et le tissu adipeux

afin de leur fournir de I'énergie (Figure 17) (Kei et al.,2012). Les résidus de chylomicrons
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hydrolysés, composés majoritairement d’ApoE, appelé remnants entrent dans le foie par

le récepteur LDLR.

La voie endogene correspond au transport des lipoprotéines du foie vers d’autres
tissus. Quelques heures apres le repas, la concentration sanguine en chylomicrons baisse.
Afin d’apporter I'énergie nécessaire au fonctionnement des tissus périphériques, le foie
va donc exporter les lipides vers les tissus périphériques a travers la synthese des VLDLs.
Les VLDLs naissants contiennent de I’ApoB-100, I’ApoCl, I’ApoE, du cholestérol, du
cholestérol-estérifié et des TAGs (Liu et al.,2012). Les VLDLs sont dégradés au niveau des
tissus périphériques par la LPL libérant ainsi les acides gras. Les résidus de VLDLs sont
appelés IDLs et les TAGs contenus dans ces lipoprotéines sont hydrolysés par la lipase
hépatique (HTGL), produisant ainsi les lipoprotéines de type LDLs. Les LDLs peuvent

également étre captés par le foie a travers leur récepteur LDLR (Figure 17).

Le transport inverse du cholestérol est une voie de retour du cholestérol des tissus
périphériques vers le foie, organe responsable de son élimination. Le cholestérol va étre
transféré au foie dans les HDLs a travers le récepteur SR-B1. Le foie joue un réle
important dans la synthése des HDLs a travers la production de ’APOA1, 'APOM, LCAT et
CETP des constituants essentiels du transport inverse du cholestérol (Ohashi et al.,2005).
Les HDLs retournent alors dans la circulation pour pouvoir de nouveau capter le
cholestérol périphérique (Figure 17). Le cholestérol est alors transformé en Acides

Biliaires (ABs) dans le foie ou en hormones stéroidiennes dans les tissus stéroidogéniques.

78



Cholesterol et foie
lipides alimentaires Chalestérol et acides biliaires

Chylomicron
rernnar
' VLDL g

intestin
CE

S v )
HOL TAG —_— @
CETP DL HTGL LOL
LPL
LCAT
—
U

CD36 ABCA1 CD36 APOE/B
receptor

chylomicron

Tissu peripherique

Figure 17: Le transport des lipides et du cholestérol dans l'organisme, les principaux

transporteurs et enzymes impliqués
Les lipides et cholestérol alimentaires sont transportés a partir de I'intestin vers les autres tissus par les

chylomicrons. Les chylomicrons remnants sont captés par le foie au niveau du récepteur ApoB/E. Quelques
heures apreés le repas, le foie va exporter les TAGs via les VLDLs vers les tissus périphériques. La lipoprotéine
lipase est a I'origine de la dégradation des TAGs issus des chylomicrons et VLDLs en acides gras et glycérol
captés par les tissus périphériques. Les résidus des VLDLs sont transformés en IDLs puis en LDLs. Les LDLs
sont a nouveau capté par le foie au niveau du LDLR. Le retour du cholestérol vers le foie se fait par
I'intermédiaire des HDLs via le transporteur SR-B1.

d) Le foie : lieu de synthése des acides biliaires

Le foie produit par l'oxydation du cholestérol des molécules amphipatiques
appelées les Acides Biliaires (ABs). Ces molécules détergentes jouent un role tres
important dans |'absorption des lipides alimentaires, des vitamines liposolubles par
I'intestin mais également facilitent la sécrétion des métabolites xénobiotiques ou

endogenes par la vésicule biliaire. Il existe deux types d’acides biliaires : les ABs primaires
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synthétisés dans le foie et les ABs secondaires issus de la biotransformation des ABs

primaires par la flore intestinale.

* Synthése des acides biliaires: Les ABs primaires sont produits au niveau
du foie a travers une cascade de réactions enzymatiques reposant sur
I’hydroxylation multiple du cholestérol dans le réticulum
endoplasmique. Chez I’"humain, les ABs dits « primaires » issus de cette
voie de synthése sont les acides cholique (CAs) et Chénodeoxycholique
(CDCAs). Tandis que chez la souris, une étape supplémentaire convertit
le CDCA en acide muricholique (MCAs). L’acide ursodéoxycholique
(UDCA) est également un AB primaire chez la souris (Sayin Sl et al, Cell
Metabolism, 2013). La synthése des acides biliaires est caractérisée par
la coexistence de deux voies : la voie classique ou neutre caractérisée
par une addition de la fonction carboxyliqgue en fin de chaine
caractéristique des acides biliaires au cours des dernieres étapes de la
biosynthese et la voie alternative ou voie acide ou I'oxydation de la
chaine latérale du cholestérol précede les biotransformations du
noyau stéroide et produit des intermédiaires acides (Lefebvre et
al.,2009). Trois enzymes de la famille du cytochrome P450 ont un role
clef dans cette synthése des ABs: CYP7A1 qui catalyse la voie classique
de cette biosynthese, CYP27A1 qui catalyse la voie alternative de
biosynthese des ABs et CYP8B1 nécessaire a la production du CA et qui

régule le rapport CA/CDCA (Chiang,2009).
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La conjugaison des acides biligires dans le foie: Les ABs ainsi
synthétisés dans le foie sont alors conjugués a la taurine ou la glycine
afin de faciliter leur transport, de réduire leur toxicité et d’empécher
leur clivage par les estérases pancréatiques intestinales. Deux enzymes
sont responsables de la conjugaison des ABs BACS (Bile acid-coenzyme
A synthase) (Pircher et al.,2003) et BAAT (Bile Acid n-acetyltransferase)
(Pellicoro et al.,2007). Cette conjugaison comporte des différences en
fonction des especes étudiées. En effet, chez 'homme les ABs sont
majoritairement conjugués a la glycine alors que chez la souris, ils sont
presque exclusivement tauro-conjugués. Les ABs peuvent subir
d’autres modifications dans le foie comme la sulfation par la
sulfotransférase SULT2A1 ou la glucuronidation par des UDP-
glucuronyl-N-transférases (UGT2B4) minimisant leur toxicité et
facilitant leur élimination par voie urinaire ou fécale (Jansen et

al.,1992; Reshetnyak,2013; Yousef et al.,1992).

. Circulation entéro-hépatique des acides biliaires: Les ABs ainsi
conjugués vont étre exportés vers les canalicules biliaires a travers le
transporteur BSEP (Strautnieks et al.,1998), concentrés et stockés dans la
vésicule biliaire. L’export des ABs va permettre I'excrétion simultanée de
cholestérol et de phospholipides dans la bile a travers I'activation de
transporteurs de la famille des ABC (ATP-Binding Cassette
ABCG4/ABCGS8/ABCB4) (Elferink et al.,2004). Apres I'ingestion d’un repas,
les contractions de la vésicule biliaire induite par la cholécystokinine,

vont permettre I’expulsion de la bile de la vésicule biliaire vers I'intestin
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(Lechin et al.,1978). Les ABs vont étre réabsorbés au niveau intestinal par
les systéemes de transport ASBT (Apical Sodium-Dependent Bile Acid
Transporter) et OSTa/B (Organic Solute Transporter) vers la veine porte
(Dawson et al.,2009). Ces ABs sont alors réabsorbés par le foie via les
transporteurs NTCP (Na'-taurocholic acid cotransporting polypeptide) et
OATPs (Organic anion transporting polypeptide 1) (Dawson et al.,2009).
Seul 5% des ABs échappent a la réabsorption intestinale et vont arriver
dans le colon ou ils vont étre pris en charge par le microbiote colique
(Shneider,2001). Dans le colon, les ABs vont étre métabolisés par les
bactéries commensales du tube digestif donnant lieu a la synthése des
ABs secondaires comme l'acide déoxycholique (DCA) et lithocholique
(LCA) chez I'lhumain. Cette conversion bactérienne peut donner lieu a des
dizaines d’ABs différents par leurs propriétés physico-chimiques et leurs
abondances. Suite a leur conversion, les ABs secondaires peuvent étre
soit réabsorbés au niveau colique ou perdus dans les féces (Klaassen
&Cui,2015). A travers cette circulation entéro-hépatique et en dépit d’un
recyclage important des ABs, la fraction du pool d’ABs, définit comme
I’ensemble des ABs circulant dans ce cycle entérohépatique, excrétée par
voie fécale, est alors compensée par la synthése hépatique de novo
(Figure 18). Le pool d’ABs va ainsi circuler entre 2 et 6 fois par jour en

fonction des habitudes alimentaires chez ’lhumain.
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Figure 18: Circulation entéro-hépatique des acides biliaires
Les acides biliaires sont synthétisés au niveau du foie a partir du cholestérol puis stockés dans la vésicule

biliaire. Apres ingestion d’un repas, la vésicule biliaire se contracte et expulse les acides biliaires contenus
dans la bile dans l'intestin. Les acides biliaires vont étre réabsorbés par transport actif dans I'intestin gréle
et exportés par le systéme portal vers le foie. Une portion des acides biliaires échappent a la réabsorption
intestinale et entrent dans le colon ou ils vont étre métabolisés par la flore intestinale en acides biliaires
secondaires. Une partie des acides biliaires va étre réabsorbée par voie passive dans le colon. Néanmoins
environ 5% du pool d’acides biliaires est excrété dans les feces.

De part leurs propriétés de détergent, la concentration ainsi que la composition en
ABs va étre régulée de maniere tres fine afin de se prémunir contre la toxicité cellulaire
de ces composés notamment pour les hépatocytes. Une dérégulation de la composition
en ABs par modification de la synthese, du transport ou de la conjugaison des ABs induit
une accumulation d’espéces d’ABs tres hydrophobes au niveau hépatique mais
également plasmatique. Des |ésions hépatiques séveres surviennent causées par cette
augmentation de la concentration d’ABs mais peuvent également s’accompagner de
Iésions dans des tissues extra-hépatiques dans le cadre pathologique des cholestases

hépatiques.
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e) Les acides biliaires régulent le métabolisme énergétique

La composition du pool d’ABs ainsi que sa quantité va varier en fonction des
conditions pathologiques. Ainsi, la dérégulation du métabolisme des ABs est associée a
des pathologies incluant des dysfonctions métaboliques sévéres comme la dyslipidémie
(Gélman et al,2011; Haeusler et al.,2012; Meissner et al.,2013), le diabete (Ma
&Patti,2014) et la stéatohépatite non-alcoolique (Ferslew et al.,2015). Le r6le des ABs
dans la régulation des métabolismes énergétiques a été mis en évidence par |'utilisation
de ces molécules en clinique mais également par I'utilisation de molécules sequestrantes
d’acides biliaires empéchant leur réabsorption. Les ABs ont un réle dans leur propre
synthése et leur transport. Le traitement de patients cholestatiques atteints de cirrhose
biliaire primaire (PBC) ou de cholestase intrahépatique gestationnelle (ICP) retarde le
recours a la transplantation hépatique en augmentant I'export des ABs vers les
canalicules biliaires (Combes et al.,1995; Heathcote et al.,1994; Kuiper et al.,2011; Lindor
et al.,1995; Poupon et al.,1994). De plus, I'utilisation d’ABs comme le CDCA et 'UDCA
dans le traitement des calculs biliaires pour les dissoudre met en évidence leur réle dans
le métabolisme du cholestérol. Par ailleurs, |'utilisation du séquestrant d’acides biliaires
(colesevelam) comme traitement hypocholestérolémiant réduisant le risque de maladies
cardiovasculaires, a mis en lumiere le r6le des acides biliaires dans le transport du
cholestérol et des lipides. D’autre part, le traitement de sujets diabétiques de type 2 par
le colesevelam diminue leur glycémie et les niveaux d’hémoglobine glyquée révélant ainsi
le lien entre acides biliaires et homéostasie glucidique (Fonseca et al.,2008; Goldberg et

al.,2008; Zieve et al.,2007).
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2) Le récepteur nucléaire FXR : un senseur des acides
biliaires régulateur du métabolisme hépatique

En 1999, la mise en évidence du role de « signal moléculaire » des ABs par la
découverte de [l'existence d’un récepteur nucléaire liant les acides biliaires: FXR
(Makishima et al.,1999; Parks et al.,1999) a augmenté l'intérét pour ses molécules.
D’autres études ont montré que les ABs sont également ligands d’autres récepteurs
comme le récepteur PXR (Pregnane X Receptor) (Staudinger et al.,2001) ou TGR5 (Bile
Acid Membrane Receptor ou GPBAR1) (Kawamata et al.,2003). Une revue bibliographique
sur le récepteur nucléaire FXR et sa fonction dans le métabolisme a été écrite et publiée
au cours de ma these [Annexe 2, (Mazuy et al.,2015)]. Dans la sous-partie suivante, je vais

m’attacher a résumer et a ré-actualiser les principaux éléments de cette revue.

a) Structure et expression de FXR

Le RN FXR est un membre de la famille des RNs appartenant a la sous-famille 1 (voir
partie 1.1)). FXR est un facteur de transcription qui va agir sur I'expression de ces génes
cibles apres activation par ses ligands naturels que sont les ABs ou par des ligands
synthétiques. Il tient son nom de la découverte de son premier ligand le farnesol, un
métabolite intermédiaire du mévalonate (Weinberger,1996). Deux génes codent pour la
protéine FXR, le géne FXRa (NR1H4) et le géne FXRB (NR1H5) pseudogene chez I'humain
mais qui code pour un récepteur nucléaire chez les rongeurs activé par le lanostérol (Otte
et al.,2003). Le gene FXRa, treés conservé entre les especes, contient 10 introns et 11
exons. Le gene FXRa code pour 4 isoformes différentes al, a2, a3 et a4 (Huber et

al.,2002). Deux promoteurs alternatifs contrélent I’expression des isoformes al et a2
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pour le promoteur situé au niveau de I'exon 1 et I'expression des isoformes a3 et a4 pour
celui situé au niveau de I'exon 3 (Huber et al.,2002). La différence entre les isoformes
al/2 et les isoformes a3/4 réside dans la présence de quatre résidus « MYTG » insérés
suite a un épissage alternatif en aval de I'exon 5. Le récepteur nucléaire FXR partage la
structure commune des RNs (voir partie | 2)) avec un domaine de liaison a I’ADN, un
domaine de liaison au ligand, deux domaines fonctionnels d’activation (AF-1 et AF-2) et
une région charniére. Ces isoformes n’ont toutefois pas la méme capacité de régulation
de l'expression des geénes cibles suggérant une régulation isoforme-spécifique de

certaines fonctions de FXR (Boesjes et al.,2014; Song et al.,2013; Vaquero et al.,2013).

Le récepteur nucléaire FXR est particulierement exprimé dans le foie et 'intestin.
Les quatre isoformes sont exprimées de maniere différente en fonction des tissus et des
espéces. Chez I'humain, les isoformes FXRal et a2 sont préférentiellement exprimés dans
le foie et les surrénales, alors que les quatres isoformes sont présents dans l'intestin
gréle. FXRa3 et FXRa4 sont majoritairement exprimés dans le colon et dans les reins. Chez
la souris, le foie et I'intestin gréle expriment les quatre isoformes de maniére égale, alors
gue les reins et I'estomac des souris n’expriment que les isoformes a3 et a4 (Vaquero et
al.,2013). L'expression de FXR a également été détectée dans le pancréas humain et
murin (Popescu et al.,2010), dans les tissus reproducteurs (Anaya-Hernandez et al.,2014;
Vignozzi et al.,2011), dans les cellules musculaires lisses vasculaires (Li et al.,2007) ou les

poumons (Zhang et al.,2012).

Dans la suite de cette introduction bibliographique, je développerai uniguement le
role de FXR dans le fonctionnement du foie, ma these étant focalisée sur cet organe.

Mais, il est évident que, de part ses niveaux d’expression dans d’autres organes, FXR a un
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role extra-hépatique important (pour plus de détails voir Annexe 2 et (Modica et

al.,2010)).

b) Mode d’activation de FXR par ses ligands

Le récepteur nucléaire FXR est activé par certains ABs tels que le CDCA
(EC50=10uM), le DCA (EC50=20uM) et le LCA (ECs0=20uM). L'androstérone et
I’éthiocholonalone (produits issus du catabolisme de la testostérone) peuvent activer
également FXR (Wang et al.,2006). En plus de ces ligands d’origine naturelle, des ligands
spécifiqgues de FXR ont été synthétisés notamment a partir du CDCA. Ainsi, le 6-ECDCA
(INT747), agoniste semi-synthétique de FXR, a été créé et est actuellement utilisé en essai
clinique (Hirschfield et al.,2015; Musso et al.,2015; Neuschwander-Tetri et al.,2015;
Walters et al.,2015). Le GW4064 est un agoniste spécifique et puissant (ECsg=15nM) de
FXR (Maloney et al.,2000). Cet agoniste synthétique de FXR est trés utilisé in vitro et
parfois in vivo mais présente une treés faible biodisponibilité rendant son utilisation
limitée notamment pour les essais cliniques. D’autres agonistes ont été décrits comme le
WAY362450, la fexaramine et le Px-102 mais restent pour I'instant peu caractérisés. De
fagcon surprenante, la fexaramine et le GW4064 induisent des profils d’expression
différents dans les hépatocytes primaires de souris suggérant ainsi que FXR peut avoir un
programme transcriptionnel différent dépendant de la structure du ligand utilisé (Downes
et al.,2003). Cette différence d’action entre les agonistes de FXR a donné naissance au
concept de modulateurs sélectifs des récepteurs des acides biliaires (SBARMS) ou
agonistes partiels. En fonction du ligand, le site de liaison, la proximité de la liaison
récepteur-ligand, I'affinité de cette liaison et la conformation de FXR peuvent varier. Ces

différences vont ainsi induire un recrutement distinct de corégulateurs déterminant ainsi
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la sélectivité du ligand pour un gene donné. Cependant, cette différence peut étre
partiellement expliquée par I'activation des récepteurs Estrogenes-Related Receptors

(ERRs) par le GW4064 (Dwivedi et al.,2011).

c) Role de FXR dans la régulation de I'activité hépatique

i) Role de FXR dans le métabolisme des acides biliaires

Dans le foie, FXR participe a la régulation de la synthése et du transport des ABs
facilitant une diminution de la concentration intracellulaire en ABs. En effet, FXR régule
I’expression du récepteur nucléaire orphelin SHP, répresseur connu de I'enzyme clef de la
synthése des ABs Cyp7al (Li et al.,2010). FXR régule également I'expression de Cyp8b1,
autre enzyme clef dans la synthese des ABs par un mécanisme impliquant SHP (Sinal et
al.,2000). FXR réprime la captation des ABs par les hépatocytes a travers la régulation de
I’'expression du transporteur NTCP par un mécanisme impliquant SHP (Maeda et al.,2004;
Zollner et al.,2005). FXR augmente |'export des ABs du foie vers les canalicules biliaires en
augmentant I'expression des transporteurs BSEP et MDR3 et accroit leur efflux dans la
veine porte en augmentant I'expression des transporteurs OSTa/8 (Liu et al.,2014; Plass
et al.,2002). FXR intervient également dans la régulation des enzymes de conjugation et
de détoxification des ABs que sont les UGTs, les SULTs et les glutathiones S Transférase

(Lee et al.,2010).

FXR participe a la régulation de la synthese des ABs et leur transport a travers son
role dans l'intestin. La répression de I'enzyme CYP7A1 dans le foie est dépendante a la
fois de la présence de SHP au niveau hépatique et de I'augmentation de I'expression de
FGF15/19 par 'activation de FXR au niveau intestinal (Inagaki et al.,2005; Kir et al.,2012;

Kong et al.,2012). Récemment, une nouvelle voie de régulation du métabolisme des ABs
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dirigée par FXR a été mise a jour impliquant 'augmentation de I’expression du facteur de
transcription MafG, intervenant dans la régulation de I'expression de nombreux génes
essentiels de ce métabolisme (de Aguiar Vallim et al.,2015). De plus, FXR régule
I"absorption intestinale des acides biliaires a travers la modulation des transporteurs

IBABP et OSTa/B (Boyer et al.,2006; Hwang et al.,2002).
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Figure 19: Role de FXR dans le métabolisme des acides biliaires

Dans le foie, FXR inhibe la synthese et I'import des acides biliaires dans le foie a travers la surexpression du
récepteur nucléaire orphelin SHP. FXR accroit I'export des acides biliaires de I’hépatocyte en augmentant
I'expression de BSEP, MDR3 et OSTa/B. Dans lintestin, FXR augmente |'expression des transporteurs
d’acides biliaires IBABP et OSTa/8 et la synthése du FGF15 (souris) ou 19 (humain). Le facteur FGF15 va
rejoindre le foie par voie portale, activer son récepteur FGFR4 et participer a la répression de la synthese
hépatique des acides biliaires.

Compte-tenu de son effet protecteur sur le foie en diminuant la concentration des
ABs et donc leur toxicité, I'activation de FXR améliore les constantes hépatiques dans des

modeles murins de cholestase intra- et extra-hépatique (Cui et al.,2009; Fiorucci et
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al.,2005; Liu et al.,2003). Chez I’humain, la cholestase familiale progressive intrahépatique
de type 1 a été associée a une diminution de I'activité de FXR et/ou de son expression

(Alvarez et al.,2004; Chen et al.,2004).

ii) Role de FXR dans le métabolisme des lipides

FXR intervient également dans la régulation de la lipogenése et la synthése des
triglycérides dans le foie, en réprimant via un mécanisme potentiellement SHP-
dépendant, le facteur de transcription SREBP1c (Watanabe et al.,2004), un facteur clef
stimulateur de ces voies métaboliques (voir partie Il b) ii)). FXR diminue les
concentrations plasmatiques et hépatiques des triglycérides réduisant ainsi la stéatose
hépatique observée dans des modéles murins (Liu et al.,2014; Livero et al.,2014; Ma et
al.,2013). Des études ont toutefois remis en cause I'implication du facteur SREBP1-c dans
I'effet de FXR sur la diminution de la concentration hépatique de triglycérides. La
surexpression de SHP dans le foie de souris augmente I'expression de SREBP1c et la
quantité de TAGs hépatiques (Boulias et al.,2005) et la répression de SHP diminue
I’accumulation des TAGs dans le foie de souris ob/ob (Huang et al.,2007) ou nourris avec
un régime riche en lipides (Wang et al.,2005). Un autre mécanisme qui pourrait intervenir
dans linhibition de la lipogénese par FXR pourrait impliquer l'inhibition du facteur
CHREBP par FXR (Caron et al.,2013). Une piste supplémentaire permettant d’expliquer
I'effet bénéfique de I'activation de FXR sur la stéatose hépatique et la progression du
NAFLD (Adorini et al.,2012; Cipriani et al.,2010; Schmitt et al.,2015) implique la régulation
par FXR de I'expression de CES1 (carboxyl esterase 1) participant a I’hydrolyse des
triglycérides dans le foie (Xu et al.,2014) (Figure 20). De plus, FXR semble intervenir

également dans la régulation de la B-oxydation des acides gras. En effet, les souris Fxr'”
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ob/ob présentent une diminution de I'expression de PPARa, CPT1A régulateurs clef de
I’oxydation mitochondriale des acides gras et une augmentation de I'expression d’ACC2
impliqué dans la lipogenése (Prawitt et al.,2011). FXR augmente donc la B-oxydation des

acides gras et inhibe la lipogénese.

Figure 20: Mécanisme d'action de FXR dans la régulation du métabolisme des lipides hépatiques
FXR inhibe I'export des VLDLs par un mécanisme indirect dépendant de SHP. FXR augmente I'expression de

PPARa et la B-oxydation des acides gras. FXR accroit également I’hydrolyse des TAGs et diminue la
lipogenese.

iii) Role de FXR dans le transport des lipides et du cholestérol

Le RN FXR régule le transport des triglycérides par un mécanisme de répression de
I’expression de MTTP (Microsomal Transfer Protein) via SHP (Hirokane et al.,2004). FXR
contrble également la synthése et la captation d’autres lipoprotéines. Notamment, in
vitro, le traitement de lignées cellulaires humaines avec le CDCA ou le GW4064 réduit
I'expression de PCSK9, un inhibiteur naturel de I'activité du LDLR favorisant sa
dégradation intracellulaire (Langhi et al.,2008) suggérant ainsi une diminution de la
concentration plasmatique de LDL-C apres activation de FXR par ses ligands. Cependant,
le traitement a court ou long terme avec du CDCA de patients diabétiques et atteints de
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NAFLD augmente le taux plasmatique de LDL-C (Pérez-Aguilar et al,1985; Wang et
al.,2006). Le traitement avec 'acide obéticholique, un autre agoniste de FXR, augmente

également la concentration plasmatique de LDL-C (Neuschwander-Tetri et al.,2015).

FXR régule Ila synthése des lipoprotéines HDL en réprimant I"APOA1l
(apolipoprotéine majeure des HDLs) (Claudel et al.,2002; Gautier et al.,2013) mais
également en régulant I'expression de I’ApoM a travers un mécanisme dépendant de SHP
(Venteclef et al.,2008). FXR régule le remodelage des HDLs via I'inhibition de la LH et
I'activation de PLTP et de CETP (enzymes permettant le transfert des lipides entre HDLs,
et VLDLs/IDLs ou LDLs) (Gautier et al.,2013; Sirvent et al.,2004; Urizar et al.,2000) ainsi
que la captation des HDLs en induisant I'expression de SR-B1l. L’activation de FXR
augmente également |'expression du miRNA 33 et du miRNA 144 qui réprime ABCA1, un
transporteur de cholestérol qui revét une importance capitale pour I'efflux du cholestérol
hépatique vers les HDLs (Tarling et al.,2015; de Aguiar Vallim et al.,2013). Ainsi,
I'utilisation du CDCA lors d’un essai clinique résulte en une diminution de la concentration

en HDL-C plasmatique (Leiss &von Bergmann,1982).

En augmentant la concentration en LDL-C et en diminuant la concentration en HDL-
C dans le sang (Hirschfield et al.,2015; Mudaliar et al.,2013; Neuschwander-Tetri et
al.,2015; Walters et al.,2015), FXR a été souvent associé a un effet pro-athérogénique.
Néanmoins, le phénotype des souris Fxr’" dans différents génotypes a permis de
s’interroger sur cet effet pro-athérogénique. En effet, les souris Fxr'/'ApoE/' présentent
davantage de plagues d’athéromes que les souris Apol:‘/’ (Hanniman et al.,2005).
L'activation de FXR par son agoniste, le PX2060, diminue le cholestérol plasmatique et

réduit la formation des plaques d’athérome aortiques chez des souris transgéniques CETP
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dans le fond génétique Ldlr’” mais également chez les singes cynomolgus en augmentant
la captation par le foie de la sous-classe d’"HDL-C de type 2 et en activant I'expression de
SR-B1 (Hambruch et al.,2012). D’autres études seront nécessaires afin de pouvoir statuer

sur le réle de FXR dans le métabolisme des lipoprotéines.

iv) Role de FXR dans le métabolisme du glucose

FXR controle aussi différentes voies métaboliques de catabolisme et d’anabolisme
du glucose. FXR augmente la synthése du glycogene et diminue la glycolyse en inhibant la
LPK (Caron et al.,2013). FXR régule également la néoglucogenése hépatique mais cela
dépend du contexte physiologique. En effet, en période post-prandiale, I'activation de
FXR inhibe la néoglucogenése hépatique en réprimant les genes PEPCK et G6Pase (Ma et
al.,2006). En revanche, a jeun, l'activation de FXR augmente I'expression de ces enzymes

selon un mécanisme moléculaire qui impliquerait GR (Renga et al.,2012).

Les souris Fxr”" présentent une hypoglycémie transitoire apres un je(ine de 6 heures
associée a une baisse de la concentration hépatique en glycogéne (Cariou et al.,2006),
une hyperglycémie post-prandiale et une insulino-résistance dans le foie et le muscle
squelettique (Ma et al.,2006; Zhang et al.,2006). De facon contre-intuitive, la déficience
en FXR dans un modeéle génétique d’obésité (souris ob/ob) améliore I'homéostasie
glucidique en diminuant la prise de poids (Prawitt et al.,2011; Zhang et al.,2012). De la
méme maniere, des souris rendues obéses par un régime riche en lipides et traitées avec
le GW4064 par gavage ont montré une réduction de leur sensibilité a l'insuline et une
plus grande prise de poids que les souris non traitées par cet agoniste (Watanabe et
al.,2011). Ces différentes études semblent indiquer que FXR aurait un réle délétere dans

I’'homéostasie glucidique. Néanmoins, I'activation de FXR par injection intra-péritonéale

93



de GW4064 chez les souris ob/ob induit une augmentation de la sensibilité a I'insuline
dans le foie et le muscle squelettique (Cariou et al.,2006; Duran-Sandoval et al.,2004; Ma
et al.,2006). Ces résultats contradictoires pourraient étre liés au mode d’administration
du GW4064. En effet, le GW4064 présentant une tres faible biodisponibilité in vivo,
I'administration par voie orale semble activer presqu’exclusivement FXR au niveau
intestinal alors que par voie intra-péritonéale, |'activation de FXR est généralisée a
I’ensemble des tissus périphériques et du foie. Or, les souris présentant une déficience en
FXR spécifiquement dans le foie ne sont pas protégées de |'obésité induite par le régime
riche en lipides ni de linsulino-résistance (Prawitt et al.,2011). Ceci suggére que |'effet
négatif de I'activation de FXR sur I'homéostasie glucidique résulterait principalement

d’une activation de FXR au niveau périphérique.

v) Role de FXR dans la protection et la prolifération des hépatocytes

FXR semble également avoir un réle primordial dans la protection du foie et la
régénération hépatique. En effet, les souris Fxr’ ont une mortalité accrue et présentent
une diminution de la régénération du foie apres une hépatectomie partielle (70%) (Huang
et al.,2006). De plus, une augmentation de I'expression de FXR stimule la reconstruction
du foie aprés un traitement CCl4 induisant des lésions hépatiques séveres (Meng et
al.,2010). Ces observations suggerent que FXR protege les hépatocytes contre I'apoptose
et augmenterait la prolifération des cellules hépatiques nécessaires pour la réparation du
tissu lésé. Cette fonction de FXR impliquerait deux voies de signalisation majoritaires :
une voie sous le contréle de FXR au niveau hépatique et une autre voie sous le controle
de FXR au niveau intestinal (Borude et al.,2012; Zhang et al.,2012). La voie hépatique

s'effectue via l'augmentation de I’expression du facteur de transcription FOXM1lb
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(Forkhead Box M1 transcription factor), un régulateur clef du cycle cellulaire et de la

transition G1/S et G2/M (Chen et al.,2010; Zhang et al.,2012).

En revanche, dans un autre contexte pathologique, FXR semble agir en tant que

répresseur du cycle cellulaire. En effet, avec I'dge, les souris Fxr’”

développent
spontanément des hépatocarcinomes, ces souris sont caractérisées par une
augmentation de l'expression de genes impliquées dans l'inflammation et le cycle
cellulaire (Kim et al.,2007; Yang et al.,2007). En accord avec ce role potentiel in vivo,
I'expression de FXR est diminuée et inversement corrélée avec la progression des
tumeurs hépatiques (Liu et al.,2012). De plus, la surexpression de FXR chez les souris nude
diminue la prolifération des cellules cancéreuses et la croissance tumorale (Su et
al.,2012). Plusieurs mécanismes moléculaires ont été proposés comme intervenant dans
cet effet oncosupresseur de FXR faisant intervenir la régulation de I'inflammation du foie
et du cycle cellulaire. Une premiére hypothese de mécanisme implique I'activation de SHP
par FXR (Li et al.,2013) et I'augmentation subséquente de |'expression de SOCS3
(Supressor of Cytokine Signaling 3) diminuant la voie de signalisation pro-inflammatoire
STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) (Li et al.,2013; Xu et al.,2012).
Un article récent a également identifié un nouveau géne cible de FXR connu comme un
oncosuppresseur impliqué dans la régulation du cycle cellulaire NDRG2 (N-myc
downstream-regulated gene 2) (Deuschle et al.,2012). Le dernier mécanisme envisagé

implique la voie de signalisation de FXR dans I'intestin via I'activation du facteur FGF15/19

(Degirolamo et al.,2015).

Ces roles différents du RN FXR en fonction du contexte pathologique en tant

qu’oncosupresseur et comme facteur augmentant la régénération hépatique suggere une
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régulation complexe de I'activité transcriptionnelle et des fonctions du RN FXR

dépendante du contexte physiologique et pathologique.

3) Mode d’action et régulation du RN FXR

a) Mécanisme d’activation de FXR

L’activation de FXR par son ligand semble suivre le modele général d’activation des
RNs a travers des mécanismes génomiques et non génomiques (voir Partie I). Ainsi, au
niveau génomique, la fixation des ligands de FXR va induire le relarguage du complexe
corépresseur et le recrutement de coactivateurs qui vont modifier la structure de la
chromatine, favorisant la fixation de facteurs de transcription et des composants de la
machinerie transcriptionnelle comme I'’ARN polymérase Il sur le promoteur des genes
cibles de FXR permettant ainsi leur transcription. FXR peut se fixer sur son élément de
réponse, appelé FXRE, sous forme de monomere ou d’hétérodimere avec RXR. Il existe
différents types de FXRE. Le plus répandu, d’apres des études a I'échelle du génome, est
I'IR1 (Inverted repeat 1) constitué de deux répétitions inversées de la séquence AGGTCA
séparées par un nucléotide (Berrabah et al.,2014; Chong et al.,2010; Thomas et al.,2010).
Il a été démontré que FXR peut également fixer in vitro des séquences de type IR0 et IR2
mais aussi d’autres géométries comme les FXREs de type DR2, DR3, DR4 et DR5
constituées de deux répétitions directes de la séquence consensus séparée par deux,
trois, quatre ou cing nucléotides (Claudel et al.,2003; Kast et al.,2002; Laffitte et al.,2000;
Song et al.,2001). Finalement, FXR peut fixer des FXREs de type ER8 correspondant en la
répétition retournée de la séquence TGAACT séparée par huit nucléotides (Thomas et

al.,2010).
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b) EXR activateur de I'expression génique

L'hétérodimere FXR/RXR a été principalement associé a une activation de
I'expression génique de type transactivation simple (cf partie 1.3.). Cependant, des
mécanismes de transactivation monomérique ont été suggérés pour la régulation des

génes UGT2B4 et GLUT4 (Barbier et al.,2003; Shen et al.,2008).

* Recrutement de coactivateurs

FXR active I'expression de ces génes cibles en recrutant des coactivateurs qui vont
modifier la chromatine mais également engendrer le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle. Ce recrutement s’effectue grace a la reconnaissance d’un sillon
hydrophobe par les coactivateurs apres fixation du ligand. Ce sillon va accueillir des
motifs LXXLL présents a la surface des cofacteurs en motifs uniques ou multiples. FXR se
distingue des autres RNs par la présence de deux sites différents d’amarrage de
cofacteurs permettant aux coactivateurs ayant plus d’'un motif LXXLL d’avoir une plus
grande affinité pour FXR (Mi et al.,2003). De nombreux coactivateurs ont été identifiés
comme interagissant avec FXR ayant un réle de modification des histones, de remodelage
de la chromatine ou intervenant dans le recrutement de la machinerie transcriptionnelle

(Tableau 4).
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Tableau 4. Différents coactivateurs de FXR
Co-

activateur fonction substrat modele genes référence
. . HepG2 ; . .
P300 R';t]‘;rf‘;aas‘f:ty|L AT | H3KO/K14 | IHH ; foie de | SHP TXNIP (Caron et al.,, 2013; Fang et al.,2008;
(HAT) souris Kemper,2011)
arginine
CARML | - Svitransérase | H3RY7 HepG2 BSEP (Ananthanarayanan et al.,2004)
arginine .
PRMT1 méthyltransférase H4R3 HepG2 SHP BSEP (R|ZZO et GI,ZOOS)
lysine HepG2 ; foie | SHP BSEP .
MLL3 méthyltransférase H3K4 de souris Mrp2 (Kim et al.,2009)
lysine :
MLL4 méthyltransférase H3k4 HepG2 SHPBSEP | (Kim et al.,2009)
ASC2 Recrutement de HepG2 ; foie | SHP BSEP | (Ananthanarayanan et al.,2011; Kim et
(NCOA6) | MML3/4 de souris KNG1 M2 | 41 2009: Lien et al 2014)
) 7 4
ATPase e
Brgl remodelage de la z‘ggg&ri’sfme SHP (Miao et al.,2009)
chromatine
reporter-
TRRAP | Recrutement des HepG2 assaywith | (Unno et al.,2005)
FXRE
non-histone .
Set7l9 | \nainvitranstérase | PR Huh7 SHP BSEP | (Balasubramaniyan et al.,2012)
wo-hybrid | (gramlett et al.,2000; Lew et al.,2004; Li
SRC1 HepG2 assay SHP
BSEP OSTa | et al.,2011)
SRC2 HepG2 KNG1 (Lien et al.,2014)
recrutement IBABP
PGCla |dautres HepG2 BSEP (Zhang et al.,2004)
cofacteurs
PGC1a Foie et
SIRT1 déacétylase FxR | |intestinde | Shp OstB (Purushotham et al.,2012)
souris

Tous ses coactivateurs participent a I'activité transcriptionnelle de FXR mais de

facon gene-dépendant. En effet, par exemple, I'activation de SHP par FXR est fortement

tributaire de la présence des coactivateurs PGCla et SIRT1 ce qui n’est pas le cas des

génes BSEP et FGF19 dans les cellules HepG2 (Lien et al.,2014).

De plus, FXR peut réguler la transcription des genes a partir de zones génomiques

beaucoup plus distantes comme en témoigne la répartition des zones de fixation de FXR

sur le génome (Thomas et al.,2010). Des études récentes ont d’ailleurs identifié FXR

comme participant a des systemes de régulation complexes impliquant la liaison entre

des enhancers distants fixés par FXR et les zones promotrices par des boucles
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chromatiniennes comme pour le géne Shp (Li et al.,2010), Cyp8b1 (Sanyal et al.,2007) et

Gr (Renga et al.,2013).

¢ Collaboration avec d’autres récepteurs nucléaires et facteurs de transcription

De plus, la transactivation « composite » est aussi un mode de fonctionnement de
FXR puisqu’il collabore en synergie avec d’autres récepteurs nucléaires et facteurs de
transcription. Des études a I'échelle du génome ont montré que FXR est fortement
colocalisé avec le RN LRH-1 et ont démontré que les deux RNs coopérent de maniere
synergique dans la régulation du métabolisme lipidique hépatique (Chong et al.,2010;
Chong et al.,2012). Une synergie comparable a celle avec LRH-1 a été suggérée avec le RN
HNF4a mais est restreinte a certains génes cibles de FXR impliqués dans la coagulation et

le systeme du complément (Thomas et al.,2013).

c) FXR répresseur de I'activité transcriptionnelle

FXR réprime également I'expression de certains de ses genes cibles en recrutant des

corépresseurs essentiellement par transrépression de type « tethering ».

e Recrutement des corépresseurs

De nombreux corépresseurs de FXR ont été identifiés et vont comme les
coactivateurs modifier les histones, la structure de la chromatine ou encore empécher le

recrutement de la machinerie transcriptionnelle (Tableau 5).
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Tableau 5. Liste des corépresseurs identifiés de FXR
Co-

répresseur fonction substrat modéle référence

HepG2 ;

H3K9/14, foie de
SIRT1 déacétylase FXR souris | SHP (Kemper et al.,2009)
DAX1 Recrutement de NCOR HepG2 | SHP BSEP (Li et al.,2011)
KU80 and | protéine kinases ADN-
70 dépendantes 2 HepG2 | BSEP (Ohno et al.,2009)
_ (Caron et al.,2013; Di Leva et

HEK ; Double hybride
SMRT IHH | TXNIP al.,2013)
NCOR HEK | Double-hybride | (Di Leva et al.,2013)

e Compétition avec d’autres RNs et facteurs de transcription

FXR réprime I'activité transcriptionnelle de nombreux génes par antagonisme
d’autres RNs ou facteurs de transcription. Les génes ApoAl et ApoClll sont réprimés par
I'activation de FXR par un mécanisme de compétition avec le RN HNF4a pour la fixation
au DR1 (Claudel et al.,2002; Claudel et al.,2003). FXR réprime également |'expression de
la LPK par transrépression de type « tethering », mécanisme impliquant I'interaction avec
HNF4a et ChREBP et le recrutement du complexe corépresseur SMRT (Caron et al.,2013).
L'activation de FXR réprime la réponse inflammatoire dépendante de NFKappa-B dans le
foie mais le mécanisme moléculaire reste évasif (Wang et al.,2008). L’activation de FXR
réprime aussi la fixation de la B-caténine/TCF4 sur ’ADN au niveau du promoteur de la
cycline D1 (Liu et al.,2015). FXR diminue I’expression des genes impliqués dans
I"autophagie par un mécanisme de trans-répression du facteur de transcription CREB en
dissociant le complexe activateur CREB-CRTC2 mais également en entrant en compétition
avec PPARa au niveau des promoteurs de genes impliqués dans cette voie métabolique

(Lee et al.,2014; Seok et al.,2014).
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En résumé, FXR module I'expression de ses genes cibles a travers des mécanismes
moléculaires complexes impliguant un nombre important d’interactants qu’ils soient
cofacteurs, facteurs de transcription ou récepteurs nucléaires. Le récepteur nucléaire FXR
voit son activité modulée par les conditions physiologiques et notamment par la prise
alimentaire qui va modifier différents parametres : son expression, sa composition en
ligands, des modifications post-transcriptionnelles et modifier son interaction avec ses

différents partenaires.

d) Modulation de I'activité transcriptionnelle de FXR

i) Régulation de son expression

L’expression de FXR est régulée par les conditions physiologiques. En effet, I'insuline
diminue I'expression de FXR dans les hépatocytes primaires de rat (Duran-Sandoval et
al.,2004). En revanche, I'expression de FXR est augmentée par de fortes concentrations
en glucose (Berrabah et al.,2014; Duran-Sandoval et al.,2004). Chez la souris, en période
de jelne, I'expression de FXRa3 et a4 est augmentée dans le foie par un mécanisme
dépendant de PGC-1a (Duran-Sandoval et al.,2005; Zhang et al.,2004). En fonction du
type d’alimentation, I'expression de FXR est également modifiée. Ainsi chez le rat nourris
par un régime pro-athérogene (riche en lipides et cholestérol), I'expression génique de
FXR est diminuée par rapport a un régime standard (C6té et al.,2013). De plus, chez le rat
nourri avec un régime obésogéne, I'expression génique de FXR est augmentée (Ghoneim
et al.,2015). Peu d’études ont été menées sur l'identification des facteurs régulant cette
expression génique. Néanmoins, le facteur de transcription HNFla a été identifié comme
un régulateur de l'expression de FXR dans le foie mais également dans l'intestin

(Purushotham et al.,2012; Shih et al.,2001; Zhong et al.,2012) .

101



ii) Modification de la composition en ligands

La composition en ligands endogenes va affecter I'activité de FXR notamment a
travers |'existence des SBARMS (voir Partie Il. 2 b)). « In vivo », la composition du pool
d’ABs peut modifier I'activité de FXR, principalement dans l'intestin. En effet, tous les ABs
n’activent pas FXR de la méme fagon, le CDCA étant I'activateur le plus puissant de FXR
chez I’humain. Certains ABs semblent méme avoir des propriétés antagoniste de FXR,
comme le T-BMCA chez la souris (Sayin et al.,2013) et 'UDCA chez 'homme (Mueller et
al.,2015). Néanmoins, d’autres études menées dans différents modeles d’hépatocytes
humains n’ont pas observé d’effet antagoniste de I’'UDCA sur le RN FXR (Liu J et al, Toxicol
Sci, 2014, Bramlett KS et al, Mol Genet Metab, 2000). Une étude entrainant une
accumulation du T-BMCA dans l'intestin, le foie et le plasma montre une diminution de
I'activité intestinale de FXR mais pas d’altération de I’activité de FXR au niveau hépatique
chez la souris (Sayin et al.,2013). Cette étude pose ainsi question quant a la sensibilité de
FXR a la composition des acides biliaires dans le foie en condition physiologique. Ainsi, la
concentration hépatique des acides biliaires chez la souris est assez stable au cours d’'un
cycle de 24 heures (Hatori et al.,2012). Le suivi de I'activité de FXR in vivo par imagerie
montre que le traitement de souris avec le CDCA augmente sensiblement I'activité de FXR
au niveau intestinal mais n’affecte pas I'activité de FXR au niveau du foie (Houten et

al.,2007).
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iii) Modifications Post-transcriptionnelles de FXR

Le RN FXR est I'objet de nombreuses modifications post-transcriptionnelles qui vont
étre mises en jeu en fonction du contexte physiologique. En effet, lorsque les
concentrations en glucose dans le foie sont élevées, FXR est O-GlcNacylé, ce qui
augmente a la fois son expression et son activité dans des lignées cellulaires
d’hépatocytes (Berrabah et al.,2014). Dans des conditions ou les niveaux énergétiques
sont tres bas, AMPK est activée et va cibler un large éventail de processus énergétiques
afin de bloquer I"'anabolisme et d’augmenter les niveaux d’ATP cellulaires. AMPK va
notamment cibler le RN FXRa2 murin en phosphorylant son résidu sérine 250 diminuant
ainsi son activité transcriptionnelle en inhibant le recrutement de coactivateur (Lien et
al.,2014). L’activation de SIRT1 est responsable de la déacétylation de FXR favorisant sa
fixation a I’ADN et son hétérodimérisation avec RXR (Kemper et al.,2009). FXR est acétylé
de maniere constante dans les souris obéses nourries avec un régime riche en lipides.
L’acétylation de FXR met en jeu une inhibition de la sumoylation de FXR qui diminue son
interaction et son effet trans-répressif sur NF-kappaB augmentant ainsi I'inflammation du
foie de ces souris (Kim et al.,2015). FXR est également sujet a d’autres modifications post-
transcriptionnelles comme sa phosphorylation par la protéine kinase C alpha (Gineste et
al.,2008), ou par la protéine kinase C zeta (Frankenberg et al.,2008) ou sa méthylation par
Set7/9 (Balasubramaniyan et al.,2012) ou son ubiquitinylation (Kemper et al.,2009). La
régulation de I'activité transcriptionnelle de FXR met en jeu donc un ensemble de
modifications  post-transcriptionnelles qui vont permettre a des stimuli
environnementaux de modifier I'activité de ce RN. De plus, pour augmenter la complexité

de cette régulation, les cofacteurs de FXR peuvent également faire |'objet de
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modifications post-traductionnelles qui vont affecter leur activité comme P300 qui peut
étre phosphorylé (Wang et al.,2014; Zhang et al.,2011), acétylé et ubiquitinylé (Chen

&Li,2011).

iv) Interaction Protéine-Protéine avec d’autres facteurs de transcription et RNs

FXR voit son activité régulée par d’autres RN et facteurs de transcription. Ainsi, le
RN GR diminue I'activité transcriptionnelle de FXR en interagissant avec ce dernier et en
recrutant le complexe de corépresseurs CtBP (C-terminal binding protein) (Lu et al.,2012).
De la méme maniere, le RN ER a été montré comme réduisant I’activité transcriptionnelle

de FXR sur le transporteur BSEP (Chen et al.,2015).

L’activité de FXR est modulée de maniere complexe et trés fine par des mécanismes
mettant en jeu de nombreux partenaires ou compétiteurs, des modifications de ses
résidus protéiques, de sa stabilité protéique ou de son expression. Mais contrairement a
d’autres récepteurs nucléaires comme ER, AR et GR, aucun lien n’a été établi entre FXR et

les facteurs pionniers comme les facteurs FOXA.

Dans le cadre de ma thése, j'ai étudié le lien entre la voie de signalisation de FXR et
le facteur de transcription FOXA2. Dans la troisieme partie de cette introduction
bibliographique, je vais donc présenter le facteur FOXA2 et les éléments bibliographiques

qui nous ont amené a envisager une interaction entre ces deux voies de signalisation.
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Partie Ill. Le facteur de transcription
FOXAZ : un régulateur clef du métabolisme
et de 'activite du foie.
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1) FOXA2 : sa structure, sa répartition

FOXA2 est un facteur de transcription appartenant a la famille des facteurs de type
« forkhead » sous-famille A anciennement appelés HNF3 pour Hepatic Nuclear Factor 3
composée de trois membres FOXA1 (HNF3a), FOXA2 (HNF3B) et FOXA3 (HNF3y).

Les facteurs FOXAs sont des protéines qui contiennent trois domaines fonctionnels
comprenant un domaine central de 110 acides aminés dit « de liaison a I’ADN », entouré
de deux domaines transactivateurs, trés conservés entre les espéces (Li &Tucker,1993).
Ce domaine central de liaison a I’ADN fut a l'origine de leur découverte de part leur
fixation a des zones promotrices de génes spécifiques du foie et de son développement :
la transthyrétine (Ttr) (Costa &Grayson,1991) et I'albumine (Alb) (Shim et al.,1998). Les
facteurs FoxA interagissent avec I’ADN sous forme de monomere au niveau de leur
domaine de liaison a 'ADN et ont la caractéristique de se fixer de facon plus stable au
niveau des nucléosomes que sur de ’ADN nu in vitro (Cirillo et al.,1998). Cependant, des
études a I'échelle du génome ont montré que les facteurs FOXA1, FOXA2 et FOXA3
partagent des sites de fixation communs sur le génome (Motallebipour et al.,2009).
D’autre part, FOXA1, FOXA2 et FOXA3 interagissent ensemble et des expériences de ChIP-
reChlP démontrent une présence concomittante de ces facteurs sur des régions
génomiques (Motallebipour et al.,2009) suggérant ainsi une possible hétérodimérisation
des facteurs FOXA. Ce domaine contient deux séquences de localisation nucléaire
appelées NLS qui régule leur localisation intracellulaire.

La structure tri-dimensionnelle du domaine forkhead des facteurs FOXA a été

déterminée par cristallographie par rayons X (Costa et al.,1989). Cette structure
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comprend trois hélices a arrangées en hélice-tour-hélice séparées par des boucles et
présente une grande similarité avec celle de I'histone H1 et H5. La principale surface de
contact de la structure des facteurs FOXA avec I’ADN est située au niveau de I’'hélice 3
(Clark et al.,1993). Néanmoins, d’autres études ont montré que I'interaction des facteurs
FOXA avec I’ADN est dépendante d’autres structures de leur domaine de liaison a ’ADN
appelées « wing ». Ces boucles de polypeptides permettent la stabilisation de la fixation

de I'hélice 3 a I’ADN (Cirillo &Zaret,2007).

Figure 21: Structure tridimensionnelle du domaine forkhead de
FOXA2 fixé a ’'ADN
Cette structure est composée de 3 hélices a surmontées par deux boucles

dans une conformation hélice-tour-hélice. L'organisation de ce domaine a été
prédite d’aprés la structure cristallographique de FOXA3. Figure obtenue de
http://www.cisreg.ca/cgibin/tfe/articles.pl?tfid=167&tab=structure.

L’élément de réponse des FOXA sur I’ADN est habituellement composé de 15 a 17
paires de base avec un site de reconnaissance tres conservé de 7 paires de base

(RYMAAYA ou R=A ou G; Y=C ou T; M=A ou C) (Overdier et al.,1994). Les séquences
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adjacentes a ce site de 7 paires de base sont associées a une modulation de la spécificité
de la séquence de fixation a ’ADN (Overdier et al.,1994). En dehors du domaine central
de liaison a ’ADN, FOXA1, A2 et A3 présentent une homologie de séquences beaucoup
plus faible. Les deux domaines transactivateurs sont situés au niveau des extrémités N-
terminales et C-terminales des FOXA (Lalmansingh et al.,2012).

FOXA2 est le premier membre de la famille FOXA a étre transcrit au cours du
développement embryonnaire au niveau de la ligne primitive et du noeud de Hensen lors
du 6™ jour et demi chez la souris (Sasaki &Hogan,1993). A partir de la gastrulation,
FOXA2 est exprimé dans le mésoderme et 'endoderme (Monaghan et al.,1993). Chez
I'adulte, le géne FoxA2 est actif dans les poumons (Kaestner et al.,1994), |le foie (Kaestner
et al.,,1994), le pancréas (Vaisse et al.,1997), l'intestin (Kaestner et al.,1994), I'estomac
(Kaestner et al.,1994), les reins (David-Silva et al.,2013), certaines structures du cerveau
(Pristera et al.,2015) et dans l'appareil reproducteur féminin (Besnard et al.,2004;

Yamagami et al.,2014) et masculin.

Le r6le de FOXA2 dans le développement précoce a été mis en évidence par I'étude
du phénotype des embryons de souris homozygotes pour une mutation du géne FoxA2
(Weinstein et al.,1994).Ces embryons stoppent leur développement au 11°me jour de
I'embryogénéese et présentent de séveres défauts de développement des trois feuillets

embryonnaires, ce qui n’est pas le cas pour les embryons de souris FoxA1” (Kaestner et

al.,1999) et FoxA3™" (Shen et al.,2001).
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2) Régulation de 'expression genique de FOXA2

Tres peu de facteur de transcription ont été décrit comme régulateur de
I’expression de FOXA2, seul le facteur C/EBP est connu comme régulant |'expression
génique de FOXA2 suite a sa fixation sur son promoteur (Samadani et al.,1995). En
revanche, de nombreux articles font état d’une régulation génique de FOXA2 par des
ARNs non codants de petite taille (miRNAs) ou long (lincRNA). Récemment, le lincRNA
DEANR1 a été décrit comme a l'origine de I'augmentation de I'expression de FOXA2
observée lors de la différenciation de I'’endoderme (Jiang et al.,2015). Cette stimulation
de I'expression de FOXA2 au cours du développement est également tributaire de la
méthylation d’une zone génomique riche en CpG située en amont du promoteur de
FOXAZ2 (Bahar Halpern et al.,2014). De nombreux miRNAs inhibent I’expression de FOXA2
notamment le miRNA 141 dans les cellules HepG2 (Lin et al.,2014), le miRNA 200 dans le
foie cholestatique (Xiao et al.,2015), le miRNA 335 au cours du développement du
mésoderme (Yang et al.,2014) et le miRNA 124a dans la cellule B-pancréatique (Baroukh

et al.,2007; Jing et al.,2014; Sebastiani et al.,2015).

3) Les facteurs FOXA : des collaborateurs connus de la super-
famille des RNs

Les facteurs de la famille FOXA ont été associés tres fréquemment a la super-famille
des RNs. De part leur role de facteur pionnier, FOXA1 et FOXA2 sont des régulateurs clefs
de la fonction des récepteurs nucléaires ER dans le cadre du cancer du sein (Carroll et

al.,2005; Hurtado et al.,2011), AR dans le développement du cancer de la prostate (Jin et
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al.,2014; Robinson et al.,2011; Sahu et al.,2011) et GR (Belikov et al.,2009; Belikov et
al.,2012; Sahu et al.,2013). FOXA2 interagit physiquement et est un coactivateur du
récepteur nucléaire Nurrl dans les neurones dopaminergiques (Lee et al.,2010; Oh et
al.,2015; Yi et al.,2014). Les facteurs FOXA semblent donc agir en synergie avec les

récepteurs nucléaires et/ou modifier I'activité de certains récepteurs nucléaires.

A contrario, certains RNs modulent I'activité transcriptionnelle du facteur de
transcription FOXA2. Ainsi, NUR77 régule I'expression génique de FOXA2 (Hu et al.,2012).
L’activation de PXR réprime I’activité de FOXA2 sur les genes Cptla et Hmgcs2 dans le foie
(Nakamura et al.,2007). Le RN orphelin SHP réprime I'activité transcriptionnelle de FOXA2

en diminuant sa fixation sur ’ADN (Kim et al.,2004).

4) FOXAZ2 : un facteur de transcription aux nombreux roles
hépatiques

a) Role de FOXA2 dans le développement du foie

Compte-tenu de la cinétique d’expression de FOXA2 dans le développement
embryonnaire et de sa fixation sur le promoteur de genes clefs pour I'hépatogénése
(albumine et transthyrétine), FOXA2 a rapidement été associé au développement du foie.
Etant donné la léthalité précoce de la déficience en FoxA2 chez la souris, I'étude de
I'implication de FOXA2 dans ce mécanisme a nécessité la création d’un autre modele
présentant une délétion du gene FoxA2 sous le contrdle d’une Cre recombinase couplée
au promoteur de FoxA3 qui est actif plus tardivement au cours du développement (Lee et
al.,2005). Ce modéle murin présente une délétion du géne FoxA2 a partir du jour

floxhed/floxhed

embryonnaire 8,5 (FoxA2 FoxA3-Cre), un développement normal du foie et une
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mortalité aprées la naissance (Lee et al.,2005). FOXA2 n’est donc pas forcément requis
pour le développement du foie. Néanmoins, lorsque les deux génes FoxAl et FoxA2
(FoxA1”" FoxA2'""®FoxA3-Cre) ne sont pas exprimés dans I'endoderme au cours de
I'organogénese, le développement du foie est complétement stoppé. De plus, méme si
des cellules issues de I'endoderme de souris n’exprimant pas FoxA2 et FoxA1l sont mises
en culture en présence du facteur FGF2 inducteur du programme de différenciation des
cellules hépatiques, ces cellules se révelent incapables d’activer le programme
transcriptionnel caractéristique des cellules hépatiques (Lee et al.,2005). Ceci révele que
les facteurs FOXA1 et FOXA2 ont un rOle trés important dans le développement du foie
méme si ce role ne requiert que la présence d’un des deux facteurs. Les facteurs de
transcription FOXA1 et FOXA2 sont donc capables de compenser la perte de I'un deux et

ont donc une redondance fonctionnelle dans I’"hépatogénése.

De plus, des réles compensatoires similaires ont été décrits dans le développement
d’autres organes notamment les poumons (Wan et al.,2005) et la différenciation des

neurones dopaminergiques (Stott et al.,2013).

FOXA1 et FOXA2 présentent d’ailleurs des sites de fixation communs sur le génome
représentant 50% du cistrome de FOXA2 dans les cellules HepG2 (Motallebipour et
al.,2009) et 28% de son cistrome dans le foie de souris (Bochkis et al.,2012). Néanmoins,
des voies de signalisation particulieres sont associées au site de fixation spécifique de
FOXA2 sur le génome faisant de FOXA2 un régulateur plus spécifigue du métabolisme des
lipides, des stéroides et des glucides. De plus, I'analyse comparative des genes

différentiellement régulés par la délétion de Foxa2 ou de Foxal dans le foie met en
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évidence que ces deux facteurs ont bien une activité transcriptionnelle distincte (Bochkis

et al.,2012).

D’un point de vue mécanistique, les facteurs FOXA peuvent se fixer trés tot au cours
du développement au niveau de l’enhancer de l'albumine sur de la chromatine
condensée et donc non accessible a la fixation de la plupart des facteurs de transcription.
La fixation des FOXA va engendrer un relachement local de la structure de la chromatine
non-dépendant de I’ATP nécessaire a la fixation d’autres facteurs de transcription et a
I'initiation de la transcription du gene (Cirillo et al.,2002). Ainsi, la fixation des facteurs
FOXA sur [l'enhancer d’Alb va déterminer [I'acquisition de sa compétence
transcriptionnelle en prémarquant la chromatine dans le foie naissant (Zaret
&Carroll,2011). C’est par le biais de ce mécanisme que les facteurs FOXA ont été qualifiés

le titre de « facteur pionnier » (voir partie | 3) c) iii)).

b) Réle de FOXA2 dans le métabolisme des acides biliaires.

FOXA2 a un rble de régulateur du métabolisme des ABs. Dans les années 2000,
I"utilisation d’'un modele de surexpression de FOXA2 par injection d’adénovirus a permis
de mettre en évidence une augmentation de la concentration hépatique en ABs dans les
foies surexprimant FOXA2 (Rausa et al.,2000; Tan et al.,2002). Cette augmentation de la
concentration des ABs a été attribuée a une diminution drastique de I'expression du gene
Ntcp. Plus récemment, l'utilisation du modele de souris déficiente en FOXA2
spécifiqguement dans le foie a permis de démontrer que ce facteur agit bien sur le
métabolisme des ABs. Contrairement a ce qu’aurait laissé supposer les résultats de la

premiere étude, la déficience de FOXA2 dans le foie induit une augmentation de la
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concentration hépatique des ABs (Bochkis et al.,2008). FOXA2 semble étre un régulateur

d’un grand nombre de genes du métabolisme des acides biliaires.

FOXA2 régule I'expression des génes de la synthése des ABs. En effet, dans le foie
des souris Foxa2 "™ . Alfp Cre, I'expression génique du récepteur nucléaire Shp est
augmentée. Les enzymes clef de la synthese des ABs Cyp7A1 et Cyp8b1 sont réprimés.
L’expression génique du transporteur Ntcp, également sous le controle de SHP, est
réprimée dans le foie des souris déficientes en FOXA2. La synthése des ABs est inhibée
mais la concentration des ABs hépatiques augmente, ceci suppose une action
supplémentaire de FOXA2 sur les transporteurs d’ABs. FOXA2 régule ainsi I'expression de
transporteurs impliqués dans la sortie des ABs de la cellule hépatique tels que Mrp2,
Mrp4, Mrp3, Oatpl et Oatp2. La diminution de I'’export des ABs dans les souris Foxa2
loxf/loxP . Alfp Cre va engendrer une accumulation des ABs dans le foie. De plus, FOXA2
régule également I'expression d’enzymes responsables de la détoxification des ABs
comme Slc17A5 (responsable de la conversion des acides biliaires en especes plus

solubles nécessaires a leur export), Gstm2, Gstal, Gsta2 (responsables de la conjugaison

des acides biliaires a la glutathione) et Cyp3A11 (voir figure 22).
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Figure 22: FOXA2 régule le métabolisme des acides biliaires
FOXA2 régule I'expression de divers transporteurs dans le foie incluant Mrp2, Mrp3,
Mrpd4, Oatp2 et des enzymes de détoxification des ABs notamment Gstal, Gsta2,

Gstm2, Cyp3A11 et Slc27a5. Figure modifiée de (Le Lay &Kaestner,2010).

Cet effet combiné de FOXA2 sur le métabolisme des ABs rend les souris, déficientes en
FOXA2 spécifiquement dans le foie, plus sensibles a un régime enrichi en CA. Ces souris
présentent, en effet, une cholestase intra-hépatique plus marquée avec une
augmentation du stress du réticulum endoplasmique et des Iésions hépatiques accrues

(Bochkis et al.,2008).

L'expression de FOXA2 est altérée dans différents modeles murins de cholestase
comme les souris ayant subi une ligation des canaux biliaires, les souris traitées avec des
lipopolysaccharides ou nourries avec de I'acide cholique (Zollner et al.,2005). De plus, une
inhibition de I'expression de FOXA2 a été mise en évidence chez des patients atteints de
différentes formes de cholestase comme l'atrésie biliaire ou la cholangite sclérosante

primitive (Bochkis et al.,2008; Tsai et al.,2015).
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c) Role de FOXA2 dans le métabolisme des lipides.

Parallelement, FOXA2 régule les genes impliqués dans le métabolisme des lipides
incluant la B-oxydation des acides gras et la dégradation des triglycérides. Ainsi, la
surexpression de la protéine FOXA2 constitutivement active par infection adénovirale
chez les souris ob/ob a mis en évidence une augmentation de I'expression des génes de la
B-oxydation mitochondriale et peroxisomale comme Vicad (very-long chain
deshydrogénase), Mcad (Medium chain deshydrogenase), Acot2 (Acyl-CoA thioesterase

2), Acaalb (acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1B) et Ecil (enoyl-CoA delta isomerase 1).

Cette méme étude a montré que FOXA2 accentue I'import des acides gras dans la
mitochondrie par la modulation de I'expression des génes Cd36 (cluster of differentiation
36), Bbox1 (butyrobetaine (Gamma) 2-oxoglutarate dioxygenase), Crat (carnitine O-
acetyltransferase), Crot (carnitine  O-octanoyltransferase), Cptla (carnitine

palmitoyltransferase 1A) et SIc25a20 (solute carrier family 25 member 20).

FOXA2 est impliqué dans la régulation du transport intracellulaire des acides gras
dans la cellule hépatique humaine a travers I'augmentation de I'expression de FABP1 (Wu
et al.,2012), gene dont la répression dans le foie engendre une stéatose hépatique sévere

(Newberry et al.,2008).

De la méme maniére, I'augmentation de I'expression de FOXA2 accroit la
dégradation des triglycérides en activant I'expression de la lipoprotéine lipase (Lp/), la
lipase hépatique (Lipc), la lipase endothéliale (E/), la lipase monoglycéride (Magl), la

Glycerol kinase (Gk) et la lipase hormono-sensible (Hs/).
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Finalement, la surexpression de FOXA2 engendre également une répression de la
lipogenese a travers l'inhibition des genes clefs de cette voie métabolique comme Fasn,

Acc et Scd1 (Wolfrum et al.,2004).

Néanmoins, aucune étude mécanistique précise n’a été réalisée concernant le

mécanisme d’action de FOXA2 sur la plupart de ces génes cibles.

| lipogénsse hépatique \ 1 dégradation des TAGs
*Fasn  +Acc sLipc  *Mag!
-Scd1 —— \ Lpl +Hsl

1 transport entrée des acides
gras dans "hépatocyte

+Cd36 «Crot

1 proxydation des acides gras Bhox1 “Fabp1
«Cptia  +Acot2 +Crat  +Slc25a20
*Vicad  +Acaalb
*Micad

Figure 23: Role de FOXA2 dans le métabolisme des lipides
FOXA2 inhibe I'anabolisme des acides gras et augmente leur catabolisme.

Compte-tenu de son influence sur le métabolisme des lipides, FOXA2 a été étudié
dans le contexte du NAFLD. Ainsi, la surexpression des formes constitutivement actives de
FOXA2 diminue I'accumulation de TAGs dans le foie de ces souris dans différents modeles
de stéatose hépatique comme les souris ob/ob ou les souris nourris avec un régime riche
en graisse (Wolfrum &Stoffel,2006; Wolfrum et al.,2004; von Meyenn et al.,2013). De
plus, l'activité de FOXA2 décline avec I'dge chez le rat, ce qui est corrélé avec le
développement d’une stéatose hépatique et d’une hyperinsulinémie post-prandiale
(Salamanca et al.,2015). Une étude a large échelle de la méthylation de ’ADN dans le foie
de patients atteints des différents stades du NAFLD a mis en évidence 294 génes associés
soit a une hyper- ou hypo-méthylation des zones promotrices riches en CpG (Ahrens et

al.,2013). La confrontation de ces données avec les données de fixation de facteurs de
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transcription issues du consortium ENCODE dans la lignée cellulaire d’hépatocarcinome
humain (HepG2) montre que le facteur FOXA2 est enrichie significativement au niveau de
ces régions promotrices (Ahrens et al.,2013). Des études complémentaires seront
nécessaires afin de prouver que l'activité de FOXA2 est perturbée chez les patients

atteints de NAFLD et son réle dans le développement de cette pathologie.

d) Rdle de FOXA2 dans le transport du cholestérol et des lipides

FOXA2 régule le transport du cholestérol et des lipides a travers son implication

dans la synthése des VLDLs et des HDLs.

FOXA2 régule I'expression du géne Mttp, augmente la sécrétion des VLDLs et donc
par conséquent la concentration sanguine de triglycérides (Wolfrum &Stoffel,2006). On
ne peut pas exclure I'implication d’autres genes cibles de FOXA2 dans ce phénoméne
comme le gene de I'ApoB qui présente une zone de fixation de FOXA2 (d’apres des

données de ChIPseq dans le foie de souris) (Wederell et al.,2008).

FOXA2 joue un réle clef dans le transport inverse du cholestérol en régulant
I’expression de I’Apolipoprotéine M. L'utilisation des techniques de surexpression et de
répression de FOXA2 ont permis de montrer qu’il augmente I'expression de I’ApoM ainsi
gue la concentration en aHDL et pré-B HDLs plasmatiques (Hu et al.,2012; Wolfrum et
al.,2008; Zhao et al.,2014). De plus, I'expression de ’ApoA1 est également réprimée chez
les souris déficientes en FOXA2 spécifiquement dans le foie (Bochkis et al.,2013). FOXA2
est connu comme un répresseur de |'expression du transporteur ABCA1 responsable de

I'efflux du cholestérol de la cellule hépatique (Thymiakou &Kardassis,2014).

117



Des résultats récents ont d’ailleurs montré que des polymorphismes génétiques
affectant des sites de fixation de FOXA2 chez I'humain sont associés a des loci impliqués

dans la succeptibilité aux maladies cardiovasculaires (Johnson et al.,2014).

Ces résultats suggerent que FOXA2, a travers son réle dans le contrdole du transport
du cholestérol et des lipides, pourrait étre impliqué dans le développement de

I’athérosclérose chez ’lhomme.

e) Réle de FOXA2 dans le métabolisme des glucides

FOXA2 joue un rble important dans la régulation du métabolisme du glucose
comme en témoigne [I'hypoglycémie observée a Ila naissance des souris

FoxazloxP/loxP

Foxa3Cre. FOXA2 régule l'expression génique des enzymes clefs de la
néoglucogenése que sont la Pepck et la G6pc (Rausa et al.,2000). De plus, un modele de
souris transgéniques surexprimant FOXA2 présente une diminution des stocks de
glycogene hépatique et de I'expression du transporteur de glucose Glut2 (Rausa et
al.,2000). Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant un modele de souris
surexprimant FOXA2 suite a une infection adénovirale (Tan et al.,2002). De plus, des
variants génétiques de FOXA2 ont été associés au diabéte de type 2 dans une cohorte
comprenant 1031 diabétiques de type 2 et 625 patients controle (Tabassum et al.,2008).
Néanmoins, I'importance de FOXA2 comme régulateur de la néoglucogenese hépatique in
vivo a été remise en cause par I'absence d’effet d’'une double délétion de FoxO1 et FoxA2
dans le foie comparé a la délétion unique du géne FoxO1 (Haeusler et al.,2010). L’analyse

des données de puce a ADN issues de la surexpression d’'une forme constitutivement

active de FOXA2 a montré que d’autres voies métaboliques de ’lhoméostasie du glucose
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sont affectées par ce facteur comme la glycolyse. Cependant, le mécanisme moléculaire

mis en jeu reste a définir (Wolfrum et al.,2004).

f) Rdle de FOXA2 dans la prolifération des cellules tumorales du foie

Des polymorphismes génétiques affectant des loci associés au développement de
cancer chez I'humain ont été caractérisés comme étant fixé par FOXA2 (Johnson et
al.,2014; Li et al.,2012). 'expression de FOXA2 est d’ailleurs diminuée dans des biopsies
tumorales de foie (Wang et al.,2014). De plus, la diminution de I'expression de FOXA2 est
associée a des caractéristiques de sévérité et de gravité du pronostic en particulier a un
plus grand risque de développement de métastases. La surexpression de FOXA2 dans les
cellules d’hépatocarcinomes diminue la migration et le développement de métastases
osseuses, cérébrales et pulmonaires dans deux modeéles murins différents a travers en
partie la régulation de la transcription du géne Mmp-9 (matrix metalloproteinase) (Wang
et al.,2014). Un second mécanisme a été décrit associant FOXA2 a un effet
oncosupresseur. FOXA2 diminue la prolifération cellulaire et la tumorigenése en inhibant
la voie NOTCH par l'intermédiaire de la régulation de I'expression de NUMB un inhibiteur
de cette voie de signalisation (Liu et al.,2012). Linhibition de la voie NOTCH est
actuellement une cible thérapeutique en cours de développement préclinique pour le
traitement de nombreux cancers (Yuan et al.,2015). Ces résultats prometteurs font de

FOXAZ2 une cible thérapeutique d’intérét majeur dans le cadre du cancer du foie.

Néanmoins, il apparait que I'action de FOXA2 sur le développement de

I’hépatocarcinome est dépendante du sexe. En effet, une étude réalisée chez la souris a

119



montré que FOXAl et FOXA2 sont impliqués a la fois dans la résistance des souris
femelles a la carcinogénése induite par le N,N-diethylnitrosamine (DEN) mais également
dans la sensibilité accrue des souris males a ce composé (Li et al.,2012). FOXA2 et FOXA1
sont recrutés au niveau de genes de résistance au cancer apres traitement par le DEN
chez les souris femelles et males (Li et al.,2012). La fixation de FOXA2 et FOXA1 a ces
zones génomiques va entrainer le recrutement d’ER chez la souris femelle a I'origine
d’une augmentation de |'expression génique des genes de résistance et en conséquence
d’une protection du foie contre I’hépatocarcinome. Chez le méale, AR va étre recruté au
niveau des zones génomiques par FOXA1l et FOXA2 induisant ainsi une répression des
génes de résistance et donc une sensibilité accrue a ce cancérigéne (Li et al.,2012). De ce
fait, les facteurs FOXA ont un réle clef dans le dimorphisme sexuel observé dans le cancer
du foie (Li et al.,2012). Ces résultats semblent donc indiquer que des stratégies
thérapeutiques inverses ciblant les facteurs de transcription FOXA pourraient étre
envisagées dans le cadre du cancer du foie chez la femme ou chez 'homme. Une
augmentation de l'activité des FOXA dans le foie chez la femme serait donc bénéfique

alors que chez ’homme, la stratégie serait plutét de réduire leur activité pro-carcinogene.
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Figure 24: FOXA2 et FOXA1l sont impliqués dans le dimorphisme sexuel observé dans la
sensibilité au cancer du foie

Chez la souris, les femelles sont résistantes au cancer du foie induit par DEN et les males sont sensibles a ce
composé. Les souris déficientes en FOXAl et FOXA2 spécifiguement dans le foie présentent un

dimorphisme sexuel inverse. Photos issues de (Li et al.,2012).

Ainsi, FOXA2, a travers ses multiples fonctions, est un régulateur majeur de
I'homéostasie énergétique mais contribue également a protéger le foie contre le

développement de cancer ou la toxicité des ABs.

5) FOXA2 est modulée par les conditions physiologiques

De facon intéressante, I'activité de FOXA2 est modulée par différentes conditions

physiologiques :

¢ Insuline:

L'insuline régule I'activité transcriptionnelle de FOXA2 en activant la
voie AKT/PKB. L’AKT activée va alors phosphoryler FOXA2 au niveau de son
résidu thréonine 156 entrainant ainsi un défaut de fixation de FOXA2 a ’'ADN
par exclusion nucléaire (Wolfrum et al,2003; Wolfrum et al.,2004).
L’exclusion nucléaire de FOXA2 par l'insuline est néanmoins controversée
(Zhang et al.,2005). Un autre mécanisme a été proposé ne nécessitant pas
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I’exclusion nucléaire de FOXA2 ou la diminution de la fixation de FOXA2 sur
I’ADN: FOXA2, dans des conditions de jeQine, augmenterait le recrutement de
CREB et GR au niveau des génes Tat, Pepck et Igfbp1 (Zhang et al.,2005). Suite
a la remise en cause de son modele d’exclusion nucléaire par I'insuline, Stoffel
et son équipe ont démontré que ce mécanisme de répression de FOXA2 par
I'insuline n’était pas dépendant de I'exclusion nucléaire de FOXA2 (Howell
&Stoffel,2009). De plus, récemment, une nouvelle voie de régulation de
I'activité de FOXA2 par I'apport alimentaire a été décrite et implique SIRT1. En
effet, FOXA2 interagit physiquement avec SIRT1 en période post-prandiale,
cette interaction diminue le niveau d’acétylation de FOXA2 et sa stabilité
protéiqgue en partie par une augmentation de sa dégradation par le
protéasome (van Gent et al.,2014). De plus, la diminution de la prise
alimentaire inhibe l'interaction entre SIRT1 et FOXA2 et accroit les niveaux
d’acétylation de FOXA2 et donc son activité transcriptionnelle (van Gent et

al.,2014).

e Glucagon:

Plus récemment, le mécanisme de régulation de I'activité de FOXA2 par le
statut nutritionnel a été complété par I'étude de l'effet du glucagon. Le
glucagon a travers l'activation de I’histone acétyltransférase P300 augmente
I'acétylation de FOXA2 sur le résidu lysine 259. Cette acétylation accroit
I'activité transcriptionnelle de FOXA2 sur ces genes cibles Mcad, Vicad, Cptla,

Hmgcs et Geck (von Meyenn et al.,2013).
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Figure 25: Régulation du facteur de transcription FOXA2 par les conditions physiologiques
En situation post-prandiale, FOXA2 est phosphorylé par I’AKT au niveau de son résidu thréonine 156 et est

fixé a SIRT1, ces deux processus vont inhiber son activité transcriptionnelle et augmenter sa dégradation
par le protéasome. Quelques heures aprés le repas, la voie de signalisation du glucagon va augmenter
I'interaction de FOXA2 avec P300 et accroitre le niveau d’acétylation de FOXA2 sur de nombreux résidus et
son activité transcriptionnelle.

¢ Acides aminés :

Une diminution de I'apport protéique dans I'alimentation augmente
I’expression génique de FOXA2 dans les cellules HepG2 et dans les foies de

souris (Su et al.,2009). Le mécanisme mis en jeu n’est pas encore exploré.
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Chapitre 2 : Objectif de
I'étude



Dans l'introduction bibliographique, nous avons pu mettre en exergue les fonctions
et les genes cibles communs que FXR et FOXA2 régulent dans le foie. D’aprés cette
analyse, ces deux facteurs sont impliqués dans la régulation des métabolismes des acides
biliaires, des lipides et des glucides qui revetent une importance capitale dans le
fonctionnement du foie (figure 26). lls interagissent également avec des facteurs et
cofacteurs communs comme SIRT1, P300, HNF4 ou CREB et sont régulés par les
conditions nutritionnelles. Cependant, malgré cette proximité fonctionnelle, aucun lien

n’a été établi entre ces deux facteurs.
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Figure 26: Fonctions, cofacteurs/interactants et génes cibles communs de FXR et de FOXA2 dans
le foie

Notre analyse préliminaire de données issues de ChiP-seq FXR dans des hépatocytes
primaires humains (Zhan et al.,2014) et dans le foie de souris C57BI6 (Thomas et al.,2010)
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a mis en évidence que les sites de fixation de FXR étaient associés respectivement a 3371
et 3068 genes. Une analyse fonctionnelle de cette liste de genes a révélé une voie de
signalisation particulierement enrichie dans la liste de genes potentiellement régulés par

FXR appelée « Voie de signalisation de FOXA2 et FOXA3» (Figure 27).

ChlIPseq FXR hépatocytes primaires humains ChlIPseq FXR foie de souris
GREAT
Voie de signalisation GREAT Voie de signalisation
FOXA2 et FOXA3 FOXA2 et FOXA3
=) py=1.05.10" 3068 |mmd)  Pv=8.3.10"
ABCCS8, AFP, ALAS1; ALB, G6Pc, Acadm, Afp, Alas1; Alb, Gépc,
SLC2A2, PCK1, TAT SIc2A2, Pckl, Tat

Figure 27: Analyse des génes associés a la fixation de FXR dans des hépatocytes primaires humains
et dans le foie de souris
Des données de Chipseq issues de (Zhan et al.,2014) et de (Thomas et al.,2010) ont été analysées.

L'association des genes cibles et des zones de fixation de FXR ainsi qu’une analyse fonctionnelle a été
réalisée en utilisant le logiciel GREAT.

Ces nombreuses données nous ont amené a envisager |I’"hypotheése qu’il existe une

relation entre le récepteur nucléaire FXR et le facteur de transcription FOXA2 dans le

métabolisme hépatique.

Ce lien éventuel nous a d’autant plus intéressé qu’une altération de I'activité de ces
deux facteurs a été associée a des dysfonctions métaboliques du foie impliquées dans le
développement de pathologies comme le diabete de type 2, le NAFLD, I'athérosclérose ou
la cholestase. Etablir une connexion entre le récepteur nucléaire FXR et le facteur de
transcription FOXA2 s’inscrit dans une connaissance des mécanismes moléculaires mis en
jeu dans le cadre de pathologies hépatiques et dans la réponse du foie a I'apport

alimentaire.
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L'objectif de ma thése a donc été d’établir la nature du lien entre les voies de
signalisation de FXR et de FOXA2 dans le foie et son implication dans la régulation de

I'activité transcriptionnelle de FXR par le statut nutritionnel.

127



Chapitre 3 : Résultats



1) Introduction:

Comme indiqué dans l'introduction bibliographique, FXR a un role tres important
dans la régulation de I'activité du foie. Il est d’ailleurs I'objet de nombreuses recherches
cliniques pour son bénéfice dans le traitement du NASH, des cholestases et des
dyslipidémies. FXR est régulé par les conditions nutritionnelles a travers des mécanismes
qui vont affecter directement FXR via des modifications post-traductionnelles mais
également par son interaction avec de multiples partenaires et compétiteurs. Les études
menées sur la régulation de I'expression génique a large échelle ont montré que de
nombreux facteurs de transcription y compris la super-famille des récepteurs nucléaires
se fixent préférentiellement dans des régions du génome appelées « transcription factor
hotspots ». Cette cartographie du génome a montré que l'activité des facteurs de
transcription est fortement régulée par leurs interactions au niveau de ces régions.
Aucune étude n’a cependant été réalisée identifiant des interactants du récepteur
nucléaire FXR a I'échelle du génome. Nous avons bénéficié de la disponibilité de
nombreuses données de fixation de facteurs de transcription dans les cellules HepG2
générées par le consortium ENCODE et de nos données de ChIPseq FXR obtenus dans
cette méme lignée cellulaire HepG2 (Berrabah et al.,2014). Cette analyse large échelle
nous a permis d’identifier FOXA2 comme un facteur de transcription fortement colocalisé
avec le récepteur nucléaire sur le génome de cette lignée humaine issue
d’hépatocarcinome suggérant une coopérativité entre ces deux régulateurs clefs du

métabolisme des lipides, du glucose, des lipoprotéines et des acides biliaires.
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Dans le cadre de cette étude, nous avons étudié la fonctionnalité et les mécanismes
impliqués par cette colocalisation de FXR et de FOXA2 au niveau du génome. FOXA2 est
régulé par les conditions nutritionnelles a travers son activation par la voie de
signalisation du glucagon et son inhibition par I'insuline. Nous avons exploré par la suite le

role de FOXA2 dans la régulation de I'activité transcriptionnelle de FXR par ces stimuli.

Le manuscrit suivant présente I'ensemble des résultats obtenus lors de ma these.
Cette étude est toujours actuellement en cours, sera complétée par de futures données

et sera soumise a publication dans les prochains mois.

2) Manuscrit:
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Abstract:

Liver plays a key role in maintaining metabolic homeostasis Among the major
regulator of hver fimction the Famesoid X Peceptor (FXE). a nuclear receptor
activated by bile acids nghly expressed in the liver, participates to the regulation of bile
acids, glucose, lipid and Lipoprotein metabolism FXE is regulated by Bile Acids. but
also by muiritional cues. These signals may directly mmpacted FXE. fimetions through
post-iranslational modifications but also can affect FXE  collaborating™ factors.
Transcription factors have recently been shown fo extemsively colocalize im small
transcnipbional hotspots regions of the genome which direct gene fapscnption. It's
mirigumply clear now that tanscription factors do not work alone and collaborate with
other transcription factors at gencome targst regions. Prelininary analysis of gepomic
data from our laboratory defming FXR occupancy in HepG2 cells and from the
ENCODE project (5] manscnption factors) revealed that the tanseniption factor
Forkhead box protein A2 (FOXAR) 15 colocalized with FXE m the HepG2 cell bine.
FOXA2, a member of Forkhead family, iz known as a regulator of bile acds
miglyeenide and lipoprotein metabolism m the bver especially durng fasting period.
Consequently, FOXA2 has numerous overlappmg fimchions with the maclear receptor
FXP. Using genome-wide ChIP-seq approaches, we show that FXR and FOXAD are
colocalized m the genome of mouse liver near genes moplicated i bile acd, lipid and
lipoprotem homeostasis, suggesting a potential coordinate regulation of these genes by
FXE and FOXA? Using tramserptomic analysis in FOXAD-deplefed cells, we
demonstrate that FOXA? antagonizes FXE transcriptional activity. We described for the
first tone the molecular crosstalk between the two regulators of lipoprotein and lipid
metabolism FOXA? and FXR using reporter-gene assay and PNA  inferference

approaches.
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INTRODUCTION

The liver is a key regulator of energy metabolism which constantly adjusted its
response to nuiritional stimmli. The Liver 15 an important player of lipid and cholesterol
homeostasis by regulating their synthesis. catabolism and transpert. Hepatie dysfunchon
is associated with the development of many diseases mcluding lipid-associated
disorders such as Non-Alechole Fatty Liver Disease (NAFLD) Non-Alcobolic
Steatohepatitis (NASH) and atherosclerosis,

Among nuclear receptor famuly. the bile acid miclear receptor FXE. 1= most
expressed i meouse liver (L1 et al . 2013) and has been described as a key mediator of
whole-body energy homeostasis. In the Tiver FXE is a crocial regulator of bile acid and
lipoprotein synthesis, lipogenesis, slveolysis and ghiconeogenesis (Mazuy e al 2015).

Givng its wide and beneficial fimetions m metabolic homeostasis, FXE became an
mteresting therapeutic target and FXR agonists are currently under clinical evaluation
for treating cholestasis, WASH or lipodystrophy. Nevertheless. despite promising results
m NASH treatment, mereased [ DL-C and decreased HDL-C concentrations followmg
FXE agonists admimstration 13 the major brake agamst the clinical development of
these potential pro-atherozenic molecules m clinics (Hirschfield e al 20150 Mudaliar
gt al 2013} Walters et al 2013). Thus a detailed umderstanding of the molecular
mechanizms by which FXF. regulates lipid and cholesterol homeostasis in the liver is of
major interest.

Different lines of evidence suggest that FXF. activity in the liver is dependent on
pathophvsioloscal condifions. FRF. activity is regulated by vanous mumfional stimoli

and signaling pathways through multiple pest-translational modifications such as O-
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GlcNacylation. phosphorylation or acetylabion These modifications ocour throngh
protein-protein interaction of FXE with enzymes such as the mument-sensitize
deacetylase SIETL, the acetylase P300. the AMP-responsive kinase AMPE and the
glucose-sensiting enzyme respomsible of O-GlcNacylaton OGT (Bemabah ef
al 2014} Fang et al 28} {Garcia-Fodrignez e al 2014)Gmeste er al 2008)EKemper
gt al 2009 Lien et al 2014} Pumshotham er al . 2012). In additon, FXE. is known to
collaborate or compete with others transeniption factors and muclear receptors such as
PPARa (Lee ef al 2014), ChREBP (Caron et al 2013} or ER. (Chen &f gl 2015} But,
these studies did not evaluate the magnitude of the mteraction between FXF. and its
pariner in the genome. Recently, senomic mapping of wanserption factor binding by
ENCODE (ENCODE Project Consortium 201 2} Gerstein efal 2012)(Yue o al 2014}
but also other large-scale efforts (Siersbak ef al 2014) revealed that franscniption
factors and muclear receptors extensively colocalised n the genome in regions called
“transcrption factor hotspots”. These sindies emphasized the potential of protein-
protein imteraction m the regulation of muclear receptor transcmptional actiaty.
Mevertheless, no high scale comparstive genommes of FXE. binding with the binding of
other ranscnption factors m the genome was already made.

Interestmply. the forkhead box transcoption factor FOXAZ (HNF3f) 15 a master
regplator of bile acid (Bochkis ef al 2008), Lipoprotein synthesis and framsport
(Wolfrom &Stoffel 2006 Wolfrum e al 2008) and also Lipid homecstasis (Wolfrum
&eStoffel 2006)(Wolfnmm e al 2004). FOXA? activity 15 modulated by the balance
between msulin and ghicagon signaling pathways. and 15 activated dunng fasting
(Howell &Stoffel 20000 Wolfmm o al 2004)}(Zhang e al 2005)(van Gent er
al 2014)von Meyenn er al 2013). Thus, FXE and FOXA? have overlapping fimctions

i the liver and i particular in lipid and cholesterol homeostasis suggesting a possible
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crosstalk between these two factors. Moreover, FOXA transcnption factors fammly
crosstalk with many maclear receptors including PXE. (Nakamura ef al 2007), EE. (Zhao
&Li2015), AR (Li et al.2013), GE. (Zhang &f al.2005) and HNF4a (Hoffman ef
al 2010). Despite this fimetional overlap, no studies have yet deternuined whether and
how such a crosstalk mught ocour between FXR. and FOXA2.

Using a genome-wide approach we detected FOXA? as a major colocalised factor
of FXF. in Hep(G? and in mouse liver. Thus, we investigated whether FOXA? regulates
FXR activity. We demonstrate that FOXA? is a global repressor of FXR. franscriptional
activity. The glucagon-induced FOXA? repressive activity is notably affecting genes
regulating lipid and cholestere] metabolizm.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals
Insulin and glucagon used m this study were obtained from Sigma Aldnch (T9278,
Samnt CQuentin-Fallawvier, France) and Cell sciences (CRGI12A Canton TUSA)
respectively. GW4064 (reference 2473) was obtamed from Tocns Bioscience (Bristol,
UK}

Mice strains

Homezygous Fo™ and wild-type (Fie™ ™) male mice were bred on the C3TBL/GT
genetic background and housed with a 13-h hight'12h dadk eycle with free access to
water and a standard chow diet (UAR A03, Villemeison/Orge, France). Mice were
sacnified by cervical dislocation after § hours of fasting and tissues were removed and
immediately frozen in lgqmd M:. All expenimental protocels were approved by the Lille
Pasteur Institute ethical commmttes and cammed out I agreement with European Union
(EEC n°07430) and French Ethical Gudelines.

For mouse primary hepatocytes isolation. 10 wks male C57B16/T mice from Charles
Faver (Samt Gemmain ser 1 Arbresle, France) were housed with a 12-h light/12-h dark

cycle with free access to water and a standard chow diet.

Cell culture
The human hepatocellnlar carcinema cell line HepG2 was obtained from ATCC
(ATCC HB-3055, Mblsheim France). HepG2 cells were mantamed at 37%C under 3%
COy m Dulbecce’s modified Eagle mediom contaming 25mM glucose and 4o

glutamax (Gibeo Life technologies. 31966, Samnt Aubin, FEANCE) supplemented with
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10% Fetal Bovine Semum (FBS)WGibco Life techmologies. 10270, 1%
penicillin/streptomycin (Gibeo Life technologies, 15140) and 1% Non-Essential Anuno
Acids (Tonza. BE13-114E. Basel, Switzerland). Before FXT. agonist reatment HepG2
cells were mamtained overnight in 4 medinm supplemented with 10% charcoal-dextran
treated FBS.

The mmmortalized hepatocyte cell line AMI12 was obtained from ATCC (ATCC.
CRL-2254, Molshemm FEANCE). AMLI2 cells were sesded m Dulbecco’s modified
Eagle mednumT12 (Dutscher PO4-41250) supplemented with 10%: FBS (Tnwitrogen,
41G5893F), 1% penicllin'streptomyein, 5 pgml msubn. 5 pgml ransfemn (Sigma
aldrich T1147 Saint Quentin-Fallavier, FRANCE), 5 ng/ml selennm (Sigma aldrich,
50133) and 100 oM dexamethasome (Sigma Aldnch, D8233). Before FXE agomist
treatment AMI12 cells were nmintaned overnight ina mediim without FBS but
contaming 0.1%: BSA (Sigma Aldrich, A7030).

The homan embryonic kidoey cell line 293A (HEK) was obtained from Life
technologies (R703-07, Saint-Anbin. FRANCE). 293A cells were seeded m Dulbecco’s
modified Eagle medum eontamimg 25mM glucose. 4 mMM Ghutamax (Gibco Life
Technologies 31966) supplemented with 109 FBS (Gibco Life techmolomies, 102700
and 1% penicillin/streptonrycm.

Primary Mounse Hepatocytes
Mouse prmary hepatocytes were isolated as descmbed i the supplemsental
expenmental procedures. Section Mouse primary hepatocytes were seeded m Willams
E medivm containing 11mM glucose (Lonza BE12761F) supplemented with 0.1% BSA,
100 nM dexamethasone, 1% glutamine (Gibco Life techmologies. 2303014%) and 1%
pentcilhn/streptomycin. One day after isolation. hepatocytes were mfected as descnbed
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m the supplemental expermental procedures. Hepatocytes were placed overmight i
DMEM mednom contaimng 3.5 mM glucose (Gibce Life technologies, 213835, Sant
Aubm, FRANCE) supplemented with 0.1% BSA. 100 oM dexamethasome, 1%
glutamine and 1% penicillin/soreptomyein. Twenty four hours later, hepatocytes were
co-treated with 100nM glucagon or InM msuln together with GW4064 2 ub) or
vehicle (DMSO) dunng 4 hours.

Plasmids

Vectors encoding for GST-FXE. ENG promoter PGL3-tk lne. 3X(IR1) PGI3-tk
lue, pCAOCmEXRPel, GAL4tkle, GAL4-FXR and GAT4-DED  were already
described m (Lien of al 2014). (GXFOXA)-TATA-Tuc and PCDINAS-hFOXA? were
obtamed from Hueng-5ik Chor (Chomnam MNational University. Korea) and from Smmg-
Woo Park and David Erde (Sconchunbyang Umiversity Hospital. Eorea). Mutation of
FOXAPRE was generated by site-directed mmitagenesis (Quickchange Stratagene
Agilent) using follovang primers: 5-
GCTCTGCTGGGTTATCCGAACATTGCAACACTGG-3 and 5-

CCAGTGTTGCAATGTICGGATAACCCAGCAGAGE-Y.

Adenovirus cloning and production
&) shEMNA design and validation
ShEMA ohigomiclestides agamst murme Foxo.? were designed mnd the most efficient
inhibitor (method described in supplemental procedure} on Foxa? expression was used
for production and amplification: 5-
CACCGAGTGTACTCCAGGCCTATTACGAATAATAGGOCTGGAGTACACTC-

(Top strand) and 5
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AAAAGAGTGTACTCCAGGCCTATTATTOGTAATAGGCCTGGAGTACACTC-3
(Bottom strand). ShEMNA oligomiclectides agaimst TacZ penes were usad for production
and amaplification as a control: 5-
CACCGCTACACAAATCAGCGATTTCGAAAAATCGCTGATTIGTGTAG-3 (Top
strand) and 5-
AAAACTACACAAATCAGCGATTTITCGAAATCGCTGATTIGTGTAGC-37

{Bottom strand).

b} Clomng
To generate adenovins expressing small hasrpm BNA (shENA} targeting either B-
galactosidase (AdshlacZ) or Foxa? (AdshFOXA?) oligonucleotides were designed
using BLOCKAT BENAi1 Designer (Iuvitrogen), anmealed and ligated to pENTR/UG
vector (Invitrogen). Adenovinuses were produced according to the mstuctions from the
suppliers (Invifrogen). A detailed expenmental procedure is provided m the
supplemental data section
¢) production
Adenovituses were prown and amplified m 293A cells, purified using cesium
chlonde density gradient centnfugation and usmng PD-10 Desalting Colunms (GE
Healtheare). Adencvim: productions were tttered using Adeno-X Rapid oter Kit

(Clontech).

Protein extraction

AMLI1?2 and HepG? cell lysates were prepared from approximately 10° cells lysed in
100 pL of cell Iysis buffer contammg 20 mM Tos-HCI (pH 7.3), 150 poM NaCl, 1 mM
Na'EDTA, 1 mM EGTA 1% Tmton, 2.5 mM sodium pyrophosphate. 1 mM B-

glycerophosphate, 1 mM Nag VO, and 1pg/ml Leupepting Cellular extracts from primary
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mouse hepatocytes were prepared using 9.10° cells Hepatocytes were lyzed m RIPA
buffer contamng 10 mM Tos-HCI (pH 7.4). 150 mM NaCl 1 mM EDTA 0.5%
Sodium Deoxycholate, 0.1%: SDS. 1% Tnton and Protease Imhibator Cocktall (pic.
Sigma Aldncht). Cell lysate was obtamed by somcation with Bionuptor {Thagenode) set

on 4 cvcles 30 sec ONY 30 sec OFF.

Nuclear/Crtosolic Fractionnation

Approzimately, 410" cells HepG? cells were lysed in 400 pL cytoplasmic buffer
confaming 20 mM Hepes pH 7.9, 10 mM ECl. 1 mM ERTA, (2% NP40, 10%
Glyeerol, 1 mM PMSE, 1 mM DTT and 1 mM orhovinadate and meubated for 5
mimutes at 4°C. Samples were centnfugated at 12000z for 2 munutes at 4°C.
Supematants were collected as cytoplasmic fraction: MNuclear pellets were Iysed m 200
pL maclens lysis buffer contaimng 20 mM Hepes pH 7.9, (035 M NaCL 20% Glycerol,
10 mM KCL 1 mM EDTA 1 oM PMSE, 1 mM DTT and 1 mM orthovanadate. Affer
imcubation for 30 numites at 4°C. samples were centrifuged at 13000z for 5 mimutes at

4°C. Supematants were stored and considered as the nuclear fraction

Antibodies, western blot and immunoprecipitation
a) antibodies
The following antibodies were wsed: anti-FXR (PP-AS033A-00, E.&D for Westem
Blot analyses. H-130 sc 13063, Santa Cruz Biotechnology for ChIP). anti-FOXAD (M-
20 sc 6554, Santa Cniz Biotechnology for ChIP and hFONA2 for Westem Blot,
ab23630 Abcam for mFOXNA? for Westem Blot) and anti-phesphosenne 473 AKT
(#3271, Cell signaling). A HSP9) and TFIIB antibodies have been used in loading

10
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confrol [5¢7947 HSPOO (H-114). Santa Cruz Biotechmology, sc223 TEIIB (C13)].
Lamin A/C antibody has been used as muclear control factionation [sc 20621 Lamin
ANC (H110). Santa Crnuz Biotechnology].
b} Co-mmmmoprecipitation

Co-mrmmoprecipitation assays were camed out using 300pg of nuclear protein
extract from HepG2 cells and the anb-FXE antibody from Abeam (ab28676). The
Magmetic crosslink IP/ColP kit (Pierce, Life Technologies) was used as recommended
by the manufacturer. Immmmoprecipitated materials were separated by 10% SDS-PAGE
and analysed by Western Blotting using anfi-FXE. (PP-AS033A-00), anti-FOXA2 (-
20 sc 6554, Santa Crmiz Biotechnology) and HRP-comjugated secondary antibodies
(Sigma Aldnch). Images were acquired using a G-box {(Synzene. Cambnidge UK).

€) Westem blot

Protein assays were performed using the DC Protem assay (Biorad) and BSA asa
standard.

Ome humdred pg proteins were separated by 10% SDS-PAGE and immmmo-revealed
by western blotting using: anti-FXR-{PP-A033A-00) or anh-FOXAT (M-20 sc 6354,
Santa Cmz Baotechnology) antibodies for HepG2 and AMT 12 extracts or anti-FOXAZ
(ab23630 Abcam) for primary mouse hepatocytes. Primary antibodies were detected
using HREP-conjugated secondary antibodies (Sigma Aldnch). Images were acquired
using a G-box (Syngene, Cambndze UK}

Transient transfection assayvs
a) Beporter gene assay
HepG? cells (8.10%) were seeded on 6-well plates were transfected 24 hours later

with 15300nz of total plasoud TINA complexes to 4ul jet-PEI (Polyplos Transfection).

11
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Twenty-four hours after transfection. HepG2 cells were trypsinised and 7.10° cells were
splitted mto 96-wells plate. Eight hours after, the medium was replaced by Hep(G2
medium supplemented with 10% charcoal-dextran treated FBS. The next day, HepG2
cells were treated with 2uM GW4064 or DMSO for 24 howrs. Dual-luciferase assays
were performed using Hep(s2 cells co-ransfected with a plasmid contamimg the firefly
Iuciferase reporter gene (hPGL3Y) or GATA-tkluc and a plasmid contaimns Benilla
luciferase (Promega E2241) to normalize for transfection efficiency. Each assay was
performed m tnplicate. and results were expressed as a ratio of FireflyHemlla luciferase
activities and normalized as indicated
b} =iBMA transfection

HepG? cells (4.10°) were seeded on 6-well plates and meubated for 24 howrs in
classical HepG2 medimn. The next day, HepG? cells were transfected with S0m
siFNAs using INTERFER (Polyplus Transfection). stPNA pocls targeting human
FOXA? were purchased from Santa Croz Biotechmology (sc35569, Dallas USA).
siPNA Control were purchased from: Santa Cruz Biotechnolegy (sc37007, Dallas,
USA). siENA poaols targetimg nman FXE. and non-targeting pool were purchasad from
Dharmacon (L-003414-00-0005 siFNA FXF. D-001810-10-05 iFNA Control). The
next day; the medium was replaced using Hep(G2 medium with 10% charcoal-dextran
treated FBS. Finally, Hep(G2 cells were treated with 2ph GW4064 or DMSO for 24

homs.

ENA extraction, ¢DNA synthesis and real-time PCR
Total BNA was extracted using Mucleospin® BENA II according to the
manufachurer’s instructions. Quantification and purity of FINA were checked using a

Manodrop device (Namodrop Technologies. Thermo Scientific, Wilnmgton USA).
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FNA was reverse-transeribed using the High-Capacity cDNA archive kit (Applied
Biosystems, Foster City CA USA) following the mannfacturer’s recommendations.
Genes were analysed using the SYBE. green Brilliant IT fast kit {Agilent Technelogies.
les: Ulis, FRANCE) on an Mx3500p apparatos (Amlent Teclmologies. Les Ulis,
FRANCE). mENA levels were nommalized to the 36B4 gene level and the fold
mduction was caloufated uwsing the cycle threshold (AACT ) method (Livak

&Schmittgen 2001},

Microarray analvses
mBNA quality was analyzed on a Bionalyzer 2100 (Agilent Technologies) and
hybridized to Agilent Inman SurePrint 8*60E amays (Agilent. One-color Microarray
Gene Expression Analysis). Data processing and analysis were performed as previously
described (Lefebvre e al 2010) using the Genespring 120 software. Microarray
heatmap and K-means = clostenng  was  made - uwsng  GENE-E

(hitp/wwrw broadinstitute orgfcancer’sofiwars/\GEWNE-E).

G5T pulldown

GST-fusion protems were incubated with GST-binding buffer [20 mM Tos-HCL, 0.2
mhf EDTA. 0.1% MNomdet P40 (NP-40), glyceral 13%, 0.5 mb PMSE. 1 mM DTT,
protease mhubator cocktal (Sigma Aldnch)] and 1 mg/ml BSA. GST-fused protemns (20
ng} were incubated with ghutathione sepharose beads (GE Healtheare, 17-0736-01) at
4°C cvernight with or without GW4064 and with @ iy ranslated FOXA? proteins
(TNT-coupled reticulocyte lysate, Promega) with *S-methionine (Perkin Elmer NEG-
T09A) following the manufacturer’s mstuctions. After three washes with GS5T-binding
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buffer, samples were separated by SDS-PAGE and amalyzed by sutoradiography
(PharosFX Plus System Biorad).

Chromatin Immuncprecipitation

HepG2 cells (1.107 cells) were plated on 150 mm cell culture plates. treated by
GW4064 (2 pM) or wvehicle (DMSO) for 2 howrs and crosshinked with 1%
formaldehyde. MNucler wers 1solated as descmbed m supplemental expenimental
procedures and sonicated with Biomptor (Dhagencde) set on 10 cycles 30 sec ON/ 30
sec OFF. Immnmoprecipitated DINA was purified and amplified by QPCE. The
percentage of recovery was caleulated and results are represented as fold-enmchment
obtained after nommalization of each condition fo 2 negatve control region (MTOE? for
Hep(2 cells). For AMEI2 cells, a similar chromatin preparation procedure was used
with 20 cycles of sonication (30sec ON/3(0 sec OFF}). For mouse liver. 200 mg liver was
used to prepare chromatin and 4310 cycles of sonication were used The percentage of
recovery was calculated and results are represented as fold-ennichment obtained after
normabization of each condition ta a negative control region (Untrd for AMIID cells
and mouse liver and MYFOE? for HepG2 cells).

Sequential chromatin immumoprecipitation
BeChlP assays were performed using 50 pg of sheared chromatin from meuse liver
using the Be-ChiP-IT® kit (Active motif Carlsbad Canads). The first ChIP was
performed uwsmg ant-FXE antibody (H-130) and then washed eluted and re-
precipitated using anti-FOXA? antibody (5c6354) Immumoprecipitated DNA was
analysed by PCE. using Plusion High-Fidelity DNA polymerase (WEB, Ipswich. USA)

according to the mamifacturer’s protocol.

14

144



CHIPseq analyses
The followmg ChiPseq data were used m this study: FXE Hep(2 (Bemabah er
al 2014), FOXA? HepG2 (ENCODE Project: GSMB03403). FOXA? mouse liver
(Soccio et al 2011) (GSE23838), FXE mouse liver (Lien et al 2014)Thomas er

al 2010).

Location of hinding peals

EASTy files were aligned using Bewhe software and peak calling was ' made usimg
MACS as previously descnbed (Zhang ef al 2008). Input DNA were used as a confrol
and parameters recommended for analysis of ChiP-geq data were applied (Feng er
al 2011Feng et al 2012). A cut-off Pvaloe 107 was used. False positives peaks were
remaved (Pickrell af al 2011}, FXE binding sites were associated to genes in mouse
(mm%) or in human genome (hgl?) and Gene Ontology analysis were performed using
the Genomic Remons Fnnchment of Annotations Tools as desenbed m supplemental
procedure (GREAT, (Mclean ef al:2010). Calculated distances between FXP. binding
regions and the closest FOXA? bmding remion or ATF3 binding region or a set of
conirol regions were defined using peak centers. Caleulation of the distance between
FXP binding regions and a random distmbution of the same muomber of peaks than
FOXA? m the genome has been performed using B software. Ten different randomly
distmbuted datasets have been used to calculate the mean distance between FXT. and

randomly distnibuted peaks in the genome.

Transcription factor recognition motif analvses
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The search for FOXA? binding mofifs was performed using matrxscan (RSAT
(Thomas-Chollier er al 2011}, Mamxscan scans the mput sequences with a position-
specific sconng mamx (PSSM) by selecting. at each posifion. a sequence segment (5)
of the same length as the matmix. and assigning 3 score and a Pvalue to this segment (see
supplemental mformatons for more detailed about weight score caleulation). The
backgroumd mode] for matmxscan was defined as Markov models of 1 order. FOXA2
binding motf matnx 15 obtamed from JASPAR (MA0047.1) and FXE associated
matrix was obtained from TEANSFAC (AC M00631). Given the similanty between
forkhead motifs bound by FOX family, statistcally significant FOXA? bindng motif
has been defined as Pvalue=3.10"". The percentage of binding sites contaiming FOXA2
and'or FXE. binding motif has been defined us:i.u_g mtersect tool of the Cistrome

platform

Statistical analyses
Faw data were processed using Graph Pad Pnsm. Results are expressed as mean
+5EM and groups were compared using ttest or two-way snova followed by
Bonferroni comrection according to experimental desion and as indicated in the legend of
figures.

16

146



EESULTS

FXR and FOXAZ are colocalized in HepG2 cells and mouse liver.

We mvestigated which transcnpion factors colecalise with FXE. in the gepome of
Hep(52 cells. Owr FXF. ChIP-seq data identifying FXE. binding in HepG2 cell genome
{Berrabah et al 2014) was compared to binding maps of 51 transcription factors from
ENCODE Consortium including FOXA2 (ENCODE Project Consortime2012). This
analysis identified FOXA? as one of the most colocalized ranserption factor with FXE.
m HepG2 cells together with its previously identified heterodimenzation partner BXE
(Forman & al 1995) and the nuclear receptor coactivator P300 (Fang er al 2003}
(Figure 2A) Ome thousand six himdreds feurty-two EXR binding sites were
characterized by the presence of a FOXA? bindmg site in +- 100 bp from the center of
FXF. peaks (Fig 2A). The dismbutton of distances between FXE and FOXA? i3
sigmificantly different from the distribution obtamed by a random repartition of the same
muber of bindmg regions than FOXA? in hel? genome and obtained by the FXF. non-
related transcription factor ATF3 (Kolmogorov-Smimev dismbution test Pyv=0.001}
(Fig 2B). Interestingly, these regions called after FXE/FOXA? cobinding regions were
associated to1922 genes using Genomic Fegions Enmchment of Annotations Tool
(GREAT) (genomic region-gene association mles was detailed in supplemental data
section). These penes are mamly mvolved m lipid metabolic process, cellular response
to starvation and cholesterol metabolic process (Figure 2B). A smmilar comparative
analyse using FXE and FOXA? ChiPseq dats from mouse Lver (Soccio e
al 2011)(Thomas & al 2010) identified 1219 FXR/FOXA? cobmding regoms
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associated to genes mwvolved i lipad  steroid amd lipoprotein metabolic processes
(Figure 2C). Because FOXA? is known to translocate into cytoplasm compartment,
muclear presence of FOXA? md FXF. was venfied in Hep(G2 cells treated with or
without the FXR agomst GW4064 (Fig S1A). Motf scanmimg of FXR/FONA2
cobinding sequences in HepGl with FXE and FOXA? consensus binding motifs
revealed that the FXR (IR.1) motif was detected in 86% of these cobinding sequences
{Fig 1D). The 230 FXRE negative FXE/FOXAD cobinding regions (FXEE-) mught
result from an alternative binding to other motif as descnbed previously m DR or DR4
(Claudel & al 2003)%Kast of al 2002)Laffitte o al 2000)Song ef al 2001) or though
its indirect binding to other transeription factor previously idenfified for ChREBP
(Caron et al 2013). Swprsingly, 52% of FXRTOXA? cobindine regions containing
FXRE (FXFEt) do not contained FOXA2 comsensus motif (FXRE+FOXARE-)
suggesting that FOXNA? binds to these targets through an altermative mechanism

possibly mediated by indirect tethering or binding to other motifs.

Giving this colocalisation between FXF. and FONAY, we evaluate the effect of
FOXA? repression on FXE transcnptional activity on these FXEUFOXA? cobmdmg
regions i HepG2 cells. FOXATY expression was mmhibited by siRNA resulting in a 50%
reduction of FOXA? gene (Fig 51B) and protem (Fig 51C) expression in HepG2. ENAs
from FOXA 2 -depleted HepG?2 cells by siFINA-mediated knockdown treated or not with
the FXF. agomst GW4064 were analysed on micrearrays. 541 FXP/FOXA? cobinding
associated genes are more activated by FXE in FOXAD-depleted compared to nonmal
Hep(G2 cells revealing that FOXA?2 repressive effect on FAE. transcriptional activity isa
frequent event (Fig 1E). However, 132 FXE/FOXA? cobinding associated gemes

presented a loss of FXE activity in FOXA2-depleted cells revealing the presence of
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distinet mechanism may be associated to its pioneer factor capacity as described for ER

(Lupien ef al. 2008) and AR. (Pihlajamaa ef al.2014){Fig 1E).
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Figure 1: FOXAZ: a new global repressor of FAR transcriptional activity . A)
FOXA2: a cooonmng factor of FXE in HepG2 genome  Heatmap diagram
representing the overlap between FXFE. binding sites (Berrabah er ol 2014) and 51
transcription facters obtaned from Encode Consortium m HepG2 cells (Freeze Mar
2012). X-axis represented each transcription factor of the 51 wanscniption factors st Y-
axis represented each FXE binding sites in HepG2 cell lines. FXF. hinding sites which
overlap with the indicated factors are represented in yellow whereas FXE binding sites
with no-overlap with the mdicated factors are represented m red. FOXAYNFXTR data
were highlighted in blue box. B) Frequency dismbution of the distance between FXE.
binding sites and the closest FOXAD binding site. ATE3 binding site or a random
distribution of the same amount of sites than FOXAD in the genome of HeplG2 cells (see
material and methods for more detailed procedure). Top over-represented biological
fimctions of genes associated with a co-binding zones of FXF. and FOMA2 (<100 bp
distance) have been determuined using GREAT software. C) Frequency distnbution of
the distance between FXE. binding sites (Thomas & al.2010) and the closest FOXA?2
binding sites (Seccio e al 2011) or 2 random distmbution of the same amount of sites
than FOXA? m the genome of mouse livers. Top over-represented biclogical fimetions
of genes associated with a co-binding zones of FXE. and FOXATY (=100 bp distance)
have been determined using GREAT software. I} Pie chart representing the percentage
of FXR/FONA? cobinding sites contaming a FOXA? recogmtion motif (Pv=3.107)
and/ or FXF. bindine motif FXF/FOXA? cobmding zones were scanned nsing known
recognition motif for FOXA?Z (Jaspar MAO047. 1) (p=5.10"%) and for FXR (AC M00631)
using the matmx-sean tool of BESAT platform: FXFLVFOXA? cobinding regions where
FXPE and FOXAIPE were” detected are’ represenfed m blue and are called
FXPE+FOXAIRET. Fegions where only FXRE is found are called FXRE-FOXARE-
and are presented in red E) HepG2 cells were transfected with a siFNA targeting
FOXA4? and treated or not with GW4064. mRNA level were assayed using microarrays.
Top pamel: This scatier chart represented the effect of GW4064 treatment on the
expression of the 1922 FXF/FONA? cobinding sites assoclated genes presented m the
microartay m FOMAZ depleted Hep(G2 cells compared to siControl transfected cells.
Feed line represented equal fold change between FOXA?-depleted and Control HepG2
cells The red mangle highlights the 341 genes which are clearly more activated in
FOX A2 depleted cells compared to control cells. The green nangle underlines the 182
genes which are less-activated by FXE mm FOXAD-depleted cells. Bottom panel: The
heatrnap diagram of normalised-expression level of the 541 genes hashtlighted by the
red mangle and of the 182 genes in the preen mangle.
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This FOXA2-driven effect on FXR transeriptome is not mediated through dioect
FOXA? regulation of FXE. expression confimung by FOXA2 knock-down in HepG2
cells and mouse primary hepatocytes which dowmregulated its target genes APOR
(75%) (Fig 51B) and Jefbpl (253%) (Fig 51D but did not affected FXR. gene (Fig S1B,
Fig 51D)) and protein expression (Fig S1C, Fig S1E). Reciprocally, FXF. activation by
GW4064 treatment m HepGG2 cells. FXE knockdown in HepG2 (70% repressiom) or
whole-body FXE. knock-out in mice did not modify sipmificantly FONA? gene (Fig
S1IF, Fig51H. Fig51I) and protein expression (Fig 51G), while FXT. target-genes ENGI
and Shp expressions were significanfly upregulated by GW4064 treatment (ENGI
FC=4{ Fig 51F) and downregulated by F3E knockdown (ANGI 60%: Fig 51H, Shp
00 Fig SI1I). Consequently, the fimctional interplay between these two transcrniption
factors are inlikely to result from a mere reciprocal transenptional control. Thos, we
decided to focus our subsequent analysis i the major repressive effect of FXR activity
mediated by FOXA? on FXR/FOXA? cobmding remons which represent a more

novative mechanism in FOXA2 biology.

FOXA? binding to the FRXR/FOXAI cobinding genomic regioms is
dependent of FXE.

Giving the genommc co-occupancy of FXE and FOXA2, the FOXAY mediated
repressive effect on FXR and the repartition of FOXAIRE in these cobinding regions.
we identified 3 different mechanistic possibilities: FOXA? binding inte non-consansus
motif FOXA? competiion for binding with FXF or tethenng transrepressive
mechanism.

P,

152



In order to explore these different possibilities. we hypothesize that FOXA? binding
15 modified by FXE binding,

We first identified two FXE target genes in HepG2 cells associated with
FXR/FOXA? cobmding belonging to the FXEE+FOMAYRE+ (ENG] region) and to the
FXPEFONAIRE- class (O5TA region) and more activated after FOXA? knock-down
m HepG2 cells (Figure 52 E). In addition. we defined two different regions associated
with FOXA? target gene IGFBP! only bind by FOXA2 {significantly downregulated by
siFINA FOXAY in Hep(2 cells it FXR independent data not shown) and FXT. target
gene JCAMI only bind by FXR as conirol remons (significantly upregulated by
GW4064 treatment but FOXA2-andependent). Interestingly, FCAMI region presents a

non-fimctional FOXAMRE.

Because FXR binding to HepG2 penomie- sequences iz increased upon agonist
treatment (Fig 247 as previously published (Bermabah e al 2014). we evaluated the
effect of FXR. agonist GW4064 on FOXA binding by ChIPqPCR in HepG2 cells in
these different binding regions. As experted FXE binding is increased upon treatment
with GW4064 i all regions except IGFEPI-associated region with a significative
emmichment in ChiPseq data (Fig 2A). Amazingly, FOXA? binding = also increased
with GW4064 treatment in FXRE+FOXAIRE+ and FXRE-FOXAIRE- regons, effect
not seen . FOXAD only-bound region associated to IGFEFI gene (Fig 1A) As
expected, no sigmficant ennchment was detected m JCAMI-associated regon
highlighting the presence of a non-finctional FOXARE (Fig 2A). In crder to evaluate if
FXE agomst effect on FOXAY binding 15 not restncted to HepG2 cell lines, we
performed the same expeniment m the mouse immortalized hepatocyte cell lme ANT12
on one FXF/FOXA? cobinding region from mouse ChIPseq data asseciated to Shp gene

(FXRE+FOXAIPFE+) more achvated after Foxd 2 Imock-down m AMI12 cells (Fig 53)
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and one region only bonmd by FXF associated to Osth FXE target gene not affected by
Foxd? knockdoom (Figure 53). We obtained sinular results with a thwee folds increase
binding of FONA? wpon GW4064 treatment only mn Shp remion but no entichment in
Otb-associated region (Fig 2B).

Consequently, we hypothesized that FOXA? binding on FXE/FOXA? cobmding
zones is dependent of FXE ocoupancy. By performing ChIP-gPCE. assay on Irver of
Frr-deficient mice, FOXA? bindng decreases significandy m Shy promoter region
(FXRE+FOXARES) ut pot in FXR-only bind Osth region (Figare 2C). In addition,
ChIP-reChiP expeniment confimms the presence of both FXE and FOXAT on Shp
promoter in the same time m 60 bp Shp promoter regions excluded the reguirement of
competition for binding mechanism for FOXAD  pepressive effect (Figure 2D).
Consequently, FOXA? binding m FRXR/FOXA? cobound regions 15 dependent of FXE
binding but thes effect 15 also observed m FXF+FONAIRE- suggeshng an interaction
between FXF. and FOXAIRE independent mechanism.

To assess whether FXR and FOXA? mteract physically in Hep(G2 mucleus. we
performed a co-mmmmmoprecipitation of HepG2 moclear extracts which demonstrates
that FXP. can form profein complex contaiming FOXAT in the nuclens (Figure 2E). The
possibility of a direct interaction between these two factors as well as the hgand-
dependency was tested using GST-pulldown assay. FXE mteracts physically with
FOXA2 in vifro and this interaction 15 facilitated by the presence of EXE. higand (Figure
IF). These differsnt results let us to consider the tethemng mechamizm as the more

plausible mechanism for FOXA2-mediated repression of FXE. activity.
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Figure 2: FOXAZ bhinding in FXR/FOXAZ cobinding regions is dependent of FXE
binding, A) FOXA? and FXR bmmdmg is increased upon treatment of GW4064 in
Hep(2 cells. ChIP-gPCR. analysis of FXE and FOXA? binding to ENGI and 0574
promoters (FXE/FOXAD cobinding sites) IGFBPI-associated zome (FOXA2 only
binding zone) and JCAMI-associated zone (FXE only binding zone} m HepG2 cells
treated or not with GW4064 (2ud 2h). The percentage of recovery was calculated and
results are represented as fold-ennchment obtained after nommalization of each
condition to a negative control region (MYCOEZ). Pink line represented the negative
control backeround level. Pvalues were calculated using Student’s t-test (n=3, =5EM, *:
p0.05; **: p=0.01; ***: p=0.001). B) FOXA? and FXF bmding 15 mcreased upon
treatment of GW4064 m AMLI2 cells. ChIPqPCE. analysis of FXR and FOXA2
bindmg to Shp promoter (FXF/FOXA? cobinding sites) and o Osth promoter (FXE
only binding zone) in AMLI2 cells treated or not with GW4064 (Qphf Th) The
percentage of recovery was caleulated and results are represented as fold-ennchment
obtained after normalization of each condifion to 2 negative control region (Lird). Pk
line represented the negative control background level ‘Pvalues ‘were caleulated using
Stodent’s t-fest. (n=3. =SEM. *: p=0.05; **: p=0.017***; p=0:001) C) FXR-deficient
mice present a decreased FOXA? binding mto Shp promoter in mouse liver. ChIP-
gPCE. analysis of FXE and FOXA? binding to Shp promoter and to Osth promoter in
mouse liver of FAR. KO mice and theirr wild-type littermates. The percentage of
recovery was calculated and results are represented as fold-ennchment obtained after
nommabizztion of each condiion fo a negative control remon (Umird). Pink line
represented the negative confrol backgmroumd level Pvalues were calculated using
Student’s t-test. (00 Mean = 8EM, * p=0.05; **: p=0.01; ***; p=0.001). D) FOXA2
and FXF bind to Shp promoter in the same time. ChiP re-ChlIP was performed on 30 pg
wild-type mouse lhver chromatm wsme re-ChPat kat E) FOXA? co-
mmmmoprecipitates with FXE m Hep(G) muclear extracts. 500pg of Hep(G2 muclear
extracts from HepG2 cells treated or nmot with 2pM GW4064 dunng 24 hows.
Immmmnobloting analysis of Hep(G2 maclear extracts prior or affer immmmeprecipitation
with ‘the indicated antibody (IF). F) Direct inferaction between FXE and FOXA2
detected by GS5T-pulldown assay. GST-pulldown was camied on using GST-fused full-
length FXR and " S labeled FOXA? protein in presence or not of GW4064 (2 pM).
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Because FOXAD represses FXE. transeniptional activity, we then mwestigated if
FOXA? deficiency changes FXR binding capacity on Shp promoter. FOXA2
knockdown by adenoviral expression of a shENA aganst FOXA? m AMLI2 cells did
not affect significantly FXF. binding mto Shp promoter while FXR activity on Shp gene
expression 15 enhanced by two folds (Figure 53).This results suggested that FOXA2
represses FXR transeniphonal actvity without affecting sigmificantly its binding to
DNA

FOXA? a corepressor of FXR transcriptional activity

To investigate the effect of FOXA? on FXR transcriptional activity, we used a
transient fransfection reporter assays il HepG2ieells using the ENGI promoter
(FXREFOXAIRE". We evaluated first FXRal transcriptional activity (the most active
FXR isoforms described in the hLiver) (Vaguero et al 2013)) on this promoter in
presence, or mot of overexpressed FOXADY FOXA? overexpression completely
abolished FXRal transcriptional activity on KNG] promoter activity in presence of
both two: different FXR agonists GW4064 and WAY362430. FOXA2 expression alone
did not affect the actvity of ENGI promoter suggesting that the FOXARE hinding site
is not finctiomal per-se (Fig 3A). To assess whether the FOXARE is necessary for the
FOXNA?2 repressive activity, we mutated ifs sequence and assayed the promoter activity
as above. FONA? maintained its repressive effect on FXERO] transeniptional actvity
{Fig 3B). These data are suggestive of a direct fumctional interaction of FOXA2 with
DNA-bound FXE. We therefore performed a smmlar assay using a reporter plasmid

drven by 3 repeats of a FXE. (IE.1) response element As expected. FXR alone was a
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strong activator of this reporter gene whereas FOXA? was imable to promote its
expression. FOXA? conserved its ability to mhubit FXFal transcnptional activity on
this 3XTR1 construct (Fig 3C). The repressive effect of FOXA2 overexpression is
conserved for FXE isoforms al, a2, a3 and o4 (Fig 3I). Thns direct DINA binding of

FOXA? 15 dispensable for the FOXA? repressive effect on FAR franscniptional activity.
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Figure 3: FOXAI pepressive effect on FXR transcriptional activity is not
dependent of FOXAIRF., A) FOXAD? represses FXE-imducted ENG! promoter
activity. Hep(G2 cells were transfected with either the reference pGL3-tk Tue reporter
vector, or the same vector contammmg the humam ENGI promoter {-860bp from TSS),
and expressien plasmids encoding mouse FXEal and/or luman FONA? i presence or
not of GWA0E4 (2phl 24h). All values were normalized with remilla siznal and the
activity of the tkPGL3 alone was arbatranly set to 1. Luciferase assays were camed out
7Ih after transfection Pvalues were calculated wsimg Two-way ANOVA  with
Bonferrom correction (n=3. £5EM. *: p=0.03; **: p=0.01; ***: p=0.001}..B) FOXA2
represses FXE transcoptiomal activity on ENG1 promoter deleted. from FOXA2
response element. FOXNA? binding motif in ENG] promoter was nmxtated using site-
directed mmtagenesis as described in expenimental procedures and ifs activify was
assessed as in A). Pvalues were calculated nsing Two-way ANOVA with Bonferroni
comection (=3, =5EM, *: p=0.05; **: p=0.01; *** p~0001). CY FOXA? represses
FXF transenptional activity on a 3XIR] dnven luciferase reporter gene. HepG2 cells
were transfected as defimed previously with pGL3tkluc promoter containimg 3 FXE IR1
response elements (FXEE). Pvahses were caleulated using Two-way ANOWVA with
Bonferrom Correction (n=35, £5EM. *: p=0.03; *%:.p=0.01; ***: p=0.001). I} FOXA2
represses the activity of all FXNR 1sofonmns. Hepg? cells were transfected as m C) with
expression vectors contaimng mEXEal. mFXRad mFXRa3 or mEXRO4. Pralues
were calculated using Two-way ANOVA with Bonferron comrection (n=3, =SEM. *:
P05, % p=0.01; ¥**: p=0 001 ).
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Insulin increases FXR activity in FOXAYTFXR cobinding regions

Bacausze FOXAD activity is inhibited by insulin (Howell &Stoffel 20090 Wolfnm
al 2004}, we decided to explore the effect of nsulin treatment on FXF. transcriptional
activity and on the expression of FAR/FOXA? coboumd-associated genes: (0574 and
ENGI) and FXR-only-associated gene (JCAMT) in HepG2 cells. Insulin treatment did
not affect sigmficantly the minnsic franscoptional actrvity of himan FXP in gne-hybmd
assay in wioch the human fIFXRFa? was expressed as a Gald DNAbinding domain
fusion protem (Fig 4A). This result suggests that FXE. sctivity 15 nof directly affected by
mslm signaling. Insulin treamment in HepG? cells decreased the expression of PEPCE
gene (Fig 4B) a known FOXA? target minbited by insulin signalling in HepG2 cells
{(Wolfrum: C et al, PNAS, 2003, Zhang T et al. Cell Metabolizm, 2003). Interestingly,
the FXRFONA? cobound associated genes 574 and ENGI are both more activated
by FXR mn insulin-treated cells [30% mcreased FXE activity for ENGI and a 3-fold
increased activity for GSTA (Fig 4C)], this effect is not observed in JC4AMI gene (Fig
4D). The same expermment was performed on msulin-sensitive AMT12 cells. Insulin
treatment with two different msulin concentrations leads to the phosphorylation of AKT
{Figire 4E) and mereased the expression of Srebple transcription factor (Figure 4F)
well known target of insulin sigmallng Ne significant change on FXE protein
expression was seen following insulin reatment with both concentrations (Figure 4G).
Interestingly. as in Hep(2 cells. we obtained a sionificant 309G increase of FXE activity
on Shp gene expression (FXREFFONAIRES) (Fig 4H) whereas no significant change

m FXE sctivity was observed on Osth gene expression (Fig 41). Insulin increases the
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transcriptional activity of FXE. i a gene-specific way which comelated with the

presence of a cobinding FXE/FOXA? site in the vicinity of these genes.
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Figure 4: Insulin signalling increases FXR transcriptional activity in FXETFOX AL
cobinding regions. A) Insulin does not affect GALA-WFXT. activity. HepG2 cells were
transfected with the Gald-tk luc reporter gene and GAL4-DBD or GAT4-DBD fused fo
hman fFXFa? (GATA-hFXER) Gald expression vectors. Cell: were treated for 24
hours with 2 pM GW4064 and 100eM nsulin and results were expressed as the fold
activation over the activity of GAL4-DBD alone sef to 1. Pvalues were caloulated using
Two-way ANOVA with Bonferroni comection (p=3, =SEM. *: p=0.03; **; p=0.01; ***:
p0.001). B} Insulin represses the expression of FOXA? target-gene PEPCE. Gene
expression in Hep(G2 cells treated with or without 10{nM msulm with or without 2uM
GW4064 duming 24 howrs. mBNA level of HepG2 cells without insulin m DMSO-
treated condibom was arbitranly set to 1. Pvalues were calenlated wang Two-way
ANOVA with Bonferromt comection (=3, *: p=0.03; **: p=(0.01; ***: p=0.001). C and
D) Insulin represses FXE transcnptional activity on the expression of KNG and 05T
genes. Gene expression 1n Hep(G2 cells treated with or withowut 100ndd insulin with or
without 2uM GW4064 during 24 hours. mENA level of HepG2 cells without msulm in
DMS50-treated condition was arbittanly set to 1. Pvalues were calculated using Two-
way ANOVA with Bonfermom comection (n=3. *: p=20L05; **2p=0.01; ***: p=10.001).
E) Insulin has no effect on FXE. transcnptional activity on expression of JCAMI gene.
Gene expression in HepG2 cells treated with or without 100nM msulin with or without
2 GW4064 dunng 24 howrs. mBNA level of Hep2 cells without maulin m DMS0-
treated condition was arbitranly set to 1. Pvalues were caleulated using Two-way
ANOVA vath Bonferrom comection (n=3. *: p=0.03; **: p=0.01; ***: p=0.001). F}
Insulin mduces phospharylation of AKT i its serme 473 m AMLI2 cells. AML12 cells
were treated with two different concentrations of imsubin (1(eM and 100nhD) with 2uM
GW4064 dunng 4 hours. Fifty pg of proteins were analyzed by western blotting with
the ndicated antibodies HSPOD antibody was used as loading comirol G) Insulin
increases Srebple gene expression m AMI 12 cells. Gene expression treated with 10
b or 100nM mealin wath or without 2uh GW4064 durmg § hours. mPINA level of
AMII2 gells without msulin m DMSO-treated condifion was arbitrarily set to L
Prvalzes were calculated wsmg Two-way ANOVA with Bonfermoni comection (n=3, *:
P03 **: p=0.01; *** p=0.001). H) Insulin did not affect FXE. and FOXA? protein
expression in AMII2 cells. One lnmdred pg of proteins were analyzed by westemn
bloting with the indicated antibodies. HSP20 antibody was used as loading control. I}
Insulin increases Shp gene expression in AMII2 cells. Gene expression treated with 10
oM or 1000M nsulin with or without 2 yM GW4064 dunng § hours. mRNA level of
AMTL2 cells without insulin in DMSO-freated condifion was arbifranly ==t to L
Pvalues were caleulated using Two-way ANOVA with Bonferroni comrechion (n=3, *:
p0.05; **: p=0.01; ***: p=0.001). J) Insulin has no effect on FXF. transcniptional
activity on expression of Osib gene. mPINA level of HepG2 cells without insulin in
DMS0-treated condition was arbitranly set to 1. Pvalues were caleulated using Two-
way ANOVA with Bonferroni correction (n=3. *: p=0.03; **: p=0.01; ***: p=0.001).

34

164



FOXA2: a mediator of glucagon-induced gene-specific repression of FXE

transcriptional actvity

Berause FOXA? activity is inhibited by msulin (Howell &Stoffel, 20090 Wolfum e
al 2004) and ephanced by ghocagon signalmg pathway (von Meyenn ef al 2013), we
evaluate the effect of the balance between msulin and ghicagon on FXR transcriptional
activity on Shp gene expression (FXF/FOXA? cobinding associated gene) and Osib
gene expression (FXE binding only associated gene} in a more physiological model of
hepatocytes ( primary mouse hepatocytes). As expected a 3-fold merease of FOXA2
gene expression was observed upon glucagon freatment in mouse primary hepatocytes
ifizg 3A). Interestmgly. FXF transcnptional acfivity on Shp gene expression decreases
with glucagon exposure (=60%), effect not observed on Ostb gene expression (Fig 3B).
This mbubition of FXE transeniptonal activity specific to Shp gene is accompanied by a
tendancy to enhanced FOXA? binding into FXF. binding region In Shy promoter with
glucagon treatment (Fig 3C). In order to test if FOXAD parficipates to this glucagon-
imchaced specific repression of FXE activity on Shp gene expression, proimary mouse
hepatocytes exposed to glucagon treatment were infected with adenovimes
overexpressing shEINA against Faxd? or LacZ. Foxal knockdown (Fig 5D} attenuated
glucagon-induced repression of FXE transeriptional activity on Shp gene expression
without affecting FXE activity m insulin treated cells (Figme 3E). Consequently,
FOXA2 parficipates to glucagon-induced repression of FXR activity on Shp gene

expression by a transrepressive mechanism (Fig A}
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Figure 5: FOXAL mediates glucagon-induced gene specific repression of FAR
transeriptional activity, A) Foxa? expression 15 imcreased upon glucagon stonmlation
In primary mouse hepatocytes. mPNA levels of primary mouse hepatocytes treated with
100 oM glucagon or 1 M insulin for 4 howrs with or without 2 M of GWAD64 were
assayed by BET-QPCE. . mPNA level of pnmary mouse hepatocytes m imsulinDMS0-
treated condifion was arbitranly set to 1. Pvalues were calculated usimg Two-way
ANOVA with Bonferoni correction (n=3 Mean = SEM, *- p=(.03; **: p=0.01; ***
p0.001). B) FXE activity is repressed by glucagon on Shp gene expression but not on
O gene expression mBENA leve]l of primary mouse hepatocytes in each DMSO-
meated condiion was arbifranly sat to 1. Pvalues were calenlated usng' Two-way
ANOVA with Bonferroni commection. (n=3 Mean = SEM, *: p=0.05; **p-0.01; ***:
p=0.001). C) FOXA? binding on Shp promoter tends to increase with ‘glucagon
stimmulus. ChIP-gPCE. was performed i pnmary mouse hepatocytes treated wath 100
oM Glucagon or 1 oM Insulme for 2 hours with or without 2, phd GWARS (n=2, Mean
= SEM). The percentage of recovery was calculated and results are represented as fold-
emrichment obtammed after normalization of each conditien fo a negative control region
(Lingrd). Pink line represented the negative confrol background value. D) FOXA?Y level
m whole cell exiracts of pomary mouse hepatocytes exposed to  adenovirus
overexpressing a shEMNA against Foval or shENA aganst LocZ One lmmdred pg of
proteins were analyzed by westemn blotting wath the indicated antibodies. HSPOO was
used as a loading control. E) FOXA? knockdown by adenoviral overexpression of a
shEMA agaimst FOXNAD decreases glucagon-induced repression of FXE transcriptional
activity. Shp mPNA level 1 shTacZ m=ulin and DMSO-treated hepatocytes was
arbifrarily set to 1. Pvalues were caleulated using two-way ANOVA with Bonferron
correction (o=3 Mean + SEM *: p=0.05; **: p=0.01; ***: p=0.001).

Finally, we explore gemes which might be regulated by the same mechanism
mplicated in lipad homeostasis by companng the genes associated to FXE/FOXAD
cobinding and the genes regulated by FXE in mouse liver We detected 11 genes
mvolhved m key process of mglyceride metabolism in the hver and 3 genes mvolved in
cholesterol uptake by the liver (Fig 6B) suggesting that these two fimctons nught be the

subject of such regulation.
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Figure 6: Proposed model for FOXA? and FXR crosstalk in hepatocytes
and future directions. A) A model for the regulation of FXE franseriptional activty by
FOXA? dunng fasting conditions. Dhming fasting conditions, glucagon sigmalling
pathway inecreases FOXA? aetivity and binding into FXE/FOXA? cobinding regions.
FOXA? by a tethering mechanism decreases FXR transcriptional activity on Ship gene
but also on other FXR/FOXA? cobinding genes. Dunng post-prandial phase, imsulin
represses FOXAD activity resulted in increased FAR transcmptional activity on
FXRTFOXA? cobinding regions. B) Scheme representing FXE. target gene potentially
regulated by FOXA? transtepressive activity implicated in nglycende metabolism and
cholesterol export. Genes regulated by FXEL its activity on these genes according to
microarmay analysis using our data (Porez e al 2013} and from other laboratory
(GSE534357) (Pvalue=0,05 FC=175} and associated with FXR/FOXAY cohinding in
mouse liver according to ChiPseq data are represented in red.
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DISCUSSION

We demonstrate by a penome-wide approach that FOXA? and FXR ame
extensively colocalised m Hep(2 cells and in mouse liver especially near gemes
associated with liypsd and cholesterol metabolism We hypothesize that FXE and
FOXA? collaborates in regulatmg pene ranceription. Unexpectively, by tranecrptomic
analysis, we emphasize the major antagonistic property of FOXAYTFXE. colocalization
on FXE transcriptome revealmg that FOXA2 15 a repressor of FXE. transcnptional
activity. Interestingly, more than 50% of the cobinding FXR/FOXA? sites presenied
FXEPE but no FOXA? consensus binding motifs. Regarding these results, we considered
5 different mechamsms which could accowunt for FOXA2 repressive effect: a “tethenng™
mechanism involving no direct DNA binding of FOXA?, a competition for bindng with
FXE or a FOXA? hinding info 8 non-consensus hinding motif as deseribed recently for
FOXM1 (Sanders ef al 2013). Dafferent lines of evidence such as the FXP-binding
dependency of FOXA? DNA-binding together with physical inferaction between FXR
and FOXA? and the results of transient-transfection assays allow us to consider that
FOXA? represses FXR manscriptonal activity on FAXR/FOXA? cobinding associated
target-genes through a tethering mechanism Further experiments are neaded to confirm
this tethenng mechamsm very mnovative m FOXA? molecular biology knowledge and
the degree of its ocourrence in the genome.

FOXA? has been associated with many members of the muiclear receptor fammly.
First, FOXA? was only perceived as an sctivator of muclear receptor activity through in
part its pioneer skall. But, more recently, FOXA factors gained a new role of modulator

of cistrome and transcoptome of AP also able to repress muclear receptor activity in a
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gene-specific way (Jangal er al 2014 Selaya &Zaret 2007 (Wang e ol 2011). Oux
data defined for the first ime one link between FXE and FOXA? i the hiver and
demonstrate that FOXA? 15 a repressor of FXE. transcniptional activity in FXF. target-
gene specific way. However, other mechamsm mvoline FONXA2 control of FXE
activity may occur as emphasized by the 187 genes which lost FXE. transcriptional
activity upon FOXA? repression in HepG2 cells and could be associated to pioneer
capacity of FOXA? franscription factor. In this study, we focused our analy=is on genes
associated to FXRUFOXAY? cobmding but many other semes are lmked to non-
overlappmg FXF. and FOXA? bindmg sites. Giving the mereasing smportance of three-
dimensional chromatin arrangement on gene ranscription regulation and the extensive
binding of FOXA? into distant enhancer regulatory element; the existence of FOXAD
distant-regulation of FXE. actvity could be another mteresting altemative and might be
the object of funre investigations.

Interestingly. FOXA? 15 activated by glucagon signaling occumng - fasting
condifions (von Mevemn ef al. 2013), and inhibited by post-prandial insulin sienaling
(Howell &5toffel 20090 Welfrum e al 20041 Zhang ef al ,2003). We lnghlight the role
of FOXA?Y in glncacon-indoced repression of the crphan muclear receptor Shp, a key
mediator; of bile acid. hipid and hpoprotein metabolism in the liver. In additon FXE
activity is increased upon msulin treatment especially m FXE/FOXA? cobinding
associated gemes m two different cell lmes. Previous studies demonsirate that FXE
activity on bile acid (Bemrabsh ef al 2014)(Lien of ol 2014), glucose and lipid
metabolism (Duran-Sandeoval ef al . 2003) is increased upon feeding and decreased upon
fasting. FOXA? mught participate to the decreased FXE activity upon fasting especially
cn the genes mvolved m bile acid, lipid and cholesterol homeostasis such as Shp.

Interestingly. other smadies revealed that FXF activity on other hiological fimetions such
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as autophagy is restricted to fasting conditions by & mechanism involving PPAR and
CREB (Lee & al 2014)(Seck ef al 2014). Consequently. FXE. activity is regulated
through gene-specific and finction-specific mechanisms which differ accordmg to the
nutriional state. FOXNAD mught be implicated in the dowvineg of FXR. activity from one
fimction to another, decreasmyg specifically the activity of FXE on bile acid and lipid
metabolism dunng fasting.

Despite promising results on NAFID and cholestasis parameters, clinical
evaluations of FXF. agonists generate many concems on blood lipid profile changes and
possible long term proatherogenscity. Orphan miclear receptor SHP has been implicated
m the regulation of lipid and cheolesterol export. Shp™™ muce are protected against
atherosclerosis development m LdlF™ and ApoE~ backgromds (Hartman ef
al 2000WKm et al 2013). Shp™ mice fed with cholesterol and cholic acid have
different repartition of cholesterol from VIDLTDL compartment to HDL (Hartman er
al 2009). Those muce are also resistant fo steatosis in obiob background through an
mereased VIDL symthesis and @ decreased lipogemesis (Huang e al 2007).
Consequently, mcreased Shp expression followmg FXE actvation seems to be
deleterions for lipid and cholestercl transport. Chr mechanistic model reveals that
FOXA? represses F3Randuced upregulaton of Shp. Decreasing the activity of FXE on
this target gene might be beneficial for hipid and cholesterol transport. Regarding the
beneficial effect of FOXA? overexpression on steatosis and on plasma lipoprotein
profile on mice (Wolfrom &Stoffel 2006 Wolfnum of al. 2004)(Wolfrum ef al ,2008),
FOXA?2 could be an interesting therapeutic target by repressing a part of FXE. activity in
the liver. Fuhmwe studies are needed to confimm FOXAD beneficial effect on FXE-

mediated decrease of HDL-C blood level
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Finally, we identified FXF. target-gene potentially regulated by FOXAZ? in meuse
liver and mmphicated in hpid metabohism and cholesterol uptake by hepatocytes.
Validation of our model on these genes will be the subject of fuhure expenments and
may result m the peneralisation of FOXAZ repressive effect on mouse liver FXE
transcriptome and on its lipid and cholesterol metabolic fimctions.

In summary, we identify FOXAT as a new corepressor of FXE tramsenptiomal
activity m human and liver genome. This mechanism reinforces the link between FXE_
bile acid, Iipid and cholesterol metabolism and nutrient availability.
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SUPFLEMENTARY DATA

Figure 51: No mutual cross-regulation between FXE and FOXAZ A}
Subeelhilar localisation of FXE. and FOXAZ. HepGD cells were treated wath 2 pM
GW4064 durmg 24 howrs, cytoplasmuc and muclear extracts were prepared Ome
mdred pg of proteins were analyzed by westem blotting with indicated antibodies.
Lamin AC antibody was wsed as muclear extraction control B} FOXA? does not
regulate IR expression in Hep(G2 cells mBMNA levels after tramsfection of siFNA
targeting FOXA? or siIENA Control with or without 2pl GW4064 durmgz 24 hours.
Pvalues were calculated using Two-way ANOVA with Bonferron correchon (=3, *:
p0.03; ** p=0.01; ***: p=0.001) mBNA level of siRINA FOXAYDMSO condition
was arhifranly set to 1. C) FOXA? does not modify FXF. protein level i HepG2 cells.
100pg whole cell extracts were analysed by western-bloting with indicated antibodies.
TFIIB antbody was used as loading control. I¥) FOXA2 knock-down did not affect Far
expression in prmary mouse hepatocytes. Geme expression in mouse primary
hepatocytes infected or not with adenowvimes expressing shEMA against LacZ or Foxd?
with or without 2uM GW4064 dunng 4 hovrs: Pyvalues were calculated using Two-way
ANOVA wath Bonferromi comection {p=3. *'p=003 **: p=0.01; *** p=0.001).
mBNA level of cells infected with adenovims overexpressing shlacZ in DMSO-treated
condition was arbifranly set to 1. E)} FOXA? knock-down did not affect FXF. protein
level In mouse primary hepatocytes. 100pg whole cell exiracts were analysed by
westemn-bloting with mdicated anttbodies. HSPO) antbody was used as loading
confrol. F) FXR activation by GW4064 does not affect FOXA? expression in HepG2
cells. mRNA levels were assayed by ET-QPCE m HepG2 cells extracts treated by 2uM
GW4064 or vehicle (DMSO) for 24 hours. Pvalues were calculated nsing Student T-test
(=37 p=0.05; **: p=0.01; ***: p=0.001). mENA level of DMSO-treated Hep(G? cells
wis arbitrary set to 1. ) FXF. activation does not affect FOXA2 protein level m HepG2
cellz. 10dpz whole cell extracts were analysed by western-bloting with mdicated
antibodies. TFIIB antbody was used as loading control I) FXE does not regulate
FOXA4? expression in HepG2 cells mPNA levels were assayed by BT-QPCR after
transfection of siRNA targeting FAR. Cells were treated with 2pM GW4064 for 24
howrs. P values were caleulated usme Two-way ANOVA wsing Bonferrom correction
(=3 £ SEM. *: p=0.05; **: p=0.01; ***: p=0.001) mPNA levels of siConirol sample
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treated with DMSO was arbitrarily set to 1. B) FXE. does not affect Foxd? expression in
mouse liver Gene expression in ' or Far'” mouse liver. Pvalues were calculated
uzing Smdent’s t-test (0=3 £ SEM. *: p=0.03; **: p=0.01; ***: p=10.001). mENA levals
of WT mouse liver was arbitranly sef fo 1.

Figure 51: Identification of FXR/FOXAZ cobinding FXR-target genes and of
FXR ouly bind target and FOXA2 only bind target. A) FXE and FOXAD are
colocalised near ENIGI gene. Visualization of FXF. and FOXA2 hinding m Hep(G2 cells
were made using Integrated Genome Browser (IGB). B) FXE and FOXAZ are
colocalised near O5TA gene. C) FXF 15 not localised m FOXA? binding regions near
IGFEF] gene. D) FOXA? is not recruited in FXR. binding regions near ICAM1 gene. E}
FOXA? knock-down increases FXR. transcnphional actwvaty on KNG and 05T genes.
mBNA levels after transfection of 5iENA targeting FOY42? or siENA Control with or
without JpM GWA064 dumnsg 24 hours. mRNA level of aFNA ContrelDHMS0
condition was arbitranly set to 1. Pvalues were calculated msing Two-way ANOVA
with Bonferrom comection (p=3, *: p=20.03; **: p={01; ***: p=0.001).

Figure 53: FOXA2 kmockdown in AMT12 cells increases FXR transcriptional
activation on Shp expression without affecting significantly FXR binding into its
promoter. AMII2 cells were mfected usmg adenowvimus expressme shENA agamst
FoxaZ or LacZ genes and treated or not with GW4064 for 24h. Fowa? mPNA (A),
FOXA? protein (B) and: Shp mBNA (C) levels were assayed wsing RT-gPCE. and
western blot. mENA level of cells infected with adenovimis overexpressing shlac” in
DMS0-treated condifion was arbitranly set to 1. Pvalues were calculated usms two-way
ANOVA with Bonferroni correction (=2 Mean = SEM, *: p=10.03; **: p=0.01; ***:
p0.001): D) FOXA? repression does not affect FXE. bindmg into FXE/FOXAZ
cobindmg in Shp promoter. ChIP-gPCE. of FXE. and FOXA? on Shp promoter (left
panel) and on Osrb promoter (right panel} was performed The percentage of recovery
was calculated and results are represented as fold-enmchment obtained after
normabizahion of each condition to a negatsve control regien (Lhird) (p=2 Mean = SEM.
* p=0.03; **: p=0.01; ***: p=0.001).
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Figure S1
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Figura 83

19

179



SUPPLEMENTAL EXPERTMENTAL PROCEDURES

Primer sequences

Expression:
gene sequences Species
vps | CAGGCT CAACATCICCCCCTTCICC | Human Mowse
GGG AAGGIGTAATCCGICTCCACAG | Himai Mowse
s | CCOACTGGAGCAGCTACIATG Fiiman
TACGTGTTCATGCCGTICAT Tigagd
| CCAACCTGGGITTCTACCC Fiiiaam
CACACAGCTCATCCCCITT Fibman
s | TICTGAGACACGGCATICAG Fiman
AAGTTCAATCCAGCCACCAC Fiiiman
“rop | CTC TOCAGT TGAGATAG Fiman
CCC ACA GCA AGC TAATG Fiiman
GGC TGG AGC TGT TTG AGA AC it
ICAMI T GTGGGGTICAACCIC TG Fiiman
orrcr | 000 CATCCT CAG GEG GCT P
CGA TAA CCG TCT TGC TTT CGA TCC Fiiman
| TOCTGRGAGCCGTGARGATGGAA Miouse
TTGCCGGAACCGOCGOTT Mouse
| CCT GAG AAC CCA CAG CAT 1 T 7—
GTGTCC ATC ACT GCACATCC s
Sp | ACCAACCIGCCGICTITCTG owe
CTCAGCCACCTCGAAGGICA 7
Sept | CLTACTCGAGCCTGCCITTAGG Mo
CAA GCT TTG GAC CTG GGT GTG Moz
| GOTCCAGGGCCAGARACATC Mouse
TGCCAGGATGCTCCTICICA Nionae
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ChIP:

name SEqUENICES Species
MYOE2 AGCATGGTGCCACIGTGCT Human
Negafive control | GGC TTA ATC TCT GCC TCATGA TG | Human
ENGFXRFOXA? | TAGGCACTTGTTTCCCCTCCTT Human
cobinding ATTTGCATTTGAAAATCACG Human
OSTAFXR/FOXAY | AAACCCAAGGCCTCTCAGTG Human
cobinding CCCTGACAAAGACGCAGACT Human
IGFEFIFOXA? | CATGCAGGACAAGTGAGACCT Human
binding TGTACTCCGCCCTGGATAGT Human
ICAMI FXE TICTGGGAGCTGTAAAGACGC Human
binding AATCGGCGTCCTCTCTCTAC Human
Unirt negative TCAGGCATGAACCACCATAC Mouse
confrol AACATCCACACGTCCAGTGA Mouse
Shp FXRFOXA? | TGGGCATCAATAGAAACAGC Mouse
cobinding GATGCCCTTTATCGGATGAC Mouse
Osth FXR TGGGCTCCTGGCACTTTCGG Mouse
binding TGGGACTTICAGGCTGGETGG Mouse

Mouse primary Hepatocytes isolation

Mice were anesthesized wsmg 200l of pentobarbital (diluted by 15 mto saline
selution). An incision of mice abdomen was made permitting to displace intestine and
other organs in order to see the mfenior vena cava and the portal vein. Catheter 235G was
inserted into the inferior vena cava of mice and bulldog clamp was placed around the
catheter as mdicated in the following layout.
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Water pain 37°C
Picture obtamed from Chen. Q. and Chen J. (2013). Senal Transfer of Human
Hematopotetic and Hepatic Stemprogemtor Cells. Bio-protocel 3(23): 002
hittp:/wranw bio-protocol org/e092

Immediately after, the infision pump with wash medim containing HBSS, 50mM
Hepes and 0. 53mM EGTA was opened at low speed Sml per mimites and the portal vein
was severed After 5 munutes of washing, the medmm in the mfusion pump was
replaced by collagenase mednim composed of HBSS, 5 mM Hepes, 10% CaCl? and
100 U'ml of collagenase type IV (Sigma Aldrcht C5138) When perfusion was
completed (arommd 25 ml of collagenase mednm per numce), the catheter was removed
the liver was excised and placed on a dish into the wash buffer. The cells were dispersed
using two cell scrapers and filtered wsing 70uM filter (BD) Falean 352350). After two
washes using wash mediim and once with nomal culhre mediim of mouse pnmary
hepatocytes. cells were resuspended mtc nommal culture medimm and counted using
Trypan Blue coloration

Chromatin Immunoprecipitation
HepG2 and AMT 12 cells were fixed using 1% folmaldehyde during 10 minutes at

room temperanre then meubated wath 125 mM glyeme during 5 mumates. After two
washes in cold PBS. cells were scraped into 2 ml of PBS and centnfugated at 3500 rpm
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for 5 mmutes. Isolation of chromatin was performed using two meubations of 10
mimutes with two different buffers. The first one contaims 10mM Hepes (pH 6.5), 10mM
EDTA, 0.5mM EGTA and 0.25% Trton X-100, 1 mM DTT and complete (Roche). The
second one has the same compesiton as first one except for 0.25% Tnton X-100
replaced by 000 NaCl Chromatin DNA was resuspended into lysis buffer composed
of 50 mM Tns-HCL 10 mM EDTA and 1% SD5 and somecated as mdicated in matenials
and metheds. After sonication samples were centrifugated at 13000 mpm during 10
mimites. 150ug of chromatin were diluted ten times in dilution buffer (1% Trton, JmM
EDTA, 150mM MaCl 20mwM Trs-HCl) and incubated with 3 pg of the indicated
anfibodies overmight into tube rotator at 4°C. The next day. 20ul of & mux of A'G
sepharose beads (GE Healthcare) and 7ul of yeast ENAt (sigma aldncht) per ml of
samiples were incubated with the antibodies-associated DNA diming 3 howrs at 4°C on
the tube rotator. Beads were then washed three times with FIPA Buffer and cnce with
TE Buffer. DNA was then eluted in 1% 5DS and 0.1M NaHCO3 containing buffer and
then incubated st 63°C overnight The next day, punfication usmg PCR. Clean-up Gel
extraction (Mascherey Magel) was made.

For pnmary mouse hepatocyte, cells were first fixed with 2 mb disiccimmudyl
glutarate during 30 minutes and washed nsmg PBS. Cells were subsequently fixed with
1 %4 formaldehyde durmg 10 munutes at room temperature and menbated with 1235 mb
glycine duning 3 mimites. After two washes m cold PBS, cells were scraped into 2 ml of
PBS and centrifugated at 3300 rpm for 5 numites, Cell pellet was directly freezed on
nitrogen After defreeming. cells were resuspended directly m lysis buffer and sonicated
for 20 munutes. After this step. pnmary mouse hepatocyte samples were processed as
HepG:2 and AMI 12 cells.

For mouse biver, frozen tissues were thawed on ice and weighted 200mg of frozen
tissne (for two ChIP) were cutted mto small preces using two razor blades. Small pieces
were then passed mito two different needles first 183G and the second 21G 5 tmes to
dissociate liver cells. Samples were then fived with 196 formaldehyde dunng 10 minutes
and mcvbated duning 10 mumtes with 0.125 mM glycine. After two washes with PBS.
mousa liver samples were processed as HepG2 and AMT 12 cells.
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Adenovirus production

Production of Double-stranded oligos:

3 different couples of single-strand oligos agamst § different zones of mouse
FOXA? gene has been designed using the FENA1 Designer (wwwlifetechnologies
ccom'mat). Double-stranded oligos were generated using these single-stranded olizos
and the followmg annealmg reaction at room temperature.

Feagent Amoumt
“Top strand”™ DNA oligo (200pM) Sul
“Bottom strand” DNA oligo (200pM) 5

10X Ohgo Annealing Buffer 2ul
DMNase/FNase-Free Water Zul

The annealing reactions were mcubated at 93°C for 4 minutes.
A 10, 000 fold dilution of ds oligo was made m order to produce 3nM ds oligo stock.
The integnity of annealed ds olizo was venfied using agarose gel electrophoresis (4%
agarosa gel).
Clomage of the olizos into pENTRTUG:

After the ds oligo generation. we performed a clonage of the oliges mto the
PENTE/US vector by lization nsing the following reaction.

Feagent Amount
53 Lazation Buffer 4l
pENTEUG (0.5 ng/ul) 2l

Dz aligo (3nhi) Lul
DNaseFNase-Free Water 12
T4 DINA Ligase (11/ul) lul

The reactions were mixed by pipetting up and down and mcoubated for 5 minutes at
To0m temperatres,

The following lizgation reaction products were transformed using Transformung Cme
Shot® TOP10 Competent E.coli.
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2 positive clones per shEINA were sequenced to confirm the sequence of the ds olizo
msett.

Positive clones were transfected into the 293A cells together with pLV-PGE mFOXA2
plasmd (pLV-PGE mFOXA? was a mft from Malm Pamar (Pfisterer of
al 2011){Addeene plasmid # 33014)) in order to test the efficiency of shENA on
repression of FOXA2. We obtamed more than 70% repression of FOXA2 protein
expression for each shENA targeted FOXAD

ERecombination of pENTR/T6 and pAdBLOCKAT DEST:

We decaded to perform IE Recombination (LE Recombmation reaction) with
pENTE/US and pAdBLOCEAT-DEST vector using the more efficient shE™NA agamst
FOXA? (90% extmction of FOXAY) and the control shRNA agamst Lacs.

Component Sample
Entry clone (130ng/Teaction) 3ul
PADBLOCEAT-DEST wvector (150 ng/pl) | Iul
TE Buffer dul

After an incubation of 2 minutes on ice, 2yl of the I F. Clonase IT mix was added to each
sample and mixed by pipetting up and down. The reactions were menbated at 25°C for 1
hour and then menbated gt 37°C wath Proteinase K for 10 mumites. 2pl of the IR
Fecombination reaction were then transformed mto DH5a E colf strams (Imitrogen).
The positive clones were sequenced to confinm the recombimation of the two plasmuds.
the presence and integrity of the insert using the following primers (forward primer 3°-
GACTTIGACCGTTTACGTGGAGAC-3 Teverse primer 5
CCTTAAGCCACGUOCCACACATTTC-3Y).

Linearisation of pAdBLOCEAT DEST:

Before transfecting the pAdBLOCK-T DEST expression clone mto 2934 cells. a
digestion using Pacl (New Englands Biolabs. R05475) was performed in order to
expose the left and nght TTRs to allow proper viral replication and packaging.

10p g of parified plasmid DNA were digested using 3 pL of Pacl enzyme dunng 3 hours
at 37°C in a total volume reaction of 50 pL

Then, Pacl was inactivated at §3°C for 20 minutes.
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Production of the first Crude Viral Lysate:

The day before transfaction. 3x10° cells were platted in a 6-well plate in 2 m1. of nomal
growth medium containing seram.

The next day, the culture medinmm was replaced by 1.3 ml of normmal growth meditm
contaimng seromn but without antibiotics. Five pg of Pacl digested pAdBLOCEAT
DEST plasmid DNA contaming shENA Foxa? and shRWNA agamst LacZ was diluted in
250 uL of Opo-MEM medivm without senm and nux gently. Dilution of 10 pL of
Lipofectamme 2000 in 250 pL Opt-MEM Medium without semmm has been made and
meubated for 5 minutes at room temperatare. The 250 uL of the diluted plasomd-DNA
mto the 250 L Lipofectamine 2000 mix reagent and mcubated 10 minutes at room
temperature. Then the DNA-lipid complexes were added to 2034 cells.

The next day. the mediam was replaced nsing complete culture medinm.

Forty-eight hours post-tramsfection. cells were transfemed to a stende 10 cm tissue
culture plate contaming 10 ml. of complete enliure medium Every 2 to 3 days. the
medium was replaced by complete culture mediimy imfil visible remons of cytopathie
effect were ohserved.

When approximately 80% of cytopatluc effect was observed m the plate (10-15 days
after transfection), the cells and media were transferred mnto a 13 mi falcon tube.

After 3 freezing and thawang cycles;cells were centmfiged at 15300 mpm for 10 mmutes
m order to remove cell debnis: The supemnatant represent the first crude viral lysate and
was aliquoted and stored at -80°C.

Amplification of Adenoviral Vectors:

For High Scale Amplification, 30 to 60 175 cm? flasks with 293A cells were prepared
depending of the mumber of viral particles desired.

When the flasks were at 80% confluence, 20 to 30 uL of crude viral lysate were added
to fresh complete mednmm. When cells begin to detach (between 48 to 96 howrs post-
infection), cells were concentrated into § or 12 ml. of culture medmm. After 3 freering
and thawinz cycles, cells were centrifuged at 1500 pm for 10 mimstes in order to

remaove cell debris.
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Chlorure cesinm purification of Adenovirus partcules:

Viral bysate obtained in previous step was punfied m the first cestum chlorure gradient
contaming cesnm chlomre solution of 1.4 density and then 125 demsity cesmum
chlomare solufion. The samples were loaded with the cesium chlomre gradient in the
ultracentmnfiige tube and centrifigated at 353000 rpm dunng 2 hours at 18°C. The viral
band was sampled usmg 236 needle and 5 ml. synnge as indicated m the followmg

diagram

A second gradient was made using a cesium chlonure solution at a density of 1.34.
Samples and cesinm chlomre sclution were centrifugated at 33000 rpm duning at least
17 hours at 187C.

The final viral band was obtained a5 explained before and cesium chlomre was removed
using PD-10 Desaling ::a}lmnns.ﬁaﬂnw]:ng the mamufacturer’s mdications. A final of 3.5
ml of virus particles solution was obtamed and stored mto PBS+5% glycerol at -80°C.

Timation of Adenovirns particles:

5.10° 293A cells were platted nto 12-well plate in 1 mL of complete growth medivm.
Dilations of adenovirus production were made (107 mntil 107! depending of the titer
obtained) and 100 pul of these solutions were added to the medium of 2934 cells. Forty
eight hours after infection. the cells were fixed umng 100% cold methanol and placed at
-20°C dunng 10 numates. After three washes using PBS contaming 17 BSAL cells were
mmcubated using mice anti-hexon antibody diluted at 1/1000 m PES 1% BSA dumng 1
hour at 37°C. After three washes wsing PBS 1% BSA. cells were incubated usmg
secondary HRP-conjugated amtibody (dilution 1/300éme in FBS 1% BSA) duning 1
hour at 37°C. After three washes usmg PBS 1% BSA. subsequent exposure of cells with
DAB solution tums only the infected cells mto dark brown cells. Then the titer of the
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virus production was obtamed by counting positive cells in 3 different areas with a 203
objective and caleulating mfectious umits as follow:
Pfin'ml= (infected cells/ field X 394 fields’ well} / (virus vohume X dilution factor)

Infection conditions of cells:

AMT12 cells were infected 24 hours after plathing at MOI 30 ovemnight. Cells were used
for BINA A protein extractions orf ChIP 48 hows post-infection Prmary Mouse
Hepatocytes were infected 20 hours after isolation at MOI 10 dunng 2.5 hours.
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Pipeline of ChIP-seq data analyses:

Fastl

|

Fast) (-

determine the quality
of Fasti}

-
Bowitio:

Mapping of the reads
into genome assamibly

)

MALS:
Enriched regions with

mnputas a background

- ""'FF'J - el e
,-f"'“ -
e T
GREAT: Gene-association | RSAT:motifsfinding
study and gene Peakmotifs
ontology. Scanmmotif

GREAT has been msed with defanlt parameters. Each gene was assigned to a basal
regulatory domwin of 1 kb downstream and 3 kb upstream of the TS5. The gene
regulatory domam was extended in both direction to the nearest genes basal regulatory
domain or to a maximum of 1000 kb from TSS.

Mawrizscan program calculates the weight of a motif according to the theory developed
by Jermy Hertz and Gary Stormo (Hertz &5tommo, 1999), but with an adaptation allowmg
to use Markov-cham based backgroumd models.

The weight of a sequence segment 15 calculated as the log-ratio between twe
probabilifies:

Weight = log [P{SM) P(5/B)] where P{S/MM) is the probability to generate the sequence
segment mven the matre and P{5B} 15 the probability to generate the sequence
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segment given the backgroumd medel. Matrixsean alse mives the posiion in the genome
of the bindmg motif

The site-wizse Pvalue estinates the significance of the weight associated to each site. It
15 computed from the matrix.

&0
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Conclusion:

Notre étude met en évidence que FOXA2 est un répresseur de lactivité
transcriptionnelle de FXR a travers leurs cofixations sur la chromatine et un mécanisme

de « tethering ».

A travers une étude a I'échelle du génome menée en paralléle sur des données
issues de cellules HepG2 et de foies de souris, nous avons montré que FOXA2 est
colocalisé avec FXR sur de nombreuses zones associées a la régulation de génes impliqués
dans le métabolisme des lipides et du cholestérol. De fagon intéressante, plus de 50% des
zones de colocalisation de FXR et de FOXA2 ne présentent pas de motifs consensus de
fixation des facteurs FOXA dans les cellules HepG2 suggérant un mode de fixation
alternatif de FOXA2 sur ces zones. L'étude de I’évolution du transcriptome de FXR dans
des conditions de répression de l'expression de FOXA2 a montré que FOXA2 est
majoritairement un répresseur de l'activité transcriptionnelle de FXR. En utilisant des
techniques de transfection transitoire a l'aide d’'un promoteur contenant un motif
consensus de FOXA2 et un élément de réponse de FXR, nous avons établi que FOXA2

réprime I'activité transcriptionnelle de FXR.

Nous avons montré que la fixation de FOXA2 sur les zones de colocalisation de FXR
et de FOXA2 est augmentée par le traitement avec I'agoniste de FXR le GW4064 dans
deux modeles cellulaires différents (AML12 et HepG2) suggérant que la fixation de FOXA2
est dépendante de celle de FXR. Toutefois, ce lien de dépendance est restreint aux zones

de colocalisation FXR/FOXA2 avec ou sans motif consensus de FOXA2 détectée et
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n’affecte pas la fixation de FOXA2 a d’autres zones génomiques non occupées par FXR. La
fixation de FOXA2 est inhibée au niveau d’'une zone de cofixation FXR/FOXA2 associée au

/-

géne Shp dans le foie de souris Fxr’" prouvant que ce lien de dépendance existe

également in vivo.

L'ensemble des résultats nous a amené a envisager un mécanisme de
transrépression de type « tethering » menée par FOXA2 sur le récepteur nucléaire FXR.
Cette hypothése mécanistique implique la présence simultanée des deux facteurs sur les
zones d’intérét et l'interaction physique entre FXR et FOXA2. Une expérience de ChlIP-
reChIP réalisée sur des foies de souris a permis de valider que FXR et FOXA2 sont fixés
ensemble sur le promoteur de Shp. L'interaction physique de FXR et de FOXA2 dans le
noyau des cellules HepG2 a été confirmée par co-immunoprécipitation. Cette interaction
physique a été validée par GST-pulldown, est plus forte en présence du ligand de FXR et
peut s’effectuer en absence de partenaire in vitro suggérant une interaction directe entre

ces deux facteurs.

FOXA2 est un facteur de transcription activé par la voie de signalisation du
glucagon comme expliqué dans l'introduction bibliographique. Or, FXR a été démontré
comme ayant une activité régulée par le contexte nutritionnel. Nous avons validé qu’une
activation de la voie de signalisation du glucagon diminue I’activité transcriptionnelle de
FXR sur le gene Shp ce qui coincide avec un recrutement plus important de FOXA2 au
niveau du promoteur de ce gene. Nous avons, par la suite, validé par une technique
utilisant des ARN interférents que FOXA2 est impliqué dans la répression de I'activité
transcriptionnelle de FXR induite par le glucagon dans les hépatocytes primaires de

souris. Le géne Ostb, géne cible de FXR non associé a une cofixation FXR/FOXA2, est quant
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a lui activé par FXR de la méme maniére en condition de traitement par I'insuline et par le
glucagon indiquant que ce phénomene semble étre restreint a une partie des genes cibles

de FXR dont une zone régulatrice est cofixée par FOXA2 et FXR.

Ces résultats nous ont permis de proposer I’"hypothése mécanistique illustrée dans
la figure 28. En condition post-prandiale, I'activité de FOXA2 est inhibée par la voie de
signalisation de l'insuline (Wolfrum &Stoffel,2006; Wolfrum et al.,2003; Wolfrum et
al.,2004), l'activité transcriptionnelle de FXR sur les genes cibles dont les zones
régulatrices sont cofixées par FXR et FOXA2 va étre maximale. En revanche, en condition
de jeline, FOXAZ2 est activée par la voie de signalisation du glucagon (van Gent et al.,2014;
von Meyenn et al.,2013), foxa2 va, a travers son interaction avec FXR, étre a |'origine de la
répression de I'activité transcriptionnelle d’'une partie du transcriptome de FXR. Ceci est
en adéquation avec les résultats obtenus dans des études précédentes montrant que
I'activité transcriptionnelle de FXR est plus forte en condition post-prandiale qu’en
condition de jeline sur des genes cibles clefs du métabolisme des acides biliaires, du

glucose et des lipides.

Post-prandiale

glucagon . .
insuline

O Agoniste de FXR

Figure 28: FOXA2 est un répresseur de l'activité transcriptionnelle de FXR en condition de jeline
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Nous avons validé ce mécanisme sur I'expression du geéne cible de FXR Shp qui présente
I'intérét de réguler trois voies métaboliques clefs que sont les métabolismes des ABs, des lipides
et le transport du cholestérol et des lipides. Néanmoins, d’autres genes impliqués dans ces
mémes voies métaboliques pourraient étre I'objet d’une telle régulation. Nous avons donc
identifié les genes, présentant une zone de régulation cofixée par FXR et FOXA2 d’aprés nos
données de ChlP-seq, impliqués dans le métabolisme des lipides et le transport du cholestérol et
des lipides. Nous nous sommes restreints pour l'instant aux génes régulés par FXR d’apres
I'analyse de deux jeux de données de microarray réalisés sur des souris déficientes en FXR
spécifiquement dans le foie ((Porez et al.,2013), GSE54557). Ces génes sont majoritairement
impliqués dans le transport des lipides intracellulaires, la synthese, I’hydrolyse et le transport des

triglycérides ainsi que la captation du cholestérol des HDLs vers le foie (figure 29).

VLDL alimentation

Export des TAG:
Acides
gras

1 Lpin2
1Spotl4 1 Fabpl glucose
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des TAG . s
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AcylCoA pyruvate

Palmitate Elongation/
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Figure 29: Genes cibles de FXR, associés a une zone de colocalisation de FXR et de FOXA2
sur la chromatine, impliqués dans le métabolisme et le transport des lipides et du
cholestérol
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Les génes et leurs sens de régulation par FXR sont représentés en rouge.

Ces fonctions sont en adéquation avec celles connues de FXR dans le foie, suggérant que
FOXA2 pourraient contribuer via FXR a la régulation des stocks hépatiques de triglycérides et de
cholestérol. La validation de I'effet de I'antagonisme entre FOXA2 et FXR sur ces génes et sur ces

composantes de la physiologie hépatique in vivo sera I'objet de futures investigations.
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Chapitre 4 : Conclusion et
perspectives
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FOXA2 est un facteur de transcription qui collabore étroitement avec la super-
famille des récepteurs nucléaires. Pergu tout d’abord uniquement a travers le spectre de
son role d’activateur de la transcription des genes et par son réle de facteur pionnier
permettant la fixation d’autres facteurs a des zones de régulation, la famille des facteurs
FOXA est a présent percu comme des « modificateurs » du cistrome de récepteurs
nucléaires de maniere plus large lui conférant ainsi une fonction transcriptionnelle
répressive (Jin et al.,,2014; Santisteban et al.,2010). Le travail exposé lors de cette these
montre pour la premiere fois que FOXA2 peut réprimer I'activité transcriptionnelle de FXR
dans différents modeles cellulaires a travers potentiellement un mécanisme d’interaction
inédit dans la bibliographie de FOXA2: la transrépression de type «tethering ». Un
mécanisme similaire a d’ailleurs été évoqué pour un autre facteur de la famille des
forkhead FOXM1 révélant ainsi gu’une partie de la fixation de ce facteur était conservée
dans des cellules exprimant des mutants de FOXM1 dont la capacité de liaison directe a
I’ADN est altérée (Sanders et al.,2015). L'étude de mutants similaires pour FOXA2 serait
particulierement intéressante et pourrait venir étayer la présence d’'un mécanisme
identique dans le cadre de l'interaction entre FXR et FOXA2. Ce mécanisme pour l'instant
basé sur des résultats obtenus sur quelques sites reste encore a confirmer et a explorer
sur un panel plus important de genes cibles de FXR. L'étude du cistrome de mutant de
FOXA2 pourrait permettre d’évaluer I'importance de la fixation indirecte a ’ADN de ce

facteur pour son activité transcriptionnelle dans le foie.

Une question reste néanmoins en suspend, si ce n’est la présence d’éléments de
réponse de FOXA2 a proximité des zones de fixation de FXR, qu’est-ce qui détermine le
recrutement de FOXA2 au niveau des zones fixées par FXR? La régulation de la

transcription des genes étant un phénomeéne mettant en jeu des complexes protéiques
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faisant intervenir de nombreux cofacteurs et facteurs de transcription, une hypothéese
possible serait la présence d’autres facteurs faisant partie de ce complexe qui stabiliserait
I'interaction entre ces deux facteurs spécifiqguement dans certaines zones génomiques.
Des expériences de co-immunoprécipitation couplée a la spectrométrie de masse

pourraient révéler la présence d’autres participants aux complexes FXR/FOXA2.

Le mécanisme de transrépression de type « tethering » n’est toutefois pas le seul
qui peut relier ces deux facteurs. En effet, une analyse plus large des données ,issues de la
puce d’expression réalisée dans les HepG2 apres transfection avec un siRNA ciblant
FOXA2, montre qu’en condition de répression de FOXA2, FXR active un nombre de genes
beaucoup plus importants (figure 30A). Ce résultat confirme donc une action
majoritairement répressive de FOXA2 sur |'activité transcriptionnelle de FXR. Néanmoins,
de facon intéressante, une analyse de la fixation des facteurs FXR et FOXA2 au voisinage
de ces génes nouvellement activés par FXR lorsque I'expression de FOXA2 est réprimée
démontre que seul 13% sont associés d’aprés nos données a une colocalisation de FXR et
de FOXA2 (Figure 30B). Par contre, 39% de ces genes sont associés a la fixation du facteur
FOXA2 sans FXR (Figure 30B). De facon surprenante, un demi-site faisant parti des
élements de réponse de FXR est fortement enrichi au centre des régions uniquement
fixées par FOXA2 dans les données de ChlIPseq (figure 30C). Ces résultats nous permettent
d’envisager la présence d’autres mécanismes reliant FOXA2 et FXR. Une des hypothéeses
envisageable est que FOXA2 réprime une partie du transcriptome de FXR en masquant
des sites de fixation de FXR peut étre par l'intermédiaire d’'un mécanisme impliquant
GRG3 comme précédemment décrit pour FOXA1 (Sekiya &Zaret,2007). L’exploration des
modifications du cistrome de FXR en condition de répression de I'expression de FOXA2

par ChiIP-seq pourrait se révéler primordiale pour I’étude de cette nouvelle hypothése.
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Genes regulés par FXR
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Figure 30: Diversité des mécanismes de répression de FXR par FOXA2
A) Diagramme de Venn représentant le nombre de génes régulés significativement par FXR (effet du

traitement avec le GW4064) dans des cellules HepG2 avec (siFOXA2 cercle bleue) ou sans (siContrdle cercle
rouge) répression de I'expression de FOXA2 (FC 1.5 et Pv<0.05). B) diagramme représentant la proportion
des génes activés par FXR qu’en condition de répression de FOXA2, associés a la fixation de FOXA2, et/ou de
FXR d’apres les données de ChIPseq dans les cellules HepG2. C) Motif sur-représenté au niveau des zones
de fixation de FOXA2 sans colocalisation avec FXR associées a des genes régulés par FXR en condition de
répression de FOXA2 d’apres une analyse par SeqPos motifs (Galaxy Cistrome).

Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes intéressés principalement a la
cofixation de FXR et de FOXA2 au niveau génomique. Néanmoins, I'étude de la régulation
de la transcription a I’échelle du génome a mis en évidence I'implication de nombreuses
boucles de chromatine dans les mécanismes permettant le contact entre les enhancers et

les promoteurs des genes. Etant donné la répartition des sites de fixation de FOXA2 et de
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FXR sur le génome principalement au niveau intergénique ou intronique (Berrabah et
al.,2014; Thomas et al.,2010; Wederell et al.,2008), de nombreux génes sont associés a
une fixation de ces différents facteurs de transcription a distance I'un de l'autre. Une
organisation tridimensionnelle de la chromatine permettant le contact entre FXR et
FOXAZ2 a distance I'un de l'autre pourrait étre un mécanisme envisageable. En effet, FXR a
été associé a la présence de boucles de chromatine au niveau de différents génes cibles
comme Gr(Renga et al.,2013) ou Shp (Li et al.,2010). De plus, le facteur de transcription
FOXA1 a été associé au facteur CTCF qui joue un rdle important dans ces phénomeénes de

structuration de la chromatine (Gosalia et al.,2014; Ross-Innes et al.,2011).

Au niveau mécanistique, il reste également a caractériser comment FOXA2
réprime l'activité de FXR dans le foie dans les zones de colocalisation FXR/FOXA2.
L’expérience de ChIP-reChlIP sur le promoteur de Shp ainsi que leur interaction nous
permet d’exclure tout du moins pour ce promoteur une compétition entre les deux
facteurs pour la fixation a un seul élément de réponse. Au niveau de ces zones de
cofixation entre FXR et FOXA2, FOXA2 réprime-t-il I'activité de FXR en intervenant sur le
recrutement de cofacteurs comme évoqué dans le cadre de la transrépression de CHREBP
médiée par FXR (Caron et al.,2013) ou diminue-t-il le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle au niveau du TSS comme suggéré dans le cadre de l'inhibition de
I'activité de LXRa sur le géne ABCA1 (Thymiakou &Kardassis,2014)? De nombreuses
possibilités mécanistiques peuvent étre a I'origine de la répression de Iactivité

transcriptionnelle de FXR par FOXA2 et pourront constituer un axe futur de recherche.

Comme exposé dans l'introduction bibliographique, FXR voit son activité modulée

par des mécanismes complexes impliquant la disponibilité du ligand, une modification de
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son expression, de sa fixation sur I’ADN, des modifications post-traductionnelles et son
interaction avec de nombreux partenaires. Mon travail de these a identifié FOXA2 comme
un nouveau partenaire du récepteur nucléaire FXR qui va, en condition d’activation de la
voie du glucagon, réprimer une partie de I'activité du récepteur nucléaire FXR impliquée
dans le métabolisme des lipides et du cholestérol. Ce mécanisme est d’autant plus
prometteur qu’il permet d’envisager une régulation gene-spécifique de I'activité du
récepteur nucléaire FXR en fonction des conditions nutritionnelles. FOXA2 pourrait
contribuer a l'inhibition partielle de I'activité transcriptionnelle de FXR observée a jeun.
En effet, des études ont montré que I'activité transcriptionnelle de FXR est dépendante
des conditions physiologiques bien que |'effet des conditions nutritionnelles soit différent
en fonction des génes cibles et des voies métaboliques régulées. Ainsi, I'activité de FXR
sur les genes glycolitiques, lipogéniques (Duran-Sandoval et al.,2005) ainsi que sur les
génes impliqués dans la voie des acides biliaires (Berrabah et al.,2014; Lien et al.,2014)
est plus importante en condition post-prandiale. Néanmoins, l'action de FXR sur
I'autophagie est effective uniquement en condition de je(ine (Lee et al.,2014; Seok et
al.,2014). Il est donc évident que FXR a une activité différente en fonction des conditions
nutritionnelles et ceci semble étre lié a la présence différentielle de cofacteurs et de
facteurs situés a proximité de ses genes cibles (Lien et al.,2014). FOXA2 pourrait ainsi
participer a cette régulation gene- et fonction-spécifique de I'activité de FXR dépendante
du statut énergétique de l'organisme. FXR, en modifiant ses cibles et son action en
fonction de [I'état nutritionnel, ne serait donc pas uniguement un senseur du
métabolisme en condition post-prandiale, mais participerait a I'adaptation dynamique du

métabolisme hépatique aux conditions nutritionnelles.
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Plusieurs études montrent également qu’il existe une grande variété de réponse
des genes cibles de FXR en fonction des ligands utilisés, ainsi différents agonistes ou
antagonistes de FXR présentent une activité spécifique sur certains genes cibles (Dussault
et al.,2003; Kaimal et al.,2009; Suzuki et al.,2008). Une évaluation compléte des raisons et
des déterminants de cette sélectivité n’a pas encore été réalisée mais ce phénomeéne
pourrait étre di a une différence structurelle des complexes FXR- ligands engendrant
ainsi une conformation distincte du récepteur en fonction du ligand et un recrutement
différentiel de cofacteurs ou autres partenaires de FXR. Il pourrait ainsi étre envisagé
d’étudier I'impact des différents agonistes et antagonistes de FXR sur son interaction avec
FOXA2, des différences pourraient contribuer a l'action spécifique de ces ligands au

niveau génique.

Nous avons montré que I'un des génes cibles de FXR soumis a cette régulation par
FOXAZ2 est Shp. Ce récepteur nucléaire monomérique dit « orphelin », tout d’abord connu
comme régulateur de la synthése des acides biliaires, a été identifié¢ comme un facteur
ayant un role dans le métabolisme des lipides et du cholestérol. En effet, les souris Shp’/'
sont résistantes a I'athéroclérose dans différents fonds génétiques : souris LdIr’ soumis
au régime western ainsi que chez les souris ApoE/' (Hartman et al.,2009; Kim et al.,2013).
Les souris déficientes en Shp nourris avec un régime riche en cholestérol et acide cholique
présentent une moindre concentration de cholestérol dans les VLDLs et les LDLs
accompagnée d’une plus forte concentration de cholestérol dans les HDLs (Hartman et
al.,2009). Ces souris sont également résistantes a la stéatose hépatique dans le fond
génétique ob/ob a travers une augmentation de I'export des lipides via les VLDLs et une
diminution de I'absorption hépatique des lipides et de la lipogenése (Huang et al.,2007).

L’augmentation de |'expression de Shp par l|'activation de FXR semble donc étre
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essentiellement délétere pour le transport des lipides et du cholestérol. Réduire I'activité
transcriptionnelle de FXR sur cette cible présente un réel intérét thérapeutique surtout si
on prend en compte les observations faites dans le cadre des essais cliniques réalisés avec
I’agoniste de FXR, I'acide obéticholique (INT747), études menées sur des patients atteints
de NASH, de cirrhose biliaire primaire ou de diarrhée biliaire induisant une altération des
paramétres lipidiques sanguins (Hirschfield et al.,2015; Mudaliar et al.,2013; Walters et
al.,2015). L'augmentation de la concentration de LDL-C et la diminution de la
concentration en HDL-C observées lors de ces essais cliniques et la pro-athérogénicité
potentielle qui en résulte représente I'obstacle majeur rencontré dans le développement
clinique d’agonistes de FXR. Pour aller plus loin dans notre étude, il serait donc
intéressant d’observer quel est I'effet in vivo de la répression de FOXA2 sur I'activité de
FXR, particulierement sur le transport des lipides et du cholestérol et ainsi valider
expérimentalement les pistes obtenues lors de nos études génomiques et
transcriptomiques. L'utilisation de I'adénovirus produit au cours de ce travail de these
contenant un shRNA FOXA2 et validé dans des hépatocytes murins (lignée cellulaire et
cellules primaires) in vivo par injection chez la souris est en phase de test afin de réprimer
I’expression de FOXA2 dans le foie. Cette méthode de répression a été utilisée dans de
nombreux articles in vivo (Li et al.,2015; Lu et al.,2014; Yin et al.,2011). Le dosage des
triglycérides et cholestérol sanguins et hépatiques dans des souris Fxr'”* et Fxr” infectés
avec l'adénovirus surexprimant le shRNA ciblant les geénes Foxa2 ou LacZ nous
permettrait de mettre en évidence I'influence de la répression de FOXA2 sur 'activité de
FXR dans le métabolisme du cholestérol et des lipides dans le foie. Cette étude pourrait
également permettre d’explorer a I'échelle du génome, I'effet de la répression de FOXA2

sur le cistrome et le transcriptome de FXR dans le foie. Ces futurs résultats nous
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permettront de valider I'antagonisme entre FOXA2 et FXR in vivo et pourraient nous
amener a élargir I'implication de ce mécanisme a d’autres fonctions et/ ou a définir

d’autres mécanismes moléculaires reliant ces deux facteurs.

Comme indiqué dans l'introduction bibliographique, I'expression et I'activité de
FOXA2 sont altérées dans différentes conditions pathologiques. En effet, I'expression de
FOXA2 dans le foie de patients atteints d’atrésie biliaire (forme pédiatrique de cholestase)
et de cholangite sclérosante primitive (cholestase extrahépatique) est fortement
diminuée (Bochkis et al.,2008). C’'est également le cas dans des modeles de cholestases
murines (Li &Klaassen,2005; Zollner et al.,2005). Or, l'activité de FXR est également
perturbée dans différents types de cholestase chez I'humain comme la cirrhose biliaire
primitive (Wunsch et al.,2015) ou dans des modeéles de cholestase chez la souris (Cui et
al.,2009; Liu et al.,2003). Il serait d’autant plus intéressant d’étudier |'effet de la perte
d’expression du facteur FOXA2 sur l'activité de FXR dans la physiopathologie de la
cholestase. De méme, l'inactivation de FOXA2 observée dans différents modeles de
stéatose hépatique et d’insulino-résistance chez le rongeur (Salamanca et al.,2015;
Wolfrum et al.,2004) et dans un modele de fibrose hépatique (Nishikawa et al.,2015)
permet d’envisager une implication de FOXA2 dans la progression du NAFLD
potentiellement a travers son action sur FXR. Deux mutants de FOXA2 constitutivement
actifs ont été décrits dans la littérature et ne sont plus réprimés par la voie de
signalisation de l'insuline (mutant non phosphorylable T156A et mutant mimant
I’acétylation K259Q (von Meyenn et al.,2013)). Ceci permet d’envisager une restauration
de ces mutants de FOXA2 dans des modeles pathologiques ou I'activité de FOXA2 et/ou

son expression est altérée méme dans des contextes d’hyperinsulinémie. Une technique
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pouvant étre utilisée dans ce cas est l'injection de virus de type Adenovirus-Associated

Virus pour obtenir une expression spécifique et durable de ces mutants dans le foie.

FXR et FOXA2 sont exprimées dans d’autres tissus comme l'intestin, les poumons,
le pancréas ou le rein. Un mécanisme similaire pourrait également intervenir dans un
autre contexte cellulaire. Comme indiqué dans l'introduction, les souris déficientes en
FOXA2 spécifiquement dans le foie sont euglycémiques alors que les souris FoxA2'o/'>®
FoxA3Cre ont une sévere hypoglycémie. Cette disparité phénotypique entre les
différentes souches génétiques de souris FOXA2 déficientes s’explique par le réle
prépondérant de FOXA2 dans différents organes important pour le métabolisme
glucidique que sont l'intestin et le pancréas. Compte-tenu du réle central de FXR dans
I'intestin, a la fois dans la régulation de I'homéostasie des acides biliaires (Lopez-
Velazquez et al.,2012) mais également dans le controle de I’'homéostasie glucidique
(Trabelsi et al.,2015), I'impact de FOXA2 sur 'activité de FXR dans I'intestin pourrait étre
exploré. Le role délétére de FXR dans le métabolisme glucidique est associé a son réle
extra-hépatique (Prawitt et al.,2011; Prawitt et al.,2014) et ceci en partie via son role de
répresseur de I'expression et de la sécrétion du GLP1 (Trabelsi et al.,2015). Le GLP1 est
devenu une cible privilégiée dans le traitement du diabete de type 2 en augmentant la
sécrétion de l'insuline et la régénération des cellules B-pancréatiques, en diminuant la
néoglucogenese hépatique et en retardant la vidange gastrique. Or, FOXA2 est connu
comme un activateur du géne du préproglucagon codant pour le GLP1 et le GLP2
(Gauthier et al.,2002). Un antagonisme entre FOXA2 et FXR pourraient également étre
mis en jeu dans le cadre de la régulation de la production du GLP1 par les cellules
entéroendocrines. Une altération de cet antagonisme via une répression de I'activité de

FOXA2 dans l'intestin pourrait contribuer au développement du diabéte de type IlI.
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Cette thése montre que FOXA2 est un répresseur de I'activité de FXR a travers la
cofixation de ces deux facteurs sur ’ADN a proximité de genes régulant les métabolismes
et le transport des lipides et du cholestérol. Etant donné les enjeux économiques sous-
jacents au développement d’agonistes de FXR dans le traitement du NASH et de la
cholestase hépatique, comprendre les mécanismes mis en jeu dans la régulation de la
voie des lipides et du cholestérol revét un caractére de nécessité immédiate. La
modulation de I'activité de FOXA2 pourrait étre une piste a étudier permettant une
régulation fine et ciblée de I'activité de FXR afin de réduire de potentiels effets déléteres
des agonistes de FXR a long terme sur le développement de I'athérosclérose. De futures
études seront nécessaires afin de confirmer |'effet physiologique de l'interaction entre
FOXA2 et FXR dans le foie mais également dans les autres organes métaboliques ou FXR

et FOXA2 sont exprimés.
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