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RESUME






Nouveaux modeles pour le criblage de modulateurs/perturbateurs des

voies de signalisation régulées par les Liver X Receptors (LXRS).

Les Liver X Receptors (LXRs) sont des facteurs de transcription appartenant a
la superfamille des récepteurs nucléaires présents chez 'homme sous deux isoformes
LXRa et LXRB. Ces isoformes ont des rdles redondants et spécifigues dans
'homéostasie du cholestérol, des stéroides et dans l'immunité. Comme d’autres
récepteurs nucléaires, les LXRs sont la cible de ligands exogenes pouvant impacter
leur activite. Ce phénomeéne est a double tranchant. D’'une parte une modulation
précise et spécifigue des LXRs conduirait au développement de molécules
thérapeutiques. D’autre part, des perturbations inappropriées des voies de
signalisation LXRs méneraient a l'identification de nouveaux Endocrine Disruptor
Chemicals (EDCs). Dans le cadre de cette thése, j'ai analysé les modalités de fixation
et les activités de ligands flavonoides sur les LXRs. Ceci a conduit a la découverte de
profils de liaison spécifiques en fonction des activités agonistes/antagonistes. J’ai
€galement pu mettre au point un systeme de criblage in vivo de ligands des LXRs chez
le modele Drosophila melanogaster. Cet outil permet la discrimination de ligands
agonistes par quantification optique de la fluorescence chez les larves. Dans le but
de découvrir des ligands des LXRs spécifique de lisoforme, jai entrepris la
construction d’'un double systéme de criblage autorisant I'analyse simultanée de
I'action d’'une molécule sur LXRa et LXRPB. L’ensemble de ces résultats se montrent
prometteurs dans la synthése ou la découverte de molécules thérapeutique ainsi que
dans l'identification d’EDCs.






ABSTRACT






New Models for the Screening of Modulators/Disruptors of Signaling
Pathways Reqgulated by Liver X Receptors (LXRS)

Liver X Receptors (LXRs) are transcription factors among the nuclear receptors
superfamily present in humans under two isoforms: LXRa and LXR[. These isoforms
have redundant and specific roles in cholesterol homeostasis, steroids, and immunity.
Like other nuclear receptors, LXRs are targets of exogenous ligands that can impact
their activity. This phenomenon is double-edged. On the one hand, precise and specific
modulation of LXRs would lead to the development of therapeutic molecules. On the
other hand, inappropriate disturbances of LXRs signaling pathways would lead to the
identification of new Endocrine Disruptor Chemicals (EDCs). As part of this thesis, |
analyzed the binding way and the activities of flavonoid ligands on LXRs. This led to
the discovery of specific binding pattern depending on agonist/antagonist behavior. |
have also been able to develop an in vivo screening system for LXRs ligands in the
Drosophila melanogaster model. This tool allows the discrimination of agonist ligands
by optical quantification of fluorescence in larvae. In order to discover LXRs isoforms-
specific ligands, | started the construction of a double screening system allowing the
simultaneous analysis of molecule activity on LXRa and LXRp. All these results are
promising in synthesis or discovery of therapeutic molecules as well as in the ECDs
identification.
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LXR : Liver X Receptor

NR : Nuclear Receptor

ER : Estrogen Receptor

AR : Androgen Receptor

GR : Glucocorticoid Receptor

RXR : Retinoid X Receptor

RAR : Retinoic Acid Receptor

ROR : RAR-related Orphan Receptor

DBD : DNA binding Domain

LBD : Ligand Binding Domain

LBP : Ligand Binding Pocket

LXRE : LXR Response Element

AF-1 : Activating Function 1

AF-2 : Activating Function 2

NCoOR : Nuclear Receptor Co-Repressor
SMRT : Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid hormone receptor
DRIP205 : Vitamin D Interacting Protein 205
SRC1 : Steroid Receptor Coactivator 1
ASC2 : Activating Signal Cointegrator-2
COX2 : Cyclooxygenase-2

IL : Interleukine

CNRE : cAMP Negative Response Element
API : Apigénine

QUE : Quercétine

GEN : Genistéine






LUT : Lutéoline

GAL : Galangine

CYA : Cyanidine

MOR : Morine

HES : Hespérétine

NAR : Naringénine

GPS2 : G-protein Pathway Suppressor 2
3B-HSD : 3B-Hydroxysteroid Dehydrogenase
ABCAL : ATP-Binding Cassette

ACTS5C : Actin 5¢

ACTH : Adrenocorticotropic Hormone

AD : Activating domain

AKT : Protein Kinase B

AP1 : Activator Protein 1

APOE : Apolipoprotein E

ARLY7 : ADP-Ribosylation factor-Like 7
CETP : Cholesteryl Ester Transfer Protein
ChREBP : Carbohydrate-Responsive Element-Binding Protein
CYP7A1 : Cytochrome P450 Family 7 Subfamily A member 1
DMSO : Dimethyl Sulfoxide

EDC : Endocrine disruptor chemical

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor
FASN : Fatty acid synthase

G6Pase : Glucose 6-Phosphatase

GLUT4 : Glucose Transporter type 4






HDL : High Density Lipoprotein

HTS : High Throughput Screening

IDOL : Inducible Degrader Of LDL

INOS : Inducible Nitric Oxide Synthase

LDL : Low Density Lipoprotein

LDLR : Low Density Lipoprotein Receptor

LPL : Lipoprotein Lipase

LPS : Lipopolysaccharide

LRP1 : LDL Receptor-related Protein 1

MSMB : Beta-Microseminoprotein

NFkB : Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NKX3.1 : NK homeobox 1

PEPCK : Phosphoenolpyruvate Carboxykinase
PGEZ2 : Prostaglandin E2

PI3K : Phosphatidylinositol 3-Kinase

PLTP : Phospholipid Transfer Protein

PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
QSAR : Quantitative Structure—Activity Relationship
QUAS : Q-system Upstream Activating Sequence
RANKL : Receptor Activator of Nuclear factor kappa-B Ligand
RB : Retinonblastoma

RCT : Reverse Cholestérol Transport

RIP140 : Receptor-Interacting Protein 140

RNF145 : RING Finger Protein 145

SCAP : SREBP Cleavage-Activating pProtein






SCDL1 : Stearoyl-CoA Desaturase-1

SHP : Small heterodimer partner

SIRT1 : Sirtuin

SKP2 : S-phase Kinase associated Protein 2
SREBP1C : Sterol Regulatory Element-Binding Protein
StAR : Steroidogenic Acute Regulatory protein

STAT : Signal transducer and activator of transcription
STS : Steroid Sulfatase

SULT : Sulfotransferase

UAS : Upstream Activating Sequence

UCPL1 : Uncoupling Protein 1

VLDL : Very Low Density Lipoprotein
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1. Structure des Liver X Receptors (LXRS)

Les Liver X Receptors (LXRs) font partie de la superfamille des récepteurs
nucléaires (NRs), facteurs de transcription pouvant se lier a I'ADN, potentiellement
activables par des ligands et impligués dans un large spectre de régulations
physiologiques (The Nuclear Receptor FactsBook 2002; Gronemeyer, Gustafsson, et
Laudet 2004; Chambon 2005; Evans 2005).

Avant le clonage des génes codant les NRs au début des années 1980, c’est
biochimiqguement que le premier NR fut identifié dans les années 1960. En effet,
Elwood Jensen et ses collaborateurs ont montré que I'estradiol était spécifiquement
retenue dans les cellules cibles, et que son activité cellulaire était modulée par un
récepteur spécifique de haute affinité (Jensen 1962). Quelques années plus tard, le
récepteur des glucocorticoides humains (GR, NR3C1) était I'un des premiers NRs a
étre cloné par Ron Evans et ses collégues suivi du récepteur aux cestrogénes (ERa ;
NR3AL1) par les laboratoires de Pierre Chambon et de Geoffrey Greene (Hollenberg et
al. 1985; Greene et al. 1986, 1986). Depuis, le séquencage complet du génome
humain a conduit a l'identification de 48 NRs fonctionnels, avec des réles spécifiques,
notamment dans la régulation de nombreux processus biologiguement importants
comme la croissance, le développement et I'homéostasie. Cette régulation s’effectue
a travers plusieurs mécanismes qui incluent a la fois les actions d'activation ou de

répression de la transcription.

La classification des récepteurs nucléaire s’est effectuée par analyse
phylogénétiques des séquences (Figure 1). Malgré une organisation structurelle
hautement conservée, les fonctions physiologiques des NRs et elurs modes d’action
sont trés variés. C’est ainsi que d’autres systemes de classifications ont vu les jours
notamment ceux basées sur les fonctions physiologiques indiquant que des
séquences géniques proches ne signifiaient pas nécessairement des fonctions
physiologiques similaires (Figure 2). En effet, a I'exception de DAX1 (NROB1) et de
SHP (NROB2), les NRs se lient a des séquences spécifiques situées dans les régions
promotrices des génes cibles. Selon le NR, cette fixation peut étre sous forme de

monomeére, d’homodimere et/ou d’hétérodimere avec un des récepteurs de I'acide
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Figure 1 : Classification phylogénétique des récepteurs nucléaires
Les séquences des récepteur nucléaires ont été alignées et un arbre
phylogénétiques a été dressé. Les récepteurs nucléaires sont divisés en groupes

(NRO-6) et en sous-groupe (A-F).



rétinoique 9-cis : RXR (NR1B1-3). Si paradoxalement ces protéines sont qualifiées de
« récepteurs », il faut noter que plus de la moitié des 48 NRs n’a encore été associée
a un (des) ligand(s). Pour ceux dont un ligand est connu, la liaison du ligand déclenche
des changements dans la conformation et la dynamique des récepteurs qui a leur tour
régulent le recrutement des corégulateurs et des mécanismes de modification de la
chromatine, une composante clé de la signalisation par les NRs. L’action ultime de ces
NRs sur les génes cibles, apres la liaison spécifique sur I'ADN, est de modifier le

recrutement et/ou I'activité de la machinerie de transcriptionnelle (Roeder 1996).

1.1. Structure classique des NRs

Tous les NRs présentent une structure modulaire caractéristique qui comprend
cing a six régions d’homologie (désignées de A a F, de l'extrémité N-terminale a
I'extrémité C-terminale) sur la base de séquence et de fonction conservées (Figure 3)
(Giguere et al. 1986; Krust et al. 1986). Le domaine de liaison a I'ADN (DNA-binding
domain ; DBD ; région C) et le domaine de liaison au ligand (Ligand-binding domain ;
LBD ; région E) sont les domaines les mieux conservés. Ces deux régions peuvent
fonctionner indépendamment, comme I'a bien montré la génération d'un récepteur
chimérique dans lequel le DBD de ER a été permutée pour celui de GR. On constate
alors que la protéine chimérique se lie a l'cestradiol mais n’active pas les genes

sensibles a l'cestradiol mais ceux sensibles aux glucocorticoides (Green et al. 1988).

1.1.1. Régions A/B

Les régions A/B du c6té N-terminal contiennent une fonction d'activation
transcriptionnelle appelée fonction d'activation 1 (Activating Function 1 ; AF-1), qui
peut fonctionner de maniére autonome. Contrairement a l'autre fonction d'activation
(Activating Function 2 ; AF-2 ; située dans le domaine de liaison du ligand - LBD), AF-
1 peut agir de maniére indépendante du ligand. Aucun marqueur protéique spécifique

commun n’a pu étre identifié a partir des différentes structures cristallines obtenu a
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Figure 2 : Classification fonctionnelle des récepteurs nucléaires
Adapté de Bookou, 2006..



partir des différents domaines A/B. En effet, la longueur et la séquence de la région
A/B dans les différents NRs sont tres variables, révélant une trés faible conservation
évolutive. De maniére intéressante, ce domaine peut étre la cible de modifications
post-traductionnelles au niveau de sites consensus de phosphorylation par des
kinases dépendantes des prolines. De plus, cette région N-terminale peut interagir

avec des cofacteurs tels que des coactivateurs ou d'autres facteurs de transcription.

1.1.2. Région C

La région C centrale des NRs ou domaine de liaison de 'ADN (DBD) est le
domaine le plus conservé dans la superfamille des NRs (Figure 3). Des études in vitro
ont démontré que, par cette région, les NRs se lient a des séquences d'ADN
spécifiques, appelées éléments de réponse hormonale (HRE, Hormone responsive
element) (V. Kumar et al. 1986). Des études de résonance magnétique nucléaire et de
cristallographie ont été réalisées pour différents DBD de NR, complexées ou non a
I'ADN. Ces approches ont révélé que le DBD se compose d'un noyau de 66 résidus
hautement conservés rassemblés en deux motifs de doigts de zinc riches en cystéine,
de trois hélices a et d'une extension COOH. Il comprend plusieurs séquences
peptidiques, appelées boites P, D, T et A, qui ont été décrits comme définissant ou
contribuant a la spécificité de I'élément de réponse (notamment les 2 dernieres
cystéines de la boite P ; (Zilliacus et al. 1994) et a linterface de dimérisation des
DBD. Une autre partie conservée dans le deuxieme doigt de zinc est la boite D, qui

dicte I'espacement des demi-sites entre deux récepteurs (cf. chapitre 1.1.3).

1.1.3. Région D

La région D, peu conservée, est considérée comme une charniére entre le DBD
et le LBD, permettant la rotation du DBD (Figure 3). Par conséquent, elle pourrait
permettre aux différents DBD et LBD d'adopter des conformations différentes sans
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Figure 3 : Organisation structurelle des récepteurs nucléaires

Séquence schématique d'acides aminés 1D d'un récepteur nucléaire (partie haute).
Structures 3D des régions DBD (liée a ’'ADN) et LBD (liée au ligand) du récepteur
nucléaire (partie basse).



créer de problemes d'encombrement stériqgue. C’est cette région qui recrute ma

miaison de corépresseur.

1.1.4. Région E

La région E, appelée aussi domaine de liaison du ligand (LBD, ligand-binding
domain), est moins conservé que le DBD et est fonctionnellement complexe : elle est
notamment responsable de la liaison du ligand et contient une fonction de
transactivation ligand-dépendante. Le LBD est organisé avec 11 a 13 hélices alpha
arrangées en trois couches avec deux [B-turns. L'organisation structurale du LBD
définit ainsi une poche hydrophobe (LBP, ligand-binding pocket) dans laquelle le ligand
de nature lipophile peut venir se fixer. Elle forme un cylindre relativement droit d'une

longueur d'environ 17 A pour un volume accessible de 700 & 800 A3,

Cette région contient quatre surfaces structurellement distinctes mais
fonctionnellement liées (Figure 3): 1) une surface de dimérisation, qui permet
l'interaction avec les LBD partenaires ; 2) la poche de liaison au ligand ; 3) une surface
de liaison aux corégulateurs, qui se lie a des complexes protéiques modulant I'activité
transcriptionnelle ; 4) une fonction d'activation appelée AF-2, qui induit la
transactivation dépendante du ligand. Dans I'AF-2 (séquence extrémement conservée
entre les différents NRs), l'intégralité de I'hélice a H12 est fondamentale pour la
transactivation dépendante du ligand et le recrutement de coactivateurs. Au final, les
LBD des NRs sont des domaines de signalisation allostérique complexes qui sont
capables d'intégrer de multiples zones d’interactions moléculaires structurellement
distinctes se chevauchant plus ou moins et modulant l'activation transcriptionnelle
(Bourguet, Germain, et Gronemeyer 2000). Actuellement, les structures cristallines

LBD de tous les récepteurs NRs ont été obtenues et étudiées.

1.2. Le domaine de liaison a ’ADN des LXRs
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Comme tous les NRs, les hLXRs se lient a des régions d'ADN spécifiques
appelés éléments de réponse aux LXRs (LXR Response Element; LXRE). lls
consistent en une variété de combinaisons de deux demi-sites canoniques de
séquence 5-AGGTCA-3’ (Mangelsdorf et al. 1995). Le LXRE le plus commun est la
répétition directe (Direct Repeat ; DR), AGGTCAn*AGGTCA (ou son complément
inverse TGACCTn'4TGACCT), ou n** désigne une sélection sans contrainte d'un ou
quatre nucléotides (désignés par DR1 et DR4, respectivement). Il existe également
des LXRE de type IR1 ou les demi-sites sont en répétition inversée et séparés d’un
nucléotide (Inverted Repeat 1 ; IR1 ; AGGTCANTGACCT) (Mak et al. 2002).

A ce jour, seule la structure cristalline de hLXRB DBD a été définie. Elle a été
obtenue en cristallographie aux rayons X de I'hétérodimére hRXRa-hLXR fixé sur un
élément de réponse DR4. Celui-ci présente une organisation asymeétrique ressemblant
a un X en penché en 3 'de I'élément de réponse (Figure 4). Le hRXRa DBD occupe le
demi-site 5' et le DBD LXRp, le demi-site 3'. Les LBDs de LXRP et RXRa ont leurs
positions inversées par rapport aux DBD (d’ou I'importance de la région D qui joue le
réle de charniere). Les deux LBD se trouvent dans le méme plan que que les DBD et
I'élément de réponse ADN. En hétérodimere, les LBDs de hLXRB et hRXRa sont bien
séparées de leurs DBD respectifs contrairement a d’autres hétérodimeéres tels que
PPARy-RXRa ((Chandra et al. 2008, 2013). La nature relativement ouverte du
complexe hRXRa-hLXR} reflete 'espacement accru des demi-sites DR-4 par rapport
a d’autres éléments de réponse (type DR1). Cet espacement permet I'existence d’'une
extension C-terminale non repliée ne génant pas I'appariement de I'hétérodimere sur

son élément de réponse (Lou et al. 2014).

Les deux DBD des NRs adoptent une organisation classique en doigts de zinc
et s'engagent dans les demi-sites AGGTCA (Khorasanizadeh et Rastinejad 2001).
Parmi ceux-ci et dans le DBD de hLXR}, la Lys108 forme une liaison hydrogéne avec
le premier G de AGGTCA; Glul05 forme une liaison hydrogéne avec le brin inférieur
C qui se couple avec le second G de AGGTCA; Argl12 interagit avec T, et Arg113
forme une liaison hydrogéne avec le brin inférieur G qui se couple avec la cinquieme

base, C du demi-site. Le groupe guanidium de la chaine latérale Arg139 forme une
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Figure 4 : Organisation de I'hétérodiméere RXRa-LXRg.

Vues d'ensemble du complexe avec LXRB (bleu) RXRa (magenta), ligands (cyan)
et peptide cofacteur (gris) sur I'élément de réponse. (a) Vue suivant la direction de
I'ADN (de 5'a 3'). (b) Vue latérale de I'hétérodimére avec les surfaces représentées.
(c) Représentation schématique des positions des domaines de liaison a I’ADN et
au ligand complexe.



liaison hydrogene avec le brin inférieur T qui se couple avec la sixieme base du demi-
site AGGTCA et le groupe ribose O3’ 2 nucléotides en 3' du demi-site (Figure 5 ; (Lou
et al. 2014). hLXRa et hLXRB présentent 75.6% d’identité et les résidus Glul05,
Lys108, Arg112, Arg113 et Argl39 sont tous les 5 conserves.

1.3. Le domaine de liaison au ligand des LXRs

L’étude cristallographique comparant les structures de hRXRa en I'absence de
son ligand (Bourguet et al. 1995) et hRARYy en présence de son ligand avait montré le
réle primordial de la fonction AF-2 portée par I'hélice 12 (Renaud et al. 1995). En
I'absence de ligand, I'hélice 12 est orientée vers I'extérieur du LBD. La liaison du ligand
permet le réarrangement des hélices 10 et 11 en une hélice unique, ce qui a pour
conséquence de libérer I'hélice 12 de son contact avec la boucle Q (entre les hélices
2 et 3). L’hélice 12 se réaligne ainsi contre la poche hydrophobe de liaison du ligand,
agissant alors comme un couvercle qui scelle la poche en renforgcant les interactions
entre le ligand et le LBD. Ce modele est décrit comme le modéle mouse trap (modele
du piege a souris). De méme hLXRa adopte une conformation classique en présence
de son ligand. Il faut souligner réledes résidus R305 et T316 dans I'ancrage et la
reconnaissance du ligand et l'importance des résidus H421 et W443 dans le
basculement de position de I'AF2 et I'activation transcriptionnelle induite par le ligand
(Svensson et al. 2003). Encore une fois, chacun de ces résidus joue un réle central
dans la liaison du ligand et le changement conformation engendrée par celui-ci sont
conservés entre hLXRa et hLXR (Figure 6) (Hoerer et al. 2003).

De nombreuses études de cristallographies (7 pour hLXRa-LBD et 17 pour
hLXRB-LBD) ont confirmé le réle crucial de ces acides aminés dans les interactions
avec des ligands agonistes et dans I'activation du NR. Néanmoins, d’autres résidus
moins conserves entre en hLXRa et hLXRB sont aussi impliqués dans I'ancrage du
ligand, selon la taille, la forme ou encore la position du ligand a I'intérieur de cavité

hydrophobe.
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Figure 5 : Modalités de liaison du LBD des LXRs sur ’ADN
Représentation des 2 doigts de zinc impliqués dans la liaison a ’ADN. Les acides
aminées représentés en rouge sont ceux interagissant directement avec I'’ADN.

Adapté de Giguéere 1999,.



2. Mécanisme d’action des LXRs

2.1. Les éléments de réponse aux LXRs (LXRE)

Comme décrit dans le chapitre 1.1.2., I'activité du NR implique sa fixation a ses

séquences cibles sur ’ADN. Dans le cas des LXRs, le LXRE se compose de deux

demi-sites de séquence canonique 5’-AGTTCA-3’ dont 'agencement peut varier selon

les génes cibles. Plusieurs LXRE ont été décrits a ce jour.

DR4 : Les études princeps ont montré que LXRa se lie préférentiellement a la
séquence 5'-GGTTTAaataAGTTCA-3' appelée DR4 (Willy et al. 1995; Willy et
al. 1997) et induit la transcription de plusieurs enzymes impliqguées dans le
métabolisme du cholestérol et la production des acides biliaires. Contrairement
a d'autres hétérodiméres RXR, l'activation par le ligand se produit lorsque le
récepteur RXR occupe la position 5' de I'élément de réponse (DR4). En outre,
la fixation du ligand par un seul récepteur (RXR) induit I'activation via le domaine
AF-2 de l'autre récepteur (LXR).

DR1 : la liaison de LXRB a un élément de réponse de type DR1
(AGGTCAaAGGTCA) est possible quelle que soit sa position sur I'élément de
réponse, bien qu’avec une affinité légérement plus élevée lorsque LXR[ occupe
la position 3' sur le demi site de I'élément de réponse (Feltkamp et al. 1999;
Varga et Su 2007). Contrairement & LXR, I'hétérodimére RXR-LXRa n'est pas
capable de se lier a I'élément de réponse de type DR1 (Gronemeyer et Laudet
1995).

IR1 : Mak et al. ont identifié et caractérisé deux LXREs fonctionnels dans le
promoteur proximal du géne humain PLTP (phospholipid transfer protein). Le
premier correspond a un DR4, alors que le second correspond a une répétition
inversée (IR1) (Mak et al. 2002).

IRO : Dans le cadre de I'étude des effets protecteurs de I'activation des LXRs
vis-a-vis des acides biliaires, I'analyse du promoteur de SULT2A9 (bile acid

detoxifying sulfotransferase 2A9) chez la souris a révélé la présence d’un
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Figure 6 : Poche hydrophobe formée par les acides aminés composant le LBD
des LXRs

Le volume quadrillé en turquoise représente la poche hydrophobe des LXRs. Les
acides aminés composant cette poche sont indiqué en bleu pour LXRa et en rouge
pour LXRB. Adapté de Svensson, 2003.



elément de réponse IR0 correspondant a une répétition inversée non espaceée.
L’expression de ce géne est activée par le T0901317 et dans le foie de souris
male (Uppal et al. 2007).

- DRZY : Afin de d’établir 'importance du réle du gene Cd36 (cluster differenciation
36) dans la stéatose hépatique, un LXRE de type DR7 correspondant a une
répétition directe séparée par 7 pb a été identifié. La présence de cette
séquence en amont du géne Cd36 permet d’activer la transcription hépatique
par le T0901317 chez la souris (Zhou et al. 2008).

- CNRE : LXRa peut contréler la transcription d'un groupe de geénes, dont la
rénine, non pas de fagon canonique par la liaison d’'un oxysterol, mais fagon
dépendante de I'AMPc (Tamura et al. 2004). Ce contrdle transcriptionnel ne se
fait pas sous forme d’hétérodimére avec RXR, mais en monomeére sur un
élément de réponse appelé CNRE (cCAMP negative response element). Dans le
promoteur du gene de la rénine, cet élément se trouve dans la région proximale
(= — 600 pb) et est conservé dans le génome humain et les rongeurs. LXRa et
LXRp interagissent physiqguement in vivo avec le CNRE du promoteur du géne
de larénine. La liaison des LXRs au CNRE corréle I'état fonctionnel de I'appareil

juxtaglomérulaire (Morello et al. 2005).

La capacité de ces LXRE a recruter et fixer 'hétérodimere LXR-RXR a été
analyseé par ChlP-seq et les fragments d’ADN sur lesquelles le dimere était fixé ont
été séquencés. On remarque une certaine variabilité quant aux sites de fixation des
LXRs sur la chromatine. Méme si les séquences DR4 sont bien représentées, d’autres
LXRE sont retrouvés suggérant des modalités de fixation encore inconnues (Figure 7 ;
(Pehkonen et al. 2012).

2.2. La transactivation

2.2.1. Liaison a 'ADN indépendante du ligand
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Figure 7 : Séquences LXRE fixées suite a une stimulation T0901317

Des cellules THP-1 (leucémie monocytaire humaine) ont été traitées ou non avec
du T0901317.Les données de ChIPseq entre les conditions DMSO et T0901317
sont comparées afin d’analyser le recrutement des LXRs sur différents. Ces
données on été récupérées des supplemental data de Pehkonen et al. 2012.



Selon le modeéle conventionnel (Figure 8), en I'absence de ligand, les LXRs sont
acétylés (X. Li et al. 2007) au niveau des résidus K432 (LXRa) ou K433 (LXR[) dans
le domaine AF2, et constitutivement liés avec RXR a leur LXRE. L'hétérodimere
interagit alors avec des corépresseurs, par exemple NCoR ou SMRT (X. Hu et al.
2003), qui bloquent la transcription par le recrutement d'histones désacétylases au
travers de I'interaction avec des protéines comme Sin3A (Lazar 2003). L'oxystérol se
liant & LXR conduit a des modifications du domaine carboxyterminal et la libération
des co-répresseurs. Ce réarrangement provoque la libération de I'hélice 12 qui agit
comme un piege bloquant le ligand dans sa poche de liaison et renforce les
interactions des coactivateurs tels que ASC-2 (S. Lee et al. 2008) sur le domaine AF-
2 (Svensson et al. 2003) et le recrutement d’histones acétylases. Cette cascade
d'événements place la chromatine dans un état permissif. De maniére concomitante,
la sirtuine 1 induit la désacétylation des LXRs. Ceci est suivi par une ubiquitinylation

de LXRs et une dégradation par le protéasome.

2.2.2. Liaison a 'ADN dépendante du ligand

En réalité, des expériences récentes utilisant des techniques basées sur de
limmunoprécipitation de chromatine (ChIP et ChIP-seq) ont commencé a questionner
la pertinence physiologique ce modele. Ces études suggerent que les ligands, les co-
facteurs, les corégulateurs et les modifications post-traductionnelles jouent des réles
distincts dans la détermination des sites de liaison génomique des LXRs, appelés
cistromes, in vivo. De tels cistromes ont été rapportés pour des LXRs endogénes
provenant de foie de souris in vivo (Boergesen et al. 2012), de macrophages humains
(Pehkonen et al. 2012) et de macrophages de souris exprimant des LXRs marqués in
vitro (Heinz et al. 2010). Le traitement avec I'agoniste T0901317 a identifié 16 000 sites
de liaison contre 4000 sites sans T0901317, indiquant une augmentation de la liaison
des LXRs aprés activation par le ligand. Les agonistes des LXRs dans le foie
permettraient aux récepteurs de se lier a des sites moins accessibles en raison d'une
structure de chromatine plus fermée. L'étude chez les macrophages humains confirme

l'augmentation du recrutement de LXRs par activation des ligands et que ces sites de
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Figure 8: Différents modes d’actions des LXRs
Ce schéma présentes les différents mode d’action des LXRs connus a ce jour.



liaison sont distribués dans des zones limitées, appelées points chauds (hotspots). En
conclusion, ces nouvelles données suggéerent que la liaison des LXRs a une majorité
de sites génomiques nécessite I'activation par des ligands (Figure 8), alors que les
LXRs constitutivement liés occupent une minorité de sites génomiques (modele
d'action conventionnel). Par exemple, le recrutement des LXRs sur le promoteur du
géne ABCG1 semble lié au ligand et nécessite sélectivement le corégulateur GPS2
(G-protein pathway suppressor 2), conjointement avec les histones déméthylases
(Jakobsson et al. 2009). En conséquence, le recrutement des LXRs dépendant de
GPS2 entraine des changements dans les marques d'histones épigénétiques,
provoquant une structure de la chromatine plus ouverte. A linverse, les effets

transcriptionnels des LXRs sur ABCA1 semblent suivre le mode d’action canonique.

2.3. La transrépression

Les effets transcriptionnels négatifs (transrépressions) des LXRs n'ont été
décrits que récemment. Les LXRs ont la capacité d’inhiber I'activation de facteurs de
transcription pro-inflammatoires tels que NFkB, STAT et certains membres de la
famille AP1. Des études sur les macrophages (Ghisletti et al. 2007) et les hépatocytes
(Venteclef et al. 2010) ont indiqué que les agonistes des LXRs peuvent déclencher
une modification post-traductionnelle par SUMO, permettant ainsi aux LXRs d’entamer
une transrépression. Les LXRs SUMOylés se lient au complexe corépresseur NCoR-
SMRT au niveau des promoteurs de genes de réponse inflammatoire,
vraisemblablement via les sous-unités GPS2 et/ou la coronine 2A, empéchant ainsi le
rejet du complexe de corépresseur et bloquant l'activation du géne cible (Figure 8 ;
(Venteclef et al. 2011). Le processus de SUMOylation des LXRs est a ce jour mal
compris et se produit a des sites non consensus sur le LBD, par le biais des enzymes
SUMO-2/3, mais n’'implique pas SUMO-1.

2.4. Les modifications post-traductionnelles des LXRs
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2.4.1.1. Acétylations

Les LXRs sont des protéines acétylées au niveau des Lysines K432 (LXRa) ou
K433 (LXRp ; Figure 9). L’activité de la désacétylase SIRT1 favorise l'ubiquitinylation
du récepteur et sa dégradation par le protéasome, tout en étant un régulateur positif
de son activité transcriptionnelle (X. Li et al. 2007). Li et al. ont suggéré que la
désacétylation induite par le ligand et la dégradation qui en résulte conduit a la
clairance des LXRs des promoteurs, et facilite le prochain cycle de transcription,
augmentant ainsi I'expression des genes cibles. Cette étude a également démontré
que les animaux déficients en Sirtl présentent des niveaux plus élevés de protéines
LXRa, une altération du métabolisme lipidique et un mauvais retour hépatique du
cholestérol en partie di a I'expression réduite d'AbcAl et de la diminution des taux de
HDL. Cette hypothese a été soutenue par une étude dans le muscle squelettique
humain ou SIRT1 régule I'expression du gene cible lipogénique Srebplc (Defour et al.
2012).

2.4.1.2. O-GlcNacytlation

Si la fixation du glucose dans la LBP des LXRs a été définitivement écartée, une
étude sur des cellules hépatiques humaines et un modéle de diabete a montré que les
LXR subissent une O-GlcNacylation en réponse au glucose (Anthonisen et al. 2010).
Les auteurs proposent que les effets rapportés précédemment par le glucose (Mitro et
al. 2007) soient provoqués par sa signalisation en aval, vraisemblablement par des
modifications post-traductionnelles. Cette étude soutient également que cette
modification affecte I'expression de Srebplc, bien que les mécanismes exacts par

lesquels O-GlcNacylation régule l'activité de LXR ne soient pas éclaircis.

2.4.1.3. Phosphorylation
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hLXRa est phosphorylée sur des sérines a la fois in vitro et in vivo dans des
plaques athérosclérotiques de souris déficientes en ApoE (M. Chen et al. 2006; Torra
et al. 2008; C. Wu et al. 2015). Cette phosphorylation module ['activité
transcriptionnelle de LXRa en fonction des génes cibles et est renforcée par les
agonistes (Torra et al. 2008; C. Wu et al. 2015). L’inhibition de la phosphorylation de
la Serl98 entraine des changements dans l'expression des génes régulés en
particulier par LXRa (Torra et al. 2008). Le résidu Ser198 est situé dans la région
charniére de LXRa et est ciblé par la casein kinase 2 (Torra et al. 2008). Des études
de modélisation moléculaire des peptides suggerent que la phosphorylation de la
Ser198 affecte la conformation de LXRa, influengant le recrutement de cofacteurs, tels
gue NCoR (Figure 9 ;(Torra et al. 2008; C. Wu et al. 2015).

La phosphorylation de LXRa par d'autres kinases, y compris la protéine kinase
A, a également été rapportée sur plusieurs résidus (Serl95, Ser196, Thr290, Ser291)
dans les hépatocytes primaires de rat et le foie de souris, bien qu'aucune étude
détaillée de mutagenése n'ait été réalisée. La phosphorylation de LXRa par la protéine
kinase A conduit a la répression de I'expression de Srebplc, causée par une liaison
réduite de I'hétérodimere RXR/LXRa a I'ADN, ainsi qu'a un recrutement diminué de
coactivateur (SRC-1) et un taux d'occupation accru du corépresseur (NCoR). La
régulation de la phosphorylation de LXRa induite par le cholestérol et les oxystérols
(Torra et al. 2008) a incité d'autres études a se pencher sur I'effet des kinases régulées
par les nutriments. L'oltipraz, un dithiolethione synthétique, atténue la phosphorylation
de LXRa au niveau d'un résidu sérine non spécifié dans le foie de souris par l'inhibition
de la S6K1 (Ribosomal protein S6 kinase beta-1) (Hwahng et al. 2009) conduisant a

une réduction de I'expression du géne cible Srebplc en culture cellulaire.

2.4.1.4. SUMOylation

Ghisletti et al. (Ghisletti et al. 2007) ont initialement démontré que la
SUMOylation des LXRs induite par un ligand est nécessaire pour son interaction avec

le corépresseur NCoR dans des macrophages primaires de souris et des cellules de

13 |Page






macrophages RAW264.7. Cette modification empéche la libération de NCoR par NFkB
(ou AP-1) sur le promoteur des génes pro-inflammatoires. L'interaction entre les LXRs
SUMOylés et NCoR est facilitée par la Coronin 2A qui agit a la fois comme un site
d'accueil pour les LXRs et un facteur d'échange pour NCoR (W. Huang et al. 2011).
Une étude ultérieure a montré que les formes mutantes des deux LXRs dépourvus de
sites accepteurs SUMO (LXRa K328R / K434R et LXRB K410R / K448R) ont une
capacité réduite a réprimer des signaux pro-inflammatoire (Figure 9 ; (Pascual-Garcia
et al. 2013).
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3. Les ligands des LXRs

3.1. Endogenes

3.1.1. Agonistes

Les oxystérols (Figure 10) sont les ligands endogenes des LXRs (Janowski et

al. 1996; Lehmann et al. 1997). Deux familles ont été historiguement identifiées.

Les dérivés enzymatiquement oxydés du cholestérol en position 20(S)-, 22(R),

24(S), 25-, 27-hydroxycholestérol et 24(S),25-époxycholestérol se lient aux LXRs avec
des valeurs de Kd de 0,1 a 0,4 uM.

Le 24(S)-hydroxycholestérol, également connu sous le nom de cérébrostérol en
raison de son abondance dans le cerveau, est synthétiseé par la 24-
hydroxylase. C’est un activateur du gene ABCALl (Ingemar Bjoérkhem 2007; I.
Bjorkhem 2006).

Le 27-hydroxycholestérol est généré a partir du cholestérol par I'enzyme P450
stérol 27-hydroxylase, codée par CYP27AL1. Il peut étre oxydé en aldéhyde et en
acide carboxylique (acide cholesténoique) par la 27-hydroxylase. Le 27-
hydroxycholestérol et I'acide cholesténoique sont tous les deux les ligands des
LXRs (Pikuleva 2006; C. Song et Liao 2000; X. Fu et al. 2001).

Le 25-hydroxycholestérol, synthétisé par la 25-hydroxylase, est un puissant
régulateur des voies LXRs. Il influence également I'expression des genes cibles
LPL, ABCG5 et ABCG8 (W. Chen et al. 2007).

Le deuxiéme type d'oxysterols activateurs des LXRs sont des intermédiaires de

la biosynthése du cholestérol et de son métabolisme.
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24(S), 25-époxycholestérol est un oxystérol unique qui est produit dans une
dérivation de la voie du mévalonate. La perte de 24(S),25-époxycholestérol
diminue I'expression des génes cibles des LXRs comme ABCA1l (Wong et al.
2008). D'autres intermédiaires tels que le desmostérol et le zymostérol activent

également les LXRs (Yang et al. 2006).

Les stérols FF-MAS (4,4-diméthyl-5ax-cholesta-8,14,24-triene-31i-ol ;
intermédiaire de la synthese du cholestérol dans l'ovaire) et le T-MAS (4,4-
diméthyl-5a-cholesta-8,24-dién-3p-ol) induisent la méiose des ovocytes via
I'activation des LXRs (Terasaka et al. 2003).

La dendrogenine A (DDA), issue de la réaction d’'un dérivé du cholestérol avec
lhistamine présente une activit¢ anti-tumorale. Cette molécule lie

préférentiellement LXRp (Segala et al. 2017)

3.1.2. Antagonistes

Plusieurs antagonistes endogénes des LXRs ont été identifiés (Figure 11).

L'acide arachidonique et d'autres acides gras inhibent de facon compétitive
I'activation transcriptionnelle du géne SREBP-1c induite par le T0901317 (ligand
agoniste  synthétique) dans des cellules dhépatome de rat en
culture. L'arachidonate bloque I'activation d'un promoteur synthétique LXRE dans
des cellules HEK293 transfectées. In vitro, I'arachidonate et d'autres acides gras
insaturés bloquent de facon compétitive l'activation des LXRs (Ou et al. 2001,
Yoshikawa et al. 2002). Néanmoins et contrairement aux oxystérols, la preuve de

I'activité physiologique de ces antagonistes n’a jamais été démontrée in vivo.

La prostaglandine F2qa (PGF24) est I'un des métabolites de la cyclooxygénase sur
l'acide arachidonique. La PGF2q bloque I'activation induite par le T0901317 de
LXRa-LBD et de LXRB-LBD de fagon dépendante de la dose avec une valeur de
IC50 (concentration d’antagoniste requise afin d’inhiber 50% des effets d’'un
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agoniste) de 12,6 uM et 15 uM respectivement. La PGF2q a également une action
antagoniste sur I'activité du promoteur ABCA1 et ABCG1 induite par le T0901317
(Zhuang et al. 2013).

- Laprotéine SMILE (small heterodimer partner interacting leucine zipper protein) a
été identifiee comme un corépresseur nucléaire de la famille des récepteurs
nucléaires (NRs). L'acide ursodésoxycholique (UDCA) est un acide biliaire
augmentant le niveau protéique de SMILE de maniére dose-dépendante, et inhibe
LXRa (J.-M. Lee et al. 2014). Le 5a,6a-Epoxycholestérol (5,6-EC) est un produit
de l'auto oxydation du cholestérol retrouvé dans la circulation sanguine humaine
et des lésions athéroscléreuses. Dans un test d'interaction de cofacteur avec les
LXRs, le 5,6-EC se lie directement au LBD et perturbe le recrutement de
cofacteurs a la fois pour LXRa et LXRpB. Le 5,6-EC présente également un
comportement antagoniste sur les genes régulés par les LXRs (Berrodin et al.
2010).

3.2. Naturels exogenes

3.2.1. Agonistes

De nombreux composés purifiés a partir de plantes ou de champignons
modulent I'activité des LXRs (Figure 12). Ces composés naturels pourraient offrir une
efficacité thérapeutique potentielle tout en minimisant certains effets secondaires, tels

gue I'hypertriglycéridémie (C. Huang 2014).

- Les phytostérols, y compris l'ergostérol, le brassicastérol, le campestérol, le -
sitostérol, le stigmastérol et le fucostérol sont des stérols naturels et sont les
équivalents végétaux du cholestérol et de ses dérivés chez les mammiféres. Le
traitement des cellules intestinales par des phytostérols augmente I'expression
des genes cibles des LXRs (Plat et Mensink 2002), suggérant que les phytostérols
ou leurs métabolites agissent comme des ligands des LXRs et influencent le

métabolisme du cholestérol (Plat, Nichols, et Mensink 2005). Stanols et stérols
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augmentent I'expression intestinale d’ABCA1 (sitostanol, sitostérol, campesterol
et fucostérol) et diminuent I'absorption du cholestérol(Plat et Mensink 2002; Plat,
Nichols, et Mensink 2005)..

Le fucostérol, un stérol abondant dans les algues marines, a des effets
hypocholestérolémiants et augmente l'activité plasmatique des lipoprotéines de
haute densité (High Density Lipoprotein ; HDL). Il induit de maniére significative la
transactivation de LXRa et de LXRB a 200uM dans les cellules HEK 293 (Hoang,
Jia, Jun, Lee, Lee, et Lee 2012). Dans les cellules HepG2, le fucostérol (200 uM)
augmente I'expression des ARNm de ABCA1, ABCG1, ABCG5, ABCGS8 et de la

protéine de transfert des esters de cholestéryle (CETP).

Le YT-32 ((22E)-ergost-22-ene-1a,3B-diol), dérivé synthétique de I'ergostérol ou
du brassicastérol, se lie directement a LXRa et stimule l'interaction de LXRa avec
ACTR et DRIP205, deux coactivateurs, a une concentration de 10 uM. Il active
également LXR[ avec une valeur EC50 (concentration d’agoniste pour laquelle
50% des effets maximaux sont observées) de 1,1 uM. Contrairement a I'agoniste
synthétique T0901317, le YT-32 inhibe 'absorption du cholestérol intestinal sans
augmenter les taux de triglycérides plasmatiques. Ainsi, YT-32 module

sélectivement le métabolisme du cholestérol intestinal (Kaneko et al. 2003).

Les diterpenes (DTP) sont des stéroides naturels qui sont largement présents
dans les plantes et les insectes. L'acide acanthoique (AA) est un diterpene
pimaradiéne, isolé de I'écorce de racine d'Acanthopanax koreanum Nakai. AA
active LXRa et LXRB et module la fibrose hépatique induite par le CCls chez les
animaux en inhibant la translocation de NFkB. L'AA inhibe également la
croissance des cellules stellaires hépatiques de rat (HSC-T6) via l'activation des
LXRs (Bai et al. 2014). Traves et al. ont rapporté que la stimulation des
macrophages avec des diterpénes liés a l'acide acanthoique (DTP 1-5) induit
I'expression des génes cibles des LXRs et l'efflux de cholestérol a un niveau
similaire a celui des agonistes synthétiques GW3965 et T0901317 (Traves et al.
2007).
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La gynosaponine TR1 ((20S)-2a,33,1283, 24(S)-pentahydroxydammar25-ene 20-
O-B-D-glucopyranoside), isolée de Gynostemma pentaphyllum une plante utilisée
dans la phytothérapie chinoise, est un agoniste des
LXRs. Elle présente également une activité sélective pour LXRa.Dans les
cellules HEK293, la gynosaponine TR1 a une concentration de 10uM induit une
élévation significative de l'activité¢ de la luciférase régulée par LXRa et de
I'expression des genes ABCA1 et ApoE dans les lignées de macrophages THP-

1, ceci favorisant l'efflux de cholestérol (T. H.-W. Huang et al. 2005).

La riccardine C (RC), isolé de Blasia pusilla est un agoniste non stéroidien naturel
de LXRa.RC peut améliorer l'efflux cellulaire de cholestérol dans les
macrophages THP-1 et l'expression de ABCA1l, ABCG1, et SREBP1c a une

concentration de 10 puM.

L'acide podocarpique est un agoniste non stéroidien des LXRs, dérivé des résines
végétales. Les dérivés de l'acide podocarpique tels que son dimére anhydride et
les imides se lient a la fois a LXRa et a LXRB a des concentrations de 1 a 2
nM. Des études de transactivation dans les cellules HEK293 indiquent que le
dimére anhydride a une valeur dEC50 de 1 nM envers les deux
récepteurs. L'imide, plus stable et plus puissant, utilisé chez la souris, augmente
les taux de HDL (Singh et al. 2005).

La taurine (acide 2-aminoéthanesulfonique), qui est abondante dans les fruits de
mer, est connue pour ses implications nutritionnelles dans I'hypercholestérolémie
et I'athérosclérose. Hoang et al. ont rapporté que la taurine se lie directement a
LXRa dans les cellules CHO-K1, et stimule son activité transcriptionnelle a une
concentration de 100 uM. La taurine réduit aussi les taux de cholestérol cellulaire
et de TG dans les hépatocytes en n'induisant pas les genes de synthese des

acides gras, y compris FAS et SCD1 (Hoang, Jia, Jun, Lee, Hwang, et al. 2012).

La Paeoniflorin provient de Paeonia lactiflora Pall, une plante médicinale avec des
effets anti-hyperlipidémiques, neuroprotecteurs et protégeant des fibroses

hépatiques. Elle transactive les promoteurs de PLTP, ABCAl1 et CYP7AL (3 genes

19| Page






cibles des LXRs) de rat avec des valeurs d’EC50 de 21,6 uM, 11,9 yM et 66 uM
respectivement (Lin 2013).

L'iristectorigénine B, isolée a partir de Belamcanda chinensis, induit de maniéere
dose-dépendante ['activité transcriptionnelle des LXRs. L'iristectorigénine B
augmente l'efflux de cholestérol sous forme de HDL et réduit la concentration de
cholestérol cellulaire dans les macrophages. A une concentration de 10 M, il
augmente de maniére significative les niveaux d'expression de 'ARNm ABCA1 et
ABCGL1 (Jun et al. 2012).

Le 2,4,6-trihydroxybenzoate d'éthyle (ETB), isolé a partir de Celtis biondii. Il se lie
et stimule directement aux LXRs stimule leurs activités transcriptionnelles. En
effet, 'ETB induit la transactivation de LXRa et de LXRB a 100 uM avec des
valeurs d’EC50 de 80,8 et 37,8 uM, respectivement. L'ETB favorise I'efflux de
cholestérol sous forme de HDL et diminue la concentration de cholestérol
cellulaire dans les lignées cellulaires THP-1, RAW 264.7 de maniére dose-
dépendante. A une concentration de 100 uM, ETB augmente I'expression de
'ARNm ABCAL dans les cellules THP-1 et RAW 264,7 (Hoang, Jia, Jun, Lee, Lee,
Hwang, et al. 2012).

La cyanidine, un flavonoide naturel présent dans de nombreux fruits et Ilégumes,
est connue pour réguler le métabolisme des lipides cellulaires. A 100uM, la
cyanidine induit la transactivation des LXRs. Les valeurs Kd de la cyanidine avec
LXRa et LXR ont été mesurées a 2,16 et 73,2 uM, respectivement. La cyanidine
active LXRa avec une valeur EC50 de 3,48 uM et LXRB a 125,2 uM. La cyanidine
active les genes cibles des LXRs, y compris ABCA1, SREBP1c et ABCG5 et réduit
les concentrations de triglycérides (TG) cellulaire dans les cellules THP-1 et
HepG2 (Jia et al. 2013).

L’hesperetin, également un flavonoide et présent dans de citron, module les
LXRs. Des expérimentations in vitro montrent qu’a 10uM ce flavonoide induit la
transactivation de LXRa, 'augmentation des transcrits ABCA1 et I'élévation de
I'efflux de cholestérol dans la lignée de macrophage THP-1 (lio et al. 2012).
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Le 1,8 cinéole, présent dans notament dans I'eucalyptus, stimule la transactivation
des LXRs. En effet, le traitement des cellules CHO-K1 avec du cinéole induit la
transactivation des LXRs. Dans les macrophages RAW?264.7, le cinéole est
capable de réduire les taux de cholestérol intracellulaire et d’augmenter
'accumulation des ARNm cibles des LXRs. De facon surprenante, dans les
hépatocytes stimulés par le cinéole, les génes sensibles aux LXRs tels que FAS,
SREBP1c et SCD1 ont été fortement régulés a la baisse. Ces résultats suggerent
gue le cinéole agit comme un agoniste partiel qui active sélectivement les LXRs

sans induire la lipogenése hépatique (Jun et al. 2013).

La paxilline et I'ergostan-4,6,8,22-tétraéne-3-one (un dérivé de l'ergostane) ont

également démontré des activités agonistes des LXRs (Bramlett et al. 2003).

3.2.2. Antagonistes

Bien que le développement de ligands spécifigues des LXRs se soit concentré

sur l'identification d’agonistes naturels ou synthétiques « thérapeutiquement utiles »,

plusieurs antagonistes naturels (Figure 13) ont été décrits dans des rapports récents

démontrant leur capacité a réduire les triglycérides et a réduire les stéatoses

hépatiques, suggérant I'utilité potentielle de telles molécules comme agents

thérapeutiques.

La guttiférone inhibe l'activité de LXRa avec une valeur d’IC50 de 3,4 uM et celle
de LXRp avec une valeur de 15 uM, indiquant une sélectivité 5 fois plus importante
envers LXRa (Herath et al. 2005).

La Riccardine F (RF) est un antagoniste non stéroidien naturel des LXRs isolé de
Blasia pusilla. A une concentration de 30uM, il diminue I'expression de Srebplc
induit par le T0901317 dans les lignée cellulaires HepG2 et THP-1 (Tamehiro et
al. 2005).

La naringénine est un flavonoide qui peut étre trouvé dans les agrumes. Cette

molécule présente des activités antagonistes vis-a-vis de LXRa en présence de
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l'agoniste T0901317. L'activité de LXRa est réduite dans des cellules HEK293
stimulées au T0901317. De méme, I'accumulation des ARNm ABCA1, ABCGl1,
HMGCR et FAS était diminuée (Goldwasser et al. 2010).

La génistéine est un flavone dérivée du soja et réduit I'expression de SREBP-1c
et ABCAL en supprimant l'activation de LXRa induite par un agoniste. A l'inverse,
LXR} est activé, augmentant I'expression de ABCG5 et ABCGS8, et montrant ainsi
des actions opposées de la génistéine sur les deux isoformes des LXRs
(Gonzélez-Granillo et al. 2012).

La morine est un flavonoide abondament présent dans les mdres. In vitro la 10uM
de morine inhibe la transactivation des LXRs induite par I'agoniste GW3965 dans
les cellules HEK293T. Le traitement de cellules HepG2 avec 25uM de morine
montre une diminution significative des transcrits cibles SREBP1c, FAS, ABCAl
et ABCGL1. De plus, in vivo, la morine retarde la stéatose hépatique et diminue les

niveaux de triglycérides (Gu et al. 2017).

La lutéoline est un flavonoide trés présent dans les légumes et ayant été identifié
comme antagoniste des LXRs. A 10uM, la lutéoline inhibe l'activité des LXRs
induite par le T0901317. De plus in vitro, 25uM de Iutéoline diminue
significativment les niveaux de transcrits SREBP1C dans les cellules HepG2
(Francisco et al. 2016).

Rheum palmatum L., ou rhubarbe chinoise, contient la rhéine (acide 4,5-
dihydroxyanthraquinone-2-carboxylique) qui présente des activités antagonistes
envers les LXRs (Sheng et al. 2011). La rhéine inhibe de maniere dose-
dépendante l'activité transcriptionnelle de LXRa et de LXR[ stimulée induite par

le GW3965 (agoniste synthétique)

3.3. Composés synthétiques
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De nombreuses études prouvant l'efficacité de la modulation des LXRs dans
diverses pathologies (cf. chapitre 1.5) ont conduit au développement de nouveaux
agonistes puissants des LXRs.

- Parmis les ligands synthétiques mis au point (Figure 14), le dérivé de l'acide
cholesténoique, I'hypocholamide, réduit le cholestérol plasmatique total (C. Song
et Liao 2001). L'hypocholamide stimule le transport inverse ou hépatique du
cholestérol (cf chapitre 1.4.1.2). L'hypocholamide est un activateur de LXRa

relativement spécifique par rapport a LXR}.

- La synthése de ligand des LXRs en se basant sur le 22R-hydroxycholestérol
(agoniste) a mené a la création du 22S-hydroxycholestérol. Celui-ci est capable
d’inhiber les effets d’un activateur des LXRs dans différents systemes (Spencer
et al. 2001).

- Le T0901317 est un ligand synthétigue non stéroidien induisant I'expression
d'ABCALl. Alors que le T0901317 semble étre un activateur des LXRs trés
efficace, le ligand peut étre également un activateur de PXR et de FXR, ainsi qu'un
inhibiteur de RORa et RORYy (Viennois et al. 2012; Farnegardh et al. 2003).

- Le GW3965 est un autre ligand non stéroidien plus sélectif pour les LXRs (Fradera
et al. 2010). Le ligand, développé par GlaxoSmithKline, a été testé dans la
prévention de I'athérosclérose, des lésions cérébrales induites par l'ischémie et
d'autres incidences arthritiques et inflammatoires. Alors que le GW3965 présente
une sélectivité accrue, il a été associé a des effets hypertriglycéridémiant chez les
souris, ce qui limite fortement & ce jour son utilisation en thérapie humaine
(Joseph, Laffitte, et al. 2002; Joseph, McKilligin, et al. 2002).

- Le T0901317 et le GW3965 ont été étudiés intensivement sur leur activation des
LXRs, et en tant que tels, plusieurs groupes de recherche académiques et privés
ont développé de nouveaux ligands sur leur base. GlaxoSmithKline a continué a
développer ces activateurs LXRs avec la synthese du GSK3987. Il s'est averé étre
un puissant agoniste de LXRa et de LXRp et un inducteur d’ABCA1, avec une
valeur d’EC50 de 40 nM pour LXR. Alors que l'efficacité du nouveau ligand est
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presque comparable a celle des agonistes précédemment établis,
I'hypertriglycéridémie, méme si plus limitée, reste une préoccupation (Jaye et al.
2005).

Chao et al. ont développé de nouvelles molécules a partir de modifications du
T0901317. Le GSK9772 ainsi généré est un modulateur des LXRs ayant une
activité de transrépression de l'expression génique pro-inflammatoire et une
transactivation des voies de signalisation lipogéniques, sans accumulation de
triglycérides (Chao et al. 2008).

Lors d’'un crible de molécules, les sulfonamides tertiaires ont été identifiées
comme de bons candidats pour la liaison au LXRs. La synthése d’analogues a
permis la découverte d'antagonistes. Parmis eux, le GSK2033 s’est montré

comme le plus efficace sur ces récepteur nucléaire (Zuercher et al. 2010).

Fradera et al. ont comparé la liaison de GW3965, d'une benzisoxazole urée
(cristallisée dans PDBe : 3IPQ) et d’'un dérivé de benzisoxazole (FsméthylAA ;
cristallisé dans PDBe : 3IPS) dans le LBD des LXRs.
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4. Les fonctions physiologigues des LXRs

Depuis la découverte des LXRs au milieu des années 1990, c’est I'analyse
phénotypique des souris génétiguement modifiées qui a permis d’identifier les

fonctions physiologiques régulées par ces récepteurs.

4.1. Métabolisme du Cholestérol

4.1.1. Excrétion du cholestérol depuis le foie

La découverte de 'activation des LXRs par les oxystérols a été le premier indice
de leur implication dans le maintien de I'homéostasie du cholestérol (Figure 15;
(Janowski et al. 1996). Cette idée a été confirmée par la génération et l'analyse de
souris Lxra-/-. Les souris dépourvues de LXRa et nourries avec un régime
hypercholestérolémiant accumulent des quantités massives de cholestérol dans le foie
(Peet et al. 1998). Cette premiere étude a également identifié le géne codant pour le
cytochrome P450 7A1 (Cyp7al), enzyme limitante de la voie de synthese des acides
biliaires, en tant que premiere cible transcriptionnelle des LXRs. L'étude a montré que
la perte de LXRa compromet la conversion du cholestérol en acides biliaires. Des
études ultérieures ont révélé que les LXRs stimulent également l'excrétion du
cholestérol biliaire directement a travers leurs genes cibles Abcg5 et Abcg8 (Yu et al.
2003). Les souris dépourvues d'Abcg5 et d'Abcg8 ne parviennent pas a augmenter la
guantité sécrétée de cholestérol biliaire en réponse au traitement T0901317,
suggérant que l'expression d'AbcG5 et d'AbcG8 est requise pour le trafic de stérols
biliaires dépendants des LXRs. L'importance hépatique de LXRa dans I'homéostasie
du cholestérol a été renforcée par des études de souris dont le géne Lxra a été
supprimé spécifiqguement dans le foie. Ces souris ont une altération du transport
inverse du cholestérol, de son catabolisme et de son excrétion (Yuan Zhang et al.
2012).

4.1.2. Le transport inverse du cholestérol

25| Page



L k|

el =TT m = - | Synthése |
Acétyl _-- x® | v | \

| |

acide gras
» CoA Srebpilc - —g— -
4 FAS, SCD1
// /®7 chREBP . . e -
! o Vésicule biliaire
v ¥ hvscr e @
‘. Cypsial vo7aL
\  FDFT1 R e -
i ) p | Synthése !
| _Synthése de | | d’acide !
Idol o *_ “cholestérol, ' T™" 1 Lijinire |
) ° biliaire
oo l——-_-___= ! |

[ ]
NPA1Ll_ o ABCG5/G8 w®
o * oo *
®
®

/
« o @ \

ABCA1/G1 @
[ ] °® [ ]

\_ AN J

Macrophage Tissus périphériques

Figure 15: Role des LXRs dans ’homéostasie du cholestérol



Le transport inverse ou hépatigue du cholestérol (Reverse Cholestérol
Transport ; RCT ; Figure 15) est un processus par lequel I'exces de cholestérol dans
les tissus périphériques est transféré vers les HDL puis transporté vers le foie pour la
synthese et I'excrétion des acides biliaires. L'étape initiale dans le RCT est l'efflux
cellulaire de cholestérol, qui implique le transfert du cholestérol libre a I'apolipoprotéine
Al (ApoAl) ou pré-B HDL. Cet efflux est effectué par les transporteurs ATP-binding
cassette, sous-familles A (ABCA1) et G (ABCG1), deux des premiers genes cibles des
LXRs identifies ((Venkateswaran et al. 2000; Kennedy et al. 2005). Des mutations
d’ABCA1 chez I'Homme provoquent la maladie de Tangier, un trouble caractérisé par
de fortes réductions des taux plasmatiques de HDL et une augmentation de
I'accumulation de cholestérol dans les tissus périphériques (Rust et al. 1999; Bodzioch
et al. 1999). L'analyse structurale de ABCA1l membranaire a révélé que deux
domaines extracellulaires forment un tunnel hydrophobe qui facilite la sortie du
cholestérol (Qian et al. 2017). ABCGL1 se localise aux endosomes et permet le
transport des stérols intracellulaires a I'écart du réticulum endoplasmique (RE ; (Tarling
et Edwards 2011). Plusieurs autres cibles des LXRs sont également impliquées dans
le RCT. Par exemple, la protéine ARL7 (ADP-ribosylation factor-like 7) transporte le
cholestérol du compartiment périnucléaire & la membrane plasmique (Hong et al.
2011; Engel et al. 2004) ; les apolipoprotéines, dont ApoE, ApoC1, ApoC2, ApoC4 et
ApoD ; des genes impliquées dans le remodelage des lipoprotéines (PLTP) (Laffitte,
Joseph, et al. 2003), cholesterylesther transfert protein (CETP) (Luo et Tall 2000) et la
lipoprotéine lipase (LPL) (Y. Zhang et al. 2001). Par ces différents effets
transcriptionnels, I'activation des LXRs augmente le RCT (Figure 15).

4.1.3. La biosynthése du cholestérol

Les LXRs fonctionnent de concert avec la voie régulée par SREBP2 (Sterol
regulatory element-binding protein 2) pour maintenir ’homéostasie des taux cellulaires
et systéemiques stérols. Alors que les LXRs facilitent I'élimination de l'excés de
cholestérol en réponse aux niveaux éleves de cholestérol intracellulaire, SREBP2, a

linverse, favorise la biosynthése du cholestérol et son absorption en réponse a de

26| Page






faibles taux en cholestérol. Les recherches menées au cours des deux derniéres
décennies ont révélé que ces deux voies principales se régulent 'une l'autre a
plusieurs niveaux. SREBP2 contréle 'expression de génes impliqués dans la synthése
de cholestérol, favorisant I'apparition d’oxystérol et donc I'activation des LXRs (Wong,
Quinn, et Brown 2006). Inversement, l'activation des LXRs dans le foie inhibe la
biosynthése du cholestérol par induction de I'E3 ubiquitine ligase RNF145 (RING finger
protein 145) (L. Zhang et al. 2017). Celle-ci est présente dans la membrane du
réticulum endoplasmique et ubiquitinyle SCAP (Sterol regulatory element-binding
protein cleavage-activating protein) empéchant le transport de SREBP2 vers le Golgi

et son clivage protéolytique et donc son action (L. Zhang et al. 2017).

4.1.4. Absorption du cholestérol

Les niveaux élevés de cholestérol LDL sont un facteur de risque majeur pour
I'athérosclérose. Le récepteur des LDL (LDLR), une protéine de surface cellulaire, est
essentiel pour I'absorption du LDL et le maintien des taux plasmatiques de cholestérol
(Russell et al. 1984). Des mutations du LDLR chez 'Homme ou la souris provoquent
une hypercholestérolémie et une athérosclérose accélérée en raison d'une diminution
de la clairance des LDL (Brown et Goldstein 1986; S. Ishibashi et al. 1994,
1993). L'expression de LDLR est régulée au niveau transcriptionnel et post-
traductionnel. En réponse a de faibles niveaux de cholestérol, SREBP2 conduit la
transcription de LDLR (Hua et al. 1993) et inversement, lors de taux élévé de
cholestérol intracellulaire, les LXRs induisent I'expression de IDOL (inducible degrader
of the LDLR), une ubiquitine-liguase E3 dégradant LDLR (Zelcer et al. 2009; Hong et
al. 2010; Scotti et al. 2013).

4.2. Métabolisme des acides gras

En plus de leur importance dans la modulation de 'homéostasie du cholestérol
comme facteurs hypocholestérolémiants, les LXRs sont également des régulateurs

clés de la lipogenése de novo dans le foie (J. J. Repa et al. 2000; Schultz et al. 2000;
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Joseph, Laffitte, et al. 2002). L'administration d'agonistes synthétiques des LXRs a des
souris augmente les niveaux hépatiques et plasmatiques de triglycérides en raison de
la biosynthése accrue des acides gras et de la sécrétion de VLDL (Schultz et al.
2000). L'activité lipogénique des LXRs est due, dans une large mesure, a l'induction
transcriptionnelle du gene codant SREBP1c, un facteur de transcription central de la
biosynthése des acides gras. En outre, les LXRs activent directement la transcription
de plusieurs genes lipogéniques, notamment ceux codant FASN (Fatty Acid
Synthase ; (Joseph, Laffitte, et al. 2002), SCD1 (Stearoyl-CoA desaturase-1 ; (Chu et
al. 2006) et ChREBP (Carbohydrate-responsive element-binding protein ; Cha et al.
2007). De maniére intéressante, les LXRs sont également importants par la capacité
a agir sur d'autres signaux impliqués dans le contréle de la transcription de SREBP1C,
tels que l'insuline (G. Chen et al. 2004; Tian, Goldstein, et Brown 2016) et les acides

gras polyinsaturés (Yoshikawa et al. 2002; Hannah et al. 2001; Yahagi et al. 1999).

En plus de moduler la lipogenése hépatique, les LXRs régulent également le
catabolisme des acides gras dans d'autres tissus. Avec un régime riche en glucides,
les souris LXRa-/- présentent une dépense énergétique et une expression d'UCP1
(Uncoupling Protein 1) plus élevée dans le tissu adipeux brun que les souris de type
sauvage (Korach-André et al. 2011). De méme, les souris LXRa-/- sont résistantes a
I'obésité induite par un régime riche en graisses et en cholestérol en raison de
'augmentation de la dépense énergétique résultant de la régulation a la hausse des
UCP dans les tissus musculaires et adipeux (Kalaany et al. 2005). Les souris ob/ob
qui ont une mutation du géne codant la leptine et déficientes en LXRa et LXR[ sont
protégées de la stéatose hépatique en raison de la lipogenése altérée dans le foie. La
perturbation de la lipogenése hépatique s'est accompagnée d'une augmentation de la
lipogenese et du stockage des graisses dans les tissus adipeux. De plus, les souris
ob/ob et LXRs-/- sont plus sensibles a l'insuline que les souris sauvages, malgré un
poids corporel similaire, en raison de l'augmentation de l'activité adipeuse PPARYy et
ChREBP.

4.3. Métabolisme du glucose
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Plusieurs études ont suggéré les effets hypoglycémiants puissants des LXRs
(Figure 16). Stulnig et al. ont confirmé que le traitement par un agoniste des LXRs
diminue la néoglucogenese dans le foie des souris de type sauvage par une forte
diminution de I'expression des enzymes clés PEPCK et G6Pase (Stulnig et al. 2002).
D'autres rapports ont révélé que l'administration d'agonistes des LXRs réduit
significativement la glycémie et améliore la tolérance au glucose chez les animaux
diabétiques, grace a la régulation coordonnée des genes impliqués dans le
meétabolisme du glucose dans le foie et le tissu adipeux (Laffitte, Chao, et al. 2003;
Cao et al. 2003; Grefhorst et al. 2005; Commerford et al. 2007). Les mécanismes
impliqués dans [linhibition de [I'expression des enzymes néoglucogeniques
comprennent l'interaction avec le cofacteur RIP140 (Receptor-interacting protein 140)
qui est indispensable aux LXRs pour réprimer la transcription de PEPCK dans le foie
(Herzog et al. 2007). En outre, l'activation des LXRs induit également |'expression de
la glucokinase (GK) hépatique augmentant le flux de glucose dans le foie et améliore
ainsi son utilisation (Laffitte, Chao, et al. 2003). Dans le tissu adipeux, l'effet
antidiabétiqgue des LXRs provient de la stimulation de I'expression du transporteur de
glucose insulino-dépendant GLUT4 qui favorise son absorption et son utilisation
(Laffitte, Chao, et al. 2003; Dalen et al. 2003). Ces effets limitent donc la production
de glucose hépatique et favorise I'absorption périphérique du glucose. Dans tous les
cas, il est evident que les agonistes des LXRs abaissent les niveaux de glucose
seulement en cas d’hyperglycémie (Grefhorst et al. 2005) et pourraient donc étre

proposés comme agents antidiabétiques.

4 .4. Métabolisme des stéroides
4.4.1.1. Homéostasie des glucocorticoides

La synthese et la libération des glucocorticoides surrénaliens sont étroitement
régulées par lI'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Christenson et Strauss 2000;
Cummins et al. 2006). A c6té de cette régulation classigue Cummins et al. ont rapporté

gue l'activation des LXRs augmente la sécrétion de glucocorticoides en régulant le
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meétabolisme du cholestérol dans la glande surrénale. Les auteurs ont découvert que
plusieurs génes stéroidogenes clés, y compris StAR (Steroidogenic Acute Regulatory
protein), CYP11A1 et 3B3-HSD (3B-Hydroxysteroid dehydrogenase), sont fortement
induits par LXRa. De fagon remarquable, I'expression de chacun de ces génes est
élevée dans les cellules surrénales dérivées a la fois des souris de type sauvage
traitées avec T0901317 et des souris LXRa-/- (Cummins et al. 2006; Jefcoate 2006).
En effet LXRa réprime l'expression basale de StAR a travers le recrutement de
corépresseurs (Cummins et al. 2006). LXRa a dont été considéré comme une
« soupape de sécurité » empéchant la trop forte accumulation de cholestérol dans les

cellules stéroidogenes (Volle et al. 2007).

L'activation des LXRs peut également augmenter le taux de glucocorticoides en
élevant la concentration sérique d'ACTH (Adrenocorticotropic hormone) par deux
mécanismes distincts (Figure 17). Nilsson et al. ont constaté que le niveau d'ACTH est
augmenté a la fois dans les lignées cellulaires hypophysaires et chez les souris traitées
au GW3965. Ceci semble s’expliquer par I'inhibition de I'expression de la 11p-HSD
(71B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1), une enzyme augmentant les taux de
glucocorticoides actifs dans I'’hypophyse et augmentant le rétrocontréle négatif de la
glucocorticoidogénése surrénalienne. La diminution de 11B3-HSD améliore ainsi la
production hypophysaire d'’ACTH (M. Nilsson et al. 2007). Dans une autre étude,
Matsumoto et al. ont rapporté que POMC (pituitary proopiomelanocortin), le précurseur
de I'ACTH, est un géne cible des LXRs. Le traitement avec T0901317 augmente
I'expression de 'ARNm du gene POMC a la fois in vivo et in vitro et est aboli en
absence de LXRa (Matsumoto et al. 2009).

4.4.1.2. Homeéostasie des cestrogenes

Les cestrogénes circulants sont principalement produits dans I'ovaire et jouent
un role important dans la physiologie (Yager et Davidson 2006; S. Nilsson et
Gustafsson 2002). Cependant, les cestrogénes représentent également un facteur de

risque pour le cancer du sein. Les thérapies anti-oestrogénique sont donc efficaces
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pour le traitement des cancers du sein. Une voie métabolique critique pour désactiver
les cestrogénes est la sulfatation par SULT1EL (estrogen sulfotransferase ; Figure 17
; (Pasqualini 2009). Les cestrogénes sulfatés ne peuvent pas se lier a ERa ou ERp et
perdent ainsi leurs activités hormonales (W. C. Song 2001). Gong et al. ont montré
gue les LXRs contrélent I'homéostasie des cestrogénes en régulant I'expression
hépatique de SULT1EL. L'activation pharmacologique des LXRs entraine l'induction
hépatique de SULT1EL1 et la supression du gene SULT1E1 chez les souris a aboli ces
effets (Gong et al. 2007). Ces résultats ont révélé un nouveau mécanisme contrélant
I'hnoméostasie des cestrogénes in vivo et ont des implications pour le développement
de médicaments dans le traitement du cancer du sein et d'autres troubles endocriniens
canceéreux liés aux cestrogenes. A linverse, les travaux de I'équipe ont montré que le
T0901317 augmentait la transcription des genes stéroidogénes ovariens et

'augmentation des taux circulants d’cestradiol (Mouzat et al. 2009).

4.4.1.3. Homéostasie des androgénes

Les androgenes, dont la testostérone et la dihydrotestostérone, sont essentiels
pour la différentiation masculine et I'acquisition des caractéres sexuels secondaires
(Kempenaers, Peters, et Foerster 2008). L’équipe avait montré que les LXRs
testiculaires contrélent la synthése de testostérone (Volle et al. 2007). L'effet du
T0901317 est supprimé dans les souris n’ayant pas de LXRs. Comme pour la glande
surrénale et l'ovaire, les LXRs activent les enzymes de la stéroidogenése.
Paradoxalement, Uppal et al. ont précédemment rapporté que SULT2AL, responsable
de la sulfatation (et donc de I'inactivation) des androgénes, est un gene cible des LXRs
(Figure 17 ; (Uppal et al. 2007). Lee et al. ont montré que l'activation des LXRs in vivo
abaisse l'activité androgénique en induisant SULT2A1. A linverse, l'activation des
LXRs inhibe I'expression de STS (Steroid Sulfatase) qui active les androgénes dans
la prostate (J. H. Lee et al. 2008). Comme pour les surrénales, il semble que les
récepteurs LXRs agissent comme des verrous pour bloquer toute augmentation

anormale de cholestérol.
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4.4.2. Immunité

L'activation des LXRs antagonise NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) et réduit la réponse de macrophages différenciés murins
exposés aux lipopolysaccharide (LPS), & la fois in vitro et dans un modele expérimental
de dermatite (Joseph et al. 2003). Par la suite, un mécanisme de transrépression (cf.
chapitre 1.2.3) fut identifié. Ainsi les LXRs se lient & des complexes corépresseurssur
les promoteurs de genes cibles pro-inflammatoires (Figure 18) comme NFKB et
AP1(activator protein 1 ; (Ghisletti et al. 2007).

La libération de cytokines en réponse aux LPS est différente en fonction de la
durée de pré-incubation avec des agonistes des LXRs. Des temps courts (1h) inhibent
la libération de cytokines pro-inflammatoires (Birrell et al. 2007; Myhre et al. 2008;
Higham et al. 2013), tandis que des temps longs (48h) potentialisent I'impact de ces
cytokines (Asquith et al. 2013; Landis, Patel, et Capone 2002; M. Ishibashi et al. 2013).
Les LXRs semblent donc temporiser la réponse immunitaire (Fontaine et al. 2007). Le
traitement de cellules dendritiques dérivées de monocytes humains en une seule dose
ou tout au long de la différenciation a montré de nombreuses différences dans la
libération des chimiokines et cytokines (Geyeregger et al. 2007; Hanley et al. 2010).
L’ensemble de ces données renforce I'idée que le moment et la durée de I'incubation

de I'agoniste des LXRs sont cruciaux pour déterminer la réponse.
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5. La physiopathologie des LXRs

Les LXRs, de par leurs grandes variétés de fonctions biologiques, sont
impliqués dans un grand nombre de pathologies. Dans des contextes pathologiques,
la modulation des LXRs pourrait présenter une opportunité interessante. Les

pathologies reliées aux LXRs sont résumées dans la figure 19.

5.1. Les pathologies métaboliques

5.1.1. La dyslipidémie

La dyslipidémie est une pathologie caractérisée par des niveaux anormaux de
lipides dans le sang. Classiquement ces lipides sont représentés par le LDL, le HDL
et les triglycérides. Les LXRs, comme présenté précédemment, ont un rdle central

dans la modulation de ces composeés.

Etant donné l'effet puissant des agonistes des LXRs sur la formation de HDL,
I'efflux de cholestérol et I'absorption du cholestérol intestinal, ces composés pourraient
étre considérés comme une nouvelle option thérapeutique pour les patients présentant
une hypercholestérolémie et/ou un faible niveau de HDL. Cependant, les effets
secondaires possibles existent ; les plus importants d'entre eux étant la stéatose
hépatique et/ou I'hypertriglycéridémie. Ainsi, des modulateurs des LXRs spécifiques

ayant peu ou pas d'effet sur la lipogenése seraient-ils nécessaires.

5.1.2. Le diabéte de type 2

Plusieurs études ont démontré que les agonistes des LXRs réduisent la
concentration de glucose dans le plasma et augmentent la sensibilité a l'insuline dans
différents modeles animaux de diabéte et de résistance a l'insuline. Par exemple,
'administration de I'agoniste LXR T0901317 ou GW3965 réduit la concentration en

33| Page



Figure 19: Les pathologies reliées aux LXRs
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glucose plasmatique chez les souris db/db mais pas chez les animaux témoins (Cao
et al. 2003; Loffler et al. 2006) ; (Laffitte, Chao, et al. 2003)Grefhorst et al. 2005).

Dans le pancréas, le nombre de cellules 3 des ilots de Langerhans est contrélé
par l'équilibre entre les processus de prolifération et l'apoptose. Des études
antérieures ont montré les flots pancréatique d'animaux diabétiques présentaient des
taux accrus de SREBP1c, de LXRa et LXR[B (Kakuma et al. 2000; Choe et al. 2007).
Une glycémie élevée synergise les effets d’une activation pharmacologique des LXRs
(Choe et al. 2007). Ceci semble s’expliquer par une promotion de la translocation du
LXRa du cytoplasme vers le noyau, entrainant une plus forte réponse aux ligands,
(Helleboid-Chapman et al. 2006). De plus, les taux plasmatiques d’oxystérols, sont
fortement augmentés chez les patients diabétiques (Murakami et al. 2000). Ces

données souligne le réle des LXRs dans le dibete de type 2.
5.2. Les pathologies osseuses et articulaires

5.2.1. La polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie inflammatoire auto-immune
dont I'étiologie est inconnue dans environ 1% de la population. Les thérapies actuelles
ne sont efficaces que chez une faible proportion de patients. Le traitement au
T0901317 de chondrocytes articulaires d’arthrose humain et de cultures d'explants de
cartilage a provoqué la dégradation du protéoglycane (un compsant majeur de la
matrice extracellulaire). LXRB est l'isoforme prédominante dans le cartilage et les
souris déficientes en LXRp présentent une dégradation accrue des protéoglycanes et
une production augmentée de PGE2 (un des principal facteur de pro-arthritique) dans
le cartilage articulaire (N. Li et al. 2010). Le traitement d’explants de cartilage humain
avec le GW3965 réprime la dégradation induite par les cytokines et la perte de
protéoglycanes du tissu. De plus, I'activation des LXRs inhibe de fagcon spectaculaire
la production de PGE2 induite par les cytokines. Le GW3965 administré a des souris
arthritiques diminue la production de cytokines inflammatoires et atténue la sévérité

clinique et histologique de la pathologie (Park et al. 2010).
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5.2.2. L’'ostéoporose

L’os est un tissu qui est remodelé en permanence par deux types cellulaires :
les ostéoblastes qui fabriquent la matrice osseuse et les ostéoclastes qui la dégradent.
L’équilibre entre l'activité ostéoblastique et ostéoclastique est essentiel au bon
fonctionnement du tissu. Le T0901317 diminue les marqueurs de formation osseuse
dans les ostéoblastes primaires de souris C57BL/6J (Prawitt et al. 2011). Des co-
cultures d’ostéoblastes/clastes ou le GW3965 réprime I'expression de RANKL dans
les ostéoblastes inhibant la différenciation des ostéoclastes (Kleyer et al. 2012). En
utilisant un modéle d'ostéoporose postménopausique induite par I'ovariectomie, le

GW3965 altére également la signalisation RANKL in vivo.

Le GW3965 réprime aussi la production de cytokines inflammatoires induite par
le LPS dans les macrophages dérivés de la moelle osseuse et spécifiguement dans
les lignées immatures (Robertson Remen et al. 2013). Ces effets anti-inflammatoires
dans l'os suggeérent que l'activation de ces récepteurs pourrait réduire une érosion

destructive de l'os (Hardy et Cooper 2009).

5.3. Les pathologies cutanées

L'épiderme humain et murin exprime des quantités élevées de LXRa et LXRf
(Komilves et al. 2002) suggérant un rbéle important dans '’homéostasie cutanée.
L'application atopique de 22R-hydroxycholestérol restaure 'homéostasie épidermique
dans un épiderme hyperprolifératif (Schmuth et al. 2004). Le GW3965 réduit
I'épaisseur de la peau et atténue linflammation cutanée dans les modéles murins
d'inflammation cutanée irritante et allergique (Fowler et al. 2003). Ces effets sont abolis

chez les souris déficientes en LXRf3, suggérant un role prédominant de cette isoforme.

5.3.1. Le psoriasis
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Une diminution significative de l'expression de LXRa a été décrite dans les
Iésions psoriasiques par rapport aux peaux saines (Mehta et al. 2013). De plus, le
knock-down de LXRa dans les kératinocytes humains sains reproduit un profil
transcriptomique similaire a celui observé dans des Iésions psoriasiques (Gupta et al.
2010).

5.3.2. La dermatite atopique

Des dysfonctionnements primaires et secondaires de la barriere cutanée
coexistent dans la dermatite atopique (Schmuth et al. 2015), indiquant que la
restauration de la barriére cutanée peut étre utile dans la prise en charge thérapeutique
de telles maladies. Dans le modele murin de dermatite, la perte d'eau
transépidermique a été altérée par un traitement topique avec des agonistes des LXRs
(B. Kim et al. 2012) entrainant une hyperplasie et une réduction de l'inflammation
(Hatano et al. 2010).

Les activateurs pharmacologiques des LXRs par voie orale ont été congus pour
le traitement de la dermatite atopique (Zheng et al. 2016). L'un d'eux, VTP 38543
développé par Vitae Pharmaceuticals comme traitement topique de I'eczéma ou de la
dermatite atopique. Le VTP-38543 fait actuellement I'objet d'essais cliniques pour
évaluer l'innocuité, la tolérabilité et I'efficacité chez des patients adultes atteints de

dermatite atopique légere a modérée.

5.3.3. Le vitiligo

Le vitiligo est un trouble pigmentaire cutané courant caractérisé par des zones
de peau dépigmentée manguant de mélanocytes fonctionnels. L'expression des
transcrits de LXRa est augmentée dans les mélanocytes de patients atteints par
rapport aux témoins (R. Kumar et al. 2012). L’utilisation de siARN contre LXR( dans
les mélanocytes humains a révelé que LXR[ est un acteur majeur dans le contréle de

la mélanogenese (C. S. Lee et al. 2013).
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5.4. Les pathologies neurologiques

Dans le SNC, les isoformes de LXRa et LXRp sont présentes, cependant, LXR[
est l'isoforme la plus abondante dans le SNC (Whitney et al. 2002). Les souris LXR-/-
présentent de nombreuses anomalies séveres telles que la perte de neurones, la
prolifération des astrocytes, la désorganisation des gaines de myéline et
'accumulation de deépdts lipidiques (L. Wang et al. 2002) dans le SNC. L’étude de
différentes maladies neurodégénératives montrent une implication possible des LXRs

et leur intérét comme cible pharmacologique.

5.4.1. La maladie d'Alzheimer

L'accumulation de cholestérol dans le SNC augmente le risque de développer
la maladie d'Alzheimer ((Rebeck 2004). Elle est caractérisée par une dégénérescence
neuronale progressive, une gliose, un dépbt extraneuronal de peptides amyloides 3
(AB) formant des plaques (Selkoe 1991; Ballard et al. 2011). L'absence de LXRa ou
de LXRB chez un modele murin de la maladie entraine une augmentation du dépot
amyloide. De plus, l'activation pharmacologique des LXRs diminue la réponse
inflammatoire aux peptides amyloide B fibrillaire (fAB). D'un autre cété, les cellules
dépourvues des LXRs présentent une expression plus élevée des génes
inflammatoires suggérant que les LXRs agissent comme des inhibiteurs endogénes
de la réponse inflammatoire innée induite par fAB (Zelcer et al. 2007) dans le SNC. Un
LXRE, a été deétecté dans le gene codant pour DHCR4 (3-B-hydroxysterol A-24-
reductase), un catalyseur de la conversion du desmostérol en cholestérol ayant des
effets neuroprotecteurs (Yongjun Wang et al. 2008). D'autre part, l'inhibition spécifique
de cette enzyme augmente la susceptibilité cellulaire a développer a maladie
d’Alzheimer (Cecchi et al. 2008). Enfin, toutes ces études ont suggéré que l'activation
des LXRs pourrait étre utile dans le traitement de cette pathologie.
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5.4.2. La maladie de Parkinson

La microgliosie, l'astrogliosie, la dégénérescence progressive des neurones
dopaminergiques, sont des symptomes de la maladie de Parkinson ((Dauer et
Przedborski 2003). Les souris knock-out méales LXRB montrent une dégénérescence
des motoneurones apres 7 mois (Andersson et al. 2005). De plus, le déficit en LXRB
dans un modéle murin de la maladie de parkinson exacerbe des altérations des

neurones dopaminergiques (Y. Dai et al. 2012).

5.4.3. La maladie de Hungtington

Cette pathologie est caractérisée par une expansion polyglutaminique située a
I'extrémité N-terminale d'une protéine exprimée de maniere ubiquitaire connue sous le
nom de huntingtine. Il a été démontré que la voie de biosynthése du cholestérol est
altérée dans les cerveaux de souris atteintes de la maladie (Valenza et al. 2005).
Récemment, il a été rapporté que la huntingtine (sauvage) pouvait se comporter en
coactivateur des LXRs. En outre, la surexpression de la huntingtine mutante a des
effets négatifs sur les genes cibles LXRs tels qu'ABCA1. Cet effet est partiellement

contré par l'activation des LXRs par un ligand synthétique (Futter et al. 2009).

5.4.4. La sclérose en plague

La sclérose en plaque (SEP) est une maladie inflammatoire caractérisée par
une démyélinisation des axones du SNC. Une étude a montré que le T0901317
supprime l'expression des interleukines IL-23 et IL-17 dans les cultures primaires de
cellules gliales dans un modéle murin de SEP (Xu et al. 2009). De plus, I'administration
de cet agoniste avant le début de la maladie bloque son développement en supprimant
la prolifération des lymphocytes T et la libération de cytokines (Hindinger et al. 2006).
Cui et al. ont effectué des expériences avec le GW3965 montrant que celui-ci atténu
la SEP chez les souris de type sauvage mais pas chez les souris LXR-/- (Cui et al.
2011).
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En 2016, une étude portant sur 7 patients atteints de SEP appartenant a la
méme famille a permis I'identification d’'un SNP dans la séquence codante de LXRa.
La substitution de I'arginine 415 (trés conservée au sein des récepteurs nucléaires) en
glutamine déstabiliserait 'hétérodimére LXR-RXR (Z. Wang et al. 2016).

Collectivement, ces études suggérent que les ligands des LXRs peuvent étre

des cibles thérapeutiques utiles pour le traitement de la SEP.

5.4.5. La sclérose latérale amyotrophique

Une étude réalisée chez des souris males LXRB-/- a montré une
dégéneérescence des motoneurones liée a I'accumulation de lipides dans la moelle
épiniere. La dégénérescence progresse avec I'age vers une paralysie (Andersson et
al. 2005). La dégénérescence chronique des motoneurones est associée a la sclérose
latérale amyotrophique (SLA ; (Cutler et al. 2002). Chez les souris LXRB-/-, le début
de linvalidité se situe entre 3 et 7 mois. A I'age de 7 mois, ces souris ont un controle
musculaire réduit et des problémes de coordination motrice associée a lI'accumulation
de lipides. L’noméostasie du cholestérol dans le cerveau est fondamentale et parce
gue les LXRs y jouent un réle prédominant (cf. chapitre 1.4.1), ils peuvent étre une
cible pour le traitement de cette maladie neurodégénérative.

Enfin une étude en 2018 a permis d’identifier des SNPs dans la séquence de
LXRa. La substitution d’'une thymine en cystéine a I'état homozygote a été associée

avec une manifestation plus précoce (-7.8 ans) de la maladie (Mouzat et al. 2018).

5.4.6. La maladie Niemann-Pick type C1

La protéine Niemann-Pick type C1 (NPC1) est fondamentale dans le trafic

intracellulaire du cholestérol. La mutation de NPC1 entraine l'accumulation de
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cholestérol non estérifie, de sphingomyeéline et de glycolipides dans les lysosomes des
neurones et des cellules gliales. L'accumulation de ces lipides dans le SNC provoque
une ataxie, une dysarthrie, une dysphagie et, dans les cas graves, une démence et
des crises d'épilepsie. Repa et al. ont démontré que l'activation des LXRs dans un
modele murin de la maladie NPC1 augmente I'excrétion de cholestérol du cerveau,
ralentit l'inflammation, retarde la neurodégénérescence, et finalement prolonge la

durée de vie des animaux atteints (Joyce J. Repa et al. 2007).

5.4.7. Le syndrome de Smith-Lemli-Opitz

Le syndrome de Smith-Lemli-Opitz (SLOS) est caractérisé par le déficit en
DHCR7 (7-dehydrocholesterol-reductase). Les sujets affectés sont incapables de
synthétiser correctement le cholestérol. La supplémentation en cholestérol aprés la
naissance est I'approche actuelle; cependant, I'absence de cholestérol in utero conduit
a des malformations développementales. Le traitement in utero avec un agoniste LXRs
d'un modéle de souris femelle SLOS (Dhcr7-/-), augmente I'expression placentaire de
ABCA1, favorisant ainsi les transferts de cholestérol mere-foetus, suggérant une

potentiel thérapie in utero de SLOS (Lindegaard et al. 2008).

5.5. Les pathologies cardio-vasculaires

5.5.1. L’athérosclérose

De nombreuses études montrent que le traitement avec des agonistes des
LXRs entraine une atténuation de I'athérosclérose in vivo (X.-Y. Dai et al. 2008; Kratzer
et al. 2009; Levin et al. 2005; Peng et al. 2008, 2009; Quinet et al. 2009; Terasaka et
al. 2003). Ces traitements s'accompagnent soit d'une augmentation des taux de TG,
soit d'effets sur la lipogenése. Les agonistes LXRs sont également des régulateurs
négatifs des principaux génes inflammatoires TNFa, IL1b, IL6, COX2, iINOS et NFKB,

conduisant a une inhibition de la formation des plagues/lésions athéroscléreuses
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(Morales et al. 2008; Sironi et al. 2008; Bensinger et al. 2008; Geyeregger et al. 2009;
Fowler et al. 2003; Hatano et al. 2010).

5.5.2. Les lésions d'ischémie/reperfusion (I/R) myocardiques

Des études antérieures ont démontré que LXRa et LXRB sont tous deux
exprimés dans le systeme cardiovasculaire, ou ils peuvent jouer un réle important dans
la protection contre les lésions myocardiques (Lei et al. 2013). Wang et al. ont
démontré que le T0901317 améliore la survie fonctionnelle des cellules souches
mésenchymateuses transplantées dans le myocarde infarci et a un effet bénéfique sur
la réparation cardiaque et I'amélioration fonctionnelle aprés un infarctus (Yabin Wang
et al. 2014). Dans un modéle I/R, LXRa, mais pas LXRp, est significativement
surexprimé. De plus, I'activation de LXRa au lieu de LXR joue un réle cardioprotecteur
dans la Iésion I/R (He et al. 2014).

5.5.3. L’hypertrophie myocardigue

L'activation des LXRs par le T0901317 atténue I'hypertrophie myocardique in
vivo (Kuipers, Li, et al. 2010). L'activation de LXRa réprime le systéme rénine-
angiotensine-aldostérone (RAAS ; régulateur positif de la pression sanguine) en
réduisant I'expression de la rénine, de AT1R (angiotensin receptor type 1) et de ACE
(angiotensine conversion enzyme) dans le cceur et les reins (Kuipers, van der Harst,
et al. 2010). De plus, Wu et al. signalent que LXRa est régulée positivement dans les
cceurs hypertrophiques subissant une surcharge de pression ventriculaire gauche.
L'administration de T0901317 supprime I'hypertrophie des cardiomyocytes induite par
I'angiotensine Il et le LPS en inhibant la signalisation de NF-kB chez la souris. LXRa
et LXRB peuvent inhiber la signalisation NF-kB, tandis que LXRa est plus sensible aux
stimuli hypertrophiques (S. Wu et al. 2009). Des travaux de Cannon et
al. démontrent que Il'activation des LXRs par I'agoniste AZ876 réduit significativement

les augmentations du poids, de fibrose et de dysfonctionnement cardiaque induites
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par des constrictions aortiques sans affecter la pression sanguine (Cannon et al.
2015).

En conséquence, les LXRs représentent une cible moléculaire potentielle pour
les thérapies anti-hypertrophiques. Leur potentiel cardioprotecteur demande la mise
au point de ligands plus spécifiques.

5.6. Les pathologies de la reproduction

5.6.1. Chez la femelle

Les LXRs répriment la stéroidogenése dans les cellules lutéales ovariennes
humaines (Drouineaud et al. 2007). En parallele, le traitement des souris LXR-/- par
des gonadotrophines conduit a un syndrome d'hyperstimulation ovarien (OHSS),
imitant les complications observées chez certaines femmes ayant recours a une

fécondation in vitro (Mouzat et al. 2009).

Les LXRs sont fortement exprimés dans le placenta de la souris et de I'homme
au cours du développement. Ceci suggere un rdle crucial de LXRs dans différentes
activités placentaires telles que la production d'hormones, la tolérance fceto-
maternelle, le métabolisme des lipides et la parturition (Marceau et al. 2005). De plus,
'endogline (ENG), un géne majeur impliqué dans l'implantation placentaire est un
gene cible des LXRs (Henry-Berger et al. 2008). Ainsi une expression inappropriée

des LXRs peut contribuer a des complications majeures de la grossesse.

LXRB joue un rdle crucial dans la capacité contractile de l'utérus de souris
(Mouzat et al. 2007). En effet, une anomalie de l'activité contractile induite par
'ocytocine a été observée chez des souris dépourvues de LXRp. Ces résultats
impliqguent que LXRp est nécessaire pour I'induction des contractions. LXRp est donc
une nouvelle cible possible pour prévenir les malformations de la parturition chez les

femmes.
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5.6.2. Chez le male

Les souris males LXR-/- présentent une baisse de fertilité a I'age de 5 mois et
une infertilité complete a 9 mois (Frenoux et al. 2004). L'accumulation d'esters de
cholestérol induit une désorganisation de I'épithélium de I'épididyme (Saez et al. 2007)
favorisant I'apoptose des cellules épithéliales (Ouvrier et al. 2009). En paralléle, les
souris LXRp-/- présentent une accumulation d'ester de cholestérol dans les cellules de
Sertoli et une diminution de la prolifération des cellules germinales. Les souris LXRa-
/- présentent une diminution de la synthése de testostérone et une diminution de la
concentration plasmatique en LH ainsi qu'une augmentation de I'apoptose des cellules
germinales (Volle et al. 2007; Robertson et al. 2005). Par conséquent, la coopération
de LXRa et LXRB maintient a la fois la structure et la fonction des testicules. En 2014,
une étude a montré une corrélation positive entre la réduction du nombre de cellules
germinales et la diminution des taux de transcrits des LXRs dans les biopsies
testiculaires de patients présentant divers degrés d'azoospermie (Rondanino et al.
2014). La perturbation de la signalisation LXRs dans l'appareil reproducteur male
pourrait étre considérée comme un facteur de risque impliqué dans la stérilité

prématurée observée chez certains hommes.

5.7. Le cancer

Les ligands des LXRs peuvent affecter la croissance tumorale. Les agonistes
synthétiques perturbent la coalescence des radeaux lipidiques (A. J. C. Pommier et al.
2010), la localisation des récepteurs aux facteurs de croissance, et la tubulogenese
(Noghero et al. 2012). Ces perturbations ont un impact anti-angiogéniques et
traduisent I'action des ligands des LXRs sur le transport du cholestérol et le
métabolisme des cellules endothéliales. De plus, compte tenu de l'expression
ubiquitaire des LXRs et de leurs fonctions pléiotropes, les traitements avec des ligands

peuvent affecter directement ou indirectement la croissance tumorale, a la fois par voie
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systémique et par la modification du microenvironnement tumoral (Villablanca et al.
2010).

5.7.1. Le cancer de la prostate

Les effets des ligands LXRs sur les cellules cancéreuses ont été largement
étudiés dans des modeéles de cancer de la prostate. Le traitement au T0901317 inhibe
la prolifération de cellule de cancer prostatique et la formation de tumeurs. Cet effet
passe par la réduction de I'expression de SKP2 (S-phase kinase-associated protein 2)
levant ainsi I'inhibtion de p27 (Fukuchi, Hiipakka, et al. 2004). Le knock-out des LXRs
dans les cellules épithéliales de la prostate murine a démontré leur réle dans l'inhibition
de la signalisation des facteurs de croissance, des voies de régulation du cycle
cellulaire et dans la médiation des effets des agonistes synthétiqgues (Bousset et al.
2018). Les niveaux d’ABCA1 diminuent au cours de la carcinogenése de la prostate et
la diminution de I'expression ’ABCA1 augmente la prolifération cellulaire (Fukuchi,
Kokontis, et al. 2004). L’activation des LXRs augmente I'expression d'ABCAL1 dans les
cellules cancéreuses de la prostate, fournissant un autre lien mécanistique entre
I'activation des LXRs et la régulation de la prolifération cellulaire. L’équipe a montré
que [lactivation des LXRs augmentait l'expression de ABCG1, perturbant la
coalescence des radeaux lipidiques et bloquant la signalisation « pro-survie » AKT1
(A. J. C. Pommier et al. 2010). L’invalidation de FASN (autre géne cible des LXRSs)
annule les effets anti-prolifératifs induit par des ligands synthétigues LXRs dans une
lignée cellulaire prostatique (K. H. Kim et al. 2010). Les effets des agonistes des LXRs
sur l'expression du gene SOCS3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3) dans les
cellules cancéreuses de la prostate relient également les fonctions des LXRs dans le
métabolisme lipidique et l'inflammation avec des effets anti-tumoraux (W. Fu et al.
2014). Les traitements au ligand synthétigue GW3965 augmentent les niveaux de et
la mort cellulaire, et diminuent la prolifération, la migration et I'invasion cellulaires. Des
expériences d’interférence ARN dirigés contre SOCS3 bloquent la réponse des
cellules aux traitements avec des agonistes des LXRs. Des souris déficientes en LXRs

nourries avec un régime riche en cholestérol présentent une néoplasie au sein de
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I'épithélium prostatique, caractérisée par l'inhibition des protéines suppresseurs de
tumeur NKX3.1 MSMB une activation de I'expression de facteur pro-oncogéniques tels

gue les Cyclines D1 et D2 (A. Pommier et al. 2013).

5.7.2. Le cancer du sein

L’activation des LXRs bloque la prolifération des cellules tumorales, que leur
statut en récepteurs des cestrogénes soit positif (ER+) ou négatif (ER-) (Fukuchi,
Kokontis, et al. 2004; Gong et al. 2007; Vedin et al. 2009; El Roz et al. 2012; Nguyen-
Vu et al. 2013). L'expression de SKP2 diminue apres le traitement par le T0901317
ainsi que celle de E2F2, un membre de la famille des facteurs de transcription
régulateurs du cycle cellulaire (Nguyen-Vu et al. 2013). Dans les cellules cancéreuses
du sein ER+, les traitements avec des agonistes des LXRs réduisent I'expression des
transcrits et des protéines ERa, perturbant ainsi la voie de croissance centrale des
cellules tumorales hormono-dépendantes (Vedin et al. 2009). Ces traitements
bloguent également la prolifération induite par des facteur de croissance via la voie
PI3K-Akt dans les lignées cellulaires de cancer du sein humain (Steffensen et al.
2006). Dans d’autres études, des effets systémiques des agonistes des LXRs activent
I'expression de SULT1E1 (enzyme qui désactive les cestrogénes dans le foie) inhibant
la prolifération cestrogéno-dépendante des cellules épithéliales utérines et la formation
de tumeurs mammaires (Gong et al. 2007). Il a également été montré que le traitement
des macrophages avec des ligands des LXRs réduit la prolifération cellulaire et

augmente l'apoptose de cellules cancéreuses du sein (El Roz et al. 2013).

5.7.3. Les cancers gastro-intestinaux

La B-caténine est un médiateur clé de la signalisation Wnt, une voie
freqquemment mutée dans le cancer du coélon, et les LXRs interagissent avec la B-
caténine et bloquent sa transactivation sur ses genes cibles (Uno et al. 2009).

L'activation des LXRs par des agonistes synthétiques inhibe également la prolifération
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des cellules du cancer du colon. Les traitements par ligand des LXRs diminuent les
guantité protéiques de SKP2, de CDK (cyclin dependent kinase) et c-MYC (Vedin,
Gustafsson, et Steffensen 2013; Lo Sasso et al. 2013). Les coupes tissulaires des
animaux LXR-/- ont montré des niveaux plus élevés de marqueurs de prolifération par
rapport aux contrdles de type sauvage, et, comme prévu, les traitements avec
GW3965 ont réduit les marqueurs de prolifération dans les cellules du colon (Vedin,
Gustafsson, et Steffensen 2013). Dans un modéle de xénogreffe tumorale, la
surexpression de LXRa bloque la formation de tumeurs en augmentant I'apoptose et

en diminuant la prolifération (Lo Sasso et al. 2013).

5.7.4. Le cancer de la vésicule biliaire

Les souris LXRB-/- présentent une inflammation et des lésions prénéoplasiques
de la vésicule biliaire qui évoluent en cancer chez des animaux agés. Ce phénotype
est spécifique de LXR[ et a été observé uniquement chez les femelles. L’ovariectomie
et I'élimination de la production d'cestrogenes chez ces animaux empéche la formation
des lésions néoplasiques (Gabbi et al. 2010). Le rbéle de LXR[ est encore souligné par
une étude qui a trouvé une association de variations génétiques dans le géne LXRf

avec un risque accru de cancer de la vésicule biliaire (Sharma et al. 2013).

5.7.5. Le cancer du pancréas

Le cancer du pancréas fait partie des cancers les plus meurtriers, et les
traitements par des agonistes des LXRs sont efficaces pour bloquer la prolifération
cellulaire, la progression du cycle cellulaire et la formation de colonies dans les lignées
cellulaires du cancer du pancréas (Candelaria et al. 2014). Des co-traitements avec
l'agent chimiothérapeutique de référence, la gemcitabine, ont montré un effet additif
sur linhibition de la prolifération cellulaire. Dans les lignées cellulaires et les
échantillons cliniques, LXR[3 semble étre I'isoforme prédominante. Le traitement par

un agoniste baisse les niveaux protéiques de SKP2 et EGFR. L'EGFR est souvent
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surexprimé dans les cellules tumorales pancréatiques et les inhibiteurs de I'EGFR sont
approuvés cliniguement pour le traitement du cancer du pancréas en association avec
la gemcitabine (Troiani et al. 2012). Ces découvertes initiales des effets des agonistes
de LXRs sur les cellules cancéreuses pancréatiques suggerent une application
potentielle de ces ligands, soit seuls, soit en combinaison avec les traitements actuels

du cancer du pancréas.

5.7.6. Les cancers cutanés

La liaison d'APOE, un des geénes cibles des LXRs, a son récepteur LRP1 (low-
density lipoprotein receptor-related protein 1) a des effets anti-métastatiques dans les
cellules de mélanome (Pencheva et al. 2012). Le traitement de cellules de mélanome
avec des agonistes LXRs augmente I'expression d’ApoE et diminue l'invasion tumorale
et la dissémination métastatique (Pencheva et al. 2014). Ces effets sont transmis par
LXRp. La sécrétion d'APOE par les cellules stromales semble jouer un réle important
(El Roz et al. 2013). Les traitements avec des agonistes LXRs sont efficaces pour
supprimer la croissance de tumeurs résistantes aux agents chimiothérapeutiques
cliniguement approuvés (dacarbazine et vémurafénib). De plus [Iactivation
pharmacologiqgue des LXRs présente des effets antitumoraux additifs aux
chimiothérapies classiques.

5.7.7. Les tumeurs hématologiques

Les tumeurs hématologiques se développent a partir des différentes cellules
sanguines et sont séparées en plusieurs types : i) leucémies ; ii) lymphomes et iii)
myélomes. Dans le cas de la leucémie, I'activation des LXRs inhibe la prolifération et
la survie cellulaire induite par les cytokines (IL-2 et IL-7) via une diminution de la
phosphorylation de la protéine RB (RetinoBlastome) et de I'expression de la protéine

Cyclin B (Geyeregger et al. 2009). Dans les cellules de myélome multiple, les
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traitements aux agonistes des LXRs inhibent la signalisation des genes cibles de

Hedgehog, diminuant ainsi la croissance clonogénique tumorale (Agarwal et al. 2014).
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6. Les LXRs sont des cibles des perturbateurs chimiques endocrininiens (EDCSs)

Un agent perturbateur chimique endocrinien (EDC ; endocrine disrupting
chemicals) est défini par I'Environmental Protection Agency (EPA) des Etats-Unis
comme «un agent exogene qui interfere avec la synthése, la sécrétion, le transport, le
meétabolisme, l'action de liaison ou I'élimination des hormones naturelles présentes
dans le corps responsables de 'homéostasie, de la reproduction et du processus de
développement». La compréhension des mécanismes par lesquels les perturbateurs
endocriniens exercent leurs effets s’est améliorée. On pensait a 'origine que les EDCs
agissaient principalement par l'intermédiaire des récepteurs hormonaux nucléaires :
les récepteurs aux cestrogénes (ER), les récepteurs androgéenes (AR), les récepteurs
de la progestérone, les récepteurs thyroidiens et les récepteurs des rétinoides.
Aujourd'hui, la recherche montre que les mécanismes sont beaucoup plus larges. Ainsi
les perturbateurs endocriniens agissent-ils via les récepteurs nucléaires, les
récepteurs non-stéroidiens comme les récepteurs des neurotransmetteurs
(sérotonine, dopamine, noradrénaline), les récepteurs orphelins, des voies
enzymatiques impliquées dans la biosynthése et/ou le métabolisme des stéroides, et
de nombreux autres mécanismes qui convergent vers les systemes endocriniens et
reproducteur. Une substance perturbatrice du systéme endocrinien est donc tout
composé, naturel ou synthétique, qui altere les systemes hormonaux (Figure 20).

Le groupe des perturbateurs chimiques endocriniens est tres hétérogéne et
comprend des produits naturels ou chimiques synthétiques utilisés comme
solvants/lubrifiants industriels et leurs sous-produits biphényles polychlorés (BPC),
biphényles polybromés (PBB), dioxines, plastiques (bisphénol A), plastifiants
(phtalates), pesticides (dichlorodiphényltrichloroéthane), fongicides (vinclozoline) et
agents pharmaceutiques (DES). Le défi pour identifier de telles molécules réside dans
la diversité chimique. Il est donc difficile de prédire si un composé peut ou non exercer
des actions de perturbation endocrinienne. Néanmoins, les EDCs tels que les dioxines,
les PCB, les PBB et les pesticides contiennent souvent un fragment phénolique qui
imite les hormones stéroides naturelles et permet aux EDCs d'interagir avec les

récepteurs d'hormones stéroidiennes en tant qu'agonistes ou antagonistes.
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Les sources d'exposition aux perturbateurs endocriniens sont diverses et varient
considérablement d'un pays a l'autre. La situation évolue constamment parce que
certains EDCs ont été interdits il y a des décennies et d'autres plus récemment, avec
des différences significatives entre les pays. Certains EDCs ont été congus pour avoir
de longues demi-vies (bénéfique pour leur utilisation industrielle) mais ils se sont
aveérés étre trés préjudiciables a la faune et aux humains. Parce que ces substances
ne se désintegrent pas facilement, certaines interdites il y a des décennies restent
détectables a des niveaux élevés dans I'environnement, et elles peuvent étre
détectées dans pratiquement tous les animaux ou humains testés (Porte et al. 2006).
Les voies d'exposition classiques sont orales (principalement), respiratoires et/ou
cutanées (Figure 20).

Comme mentionné précedement, la definition d’EDCs s’élargit intégrant a
présents les perturbateurs des voies LXRs. Ces récepteurs, par leur role central sur
’lhoméostasie du cholestérol, ont un fort impact sur les taux d’hormones stéroidienne
et donc sur les fonctions endocrinnienne. Aujourd’hui, plusieurs perturbateurs des
voies LXRs ont été identitfiés. Comme expliqué plus haut, ces molécules sont d’origine
diverse et leur structure diverge grandement rendant difficile la prédiction leurs effets.

lly a fort a parier qu’'un nombre de ces molécules reste a découvrir.

6.1. Diéthylstilbestrol

Le diéthylstilbestrol (DES ; Figure 21) est un oestrogéne synthétique utilisé dés
1938 pour la prévention des fausses couches. La survenue de nombreuses
malformations génitales a provoqué sont interdiction en France en 1977. Des études
ultérieures ont monté que le DES affecte les fonctions du testicule. Des souris LXR-/-
traitées quotidiennement au DES les 5 premiers jours aprés la naissance montrent a
10 jours une diminution de la masse corporelle par rapport aux contréles sauvages.

Ces expériences ont mis en évidence le réle protecteur des LXRs chez les souris
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sauvages. Le mécanisme moléculaire n’a pas été clairement identifié (Oumeddour et
al. 2014).

6.2. Phtalates

Les esters de phtalates sont des composeés utilisés comme plastifiants. Environ
3 millions de tonnes d'esters phtaliques sont produits chagque année dans le monde
entier et se retrouvent dans de nombreux produits courants comme les PVC, les sacs
en plastique, les emballages alimentaires, les cosmétiques, les peintures industrielles
et les transfusions sanguines (Heudorf, Mersch-Sundermann, et Angerer 2007). En
raison de la nature non covalente de leur liaison avec les plastiques, les phtalates

peuvent facilement étre détachés et ingérés (Kavlock et al. 2002).

6.2.1. Diisodecyl phthalate (DIDP) et Diisononyl phthalate (DiNP)

En combinant des méthodes de modélisation moléculaire in silico et SPR
(Surface plasmon resonance) in vitro, une étude a pu démontrer 'impact du DIDP et
du DINP (Figure 21) sur le LBD des LXRs avec des affinités de 4,32.10'M et 1.20.10
M respectivement. De plus, ces molécules ont des effets inhibiteurs sur les génes
cibles des LXRs Srebp1c et LXRa dans une lignée humaine cancéreuse du foie
(HepG2) (Mozzicafreddo et al. 2015).

6.2.2. Mono(2-ethylhexyl)phthalate (MEHP)

Une étude réalisée sur les testicules et ovaires de foetus humains agés de 7 a
12 semaines a montré I'impact de certain phtalates sur le développement
embryonnaire. Des foetus humains ont été exposés a 10“M de MEHP (Figure 21)
pendant 72h in vitro. Des analyse par qPCR montrent une activation de LXRa associée

a une stimulation de la transcription des genes cibles LXRs comme Srebplc, Scdl et
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Fasn indiquant une activité agoniste (Muczynski et al. 2012). Les auteurs mentionnent

gue les taux de MEHP dans le cordon ombilical sont de I'ordre du micromolaire.

6.3. Retardateur de flamme

Le firemaster 550 (FM550 ; Figure 21) est un mélange ignifuge qui est I'un des
retardateurs de flamme les plus couramment utilisés dans les meubles et les produits
pour bébés. L'exposition humaine a ce mélange commercial, constitué de composants
bromés et organophosphorés, est répandue. Le FM550 semble s’accumuler dans le
tissu placentaire aprés une exposition gestationnelle. Parce que le placenta est une
source importante d'hormones et de neurotransmetteurs pour le cerveau foetal en
développement, il peut étre une cible a considérer dans le contexte de la neurotoxicité
développementale. Lors d’'une étude visant a identifier les mécanismes d'action
possibles du FM550 dans le cerveau antérieur fcetal et le placenta, des rates gestantes
ont été exposeées par voie orale a du FM550. Les analyses RNA-seq montre une forte
activation de la voie LXR/RXR (Rock et al. 2018).

6.4. Fumée de cigarette

Le tissu cutané est la premiere barriere protective des agressions extérieures.
La couche externe de la peau, la couche cornée, est formée par des cornéocytes
entourés d'une matrice lipidique (cholestérol, céramide et acides gras). Par
conséquent, I'homéostasie des lipides et, en particulier du cholestérol, dans la peau
est d'une grande importance et ABCA1 y joue un rble clef. Parmi les nombreux facteurs
gui ont été associés aux maladies de la peau, la fumée de cigarette est 'un des plus
toxiques. Des kératinocytes humains (HaCaT) ont été placés dans un incubateur avec
de la fumée de cigarette. L’expression des transcrits de LXRa et LXRB ainsi que
d’ABCA1 augmente des 50 minutes d’exposition suivie d’'une augmentation des
quantités protéiqgues d’ABCA1 aprés 6h d’incubation. Ces résultats expliquent
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comment le tabac modifie les niveaux de cholestérol de la peau et affecte ainsi les

fonctions des tissus cutanés (Sticozzi et al. 2010).

6.5. Ozone

Méme si il ne peut pas étre considéré directement comme un EDC, I'ozone (O3)
a été identifié comme un perturbateur des LXRs. L'Os, lorsqu'il est inhalé, interagit
avec le cholestérol des membranes des cellules épithéliales des voies respiratoires
produisant des oxystérols chimiqguement réactifs. L'exposition in vitro de cellules
épithéliales bronchiques humaines (HBE16) a I'Os entraine la formation des
oxystérols eépoxycholestérol-a, époxycholestérol-f3, secostérol A et secostérol B (Seco
A et Seco B), dans les lysats cellulaires et les milieux de culture. De méme, le liquide
de lavage broncho-alvéolaire obtenu a partir de volontaires humains exposés a I'Os
contient des taux élevés de ces oxystérols. Ces oxystérols dérivés de I'O3 ont un effet
pro-inflammatoire et augmentent l'activité de NFkB. Le mécanisme par lequel I'O3
parvient a former des oxystérols est inconnu. Des expériences de co-précipitation de
Seco A ont montré des contacts avec LXRa. De méme, des expériences de co-
traitement de cellules 16HBE utilisant Seco A et le T0901317 ont montré une
diminution de I'accumulation des transcrits d'/ABCA1 et de Srebplc par rapport a une
stimulation avec le T0901317 seul, indiquant une inhibition de l'activité des LXRs
(Speen et al. 2016).

6.6. Organostannique : Tributylétain (TBT)

Les organostanniques font partie de la classe des contaminants
environnementaux obesogenes car ils activent PPARy, un régulateur essentiel de
l'adipogenese. Le tributylétain (TBT ; Figure 21) est un puissant modificateur de la
différenciation des cellules stromales mésenchymateuses multipotentes de la moelle
osseuse humaine (BM-MSC) et un régulateur négatif de la formation osseuse. Les

LXRs, PPARy et RXRs, de par leurs réles dans ’homéostasie osseuse, ont été
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analysés sur leur interaction avec le TBT. Des agonistes des RXRs (bexarotene,
LG100268), et de PPARYy (rosiglitazone) ont été utilisés sur des cellules BM-MSC sur
une durée de 10 jours. Dés le 2™ jour, les transcrits de LXRa, ABCA1 et Srebplc
sont augmentés de facon indépendante du traitement a la rosiglitazone (PPARYy-
indépendant) et de fagon dépendant du bexaroténe (RXR-dépendant) (Baker et al.
2015). Ces résultats suggérent une action agoniste du TBT sur I'hétérodimére
LXR/RXR.

6.7. Organophosphate : tri-m-tolyl Phosphate (TMTP)

En combinant des méthodes de modélisation moléculaire in silico et in vitro, une
étude a démontré I'interaction du tri-m-tolyl Phosphate (TMTP ; Figure 21) sur le LBD
des LXRs avec des affinités de 4,38.10°M. De plus, cette molécule a des effets
inhibiteurs sur les genes Srebp1c et LXRa dans la lignée HepG2 (Mozzicafreddo et al.
2015).

54 |Page






7. Méthodes de recherche de ligands

7.1. In silico

Différentes méthodes de calcul ont émergé afin de comprendre et de modéliser
les activités fonctionnelles des modulateurs des NRs au niveau moléculaire.
Généralement, ces approches informatiques peuvent étre classées dans deux

catégories, les approches basées sur les ligands ou sur les récepteurs.

7.1.1. Méthodes basées sur le ligand

Ces méthodes reposent sur le principe central de similarité-propriété, ou QSAR,
qui stipule que des molécules similaires doivent présenter des propriétés similaires
(Johnson et Maggiora 1990) et donc les calculs de similarité chimique sont au cceur
du criblage virtuel basé sur le ligand (Willett 2003). En conséquence, toutes les
molécules dans une base de données peuvent étre notées par rapport a la similarité
avec un ou plusieurs ligands bioactifs, puis classées pour refléter la probabilité d'étre
actives. Aprés cette procédure, les molécules les mieux notées sont sélectionnées
pour les tests expérimentaux. Ces approches basées sur les pharmacophores sont
intéressantes pour les isoformes de NRs ou un ligand doit étre spécifique (Riggs et
Hartmann 2003; Viennois et al. 2012).

7.1.2. Méthodes basées sur la cible

Les méthodes de criblage virtuel basées sur les cibles dépendent de la
disponibilit¢ des informations structurelles, déterminées expérimentalement ou
obtenues par calcul au moyen de techniques de modélisation d'homologie (Shoichet
2004; Klebe 2006). Ces méthodes visent a fournir, d'une part, une bonne
approximation de la conformation et de I'orientation attendues du ligand dans la cavité
protéique (docking) et, d'autre part, une estimation raisonnable de son affinité de

liaison (scoring). La superposition de différents modeles 3D permet de multiples
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corrections du site actif et des calculs et estimations toujours plus précis (Vigers et
Rizzi 2004). A mesure que le nombre de complexes protéine-ligands disponibles
augmente, les méthodes de docking appréhendent de mieux en mieux I'orientation des
ligands dans la cavité protéique permettant dans certains cas d’y prédire l'activité
(Fradera et Mestres 2004).

En conclusion, dans la majorité des cas les cribles in silico basés sur le ligand
permettent d’émettre des hypothéses quant a leurs effets. A l'inverse, les approches
basées sur la cible (donc le récepteur) permettent d’appréhender la capacité d’un
ligand & pénétrer le LBD, a s’y stabiliser et a y interagir. Lorsqu’un ligand est
sélectionné suite & son analyse in silico, il est alors testé afin d’établir son profil

d’action. Ces tests sont généralement, dans un premier temps, réalisés in vitro.

7.2. In vitro

Historiquement, la mesure de l'affinité d’un ligand pour son récepteur, on utilisait
la méthode dite de Scatchard ou on mesure la saturation du récepteur a I'équilibre.
Cette méthode est valable pour de fortes affinités (~1nM) mais n’est en revanche pas
utilisable pour les NRs dont 'affinité pour le ligand est plus faible (~1uM). Dans ce cas
les ligands, le plus souvent hydrophobes, se fixent avec une trés forte affinité sur le
support de I'expérience. D’autres méthodes, indirectes, ont donc di étre développées,

se concentrant sur le LBD des NRs.

7.2.1. Méthodes mesurant la distance récepteur-ligands

Dans un SPA (Scintillation proximity Assay ; Figure 22), un ligand radiomarqué
est incubé avec un récepteur équipé d’un scintillant (ex : fluorochrome). Plus le ligand
est proche du récepteur, plus le transfert d’énergie du radioligand vers le scintillant est

important, générant un signal plus fort. Cette méthode a évolué en de puissants outils

56 | Page



Scintillation Proximity Assay

Molécule ligand Molécule non-ligand

Forster resonance energy transfert

|
Pasd ,
as de | ) ‘}o effc
&
transfert* | <:5°\ Transfert ‘J/ 7
| \ el
| —a
|
|
|
|
|
|
|
Molécule ligand Molécule non-ligand

Fluorescence polarisation

Lumiére Lumiére
polarisée \ Fl polarisée N
\ I i \

N

Lumiére Lumiére

polarisée \ polarisée N

)\

EE X

Molécule non-ligand

\ Temps de rotation
\ U
K

Molécule ligand

I
Figure 22: Méthodes de crible de ligand




pour les criblages de ligand a haut débit (HTS: High throughput screening) en raison
de sa polyvalence (Glickman, Schmid, et Ferrand 2008).

Le FRET (Forster resonance energy transfert ; Figure 22) est un test ou le
récepteur ainsi que le ligand sont marqué d’un fluorochrome. A l'aide d’un faisceau,
I'excitation d’un premier fluorochrome va provoquer I'excitation du second par transfert
d’énergie. Plus la distance récepteur-ligand est petite, plus le transfert d’énergie est
efficace, permettant au second fluorochrome d’émettre un signal plus fort (Burke et al.
2003). Cette méthode est plus classiquement utilisée pour les tests de recrutement
des coactivateurs en HTS (High throughput screening ; (Y. Song, Madahar, et Liao
2011).

Cependant, méme si ces méthodes se sont montrées efficaces pour le criblage
a haut débit, elles possedent deux défauts. Le premier concerne la nécessité de
marquer les deux acteurs du complexe (récepteur et ligand). Ceci entraine soit des
co(ts plus importants (achat des fluorochromes, synthése des radio-ligands), soit une
complexification des manipulations (nécessité de greffer des protéines fluorescentes
pouvant altérer le comportement des récepteurs). Son second défaut est que ces
méthodes ne permettent de conclure qu’au rapprochement des couples récepteur-

ligand et non a leur liaison, et encore moins a leur action.

7.2.2. Méthode mesurant la liaison récepteur-ligands

Le test FP (Fluorescence Polarization ; Figure 22) repose le marquage du ligand
par un fluorochrome. Celui est excité par une lumiere polarisée provoguant une
rotation dans le plan de polarisation. Un ligand lié a son récepteur possédant une
vitesse de rotation beaucoup plus lente, c’est ce délai qui permettra d’estimer la
guantité de complexe récepteur-ligand (Burke et al. 2003). Un inconvénient des
dosages FP est leur niveau éleve de bruit de fond provoquant une diminution de la

sensibilité. La taille des complexes récepteur-ligand dans le cadre de I'étude des NRs
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(>10kDa) engendre une vitesse de rotation trop lente pour étre efficacement applicable
(Cali et al. 2008). De plus cette technique ne permet de se prononcer que sur la liaison

du ligand au récepteur et non sur son action.

7.2.3. Méthode mesurant I'activité transcriptionnelle

Lorsque l'impact d’un ligand sur un récepteur est analysé, c’est 'effet de cette
molécule sur le comportement transcriptionnel du récepteur qui est au centre de
'attention. Afin de mesurer ces effets, des systémes mettant en jeu des protéines

chimériques ont vu le jour.

Le systéme « simple hybride » UAS/Gal4 repose sur la fusion du LBD d’un
récepteur nucléaire avec le DBD de Gal4 (appelé Gal4-NR). La partie Gal4 se fixe sur
sa séquence cible UAS (Upstream Activating Sequence) en amont d'un géne
rapporteur. Ce systeme, dérivé de la levure, a été mis au point dans une lignée
cellulaire humaine, les cellules HeLa (Kakidani et Ptashne 1988; Webster et al. 1988).
Ce systeme présente, en absence de ligand, un niveau basal transcriptionnel. Ainsi la
liasison d'un ligand agoniste provoque le changement conformationnel du LBD
permettant le relargage des corépresseurs et le recrutement des coactivateurs et donc
de la machinerie transcriptionnelle. A l'inverse, en présence d’un ligand antagoniste,

la diminution du niveau basal transcriptionnel peut étre observée (Figure 23).

Dans les systemes « double hybride » la partie Gal4-NR est conservée. Des
corégulateurs fusionnés avec le domaine d’activation (AD ; Activation Domain)
transcriptionnel VP16 sont ajoutés. Ainsi, la liaison d’'un agoniste au LBD induit la
formation d'un complexe. La présence de VP16 AD dans ce complexe favorise
'assemblage de la machinerie transcriptionnelle et améliore la transcription du géne
rapporteur (T. Chen et al. 2003).

L’avantage du systéme simple hybride sur le double hybride est sa plus grande
simplicité. Le fait de s’appuyer sur les corégulateurs endogénes cellulaires permet de

s’affranchir de la construction d’'une deuxiéme protéine chimérique. A l'inverse, le
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Figure 23: Systeme simple hybride UAS-Gal4

La partie LBD d’un récepteur nucléaire (NR; Bleue) est fusionnée avec le DBD de
Gal4 (rouge). Le DBD de Gal4 se fixe sur la séquence UAS permettant la
transcription du rapporteur (vert). La variation de l'activité luciférase permet de
déterminer si la molécule testée (violet) est un agoniste (Ag), un antagoniste (An)
ou n’agit pas sur le LBD des LXRs.



systeme double hybride s’emploie dans le cadre de la caractérisation précise des

effets d'un ligand.

L'utilisation de récepteurs chimériques peut entrainer des biais dus a des
changements conformationnels subtils. De plus, des interactions protéine-protéine
transmises par des régions autres que le LBD du récepteur d'intérét peuvent étre
perdus (Stanley et al. 2006). Cependant, grace a sa robustesse et sa reproductibilité,
le systéme est largement utilisé dans I'identification et la caractérisation de ligands de

récepteurs nucléaires (Paguio et al. 2010).

Le systeme simple hybride par sa plus grande facilité de construction et de mise
en ceuvre est préférentiellement utilisé pour la génération de modeles transgéniques.
Méme si primairement utilisé en systeme cellulaire de transfection transitoire,
I'établissement de lignées stables permet des expérimentations plus aisées et
reproductibles. De telles lignées existent déja pour I'analyse de 'action de ligands sur
certains récepteurs nucléaires tels que les récepteurs aux cestrogénes (Balaguer et al.
2001).

Le succes de ces modeles cellulaires encourage la généralisation de I'utilisation

de pareils systémes dans d’autres modéles d’étude.

7.3.In Vivo

Si les méthodes in vitro permettent de définir les caractéristiques biochimiques
de la liaison ligand-récepteur, les études in vivo sont indispensables pour appréhender
les effets globaux d’'un xénobiotique sur un organe, les interactions entre organes, et
les mécanismes moléculaires activés en aval de la liaison ligand-récepteur. Plusieurs

modéles ont donc été développés.

59| Page






7.3.1.1. Danio rerio

Le poisson-zébre constitue un modele animal intéressant, grace a sa taille, son
développement ex-utérin, sa fécondité, son développement rapide et son large arsenal
d'outils génétiques facilement disponibles. De plus, les embryons, les nouveau-nés et
les individus adultes absorbent facilement les composés de leur environnement
aqueux et tolérent le DMSO, excipient souvent utilisé pour dissoudre les ligands des
NRs. L’inconvégnant majeur de ce modeéle par rapport a d’autres est son colt
d’entretient. En effet, I'élévage en aquarium est onéreux et requiert une certaine
expertise (Dooley et Zon 2000; Fishman 2001). Leurs NRs et cofacteurs sont
phylogénétiquement conservés, de sorte que dans la plupart des cas examinés, une
réponse aux ligands semblables entre les espéces a été observée (Machuca et al.
1995; Ulisse et al. 1996). Des études ont pu démontrer l'efficacité des systemes
« simples hybrides » avec les récepteurs nucléaires PPARg, RORy et Rev-erba. En
effet le traitement de ces animaux avec des ligands agonistes montre une

augmentation de la transcription des genes rapporteurs (Tiefenbach et al. 2010).

7.3.1.2. Drosophila melanogaster

La drosophile est un modéle d’étude intéressant d’abord pour son temps de
génération d’'une dizaine de jours (Figure 24) ainsi que pour son nombre restreint de
chromosome facilitant les études génétiques. L'ensemble du génome de la drosophile
a eté séquencé et annote, et plus de 60% des genes humains ont des orthologues
fonctionnels chez D. melanogaster (Bernards et Hariharan 2001; Celniker et Rubin
2003; Bier 2005). Ce modele bénéficie également d'une gamme compléte d’outils
génétiques (Venken et Bellen 2005; Matsushima et al. 2007). Bien que les drosophiles
ne puisse pas étre conservees sous forme congelée, il est facile et rapide d’entretenir
de nombreuses souches et avec des stocks aisément accessibles auprés du

Bloomington Stock Center (Matthews, Kaufman, et Gelbart 2005). De plus, une base
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Figure 24: Cycle de vie de la drosophile



de données exhaustive sur sa génétique et sa biologie moléculaire est disponible avec

des rapports phénotypiques détaillés (Drysdale et FlyBase Consortium 2008).

En 2000, le systeme simple hybride a été utilisé dans la drosophile pour
permettre une induction aigué de différents génes dans des tissus précis en utilisant
des promoteurs spécifiques (Han, Stein, et Stevens 2000). Cette étude a montré que
les coactivateurs endogénes de la drosophile sont suffisants pour permettre I'activation
transcriptionnelle du géene rapporteur. A ce jour, des drosophiles chimériques pour de
nombreux NRs ont été produites (King-Jones et Thummel 2005), mais pas pour les
LXRs.

7.3.1.3. Mus musculus

Les modeles murins sont phylogénétiquement beaucoup plus proches de
’homme et de nombreuses pathologies humaines peuvent étre reproduites dans ce
modele. Cependant, le criblage de molécules est difficilement envisageable chez la
souris pour des considérations éthiques et des questions matérielles. Cette espéce
doit alors étre considérée comme un modéle final de validation de certaines molécules
préalablement retenues. De plus, la mise en place d’animaux transgéniques murins
reste a ce jour difficile méme si elle a été largement facilitée par I'avenement du
systeme Cripr/Cas9. Des systemes « simple hybride » existent déja et fonctionnent
chez la souris, permettant d’évaluer I'activité d’un récepteur nucléaire in vivo a I'échelle
de l'organisme entier (Nagel, Hagelbarger, et McDonnell 2001). En utilisant cette
technique, Solomin et al. ont pu identifier un site alors inconnu de I'action des NRs
RXR/RAR dans la moelle épiniére (Solomin et al. 1998). Par cette approche cette
équipe a isolé une nouvelle région du systéme nerveux central sensible aux rétinoides
(Mata De Urquiza, Solomin, et Perlmann 1999) pouvant l'efficacité de ce systéme en

modéle murin.
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Comme nous présenté dans la partie bibliographique, les Liver X Receptors
(LXRs) sont des facteurs de transcription appartenant a la superfamille des récepteurs
nucléaires. Ces protéines se caractérisent par une organisation bipartie avec un
domaine de liaison a 'ADN (DBD) ainsi qu’'un domaine de liaison au ligand (LBD).
D’abord orphelins, LXRa et LXRB ont été identifiés en tant que récepteurs aux
oxystérols, des dérivés oxydés du cholestérol. Leurs réles dans la physiologie humaine
passent par la régulation de processus tels que l'inflammation, I'homéostasie du
cholestérol et des stéroides. Ces deux isoformes, bien que semblables (78%
d’homologie), possédent des profils d’expression et des fonctions a la fois redondants
et spécifiqgues. La modulation de ces protéines clés dans certains mécanismes est a
double tranchant. Elle pourrait permettre de corriger certaines pathologies mais au prix

d’effets secondaires.

De plus, ces derniéres années ont été marquées par la découverte d’'un grand
nombre de molécules « stéroido-mimétiques » capables d’interagir avec les
récepteurs nucléaires provoquant divers effets néfastes. Ces molécules, d’origine
exogene, sont nommées Endocrine disrupting chemicals (EDCs) et sont suspectées
de causer diverses pathologies notamment reproductives. Ainsi les LXRs, par le biais
de leurs roles centraux dans de nombreux processus, sont-ils la cible d’interrogation
quand a possibilité d’actions d’EDCs sur leurs voies de signalisation ainsi que de
nombreuses recherches sur le développement de ligands spécifique a visée

thérapeutique.

Dans le cadre de la découverte de nouveaux ligands, une classe de molécules
déja représenté parmi les ligands des LXRs est analysée : les flavonoides. Ces
molécules, en plus d’étre structurellement trés variées sont largement présentes dans
'environnement végétal. Ainsi la découverte de ligands intéressants conduirait a des
purifications plus aisées. La caractérisation des modalités de fixation in silico des
flavonoides dans le LBD de LXRs permettrait la prédiction des effets d’un flavonoide

en fonction de sa structure chimique et de son action dans la poche hydrophobe.

Dans le cadre de I'identification d’'EDCs capables de perturber les voies LXRs

ou dans 'optique du développement de ligands a visée thérapeutique, la mise au point
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d’outils de crible est nécessaire. En effet, méme s’il existe d’ores et déja des systémes
capables de tester des ligands des LXRs, actuellement aucun d’eux ne permet

I’évaluation des effets in vivo.

Le crible d’'un grand nombre de molécules est inenvisageable chez la souris
pour des raisons éthiques et matérielles. Ainsi, le modéle Drosophila melanogaster,
par son temps de génération court et ses nombreux outils génétiques, est choisi. Les

systemes de criblage in vitro sont transposeés in vivo.

Comme mentionné plus haut, les isoformes LXRs possédant des fonctions
spécifiques, ainsi que des fonctions redondantes capables de se compenser, il devient
primordial de savoir quelle isoforme est impactée par un ligand testé. La majorité des
cribles réalisés a ce jour sont menés en systeme dit « UAS-Gal4 » ou le LBD d’un
récepteurs (ici LXRa ou LXRp) est fusionné au DBD du Gal4. Ce dernier vient alors se
fixer sur une séquence spécifique UAS en amont d'un rapporteur de l'activité
transcriptionnelle (luciférase ou protéine fluorescente). Récemment, un systeme trés
proche a été identifié, QUAS-QF, fonctionnant sur le méme principe. La particularité
de ce systéme est qu’il n’interagit nullement avec le premier permettant la mise au

point d’'un double systeme de criblage sans croisement des signaux rapporteurs.
L’objectif de cette these était triple :

- Dans un premier temps, en combinant des approches in vitro et in silico, nous
avons cherché caractériser les modalités d’action de flavonoides sur le LBD des
LXRs.

- Dans un second temps, nous avons développé un systéme de criblage in vivo en

utilisant la drosophile comme modéle.

- Dans un troisieme temps, nous avons tenté de mettre en place un double systéeme

de ciblage pour 'analyse simultanée des deux isoformes des LXRs.
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1. Matériel

La quercétine (QUE), l'apigénine (API), la galangine (GAL), la naringenine
(NAR), le GW3965, 22R-hydroxycholestérol (22R-HC) et le 22S-hydroxycholestérol
(22S-HC) ont été achetées chez Sigma-Aldrich (L'Isle D'Abeau, France). T0901317 a
été acheté chez Cayman (Montigny-le-Bretonneux, France). Les ligands ont été dilués
dans du DMSO (Sigma-Aldrich) a une concentration de 10-3 M et conservés a -20°C.
Les plasmides Gal4-hLXRa, Gal4-hLXRB, UAS-Luc, SRC1-VP16, DRIP205-VP16,
SMRT-VP16 ainsi que NCoR-VP16 ont été généreusement données par Pr Makishima
M. (Kaneko et al. 2003). Les plasmides « QF » (#46128), « UAS » (#24343),
« QUAS » (#24351), « GFP » (#46163), « RFP » (#17787), « CFP » (#15214) et
« SV40ter » (#104878) ont été fournis par Addgene.

2. Cultures cellulaires

Des cellules Hel a, dérivées de métastases du cancer du col de l'utérus (ATCC®
CCL-2), ont été cultivées a 37°C et 5% de CO2 dans du Dulbecco Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Life Technologies, St Aubin, France) contenant 100 mg/ml de
pénicilline/streptomycine (Life Technologies), additionné de 10% de sérum de veau

foetal (FCS, Biowest, Nuallié, France; appelé par la suite milieu "complet").

3. Transfection transitoires

Des cellules HelLa ont été ensemencées dans des plagues a 96 puits (1,25 x
10% cellules par puits; Dutscher, Brumath, France) dans un milieu complet. Le jour
suivant, les cellules sont transfectées en utilisant I'agent de transfection cationique
JetPRIME® (Polyplus transfection, Souffelweiersheim, France) dans un milieu Opti-
MEM® (Life Technologies) avec du sérum et en suivant les recommandations du
fabricant (0,1 pg d'ADN pour 0,2 ul de réactif JetPRIME® par puits). Vingt-quatre
heures aprés la transfection, les cellules ont été traitées avec les divers ligands ou
véhicules (DMSO, Sigma Aldrich, Isle d'Abeau, France) dans du DMEM blanc sans
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sérum. Vingt-quatre heures apreés l'induction, les cellules ont été lavées avec du PBS
1X et lysées dans 12ul de tampon de lyse 1X (Reporter Lysis Buffer, Promega,
Charbonnieres-les-Bains, France).

4. Mesure de ’activité luciférase

L'activité de la luciférase a été analysée a l'aide d'un luminométre s Micro
LumatPlus LB96V (Berthold Technologies, Thoiry, France). Cinquante pl de Genofax
A (Yelen, Ensues-la-Redonne, France) contenant de la luciférine, de 'ATP et un
tampon ont été injectés par le dispositif sur 10ul de I'échantillon testé. Les mesures
ont été effectués sur 10 secondes et les résultats ont été exprimés en unités

lumineuses relatives (RLU) et normalisés sur les quantités de protéines totales.

Les 2ul échantillons restants ont été utilisés pour la quantification protéigue On
ajoute 150ul de réactif 1X de protéine Bio-Rad (Bio-Rad, Ivry sur Seine, France). Le
mélange a été incubé pendant 5 min dans l'obscurité. La densité optique (DO) est
mesurée a 595 nm avec le spectrophotométre a microplaques MultiskanGO (Thermo

Scientific, Vantaa, Finlande)

5. Extraction des ARNm sur cellules

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques a 12 puits (1,5 x 10°
cellules / puits; Dutscher) dans un milieu complet. Le jour suivant, les cellules ont été
sevrées dans du DMEM sans sérum pendant dix heures, puis traitées dix-sept heures
avec divers ligands ou le véhicule dans le milieu divers sans sérum. Les cellules sont
lysées dans 500 pl de TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), puis 100 ul de
chloroforme sont ajoutés. Le mélange est agité vigoureusement puis laissé pendant
10 minutes a température ambiante avant d’étre centrifugé 10 minutes a 14000 rpm a
4°C. La phase aqueuse est prélevée, puis un volume de 250 ul d’isopropanol lui est
ajouté. Le mélange est vigoureusement agité puis placé a -20°C pendant 1h pour

précipiter les ARN. Une centrifugation (8 min ; 14000 rpm) est réalisée et les culots
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ARN sont lavés dans 500 ul d’éthanol 70 % puis laissés séchés a l'air libre et dissout
dans 20 pl d’H20 bidistillée. Les ARN sont quantifiés par spectrophotométrie (a 260
nm) grace au Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, North
Carolina, USA).

6. Rétro-transcription

La rétro-transcription transforme les ARN totaux en ADN complémentaires
(ADNCc). Deux ug d’ARN totaux sont dénaturés a 65°C pendant 5 minutes en présence
de 50 nmoles d’amorces hexanucléotidiques (Random primers, Promega), puis placés
5 minutes dans la glace. Le mélange est ensuite placé a 37°C pendant 1 h avec 200
unités de transcriptase inverse M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus, Promega),
de 2,5 mM de dNTP (Promega) et de RNAsine recombinante (Promega) dans du
tampon M-MLV-RT (Promega ; Tableau 2). Les ADNc obtenus sont dilués au 1/40

dans de I'eau stérile pour une analyse par PCR.

7. PCR en temps réel sur ADNc

La réaction est réalisée dans un volume de 15 pyl contenant 40ng d’ADNc, 7.5
pmol de chaque amorce et 7.5 pl de MESA Green PCR (Mastermix Plus for SYBR
Assay, Eurogentec, Angers, France), suivant les conditions d’amplification (Tableau 1,
2 et 3). L’amplification est réalisée via un Mastercycler Realplex (Eppendorf, LePecq,
France) et 'accumulation relative des ARN est calculée par la méthode des AACt en
utilisant le géne de ménage Actine comme référence. Les séquences des amorces

sont indiquées dans le Tableau 1.

68| Page



Tableau 1 : Amorces utilisées pour les gPCR sur cellules humaines

ARN cible Amorces Tm
sens GCACTGAGGAAGATGCTGAAA
ABCA1 - B60°C
antisens AGTTCCTGGAAGGTCTTGTTCAC
sens GGAGCCATGGATTGCACATT
Srebpilc - 60°C
antisens GCTTCCAGAGAGGAGGCCAG
Sens CCCCAACCCTGAGATCCCA
Fasn - B60°C
antisens TTGATGCCCACGTTGCC
. sens AGAGCTACGAGCTGCCTGAC
Actine - B60°C
antisens AGCACTGTGTTGGCGTACAG
Tableau 2 : Amorces utilisées pour les gPCR sur larves entiéres
ARN cible Amorces Tm
Gala s?ns TTCCTCGAGAAGACCTTGACA 60°C
antisens ATTCCGGCGATACAGTCAAC
. sens GGCAGACAAACAAAAGAATGG 60°C
antisens AAAGGGCAGATTGTGTGGAC
. Sens GTGCCCATCTACGAGGGTTA
Actine - 60°C
antisens GCCATCTCCTGCTCAAAGTC
Tableau 3 : Programme PCR classique utilisé
Nombre de
1 cycle 40 cycles 1 cycle
cycles
Température 95,0°C 95,0°C ™Tm 68,0°C 95,0°C 60,0°C 95,0°C
Durée (mm:ss) 02:00 00:15 00:15 00:20 00:15 00:15 00:15




8. Molecular docking

La capacité des ligands a se lier dans la poche de liaison des LXRs a été
évaluée par docking moléculaire par le biais d’Autodock Vina (Trott et Olson 2010)
(version 1.5.6). Toutes les molécules ont été récupérées de la base de données
Pubchem et enregistrées sous forme de fichiers pdbqgt. Les structures
tridimensionnelles de LXRa (ID PDB: 3IPQ; (Fradera et al. 2010) et LXRB (PDB
ID:1PQ6; (Farnegardh et al. 2003) ont été obtenues sur Protein Data Bank (Berman et
al. 2000) et leur fichier pdbqgt ont été préparés par le retrait des ligands et des
molécules d’eau co-cristallisées. Ensuite la zone de calcul pour le docking a été
délimitée au domaine de liaison au ligand avec une taille de 30x30x30 A. Les affinités
de liaison prédites ont été calculées grace a I'équilibre des constantes de dissociation

résultant de I'équation :

AAG = AGFIavonoid — AGGW3965 — RTLn(

KdFlavonoid
KdGW3965 )

(AGFlavonoid_AGGW3965)

K dFlavonoid — (e RT >KdGW3965

Ou Kd®Ws3%5 3 une valeur de 14nM et 22nM pour LXRa et B respectivement;
AGGW395 vaut 11.9kcal/mol et 12.3kcal/mol pour LXRa et B respectivement (Mitro et
al. 2007); R = 8.314 J/mol/K ou 2.39x10 kcal/mol/K et T = 298.15. Toutes les images
ont été obtenues en utilisant PyMOL software (Python Molecular Graphics — version
2.1.1).

9. Génération de la lignée de drosophile Gal4-LXRa : UAS-GFP

La mise en place du systeme simple hybride UAS-Gal4 in vivo réclame un
modéle d’étude flexible et pratique. Pour ces raisons, le modéle Drosophila
melanogaster, avec ses quatre paires de chromosome (3 autosomes et 1 gonosome)
a éeté choisi. Un plasmide contenant la séquence codant la protéine de fusion Gal4-

LXRa sous l'influence d’'un promoteur fort et ubiquiste, celui de I'actine 5c. Ce plasmide
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Figure 24 : Plasmides utilisés pour la transformations des lignées de
drosophiles

La séquence Gal4-LXRa a été amplifiée a partir du plasmide pCMV-Gal4-LXRa
généreusement donné par le Pr. Makishima (Nihon University of Tokyo) et décrit
dans (Kaneko et al, 2003). Cette séquence a été sous-clonée dans pAct5c
(Addgene #37382) et a été injectée dans des ceufs de drosophiles.



contient également des éléments P permettant l'insertion dans le génome de la
drosophile ainsi qu’'un géne white ayant pour effet de colorer les yeux en rouge, et

permettant de suivre le transgene au fil des générations (Figure 25).

Ainsi, un transformant a pu étre généré et ses descendants ont été croisés entre
eux afin d’obtenir des individus homozygotes en suivant la ségrégation du transgéne
de sélection white se manifestant par des yeux orange a I'état hétérozygote et rouge

en homozygote. Une veérification par gPCR a été réalisée.

L’étape suivante consistait donc a amener le géne rapporteur du systéme :
UAS-GFP. Des lignées drosophiles homozygotes « UAS-GFP » existent déja et sont
aisément accessibles (Bloomington Stock ID : 32184). Les drosophiles homozygotes
« Gal4-LXRa » sont donc croisées avec des drosophiles homozygotes « UAS-GFP »
générant une descendance F1 hétérozygote pour les deux parties du systeme. La
fluorescence basale étant assez réduite, il a été décidé de passer le systeme simple

hybride a I'état homozygote.

Afin de générer de telles drosophiles, le chromosome ayant intégré le transgéne
Gal4-LXRa doit étre connu. La transgénése par élément P permet une insertion
aléatoire dans le génome entrainant la méconnaissance de la localisation précise du
transgene Gal4-LXRa (+white). Afin de savoir sur quel chromosome est situé le
transgene, des drosophiles homozygotes « Gal4-LXRa (+white) » ont été croisées
avec des drosophiles a chromosomes balanceurs. Cette derniere lignée a la
particularité d’avoir un alléle dominant et létal a I'état homozygote, spécifique de
chaque chromosome. La ségrégation du chromosome 2 au cours des générations est
suivie par la présence du phénotype « Aile courbées » (allele CyO) et celle du
chromosome 3 par le phénotype « Soies courtes » (allele TM6). Si le transgéne se
situe sur les chromosomes sexuels alors la ségrégation du transgéne sera dépendante
du sexe et si le transgéne ne ségrége ni avec les chromosomes 2 et 3 ni avec les
chromosomes sexuels alors il sera situé sur le chromosome 4 (peu probable en raison
de sa taille tres réduite). Dans la figure 26, seuls les chromosomes 2 et 3 sont
représentés par soucis de simplicité. Lors du croisement des drosophiles a

chromosomes balanceurs avec la lignée « Gal4-LXRa », seuls les descendants (F1)
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Figure 25 : Croisement permettant de définir la localisation du transgéne Gal4-

LXRa

La lignée Gal4-LXRa a été croisée avec la lignée balanceur. Les tirets horizontaux
schématisent les chromosomes 2 et 3. Les alléles CyO (caractére : ailes courbes), TM3
(caractere : soies courtes) et Ap (caractére : sans ailes) sont dominant et létaux au stade

embryonnaire.

Tableau 4 : Effectif de la génération F2 en fonction du phénotype
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Tableau 5 : Effectif de la génération F2 en fonction du phénotype parmi les individus
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présentant des yeux orange (Gal4-LXRa hétérozygote), les ailes courbées (CyO
hétérozygote) et les soies courtes (TM6 hétérozygote) ont été sélectionnés et croisés
entre eux. A la génération suivante (F2), les individus aux yeux rouges (Gal4-LXRa
homozygote) présentaient tous la disparition du caractére « aile courbées » (sans
allele CyO) indiquant ainsi la position du transgene Gal4-LXRa sur le chromosome 2
(Tableau 4 et 5).

La lignée « Gal4-LXRa » homozygote sur le chromosome 2 a donc été croisée
avec une lignée UAS-GFP homozygote sur le chromosome 3 (Figure 27). Les
descendants F1 présentant des yeux orange (marque de la présence de Gal4-LXRa
a I'état hétérozygote) avec des ailes courbées (chromosome balanceur 2) et des soies
courtes (chromosome balanceur 3) ont été sélectionnés et croisés entre eux. Dans la
génération suivante (F2), les individus aux yeux rouges avec les ailes droites et les
soies longues ont été conservés et analysés par gPCR révélant leur état homozygote
pour Gal4-LXRa et UAS-GAL4. La lignée simple hybride étant établie a I'état
homozygote, ceci permet une plus grande facilité d’entretien ainsi qu’un signal basal

logiguement plus important.

10. Traitement des drosophiles

Les ligands testés sont administrés aux drosophiles par le biais de
I'alimentation. Les ligands, déja solubilisés dans du DMSO, sont diluée dans de I'eau
contenant 100mg/mL d’extrait de levure (Sigma-Aldrich; L'lsle D'Abeau, France).
Vingt-cinq larves au stade 2 sont placées dans un puits d’'une plaque 96 puits
(Dutscher, Brumath, France) préalablement rempli de 100ul du mélange ligand-extrait
de levure. La plaque est placée a 25°C pour 24h. Apres incubation les larves sont
lavées au PBS1X 2 fois et sont placées sous une loupe binoculaire a fluorescence
(Zeiss Stemi 305 ; St-Just-St-Rambert ; France). Un faisceau lumineux a 488nm est
dirigé vers les larves et la fluorescence GFP est visualisée. Les prises de vue sont

réalisées par le logiciel lentscope software (version 1.8.2) avec un temps d’exposition
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Figure 26 : Génération de la lignée Gal4-LXRa;UAS-GFP a I’état homozygote

La lignée Gal4-LXRa est croisée avec la lignée UAS-GFP. Les descendants hétérozygotes
pour les transgénes Gal4-LXRa et UAS-GFP sont a leur tour croisés avec la lignée balanceur
afin de pouvoir suivre la ségrégation des chromosomes et de générer une lignée
homozygote. Les tirets horizontaux schématisent les chromosomes 2 et 3. Les alléles CyO
(caractere : ailes courbes), TM3 (caractere : soies courtes) et Ap (caractére : sans ailes) sont

dominant et Iétaux au stade embryonnaire.



d’'une seconde. La quantification de la fluorescente totale des larves est réalisée a

I'aide du logiciel ImageJ (version 1.8.0)

11. Extraction d’ARN sur larve

Quinze larves sont placées dans un tube eppendorf sur glace ou elles sont
broyées a I'aide de billes magnétiques. Les cellules sont lysées dans 250 ul de TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), puis 50 pl de chloroforme sont ajoutés. Le mélange
est agité vigoureusement puis laissé pendant 10 minutes a température ambiante
avant d’étre centrifugé 10 minutes a 14000 rpm a 4°C. La phase aqueuse est prélevée,
puis un volume de 125 pl d’isopropanol lui est ajouté. Le mélange est vigoureusement
agité puis placé a -20°C pendant 1h pour précipiter les ARN. Une centrifugation (8 min
; 14000 rpm) est réalisée et les culots ARN sont lavés dans 250 ul d’éthanol 70 % puis
laissés séchés a lair libre et dissout dans 20 yl d’H20 bidistillée. Les ARN sont
quantifiés par spectrophotométrie (a 260 nm) grace au Nanodrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, North Carolina, USA).

12. Extraction de protéines sur larve totale

Vingt-cing larves sont placées dans un tube eppendorf sur glace ou elles sont
broyées a I'aide de billes magnétiques. Le broyat est mélangé a 100ul d’'une solution
d’extraction (30 mM Hepes-KOH pH 7.6, 20 mM KCI, 10 mM MgCI2, 0.2 mM EDTA
pH 8.0, 20% Glycerol) ainsi qu’a un cocktail d’'inhibiteurs de protéases (promega) puis
centrifugé 1 minute a 600g. Le surnageant est conserve pour les analyses par western
blot. Les protéines totales sont dénaturées au SDS-PAGE et transférées sur une
membrane de nitrocellulose Hybond-ECL (GE Healthcare Life Sciences, Velizy-
Villacoublay, France). Les membranes sont incubées sur la nuit avec les anticorps
primaires : GFP (ab13970, abcam) ; Gal4(DBD) (ab135397, Abcam) et Actine (A2066,
Sigma Aldrich). L’anticorps secondaire est ajouté (P.A.R.1.S, Compiégne, France) pour

une incubation d’une heure. La détection du signal peroxydase est réalisée par le
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Western Lightning System kit (PerkinElmer, Villebon sur Yvette, France). La
quantification de l'intensité des bandes obtenues est réalisée a I'aide du logiciel Image
Studio Lite (version 5.2)

13. PCR sur ADN plasmidique.

La réaction est réalisée dans un volume de 25 pl contenant 50ng d’ADN, 12,5
pmol de chaque amorce et 12.5 pl de Q5 High Fidelity 2X Master Mix (NEB, Evry,
France), suivant les conditions d’amplification (Tableau 6 et 7). L’amplification est
réalisée via un Mastercycler Pro PCR (Eppendorf, LePecq, France). Les séquences
des amorces sont indiquées Tableau 1. Les produits d’amplification sont déposés sur

gel d’agarose a 1%.

14. Recombinaisons homologues

La réaction est réalisée dans un volume de 20 pl contenant un maximum
0,5pmol d’ADN total plasmidique. La proportion d’'un fragment d’assemblage dans le
mix ADN est inversement proportionnelle a sa taille. Puis 10ul de Gibson Assembly
Master Mix (NEB, Evry, France) et jusqu’a 10ul d’H20 sont ajoutés. Le mélange est
incubé quatre heures a 50°C. Les produits d’assemblage sont ensuite amplifiés par

PCR avant d’étre déposés sur gel d’agarose a 1%.

15. Digestion enzymatique

La réaction est réalisée dans un volume de 20 pl contenant 2ul de Buffer C,
0.2ul de BSA acétylée, 0.5ul d’enzyme de restriction (Notl, Promega) et 1ug d’ADN
total et jusqu'a 16,3ul d’H20. L’ensemble est incubé 6h a 37°C. Les produits de
digestion subissent ensuite une ligation. Cette réaction nécessite 8ul d’ADN total (la

proportion d’'un fragment d’assemblage dans le mix ADN est inversement
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Tableau 6 : Amorces qPCR utilisées pour la construction plasmidique

Amplicon Amorces Ti Tf
5ens goctagcATGRAAGCTACTGTCTTCTATCGAAC
Gal4-LXRa 64°C 71°C
antisens gocaccgotacocgoctocacoggatocacogoctooget TTCGTECACATCCCAGATCT
LXR 5ens attacccgoctoctocCCGERATTCGGTRACCGTCG 61°C Ti°C
b antisens tccgocaccgoctaccgoctocacocggatccaccgocteocgoctCTCGTGGACGTCCCAGR
ar S?ns taccgagotoggatcccaacATEICACCCRAGOGT 66°C 77°C
antisens tocgacggtaccgaattooggGAGEAGGLGGETARATGD
sens ccgatatccgocaccaATGAGTAAAGGAGAAGRACTTTTCA
GFP-5V40 " 65°C 77°C
antisens ggaagtttcgegoggTACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGE
SENs ttaacagatc ATGGGTTGCTGTTTCTCCAR
RFP c c J999 62°C 71°C
antisens aactcatcaatgtatcttatcatgtctgTTACTTGTACAGCTCGTCCATG
CEP st_ans ttgaggagaacccaggacccATGETGAGCARGCGGCGRG 65°C 76°C
antisens aatgtatcttatcatgtctgtcattaCTTGTACAGCTCGTCCR
sens goggocgohAGOTTGCATGOCTGOR
10xUAS 63°C 75°C
antisens tgaaaagttcttctoctttactcatTGETGECGEGATATCGE
SENs ggcgoccCCGAGCGCATCCACR R o
10xQUAS " 64°C 75°C
antisens atgtttttggocatcttccatlCOCGATCTGTTARCGRR
sens CAGACATGATAAGATACATTGATGAGTT R o
SV40 - 63°C 63°C
antisens TRCCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGT
sens gctagcATGRAAGCTACTGTCTTCTATCGAAC
Gal4-LXRa-P2A 64°C 78°C
antisens ATTCCGGECGATACRGTCRAAC
s5ens taccgagctoggatcccaacATGCCACCCRAGIGE
QF-LXRE-P2A 65°C 7r°c
antisens AARGGGCAGATTGTGTGGAC
CEP-SVAD s?ns ttgaggagaacccaggacccATGETCAGCAAGCGGCGRG 65°C 76°C
antisens TRCCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGE
sens goggocgohAGOTTGCATGOCTGOR . .
UAS-GFP-5VA0 - 63°C 75°C
antisens TACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGC
SENS ggcgocCCGAGCGCATCCACR
QUAS-RFP-5V40 - 64°C 75°C
antisens TACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGC
Gal4-LXRa-QF-LXRp- sens gotageATGRAGCTACTGTCTTCTATCGRALD . .
64°C 71°Cc
CFP-5V40 antisens TRCCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGT
sens goggocgeRRGCTTGCATGOCTGOR . .
UAS-GFP-QUAS-RFP . 63°C 75°C
antisens ggogocCCGRAGCGCATCCACE
Sensl agcocggaggcggtggatoccggtggaggeggtageggtgGiGEAGGTTCOCACT
Sens2 CACGGATCCGGEAGCTacaaatttcagoctgoctcaaacaggctggAGATGTTGAGGAGRR
Linker-12xHis-P2A 63°C 79°C
Antisens1 | AGCTCCGGATCCGTGgtggtggtggtggtggtggtggtggtggtGGTGGGARCCTCCGE
Antisens 2 ctattatcagggtcctgggTTCTCCTCARCATCT
Sensl agcggaggcggtggatoocggtggaggeggtageggtggeggaggT TCCGATACGARAGR
. . Sens2 TTGATACCRAGGACGatgacgataaaggateccggagetacaaatTTCAGCCTGCTCARR
Linker-12xHis-P2A - 63°C 79°C
Antisensl | CGTCCTTGGTATCRARAtatcatggtctttigtatoctoogtegtggTCTTTCGTATCGGRAR
Antisens2 ctattatcagggtcctgggttctcctcaacatctccagoctgTTTGAGCAGGCTGAR
T . = g
Table 7 : Programmes PCR utilisés pour la construction plasmidique
Nombre de
1 cycle 5 cycles 25 cycles 1 cycle
cycles
Températu o o - o o o o o .
95,0°C | 95,0°C Ti 68,0°C | 95,0°C Tf 68,0°C | 95,0°C | 60,0°C | 95,0°C
re
Durée 00:30 00:30
02:00 00:15 00:15 00:15 00:15 00:15 00:15 00:15
(mm:ss) par kb par kb




proportionnelle a sa taille), 1l de buffer et 1ul de T4 DNA liguase (Promega). Apres
une incubation a 4°C sur la nuit, 'assemblage est ensuite amplifié par PCR avant d’étre

déposés sur gel d’'agarose a 1%.

16. Analyse statistiques

Les t-test, et les one-way ANOVA sont réalisés par le logiciel GraphPadPrism 6
pour évaluer la significativité de différence entre les groupes compareés. Une différence

est considérée significative lorsque la valeur p est en dessous de 0,05.
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1. Identification et caractérisation de flavonoides ligand des LXRs

1.1. Article 1

Flavonoids from Algerian propolis differentially modulate Liver X

Receptors activity. Structure-function relationship analysis.

Fouache AlZ2 et al.

1 Université Clermont Auvergne, GReD, CNRS UMR 6293, INSERM U1103, 28, place Henri
Dunant, BP38, F63001, Clermont-Ferrand, France.

2 Centre de Recherche en Nutrition Humaine d’Auvergne, 58 Boulevard Montalembert, F-63009

Clermont-Ferrand, France

Abstract

Liver X receptors (LXRs) a (NR1H3) and  (NR1H2) have been involved in the
regulation of many physiological processes such as the control of cholesterol
homeostasis, as well in the control of the apoptosis and proliferation balance. These
receptors are thus promising therapeutic targets in various pathologies such as
dyslipidemia, atherosclerosis, diabetes and/or cancers. Propolis is a resinous mixture
that honey bees produce by mixing saliva and beeswax with exudate gathered from
tree buds, sap flows, or other botanical sources and is used as a sealant for unwanted
open spaces in the hive. Propolis has been studied for his antibacterial and anti-
inflammatory and has been known for containing high concentration of flavonoids.
Some of these molecules have already been described as LXR ligands. From double-
hybrid experiments, four flavonoids have been identified as LXR modulators. In silico,
molecular docking suggests parculiar binding pattern between agonistic and
antagonistic molecules. Altogether, these results allow a better understanding of the
ligand binding pocket of LXRa/B. They also improve our knowledge about flavonoid
mechanism of action, permitting the selection and development of better LXR selective

ligands.
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Introduction

Natural products have demonstrated to be a reliable source of biologically active
molecules playing a critical role in pharmacology. Many of these natural products have
been proven to be useful for medicinal purposes. Among them, propolis is a natural
substance collected by honeybees from plants and trees and use it to protect their
hives from enemies. Propolis is widely used in folk medicines in many regions of the
world (Ghisalberti 1979). It has been reported to have various biological activities such
as antibacterial, antiviral, anti-inflammatory and anticancer (Kujumgiev et al. 1999).
Recent research has highlighted that propolis prevents such illnesses such as heart

disease, diabetes and cancer (Zabaiou et al. 2017)

Flavonoids, one of the main groups of phenolic compounds in propolis, are the
key compounds for estimation of propolis quality. These lipophilic compound vary in
concentration depending on the geographic origin and ecosystem of plant sources
(Nieva Moreno et al. 1999) and will affect the biological activity of propolis (Kujumgiev
et al. 1999). Beyond using natural products as dietary supplements, identification of
novel natural product ligands for a given receptor provides pharmacological tools and
unigue insight for drug design.

The liver X receptors LXRa (NR1H3) and LXRB (NR1H2) are members of the
nuclear receptor superfamily, originally identified as orphan receptors (Willy et al.
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1995). As it, they both have a DNA- and a ligand-binding domain (DBD and LBD,
respectively). In their canonical activity both LXRs bind with one of the RXR on specific
DNA sequences and are considered repressing the transcription in absence of any
ligand. In the liganded configuration RXR-LXR allows the transcriptional regulation of
their bona fide target gene by recruiting co-activators (for a review see (Maqdasy et al.
2016). Activating ligands are received in the hydrophobic pocket and interact with LXR.
This allows the release of co-repressors and recruitment of co-activators. Screening of
LXR ligands has been challenging; nevertheless Mangelsdorf’s group definitively
demonstrated that oxidized derivatives of cholesterol, named cholesterol, are the true
activating ligands of these receptors (Janowski et al. 1996). For the last decade,
following phenotype analyses of Lxr-deficient mouse models as well as genetic studies
in Human, LXRs have been at the bulk of active pharmacological investigations to
discover new modulating molecules: indeed deregulations of signaling pathways
controlled by these nuclear receptors have been directly associated to numerous
metabolic, neurological and/or cancer diseases(Maqdasy et al. 2016); it has thus been
tempting to hypothesize that modulating LXR activity could prevent and/or treat the
associated pathologies, such as dyslipidemia, atherosclerosis, diabetes and cancer
(Joseph, McKilligin, et al. 2002; Tangirala et al. 2002; Cao et al. 2003).

Based on that, we have hypothesized that flavonoids present in Algerian
propolis could regulate LXRs pathways. We first tested the selected molecules tested
in cell culture using the chimeric reporter gene UAS-luciferase and a fusion protein
consisting of the LBD of LXRs fused to the DBD of GAL4 (Kaneko et al. 2003). Then
we checked whether these molecules could fit in the binding pocket of LXRs by

molecular docking and which modifications they could induce in each LXR.
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Materials and methods
Materials

Quercetin (QUE), Apigenin (API), Galangin (GAL) and Naringenin (NAR) were
purchased from Sigma-Aldrich (L’Isle D’Abeau, France; Figure 1). T0901317 was
purchased Cayman (Montigny-le-Bretonneux, France). Ligands were diluted in DMSO
(Sigma-Aldrich) at a concentration of 10-3M and conserved at -20°C. The plasmids
used Gal4-hLXRa, Gal4-hLXRB, and UAS-Luc have been described elsewhere
(Kaneko et al. 2003).

Cell Culture and transfection assays

HelLa cells, derived from cervical cancer metastases (ATCC® CCL-2), were
cultured at 37°C in 5% CO2 in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Life
Technologies, St Aubin, France) containing 100 mg/ml penicillin/streptomycin (Life
Technologies), supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, Biowest, Nuallié,
France; called thereafter complete medium).

For transient transfection, HeLa cells were seeded in 96-well plates (1.25x104
cells / well; Dutscher, Brumath, France) in complete medium. The next day, cells were
transfected using the cationic transfection agent JetPRIME® (Polyplus transfection,
Souffelweiersheim, France) in Opti-MEM® medium Reduced Serum Media (Life
Technologies) with serum and following the recommendations of the manufacturer (0.1
g DNA for 0.2 pl of JetPRIME® reagent per well). Twenty-four hours after transfection,
cells were treated with the various molecules or vehicle (DMSO, Sigma Aldrich, Isle
d'Abeau, France) in serum-free white DMEM. Twenty-four hours after induction, cells
were washed with PBS 1X and lysed in 12 pl of lysis buffer 1X (Reporter Lysis Buffer,
Promega, Charbonniéres-les-Bains, France). Luciferase activity was assayed using a
luminometer Micro LumatPlus LB96V Microplate Luminometer (Berthold
Technologies, Thoiry, France). Fifty pl of Genofax A (Yelen, Ensues-la-Redonne,

France) containing luciferin and buffer were injected by the device on 10 pl of the
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Figure 1. Molecular structure of the tested flavonoids.



sample assayed. Counting was performed on 10 seconds and the results were

expressed in relative light units (RLU) and normalized by mg of proteins.

The remaining 2 pl samples were assayed for proteins by adding 150 pl of Bio-
Rad reagent 1X Protein Assay (Bio-Rad, Ivry sur Seine, France). The mix was
incubated for 5 min in the dark. The optical density (OD) is measured at 595 nm with

the Microplate Spectrophotometer MultiskanGO (Thermo Scientific, Vantaa, Finland)

Quantitative real-time PCR

Cells were seeded in 12-well plates (1.5x105 cells / well; Dutscher) in complete
medium. The next day, cells were weaned into serum free DMEM for ten hours and
then treated seventeen hours with the various ligands or vehicle in the medium without
serum. Total RNA extraction was performed using TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) as indicated by the manufacturer and reverse transcribed with hexanucleotide
primers (Random primers, Promega) using 200 units of reverse transcriptase M-MLV
(Moloney Murine Leukemia Virus, Promega), 2.5 mM dNTPs (Promega) and
recombinant RNAsin (Promega) in buffer M-MLV-RT (Promega). The cDNAs obtained
were diluted 1:40 in sterile water for PCR analysis. Reactions were performed in a
volume of 15 pl containing 40 ng of cDNA, 7.5 pmol of each primer and 7.5 pl of MESA
Green PCR (Mastermix Plus for SYBR Assay, Eurogentec, Angers, France).

Molecular docking

Assay of the capability of some flavonoids to bind LXR a or § was performed
using molecular docking through Autodock Vina (Trott et Olson 2010) (version 1.5.6).
All flavonoid molecules were retrieved from Pubchem database and saved as pdbqt
files. The three-dimensional structure of LXRa (PDB ID:3IPQ); (Fradera et al. 2010) and
LXRB (PDB ID:1PQ6; (Farnegardh et al. 2003) was obtained from Protein Data Bank
(Berman et al. 2000) and its pdbqt file was prepared removing water molecules, all

ligands included in the crystal and considering polar hydrogen atoms. Then, the
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docking grid box was created around the oxysterols-binding site with a size of
30x30x30 A. Theoretical hydrogens bound are calculated thanks to PyMOL software
(Python Molecular Graphics — version 2.1.1). LXR crystallographic files retrieved were
complexed with the agonist LXR ligand GW3965. Molecular re-docking of GW3965 in
LXRa and LXRB gave the same result as previous publications (Fradera et al. 2010;
Farnegardh et al. 2003) validating the method. Predicted binding affinities were
expressed throughout as equilibrium dissociation constants, resulting from the
equation:

AAG = AGFlavonoid — AGGW3965 = RTLn(

KdFlavonoid
KdGW3965 )

(AGFlavonoid —AGGW3965)

KdFlavonoid = <e RT >KdGW3965

In these equations, KAGW3965 has a value of 14nM and 22nM for LXRa et
respectively; AGGW3965 has a value of 11.9kcal/mol and 12.3kcal/mol for LXRa et 3
respectively (Mitro et al. 2007); R = 8.314 J/mol/K or 2.39x10-4 kcal/mol/K and T =
298.15. All models and images were rendered using PyMOL software (Python

Molecular Graphics — version 2.1.1).

Results

UAS-Gal4 system discriminates transcriptional activity of 4 flavonoids Quercetin
(OUE), Apigenin (API), Galangin (GAL) and Naringenin (NAR) on LXRa/B-LBD).

Some flavonoids were selected based on their quantity and bioactivity in
algerian propolis. Hence Quercetin (QUE; (Wided, Hassiba, et Mesbah 2014),
Apigenin (API ; (Segueni et al. 2016)), Galangin (GAL; (Benguedouar et al. 2015) and
Naringenin (NAR; (Mesbah et Samia 2011) are assayed. To test whether these
selected flavonoids could bind LXRa or LXR[ and eventually affect their transcriptional
activities, Gal4-chimeric receptor assay was used. Because luciferase is activated only

by the Gal4-chimera receptor, the potentially confounding effects of endogenous
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Figure 2. Effect of flavonoids on luciferase activity regulated by LXRs. HeLa cells were
co-transfected with Gal4-hLXRa-LBD (A and C) or Gal4-hLXRB-LBD (B and D) and UAS-
Luc reporter vector, for 24h. Then cells were treated 24h with various flavonoids (10-5M) with
(C and D) or without (A and B) T0901317 (T09; 10-7M). Luciferase levels were normalized
to total proteins. Graphs represent luciferase induction between T09 induced and basal
condition. Histograms are normalized to 1 for the DMSO (A and B) or T0901317 (C and D)
condition without the flavonoids. Mean + SEM of three independent experiments performed
in octoplicate. According to the t-test: * p<0.05 relative to TO9/DMSO ratio condition. QUE,
Quercetin; API, Apigenin; GAL, Galangin; NAR, Naringenin.



receptors have been eliminated. Effects were analyzed in basal condition, i.e. without
the canonical ligand T0901317 (compared to DMSO control set to 1) to check whether
these compounds could have an agonistic activity with the LXRs. The luciferase activity
was also measured in activated condition, i.e. in presence of 10-7M T0901317
(compared to T0901317 control set to 1), to identify any antagonistic activity of the

tested compounds (Figure 2).

When used alone at 10-5M, QUE exhibits similar agonistic activities on hLXRa-
LBD when compared to control (DMSO) condition (2.6-fold induction%; p = 0.028) and
hLXRB-LBD (2.5-fold induction; p = 0.022). API shows an agonistic activity only with
hLXRB-LBD (2.3-fold induction; p = 0.030 respectively).

Interestingly, GAL significantly inhibits luciferase activity induced by 10-7M
T0301317 on hLXRa-LBD and hLXRB-LBD (71%; p = 0.039 and 66%; p = 0.045
respectively). Similarly, NAR an already described natural antagonist, also significantly
inhibits TO301317-induced luciferase activity on hLXRa-LBD and hLXRB-LBD (56%; p
= 0.020 and 60%; p = 0.017 respectively).

In human cell culture, flavonoids affect accumulation of LXR target genes

In order to evaluate flavonoids effects on accumulation of LXR target mRNAs,
HeLa cells were treated with QUE, API, GAL and NAR at 10-5M in addition or not of
10-7M T0901317. Accumulation of bona fide target mMRNA were measured. DMSO

treatment had basally no effect and was set to 1 (Figure 3).

As expected from previous experiments, QUE and API got an agonistic activity
on the expression of ABCAL LXR target gene (4.3-fold induction, p = 0.014; 3.2-fold
induction, p = 0.016, respectively). As expected from the previous luciferase assays,
GAL and NAR have an antagonistic activity when used in co-treatment with T0901317
(51%; p = 0.013 and 57%; p = 0.024 respectively). Unexpectedly, srebplc transcript
did not show any significant variation induced by the compounds in combination or not

with T0901317. Conversely, FASN transcript accumulation was higher after the basal

82| Page



ABCA1
Relative mRNA expression

Srebpic
Relative mRNA expression

. ™

1.0

4 T—T'T_ T

T

0.5

FASN
Relative mRNA expression

0.0-
’ N . N
NS o"y\x"‘@ S%2 o‘”\’e‘&
DMSO T09

Figure 3. Activity of Flavonoids on mRNA accumulation of LXRs targets genes. HelLa
cells were incubated with vehicle (DMSO 1/1000), T0901317 (T09; 107 M), and/or flavonoids
10-°M. Seventeen hours later, HeLa cells were harvested, total RNA extracted and RT-qPCR
performed. Accumulation levels were normalized to actin. Graphs represent the relative
levels of MRNA accumulation ratio between T09 induced and basal condition. Histograms
are normalized to the TO9/DMSO ratio condition. Mean + SEM of three independent
experiments performed in duplicate. According to the t-test: *** p<0.005; ** p<0.01; * p<0.05
relative to TO9/DMSO ratio condition. QUE, Quercetin; API, Apigenin; GAL, Galangin; NAR,
Naringenin.



treatment with API, GAL and NAR (2.0-, p = 0.023, 2.2-, p = 0.020; 1.9-fold induction;
p = 0.050 respectively).

Molecular docking of flavonoids ligand behavior shows specific amino-acid

pattern interaction

PDB file of hLXRa-LBD (3IPQ) hLXRB-LBD (1PQG6) were retrieved and
Autodock Vina was used for docking and PyMOL for visualization (Tableau 1).
Cyanidin (CYA) was added as control of agonistic activity (Figure 4, Table 1 ; Jia et al.
2013) and luteolin as control of antagonistic activity (Figure 5 ; Francisco et al. 2016).
As already described for other LXRs ligands or other nuclear receptors (for a review
see(Jin et Li 2010), ligand stabilization of the flavonoids in the binding pocket mainly
passes through hydrophobic interactions. Hydrogen bound are however also
observed. A summary of the various amino-acid that are recruited by the ligands and
their hydrogen bounds within ligand-binding pockets are reported in Table 1. AG
energy was also calculated and used to measure the theoretical constant of

dissociation (Kd).

The agonist CYA fits in both ligand-binding pocket of hLXRa and hLXR}. Its
position in the pocket differs from one isoform to the other in upside-down manner,
affecting establishment of hydrogen bound. In both cases T302/316 (hLXRa/hLXRp)
is recruited. M298 is implicated in the a isoform while L274 and R305 are required in
the B isoform. The known antagonist LUT is able to locate in both ligand-binding
pockets of hLXRa/f and its position is roughly conserved. Indeed, in both receptors
F257/271 (hLXRa/hLXR) is recruited. E267 and R305 is implicated in the a isoform

while S278 are required in the B isoform.

Regarding the new tested agonists, QUE also able to fit within both ligand-
binding pockets in similar position with slight rotation of C ring. It binds to M298/312
and T302/316 on both isoform. A a bond is formed with L260 in hLXRa while this bound
is done with S242 in hLXRB. API inserts both LXRs LBD and varying by a strong
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Figure 4. Three-dimensional representation of agonists flavonoids in LXRa or LXRf
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are represented with yellow dotted line and are summarized in Tablel.



rotation on horizontal axis. Both hLXRs establish interactions with T302/316 from the
2 isoforms and form specific bound on F257 of hLXRa or M298 of hLXRS.

For the antagonists, GAL is restricted to the entrance of the hLXRa ligand-
binding pocket, while NAR is more deeply inserted in the hLXRf ligand-binding pocket.
In both case, GAL does not make any hydrogen bound with the amino acids. NAR
follows a similar conformation as GAL. Indeed, it fits superficially in both ligand binding
pockets and establishes only few H-bounds such as F257/271 in both isoforms.

AG of each complex, which allows to determine the thermodynamic potential
that is minimized when a system reaches a chemical equilibrium, is calculated by the
software and is presented in table 1. The two three dimensional structures of LXRs
(3IPQ and 1PQ6) are originally bound to GW3965. Since we could calculate AG and
retrieve Kd (see methods) of this compound, it become possible to establish Kd
prediction. Results are presented in Table 1. We observed, for APIl, QUE, NAR and
GAL, Kd calculated (from micromolar range) are in accordance with activity assayed
though gal4 system (Figure 1).

Discussion

Similarity between steroids and flavonoids have already been remarked. So far,
studies on structure-activity have not established a clear link (Miksicek 1995; Zand et
al. 2000). These similarities let hypothesize on the ability of flavonoids to bind steroid
receptor. Data obtain through double hybrid experiments (Figure 2) confirm this
hypothesis for both LXR. Even if these flavonoids have a very high similarity among
them, little change on hydroxyl group position can perform a switch between an agonist
and an antagonist profile. For example, removal of in third node of the C-ring is able to
transform the agonistic activity of Quercetin to the antagonistic activity of Luteolin. The
same modification can be observed by pushing back the B ring of the agonist Apigenin
to transform it to the antagonist naringenin. Available LXR antagonists are scarcer than
agonist (Huang 2014) mainly due to the fact that pharmaceutical companies have been

more interested in the development of LXR activating molecules. Our experiments
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show that naringenin and galangin present an antagonistic profile in response to
T0901317 treatment. The absence of effect on these molecule on basal condition
suggest that the antagonistic power rely on competition with agonist to occupy the LXR
pocket. Altogether, it seems that hydroxyl radicals at position 5, 7 and 4’ (figure 6) are
necessary to allow the molecule entering deeply in the ligand-binding pocket. Indeed,
the lack of -OH at position 4’ makes NAR to stay weakly fit in the pocket. Interestingly
this “minimal” structure (API) allows the activation of hLXRa. Comparing API, which
only activates hLXRa in our model, and QUE, which activates hLXRa and hLXR}, it
could be hypothesized that hydroxyl groups in 3 and 3’ positions discriminate the
specificity. LXRa/p ligand binding pockets are quite wide and form a cylinder of 17A
long with a volume of 700-800A3 for an average ligand volume of 300A3. Moreover,
these hydrophobic pocket are known to have a good mobility (Farnegardh et al. 2003).
Consequently, flavonoids with their 300-400A3 could fit in the pocket and be stabilized
through hydrophobic interaction. Nature of interaction between ligand and receptor in
the ligand binging pocket are still poorly understood. However, hydrophobic bound are
supposed to play a huge role in ligand stabilization but not in receptor modification
(Patil et al. 2010). These hydrogen bound are believed to take that function (D. Chen
et al. 2016). In the Table 1 are summarized hydrogen bound established between
ligand and receptor. Among these amino-acid, T302/316 (hLXRa/hLXR[() seems to
play a critical role in the expression of an agonistic activity. Conversely, F257/271
(hLXRa/hLXRB) is implicated in both naringenin and luteolin antagonism. Here,

galangin antagonistic power seem to only rely on ligand binding pocket occupancy.

Beside the two-hybrid system screening and the molecular modeling analysis,
we analyzed the impacts of flavonoids in cell culture on LXR-target genes involved in
lipid homeostasis. The results partially correlate the previous analyses. Indeed, API
and QUE increase the accumulation of Abcal, while they do not modify the levels of
the T0901317 induction. Likewise, Abcal accumulation is significantly reduced when
T0901317 is incubated with GAL and NAR, demonstrating their antagonistic activity ex
vivo. Concerning genes implicated in lipogenesis such as Srebplc and Fasn, encoding
the sterol-response element binding protein 1 and the fatty acid synthase respectively,

results are less clear. While Srebplc accumulation if modified by none of the
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Table 1 : Theoretical hydrogen bond formed between flavonoids and LBD amino-acids

Residues Quercetin Apigenin Cyanidin Galangin  Naringenin  Luteolin
hLXRa hLXRp « p o §] o 5} o [§] o p o [§]
- S242 X

F257 F271 X X X X X
L260 L274 X X

S264 S278 X

E267 E281 X

M298 M312 X X X X

T302 T316 X X X X X X

R305 R319 X X

AG® (kcal/mol) -85 -92 9.0 -92 -86 -86 -85 -92 -89 92 -91 -90
Kd (mM) 436 4.13 188 413 368 1137 436 413 222 413 1.58 579

OH

Figure 6. Chemical structures of hLXRa/f flavonoids. The specific backbone of
flavonoids is represented in black. Numbering of the carbon is indicated in red. The hydroxyl
groups (-OH) necessary for the molecule to adequately fit the ligand-binding pocket are
drawn in green. The specific —OH groups necessary for hLXRp vs. hLXRa activation are

depicted in purple.



flavonoids, Fasn amount is increased by API and not QUE, suggesting that in these
cells, this gene is mainly targeted LXRa and not LXRp. Paradoxically, GAL and NAR
basally increase the levels of Fasn while NAR acts as an antagonist in presence of
T0901317. These kind of profile were already observed for luteolin (Francisco et al.
2016) or other flavonoids (Y. Hu et al. 2013). As these experiments were performed in
cell culture, it cannot be excluded that other metabolic pathways are targeted, which
modify indirectly Fasn expression. If this is shown in animal models, flavonoids could
thus be considered as new good candidate for the development of specific agonist with
hypocholesterolemic properties together with less lipogenic effect, as shown for other
synthetic LXRs ligands (J. J. Repa et al. 2000; Joseph, McKilligin, et al. 2002).

In conclusion, our data point out that flavonoids contain numerous putative LXR
ligands. These compound are present in great quantities in propolis and in various
proportion depending on geographical harvesting (Zabaiou et al. 2017). Propolis could
thus have various effects on LXRs pathways and could be a cheap and easily
accessible source of molecules, targeting LXR pathways and usable in various

diseases (Viennois et al. 2012).
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1.2. Résultats complémentaires

1.2.1. Les flavonoides modifient I'expression des génes cibles des LXRs de

facon différentes

Dans le cadre de I'étude de I'impact des flavonoides sur les voies LXRs, nous
avons réalisé une analyse de 'accumulation des génes cibles des LXRs. On remarque
gue méme si en systeme UAS-Gal4 des comportements agonistes/antagonistes sont
similaires entre deux flavonoides, I'effet sur les genes cibles n’est pas nécessairement
le méme. Par exemple, I'apigénine et la quercétine montrant des activités agonistes
en systeme UAS-Gal4 (figure 1 de larticle) n’ont pas les mémes effets sur le géne
cible FASN (figure 2 de l'article).

Comme discuté dans l'article, ce phénomeéne peut s’expliquer par I'action du
flavonoide sur d’autres voies de signalisations qui ne dépendent pas des LXRs. De
plus, plusieurs études tendent a montrer que deux ligands agonistes (ou antagonistes)
ne générent pas le méme profil au niveau des génes cibles. Dans le cas des LXRs, il
est possible d’exploiter les résultats de RNAseq disponibles. Ainsi, en étudiant le
GW3965 et le T0901317, deux agonistes tres documentés des LXRs, on remarque
que les cellules traitées par ces deux molécules nont pas les mémes profils

d’expression géniques (Vedin et al. 2009; Rébé et al. 2009; Savic et al. 2016).

Une explication possible est que les interactions des molécules avec le LBD des
LXRs soient subtilement différentes et induisent un placement différent de I'hélice H12,
et donc un recrutement différent d'un méme coactivateur. Plusieurs complexes
récepteurs-ligands obtenus par cristallographie aux rayons X pour le GW3965 et le
T0901317 dans le LBD des LXRs sont disponibles. En alignant les deux complexes,
nous avons pu montrer I'existence de légeéres différences dans le positionnement de
'hélice H12 (PDBe : 4DK7 et 1PQ6 ; Figure 28). Ainsi, méme si les hélices H1a H10
s’alignent-elles quasi-parfaitement, on remarque que les plus grandes différences

commencent a I'extrémité C-terminale de H11 provoquant le pivotement de H12

91| Page



Pl A ‘! -,
{ k . “ "
i -

Figure 28 : Alignement structural de 2 complexes LXRB-T0901317 et LXRpB-
GW3965

Les hélices sont nommeées par un « H » suivie du numéro de I'hélice de I'extrémité
N-terminale vers I'extrémité C-terminale. Les structures cristallographiques sont
issues de la « Protein Data Bank europe » (PDBe; codes 4DK7 et 1PQ6). Cette
image a été générée sur PyMOL.



d’environ 19°. Ceci a pour conséquence de modifier la surface d’interaction du

complexe récepteur-ligand avec les corégulateurs et donc de faire varier leurs affinités.

Pour étayer cette théorie, des tests en double hybride ont été réalisés en cellule
HelLa permettant d’apprécier la capacité du T0901317 et du GW3965 a recruter
différents corégulateurs (Figure 29). On observe que le T0901317 entraine le
recrutement des coactivateurs (SRC-1 et DRIP205) et le relargage des corépresseurs
(NCoR et SMRT) sur le LBD des LXRs. En revanche, méme si le GW3965 est capable
d’engendrer le recrutement de coactivateurs, il n’affecte pas la liaison avec les
corépresseurs. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature (Albers
et al. 2006). L’exemple illustré par les cas du T0901317 et du GW3965 montre que la
liaison d’'une molécule a son récepteur entraine un positionnement particulier de
I’hélice H12 ainsi qu’un profil de recrutement des corégulateurs propres ce qui pourrait
expliquer les différences d’accumulations des ARNm observés dans la figure 3 de

I'article.

1.2.2. La liaison et I'action des flavonoides sur le LBD des LXRs

Comme présenté dans la figure 5 de I'article, différents acides aminés ont pu
étre identifiés dans la liaison et I'action des flavonoides. Compte tenu de la petite taille
de ces flavonoides (220 A3 & 256 A3 vs. 332 A3 pour le T0901317) et a flexibilité du
LBD (Farnegardh et al. 2003), plusieurs positionnements des molécules sont possibles
dans la poche. Les orientations présentées sont les plus probables au regard des
energies de liaison calculées. Cette variabilité dans le positionnement du ligand dans
le LBD des LXRs est appuyée par I'étude différentielle de deux cristallographies au
rayon X obtenues sur LXRB renfermant le T0901317 (PDE : 1UPV et 1PQ6). En
observant la position du T0901317 dans la poche de liaison au ligand d’'une expérience
a une autre, on peut aisement observer des différences (Figure 30). Les flavonoides
testés, avec une taille plus réduite, pourraient donc eux aussi adopter plusieurs

conformations.
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Figure 29 : Recrutement des corégulateurs induit par la liaison du T0901317 ou
du GW3965 sur le LBD des LXRs

Des cellules HeLa ont été transfectées avec 3 plasmides : Gal4-LXRa (A et B) ou Gal4-
LXRB; SRC1/DRIP205-VP16 (coactivateurs; A et C) ou SMRT/NCoR-VP16
(corépresseurs; B et D); UAS-Luc. Vingt-quatre heures apres la transfection, les cellules
ont été incubées pendant 24h avec les ligands agonistes T0901317 ou GW3965. Les
histogrammes représentent la moyenne des valeurs obtenues sur 3 expériences
indépendantes et les barres d’erreurs expriment I'écart-type moyen (SEM). Des tests
ANOVA one-way ont été réalisés avec * p<0,05; **p<0,01 et *** p<0,005 par rapport a

la condition 10°M correspondante.



Pour ce type d’analyse, une double approche de recherche des ligands est
possible. D’abord, I'approche de docking présentée en figure 4 et 5 de l'article nous
renseigne sur le positionnement général d'une famille de molécules (ici les
flavonoides) dans la cavité. En effet, méme si comme dit précédemment, le
positionnement d’'une molécule peut varier, ces changements sont assez faibles. Ces

molécules se situent dans la méme zone du LBD (entre les feuillets B et I'hélice H3).

Une deuxiéme approche, celle-ci basée sur le ligand, peut alors étre entreprise.
Lorsque l'on s’attarde sur le cas de la quercétine (agoniste) et de la lutéoline
(antagoniste), on s’apercgoit que I'existence d’un groupement hydroxyle en position 3
du cycle C semble étre cruciale dans I'action du ligand sur le récepteur. En effet, le
docking montre que cet ajout de groupement hydroxyle provoque un basculement
dans le méme plan et a 180° de la molécule permettant I'interaction avec I'acide aminé
T302/T316, un résidu suspecté d’étre important dans l'activation du récepteur par les

flavonoides dans cette étude (Tableau 1 de I'article).

Par souci de simplicité, seuls deux ligands flavonoides des LXRs déja décrits
sont présentés dans cet article. Cependant d’autres flavonoides ont été décrits comme
ligands des LXRs ou du moins suspectés. Le docking de la morine, un antagoniste
des LXRs in vitro et in vivo (Gu et al. 2017), est ainsi présenté en Figure 31.
L’établissement de liaisons hydrogénes théoriques sur le résidu F257 dans LXRa
(Figure 32) renforce I'hypothése selon laquelle les effets antagonistes passent par
I'établissement d’une liaison hydrogéne avec F257/271 (Tableau 1). Sur I'isoforme
LXRB, aucune liaison hydrogene théorique ne permet d’expliquer les effets
antagonistes constatés. On peut imaginer que les effets antagonistes de la morine,
comme pour la galangine (tableau 8), passent par 'encombrement de la poche de

liaison au ligand, empéchant le récepteur d’étre activé par un ligand agoniste.

L’étude d’'un autre flavonoide, la geénistéine (Figure 31), a montré que cette
molécule semble inhiber LXRa tout en activant LXRB (Gonzéalez-Granillo et al. 2012).
L’analyse in silico de I'ancrage de la génistéine dans le LBD des LXRs montre en effet
des modalités de liaison différentes dans la cavité (Figure 32). On remarque que la

génistéine, comme d’autres ligands flavonoides (Tableau 8), établit des liaisons
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Figure 30 : Alignement structural de 2 complexes LXRB-T0901317

Les structures cristallographiques de 2 complexes LXRB-T0901317 sont issues de
la « Protein Data Bank europe » (PDBe; codes 1UPV et 1PQC). Le positionnement
du T0901317 de 1UPV est représenté en vert et celui de 1PQC en magenta. Ces
images ont été générées sur PyMOL.



hydrogénes théoriques avec T316 de LXRPB mais pas avec son équivalent T302 de
LXRa.

Un autre flavonoide caractérisé, '’hespérétine (Figure 31) que I'on retrouve sous
forme d’oside dans les fruits du genre Citrus, présente une activité agoniste sur les
LXRs (lio et al. 2012). Comme pour d’autres agonistes flavonoides (apigénine,
querceétine), I'hesperetine semble bel et bien se lier dans la poche des LXRs en
interagissant avec T302/T316 par le biais de liaisons hydrogénes (Figure 32 ; Tableau
8).

Méme si de nombreux flavonoides présentent une activité sur les LXRs,
'analyse en systeme simple hybride UAS-Gal4 a permis d’identifier des molécules
sans activité particuliere. C’est le cas de la chysine et de la pinocembrine (Figure 31),
deux flavonoides avec lesquelles aucune activité n’a pu étre décelée jusqu'a une
concentration de 10°M. Les analyses de docking appuient ces résultats avec des
valeurs d’énergie libre trop élevées (AG° >-7.0) pour permettre la prédiction d’un Kd
(Tableau 8).

1.3. Discussion complémentaire

Comme présenté en introduction, la recherche préliminaire de ligands des LXRs
in silico s’appuie sur deux approches, I'une basée sur le récepteur (cible). Les données
précédentes tendent a montrer que le modele de docking utilisé lors de ces études est
fiable. Il permet d’appréhender les effets d’un flavonoide en fonction de ses modalités
de liaisons dans le LBD. De plus, les Kd prédits sont en accord avec ce qui a été
observé en systeme simple hybride ou dans la littérature (Figure 1 et Tableau 1 de
larticle). L'analyse QSAR permettrait de dégager des relations entre la structure
chimique des flavonoides et leur activité biologique. Plusieurs facteurs seraient alors
a prendre en compte : le volume, la polarité, les axes de torsion ou I'’hydrophobicité
(Mekenyan 2002).
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Figure 31 : Représentations semi-développées des flavonoides utilisés dans
I'étude



Les flavonoides ont déja été considérés comme des bases moléculaires
intéressantes dans la synthése de nouveaux ligands. Dans le cadre de développement
de médicaments pour la maladie d'Alzheimer, une base flavonoide a été envisagée
(Y. Hu et al. 2013). L’obtention d’'un flavonoide de synthése présentant une activité
activatrice sur ABCALl similaire a celle du GW3965 est trés encourageante.
Cependant, la synthése de telles molécules s’avére onéreuse alors que les
flavonoides sont une vaste famille de molécules abondamment présente dans le

monde végétal. Ainsi les végétaux sont-ils des sources intéressantes de flavonoides.

La propolis est un composé produit par les abeilles et utilisée par celles-ci pour
ses propriétés physiques (construction de la ruche) et antibactérienne. La propolis est
connue pour concentrer les flavonoides par les abeilles. De plus, la propolis brute est
aisément récupérable, se conserve beaucoup plus longtemps (plusieurs mois a l'air
libre) et plus facilement que les fruits et legumes. Cette préservation plus aisée est
permise notamment grace aux propriétés antifongiques et antibactériennes
intrinséques de la propolis (Zabaiou et al. 2017) ; Annexe 2). Cette longue période de
préservation fait de la propolis un composé de choix en médecine alternative pour de
nombreuses pathologies dont certaines relié¢es aux LXRs, qu’elles soient
neurologiques (Farooqui et Farooqui 2012), métaboliques (Al-Hariri 2011; Mujica et al.
2017) ou inflammatoires (Chirumbolo 2015). Enfin, les effets et le contenu en
flavonoides de la propolis étant grandement influencés par la végétation environnante,

chaque variation géographique présente des opportunités intéressantes.

En conclusion, les flavonoides sont une famille de molécules intéressantes dans
la recherche de nouvelles classes de ligands des LXRs. En plus de leur structure et
de leur taille rappelant celle de leurs ligands endogenes, ils possédent des propriétés
hydrophobes leur permettant d’entrer facilement dans le LBD des LXRs. L’analyse de
différentes molécules a permis de montrer le potentiel des flavonoides a avoir des
activités agonistes, antagonistes et, encore plus intéressant, spécifiques des

isoformes. Le développement d’outils de prédiction in silico ouvre de nombreuses
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Figure 32 : Représentation tridimensionnelle du docking de 3 flavonoides dans le
LBD des LXRs

Les acides aminés entourant le LBD sont représentés en line style. Le LBD de LXRa est
a gauche et celui de LXR[B a droite. La morine (panneau haut), la génistéine (panneau
intermédiaire) et '’hespérétine (panneau du bas) sont représentés en “sticks line”. Les
liaisons hydrogeénes théoriques sont présentées en traits pointillés jaunes et sont repris
dans le tableau 1. Ces images ont été réalisées sur PyMOL.

Tableau 8 : Résumé des liaisons hydrogénes théoriques établies entres les
flavonoides et le LBD des LXRs

Résidues

hLXRa

hLXRB

Quercétine

Apigénine

Cyanidine

Hesperetine

Génistéine

Galangin

Naringenin

Lutéoline

Morine

F257
L260
5264
E267
M298
T302
R305

5242
F271
L274
5278
E281
M312
T316
R319

X

AG°(kcal/mol)

-8,5

"

-9,2

’

9,0 | 92

-8,6

)

-8,6

'

-84 | -85

-85

'

-8,7

»

-8,5

'

-9,2

’

-8,9

"

-9,2

'

-9,1

'

-9,0

'

7,7 | -89

Kd (uM)

436 | 4,13

1,88 | 413

3,68 11,37

517 | 11,37

4,36 | 9,61

4,36 | 4,13

2,22 | 4,13

1,58 | 5,79

16,84 | 6,36




possibilités dans la recherche de ligands. L’abondance de ces molécules dans

'environnement fait d’elles des cibles faciles d’étude et d’analyse.

Cependant, les flavonoides en tant que ligands des LXRs ne sont pas exempts

de défauts.

D’abord, leur petite taille rend possibles plusieurs positionnements dans le LBD
et donc des interactions moins précises ; ceci peut se traduire par des affinités plus
faibles pour les LXRs (de I'ordre du micromolaire). Hu et al ont en effet montré que les
molécules les plus actives générées lors de la fabrication de flavonoides synthétiques
sont les plus volumineuses (Y. Hu et al. 2013). En effet, comme pour le T0901317 ou
le GW3965, la grande taille de ces agonistes permet de mieux verrouiller le

positionnement et donc l'interaction du ligand dans la poche.

Le second défaut est que 'humain est exposé aux flavonoides depuis des
millions d’années, ainsi l'organisme les reconnait facilement et les métabolise
rapidement. Ceci se traduit par une durée de demi-vie faible dans I'organisme
comparée aux molécules synthétiques. Cette derniére propriété peut néanmoins étre
vue comme un avantage. En effet le foie, organe de détoxification par excellence, peut
étre insensible a un flavonoide tandis que des organes périphériques pourraient étre
impactés. Ainsi, ceci permettrait de contourner une partie des effets secondaires des
ligands des LXRs.
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Figure 33 : Tests des différentes nourritures utilisées pour 'administration des
ligands

La lignée Gal4-LXRa; UAS-GFP a été traitée 24h avec 10*M de T0901317 solubilisé dans
du DMSO et dilué dans de I'H20, du D-sucrose (1M), du jus de raisin, des levures en
suspension ou des extraits de levures en suspension. Les images ont été capturées avec un
temps d’exposition de 1 seconde sous une loupe binoculaire. Les protéines de larves totales
ont été extraites et étudiées par western blot. Les histogrammes refletent les quantités de
GFP, Gal4 ou actine mesurée par western blot au cours de trois expériences indépendantes.
Les barres d’erreurs expriment I'écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec *
p<0,05 et **p<0,01 par rapport a la condition H20.



2. Développement d’un systéme de criblage de ligands des LXRs in vivo

Comme développé en introduction, le modele Drosophile melanogaster est
intéressant par sa facilité d’entretien et de transgénése. Ce modele a donc été choisi
pour la transposition du systéme simple hybride in vivo. Apres avoir établi une lignée
de drosophile « Gal4-LXRa ;UAS-GFP » homozygote (cf: Matériel et méthodes) la

mise au point du modele a été entreprise.
2.1. Mise au point des modalités d’administration des ligands

Une fois la lignée étant établie, il faut mettre au point les modalités
d’administration des ligands. Le grand nombre de drosophiles a traiter ainsi que leur
taille réduite rend peu envisageable I'injection directe. La dilution des molécules dans
la nourriture a donc été choisie. Cependant, a I'age adulte, les drosophiles se
nourrissent peu, a I'exception des femelles en période de ponte. Le stade larvaire a
donc été préféré car c’est a cette période que la drosophile se nourrit le plus. Ce stade
présente également I'avantage de s’affranchir de 'obstruction du signal rapporteur par

la cuticule présente chez I'adulte.

Plusieurs types de nourritures ont été testés. Les jeunes larves ont été traitées
avec 10“M de T0901317 dilué dans dives véhicules comme I'H20, le D-sucrose a 1M,
le jus de raisin, la suspension de levure ou la suspension d’extrait de levure. L'induction
de la fluorescence est constatée visuellement, I'expression du transcrit GFP est
vérifiée par RT-qPCR et la protéine détectée par western blot (Figure 33). On peut
remarquer que l'utilisation d’'un véhicule a base d’extrait de levure est la solution la
plus efficace. Cependant méme si une augmentation des niveaux de GFP est
constatée, ces niveaux restent relativement faibles par rapport a ce qui est observé in
vitro (x9.2 in vitro vs x5.9 in vivo). De plus, ces résultats montrent une grande
variabilité. Ce phénomeéne peut s’expliquer par la forte mortalité induite par le
traitement par le T0901317. En effet, le suivi de mortalité des drosophiles en fonction
de la concentration croissante de T0901317 (Figure 34) montre une diminution
drastique de la survie des larves (Génération G0) a des concentrations supérieures ou

égales a 10M.

97 | Page



100

ité

50

% Mortal

Log[Concentration M]

Figure 34 : Etude de la toxicité du T0901317 au cours des générations

La lignée Gald-LXRa: UAS-GFP a été traitée avec 10°M, 10°M, 10*M ou 10°M de
T0901317 solubilisé dans du DMSO et dilué dans des extraits de levure en suspension. La
mortalité des larves a été mesurée aprés 24h de traitement. Les doses létales pour
lesquelles 50% ont été retrouveé mortes (LD,,) sont calculées et présentées. Ces données
sont le fruit de 3 expériences indépendantes. Les barres d'erreurs expriment I'écart-type
moyen (SEM),



2.2. Amélioration de la lignée Gal4-LXRa ; UAS-GFP par sélection au cours
des générations

Une sélection des drosophiles survivantes aux traitements T0901317 a 10“M a
éte effectuée au fil des générations sur trois critéres. Le premier est la survie, le second
est la faculté a répondre a la stimulation T0O901317 et le troisieme est le maintien des
niveaux basaux de GFP. Cette pression de sélection est maintenue au cours de 16
générations et contrdlée en ARN toutes les deux générations et en western blot toute
les quatre générations (Figure 35). On constate alors I'établissement d’'une lignée avec
une production de protéine de fusion Gal4-LXRa et des niveaux basaux de GFP
inchangés mais avec une nette augmentation de I'aptitude du T0901317 a activer le
systeme aussi bien au niveau ARN (Figure 35C) qu’au niveau protéique (Figure 35D).
Des expériences ultérieures montrent que le maintien de cette sélection sur les
générations suivantes n’entraine pas d’amélioration significative du fonctionnement du
systéme. La survie au T0901317 est également renforcée d’un facteur 10 (Figure 34 ;
Larves G16).
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Figure 35 : Sélection des drosophiles au cours des générations
Plusieurs générations (G) de la lignée Gal4-LXRa; UAS-GFP ont été traitées 24h avec 10

*M de T0901317 solubilisé dans du DMSO et dilué dans des extraits de levures en
suspension. Les protéines (B et D) et les ARNm (A et C) de larves totales ont été extraites
et étudiées par western blot ou RTqQPCR. Les niveaux de GFP (A et B) et de Gal4 (C et D)
ont été quantifiés. Les histogrammes résultent de trois expériences indépendantes. Les
barres d’erreurs expriment I'écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec *
p<0,05 et **p<0,01 par rapport a la génération GO.



2.3. Capacité de la lignée Gal4-LXRa ; UAS-GFP a discriminer I'activité de

molécules agonistes des LXRs

La lignée nouvellement établie a été testée sur sa capacité a répondre a
l'induction d’autres ligands agonistes tels que le GW3965 et le 22R-hydroxycholestérol
(Figure 36). Le GW3965 est capable d’induire la production de GFP a un niveau
légerement inférieur a celle du T0901317. Cependant, le 22R-hydroxycholestérol ne
parvient pas a induire une augmentation significative. Ceci peut s’expliquer de
plusieurs facons. D’abord, le ligand peut étre métabolisé avant son action sur le
récepteur chimérique. En effet, chez la drosophile, I'ecdysone (Figure 37) est
’hormone centrale régissant de nombreux mécanismes physiologiques tels que la
croissance, la métamorphose ou encore la reproduction (Schwedes et al. 2012).
L’ecdysone et ses métabolites sont trés proches structurellement des oxystérols, ainsi
certaines enzymes du métabolisme de I'ecdysone pourraient agir sur le 22R-
hydroxycholestérol. De plus, il existe de nombreuses similitudes entre les récepteurs
LXRs et le récepteur a 'ecdysone, supportant I'idée de voies métaboliques conservées
entre les deux espéces (Ollikainen et al. 2006). Cette difficulté a atteindre le seuil de
significativité s’explique également par une variabilité interindividuelle prononcée
représentée par un écart-type moyen (SEM) important. Ce phénomeéne pourrait étre
expliqué par la liaison au LBD des LXRs de I'ecdysone ou d’oxystérol endogéne. Pour
mettre a I'épreuve cette hypothése, la voie de synthése du cholestérol de la drosophile
a été ciblée. Le cholestérol étant le précurseur a la fois des oxystérols et de 'ecdysone,
le blocage de sa synthése pourrait avoir un impact sur les niveaux basaux de GFP
dans le systéme simple hybride. Nous avons utilisé la simvastatine, un bloguant

pharmacologique de HMG-CoA-reductase.
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Figure 36 : Tests de ligands agonistes des LXRs

La lignée Gal4-LXRa; UAS-GFP a été traitée 24h avec 10°M ou 10"M de T0901317, 22R-
hydrocycholestérol (22R-HC) ou GW3965 solubilisé dans du DMSO et dilué dans des
extraits de levures en suspension. Les images ont été capturées avec un temps d'exposition
de 1 seconde sous une loupe binoculaire. Les protéines de larves totales ont été extraites et
étudiées par western blot. Les histogrammes reflétent les quantités de GFP, Gal4 ou actine
mesurée par western blot au cours de trois expériences indépendantes. Les barres d'erreurs
expriment I'écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,005 par rapport a la condition DMSO.

HO

Figure 38 : Ecdysone



On remarque que le traitement a la simvastatine seule, bien qu’elle induite une
certaine mortalité, permet de diminuer la variance des niveaux basaux de GFP (Figure
38). De plus, lors du co-traitement des drosophiles avec de la simvastatine et le 22R-
hydroxycholestérol, on observe une activité agoniste significative en comparaison aux

drosophiles ayant recu seulement la simvastatine.

Ces résultats suggérent que les voies métaboliques de I'ecdysone semblent
interférer avec les oxystérols. La raréfaction de l'ecdysone et des oxystérols
endogenes suite aux traitements avec la simvastatine montre une diminution des

niveaux basaux. Ce constat supporte 'hypothése selon laquelle ces stérols lient LXRa.
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Figure 38 : La simvastatine permet la potentialisation des effets agonistes du 22R-
hydroxycholestérol

La lignée Gal4-LXRa; UAS-GFP a été traitée pendant 24h avec 10*M de 22R-
hydroxycholestérol (22R-HC) et 10-*M de simvastatine solubilisés dans du DMSO et dilués
dans des extraits de levures en suspension. Les images ont été capturées avec un temps
d’exposition de 1 seconde sous une loupe binoculaire. Les protéines de larves totales ont
été extraites et étudiées par western blot. Les histogrammes reflétent les quantités de GFP
et d’actine mesurées par western blot au cours de trois expériences indépendantes. Les
barres d’erreurs expriment I'écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec *
p<0,05 par rapport a la condition simvastatine



2.4. Capacité de la lignée Gal4-LXRa ; UAS-GFP a discriminer I'activité de
molécules antagonistes des LXRs

L’observation d’'une activité antagoniste est plus complexe, en effet le traitement
de drosophiles a 'aide d’'un antagoniste seul ne contribue qu’a baisser le niveau basal.
Etant donné, le niveau déja faible d’activité transcriptionnelle, I'abaisser plus semble
difficile. De plus, a cause de la variabilité interindividuelle vraisemblablement imputable
aux stérols endogénes (voir précédemment), de subtiles diminutions ne parviennent
pas a atteindre le seuil de significativité. De fait, le 22S hydroxycholestérol ne parvient
pas a diminuer de fagon significative les niveaux basaux de GFP (Figure 39). De plus,
lorsqu’on active le systéme simple hybride a I'aide de I'agoniste T0901317, le co-
traitement avec le 22S-hydroxycholestérol est insuffisant pour exhiber une activité

antagoniste significative.

De facon similaire a ce qui a été réalisé avec le 22R-hydroxycholestérol, un co-
traitement avec la simvastatine a été entrepris. On observe alors que le traitement
simultané avec du 22S-hydroxycholestérol et de la simvastatine diminue la variance et
amene la valeur p a 0.065, pour une diminution de 38% (Figure 40). De plus, en
ajoutant le T0901317 pour activer le systeme, le 22S-hydroxycholestérol parvient a
montrer une activité antagoniste significative. Afin de prouver que ce systeme est
capable de discriminer une activité antagoniste envers les LXRs, il faudrait choisir une
molécule s’éloignant de la structure stéroidienne afin de limiter les hypothétiques effets
du métabolisme. Le GSK2033, un antagoniste des LXRs mis au point par Tocris et
déja publié pourrait étre testé (Bonney et Siegenthaler 2017).

Dans le but de déceler plus facilement une activité antagoniste, plusieurs
stratégies pourraient étre entreprises. La premiére consisterait a réaliser un co-
traitement des drosophiles avec un agoniste permettant une élévation du niveau de
GFP gu’une activité antagoniste pourrait diminuer significativement (déja testée avec
le T0O901317). Toutefois cette approche pose le probleme de la toxicité induite par

administration simultanée de ces deux molécules. Une deuxiéme stratégie
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Figure 39 : Test d’un ligand antagoniste des LXRs

La lignée Gal4-LXRa; UAS-GFP a été traitée 24h avec 10-°M de T0901317 et/ou 10*M de
22S-hydrocycholestérol (22S-HC) solubilisé dans du DMSO et dilué dans des extraits de
levure en suspension. Les images ont été capturées avec un temps d'exposition de 1
seconde sous une loupe binoculaire. Les protéines de larves totales ont été extraites et
étudiées par western blot. Les histogrammes reflétent les quantités de GFP et d’actine
mesurées par western blot au cours de trois expériences indépendantes. Les barres
d’erreurs expriment I'écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec * p<0,05 par
rapport a la condition T0901317.



consisterait en la diminution de la variabilité du niveau basal de GFP. Les expériences
réalisées avec la simvastatine montrent des résultats encourageants, cependant le
traitement a grande échelle des drosophiles pourrait s’avérer toxique et onéreux. Il
serait plus envisageable de se concentrer sur I'alimentation. En appauvrissant le
régime des drosophiles en cholestérol on pourrait s’affranchir des effets néfastes de
la simvastatine constatés sur la survie. Enfin, une derniére stratégie consisterait en
'implantation de la partie UAS-GFP du systeme dans un environnement chromatinien
plus permissif autorisant des niveaux basaux plus élevés. Ceci serait possible par le
croissement de la lignée Gal4-LXRa avec d’autres lignées UAS-GFP. En effet, ces
lignées sont nombreuses (Bloomington Stock Center) différant par leurs zones

d’ancrage génomique, leurs niveaux basaux et leurs profils d’expression.
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Figure 40 : La simvastatine permet la potentialisation des effets antagonistes du
22S-hydroxycholestérol

La lignée Gald-LXRa; UAS-GFP a été traitée 24h avec 10°M de T0901317 et/ou 10°M de

22S-hydrocycholestérol (22S-HC) et 10*M de simvastatine solubilisés dans du DMSO et
dilués dans des extraits de levures en suspension. Les images ont été capturées avec un
temps d’exposition de 1 seconde sous une loupe binoculaire. Les protéines de larves totales
ont été extraites et étudiées par western blot. Les histogrammes refletent les quantités de
GFP et d’actine mesurées par western blot au cours de trois expériences indépendantes.
Les barres d’erreurs expriment I'écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec *
p<0,05 par rapport a la condition T0901317+simvastatine.



2.5. Corrélation de la fluorescence percue sur larve entiere avec les niveaux

protéiques de GFP

Le parametre primordial a privilégier lors de la mise en place d’un systéme de
criblage de molécules a grande échelle est le temps. Pour toutes les expériences
réalisées précédemment, l'interprétation des résultats s’est basée sur I'analyse de
l'intensité des bandes GFP obtenus par western blot. Cependant, cette méthode,
effectuée sur un grand nombre d’échantillons s’avére colteuse et chronophage et
donc inadaptée au criblage. L’étude directe de la fluorescence sur larve entiére

pourrait étre une bonne alternative.

Afin de savoir si cette méthode de quantification est réalisable, nous avons
cherché a corréler l'intensité des bandes de GFP obtenues par western blot avec la
fluorescence totale des larves (Figure 41). En utilisant toutes les données disponibles,
le coefficient de corrélation s’éléve a R>=0.8863 (Figure 41A). Ce bon score ne semble
cependant pas s’appliquer aux « faibles » intensités de fluorescence (de 0 a 35% de
la fluorescence maximale mesurée), ou ce coefficient diminue a R2=0.4373 (Figure
41C). Afin d’'améliorer ce score, nous avons quantifié seulement les larves en position
latérale (la plus fréquente) lors des photographies, ce qui permet de s’affranchir d’'un
potentiel effet de position. Sur toutes les données restantes le coefficient s’éléve a
R2=0.9617 (Figure 41B) et se maintient a R2=0.8197 sur les faibles intensités (Figure

41D) manifestant une amélioration notable.

En conclusion, nous avons pu mettre en place un modele de criblage de
molécules in vivo chez la drosophile, plus simple a mettre en place que chez la souris,
notamment pour des questions éthiques. La lignée de drosophile établie est stable et
est capable de discriminer une activité agoniste de ligands tels que le T0901317 ou le
GW3965. Cependant, a I'heure actuelle aucune activité antagoniste basale de
molécules synthétiques comme le 22S-hydroxycholestérol n’a pu étre observée. Des

expérimentations ultérieures restent a mener afin de perfectionner le systeme. La
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Figure 41 : Corrélation entre la quantification de la GFP par fluorescence et par
western blot

Chaque expérience réalisée précédemment a été utilisée pour identifier une éventuelle
corrélation entre la fluorescence mesurée sur la larve entiére (via photos a la loupe
binoculaire) et la mesure d’intensité des bandes GFP obtenues par western blot. Les
graphiques A et C montrent la corrélation a partir de toutes les photos disponible et les
graphiques B et D montrent la corrélation a partir de photos ou les larves étaient en position
latérale. Dans les graphiques A et B la corrélation est établie sur toutes les intensités de
fluorescence. Sur les graphes C et D, seules les intensités de fluorescence inférieures a 30%
sont utilisées pour calculer le coefficient de corrélation.



possibilité de la visualisation et de la quantification directe des effets des molécules

sur les LXRs in vivo offre des perspectives tres prometteuses.

Cette étude et d’autres ont montré qu’il était possible de faire fonctionner le
systeme simple hybride avec des récepteurs nucléaires humains grace aux
coactivateurs et corépresseurs endogenes de drosophile (Han, Stein, et Stevens
2000). De plus, des analyses bio-informatiques montrent que les domaines
d’interactions entre corégulateurs et récepteurs nucléaires sont conservés entre les
deux especes (Davis et al. 2011) et que le switch relargage/recrutement de
corégulateurs est également présent chez la drosophile (Glass et Rosenfeld 2000).
Méme si le systeme simple hybride est suffisant, les analyses possibles in vivo
nécessitent le développement d’'un systéme en double hybride. En effet le croisement
de cette lignée déja établie avec des drosophiles portant un transgene codant pour le
domaine d’activation de VP16 et le domaine d’interaction de différents corégulateurs
des LXRs permettrait d’observer in vivo le recrutement des coactivateurs et des
corépresseurs en fonction des ligands utilisés. Ceci constituerait un pas de plus dans

la caractérisation des effets d’'une molécule in vivo.
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3. Développement d’un double systéme de criblage des ligands des LXRs

Comme présenté en introduction les isoformes des LXRs ont des fonctions a la
fois redondantes et spécifiques. La modulation de I'activité d’'une isoforme posséde
des intéréts pharmacologiques indéniables. A ce jour, les tests de criblages
moléculaires disponibles ne font I'étude que d’un seul récepteur nucléaire a la fois.
L’étude dissociée de LXRa et LXR[3 ne permet pas d’estimer la préférence endogéne
d’un ligand pour I'un ou l'autre des récepteurs. En effet, la séquestration du ligand ainsi
gue la durée de demi-vie du complexe récepteur-ligand d’'une isoforme peuvent
empécher/favoriser la liaison a l'autre isoforme. Le développement d’'un modéle
favorisant le crible simultané des deux isoformes s’avére alors intéressante dans

I'identification de ligands spécifiques.
3.1. Choix du second systéme simple hybride

Pour les récepteurs nucléaires, le systeme simple hybride UAS-Gal4 est une
méthode de choix ayant déja fait ses preuves. Cependant, cette méthode ne permet
le crible que d’un seul récepteur a la fois. En 2010, I'étude de Neurospora crassa, a
permis l'identification d’'un systéme trés proche structurellement de UAS-Gal4 (Figure
42). Nommeé systeme QUAS-QF, il est constitué d'un facteur de transcription
comprenant un domaine d’activation (AD) et un domaine de liaison a 'ADN (DBD)
permettant la liaison aux séquences QUAS (Potter et al. 2010). Ce systeme fonctionne
dans les cultures cellulaires de mammiféres et in vivo chez la drosophile (Potter et al.
2010). L’avantage de ce systéme par rapport a d’autres (comme LexA-LexAop) est
qu’il n’interfere pas avec le systeme UAS-Gal4. En effet, des expériences réalisées in
vitro en cellules HelLa et S2 (drosophile) montrent que la co-transfection des deux
systémes n'entraine pas d’activation croisée : la présence de QF n’augmente pas/peu
I'expression de la luciférase en aval du promoteur UAS, et la présence de Gal4 n’a
pas/peu d'impact sur celle en aval des séquences QUAS. A partir des plasmides, nous

avons pu reproduire ces résultats en culture cellulaire (Figure 43).
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Figure 42 : Schéma représentatif des protéines Gal4 et QF entieres
Les structures de Gal4 et QF se partage en un domaine de liaison a TADN (DBD), un
domaine médian (MD) et un domaine d’activation (AD). Les 2 représentations sont a
I'échelle. Les numéros affichés indiquent le nombre d’acides aminés de chaque domaine
soulignant les homologies structurelles. Adapté de Riabinina et al, 2016
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Figure 43 : Interactions entre les systémes Gal4-UAS et QF-QUAS

Des cellules HelLa ont été transfectées avec 2 plasmides : pCMV-Gal4 ou pCMV-QF et
UAS-Luc ou QUAS-Luc. La transfection a été réalisée sur 24h puis les cellules ont été
incubées pendant 24h. Les histogrammes représentent la moyenne des valeurs
obtenues sur 3 expériences indépendantes et les barres d’erreurs expriment I'écart-

type moyen (SEM).



3.2. Organisation du double systeme de crible

Par analogie avec le systeme UAS-Gal4, le systeme QUAS-QF doit étre adapté
a l'étude des récepteurs nucléaires. Pour cela, nous devons créer une protéine
chimérique contenant le domaine de liaison au ligand du récepteur nucléaire et le
domaine de liaison a 'ADN de QF (Figure 44 ; (Riabinina et Potter 2016). De fagon

identique a Gal4, seule la partie DBD du QF sera conservée.

Le double systéme de criblage doit étre simple et compact afin de I'utiliser dans
différents modéles in vitro (transfection transitoire ou stable) et in vivo (drosophile et

souris). Ce systeme doit contenir au moins :

une protéine de fusion contenant le LBD de LXRa : Gal4(DBD)-LXRa(LBD) ;
- une protéine de fusion contenant le LBD de LXRf : QF(DBD)-LXRB(LBD) ;

- un rapporteur de l'activité de la protéine de fusion contenant le DBD de Gal4 :
UAS-GFP ;

- un rapporteur de l'activité de la protéine de fusion contenant le DBD de QF :
QUAS-RFP.

L’activité de la voie LXRa sera représentée par la fluorescence de la GFP et

I'activité de la voie LXRp sera représentée par la fluorescence de la RFP.
L’utilisation d’un tel systeme demande plusieurs prérequis :

Tout d’abord un tag Histidine sera ajouté en C-terminal de Gal4-LXRa et un tag
FLAG est ajouté en C-terminal de QF-LXRpB, ceci afin de pouvoir doser par

immunohistochimie I'accumulation des protéines chimériques.

De plus, afin de pouvoir comparer les modulations des voies LXRa/LXR, Gal4-
LXRa et QF-LXRB doivent étre produits de fagon équimolaire. Dans ce but, les
séquences codantes des deux protéines sont mises I'une apres I'autre séparées par

une séquence non traduite en protéine P2A (Yuancheng Wang et al. 2015). Ceci
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Figure 44 : Schéma récapitulatif des constructions réalisées

Chaque fragment a été généré par PCR a partir de plasmides provenant de Addgene. Dans
un premier temps les fragments ont été assemblés par recombinaison homologue (RH). Les
extrémités 5’ et 3’ noires sont les séquences de chevauchement de 10bp chacune (soit des
zones de recombinaison homologue de 20bp pour une meilleure spécificité). Les extrémités
5" et 3’ marron sont des zones ou un site de restriction unique (Notl) sera ajouté par PCR
afin de procéder a la derniere étape de 'assemblage (8) par ligation (Lig). Les nombres
encadrés servent de repere pour les figure suivantes (Figure X et Y). Les nombre en italique
indique les longueurs respectives des fragments.



permet l'utilisation d’un seul promoteur pour une production égale des deux protéines

chimérique.

Afin de s’assurer que les protéines de fusions sont bien produites, une CFP est
ajoutée en aval, séparée elle aussi, par une séquence P2A. En plus de son rble de

contréle de production, la CFP permet la normalisation.

Enfin les deux rapporteurs UAS-GFP et QUAS-RFP sont placés a la suite et en
sens opposé afin dempécher les influences inter-promoteurs. Enfin des séquences
terminatrices « SV40ter » permettent de faciliter la fin de la transcription et de stabiliser
les ARNm (Figure 44).

Organisé comme présenté en figure 44, ce double systéme peut étre placé dans
différents plasmides d’expression pour différents modéles d’étude. Ces plasmides
devront contenir un promoteur fort et ubiquiste a placer en amont des séquences des
protéines chimériques. Par exemple, pour des cellules de mammifere un plasmide
« pCMV » avec le promoteur du cytomégalovirus sera utilisé. Dans le cadre de
mutagenése dirigée en cellules de mammiféres, le ciblage du locus Rosa26 par un
plasmide pPROSA26 pourrait étre utile (Figure 47). Pour les drosophiles un plasmide

« pAct5C » avec le promoteur de I'actine 5C pourra étre utilisé.

3.3. Construction du systéme

La construction du plasmide a été réalisée par recombinaison homologue. Les
parties homologues sont ajoutées par PCR. Les briques de base du systéme ont été
amplifiées a partir de plasmides disponibles chez Addgene. La figure 45 montre le
résultat des PCR avec de longues amorces nucléotidiques permettant I'ajout des
zones de recombinaison homologue. Une fois vérifiés par digestion avec des enzymes
de restriction, les amplicons ont été assemblés par recombinaison homologue et
analysés sur gel d’agarose (figure 46). L'assemblage final (n°8 ; Figure 44) a été
réalisé par digestion des extrémités par 'enzyme de restriction Notl suivie d’'une

ligation. La migration du produit de ligation montre la création d’'un construit plus long
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Figure 45 : Génération des fragments de la construction

Migration sur gel d’agarose 1% des produits de PCR générés a partir de plasmides Addgene
afin de procéder a un assemblage ultérieur. Les amorces et les paramétres PCR sont listés
dans la figure X de la partie matériel et méthodes. Dans la partie basse du tableau sont
présentes les tailles attendues des amplicons.
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Figure 46 : Réalisation des étape de I’assemblage

Migration sur gel d’agarose 1% de I'assemblage des produits de PCR par recombinaison
homologue (N°1-7). Les produits de recombinaisons homologues sont amplifiés par PCR et
mis a migrer sur des gel d’agarose 1%. Les amorces et les paramétres PCR sont listé dans
la figure X de la partie matériel et méthodes. Dans la manipulation N°8, les fragment sont
assemblés apres digestion préalable avec une enzyme de restriction puis ensuite soumis a

une ligation. Dans la parties basse du tableau sont présentés les tailles attendues des
assemblages.



et aux dimensions attendues. Afin de pouvoir le conserver et I'amplifier ultérieurement,
le fragment a été intégré a un vecteur d’expression bactérien et 'ensemble a été utilisé
pour transformer des souches Escherichia coli. Les PCR sur colonies indiquent que
sur les 50 clones formés, un semble capable de produire le plasmide dans son
intégralité. Cependant lors des tentatives d’amplification, aucune n’a permis l'isolation

du fragment d’intérét.

Méme si dans le cadre de cette these, le systéeme n’a pu étre mis en place in
fine, la construction est établie et pourra étre utilisée dans des expérimentations
futures. Le systéme UAS-Gal4 et dans une moindre mesure pour l'instant, le systéme
QUAS-QF sont trés utilisés. La présence de systemes rapporteurs diversifiés tels que
ceux utilisant des luciférases ou des galactosidases/peroxydases en aval de séquence

UAS/QUAS pourraient étre envisagés pour des applications in vitro plus sensibles.

3.4. Avantages et possibilités permises par le double systéeme

Un double systéme de crible compacté en un seul construit de 7 kb permet la
génération de modeles animaux en une seule transgénese. Un grand nombre de
molécules agonistes ou antagonistes pourrait étre donc testées sur modeéle cellulaire.
Ensuite, les molécules identifiées seraient testées in vivo en modéle de drosophile.
Enfin, pour aborder un pré-criblage des molécules utilisables chez ’'Homme, le modéle
murin pourrait étre utilisé. Ce plan de ciblage en trois parties posséde I'avantage
d’utiliser le méme systéme entre les modéles, amenuisant les biais méthodologiques.
De plus, I'écartement d’un grand nombre de molécules sélectionnées in vitro par le
modéle in vivo de drosophile permettrait de tester un nombre trés restreints de
molécules en modeéle murin afin de répondre aux exigences d’expérimentation animale
(regle des 3R).

La présence de contrbles internes au systeme permet de nombreuses

vérifications. Les quantités de protéines chimériques produites sont quantifiables
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Figure 47 : Possibilités permises par le double systéme de criblage réalisé




rapidement d’abord par un rapporteur d’expression (ici la CFP), puis par I'ajout de
marqueur tels que les histidines (12xHis pour Gal4-LXRa) ou FLAG (pour LXR[) pour
des immunoprécipitations. De plus, I'expression des rapporteurs d’activité GFP (pour
LXRa) et RFP (pour LXR) est visualisable par fluorescence mais aussi, peut étre

ciblée par la large gamme anticorps disponibles.

Le construit a été arrangé de facon a pouvoir permettre de grandes modulations
afin de I'adapter a différents modeéles cellulaires ou animaux. D’abord, sa structure en
un bloc permet un sous-clonage facile dans d’autres plasmides. Puis, le regroupement
des trois rapporteurs de nature fluorescente (1 d’expression CFP ; deux d’activité GFP
et RFP) en 3’ de la construction permettrait leur remplacement, en un bloc, par des
rapporteurs d’autres natures tels que bioluminescent, biochimique... (Figure 47). Afin
de pouvoir permettre une utilisation dans des modéles d’espéces différentes, les
séquences ont subi une optimisation de leurs codons (codon-optimization) permettant
une expression maximale pour chacun des modeles. De plus, les séquences
terminatrices « SV40ter » et les séquences de clivage P2A sont connues pour
fonctionner chez nos espéces d’intérét (Liu et al. 2017; Pfeiffer, Truman, et Rubin
2012).

Grace a cette malléabilité, dans un premier temps, un modeéle cellulaire pourrait
étre développé. Lors de I'utilisation de génes rapporteurs, les protéines fluorescentes
sont souvent préférées car elles sont plus simples d’utilisation puisqu’elles ne
nécessitent que I'excitation a une certaine longueur d’onde pour étre visualisées.
Cependant, les signaux fluorescents ont facilement tendance a saturer et ne montrent
pas une grande sensibilité. A I'inverse, les luciférases sont beaucoup plus sensibles
mais nécessitent un substrat chimique : la luciférine. Ainsi, en modele cellulaire,
lorsqu’il est facile d’ajouter un substrat au milieu de culture, cette technique est
favorisée. Dans sa version classique, la luciférase « Firefly » est produite dans le
cytoplasme cellulaire. Ce parametre oblige une lyse cellulaire a chaque
expérimentation et nécessite un grand nombre de cellules dans le cas d’étude
cinétique. Il est aujourd’hui possible d’ajouter, en N-terminal, un court et puissant

peptide d’excrétion a la luciférase (Gller-Gane et al. 2016). Ce type de peptides est
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également déja naturellement retrouvé dans les séquences de luciférases chez
certaines espéces montrant des efficacités remarquables (Stern et al. 2007). Certains
de ces peptides ont déja été testés avec succes sur des luciférases. A chaque mesure,
seul le milieu de culture peut étre récupéré et analysé permettant des économies de

temps, et d’argent.

Dans le cadre du double systéme de criblage, plusieurs luciférases seraient
nécessaires afin de remplacer les GFP, RFP et CFP. De nombreuses luciférase,
stables et fonctionnant dans différents organismes et émettant a différentes longueurs
d’'ondes ont été découvertes. Une luciférase « verte » émettant a 540nm (Amaral,
Prado, et Viviani 2012); la luciférase « rouge » émettant & 615 nm (Caysa et al. 2009)
et la luciférase bleue émettant a 490nm (Trowell et al. 2016) pourraient étre utilisées.
L’utilisation de luciférases sécrétées dans le milieu de culture et émettant a des
longueurs d’onde distinctes serait trés intéressant dans I'établissement de lignées

cellulaires stables pour le criblage de molécules affectant les LXRs.

Dans le but de développer des modeles de criblage in vivo, la drosophile est un
modéle intéressant. L’analyse de la modulation des LXRs dans tout I'organisme
fournira des informations précieuses sur la biodisponibilité des ligands. Le modéle
drosophile, régi par des régles éthigues moins strictes, permettra le test de
nombreuses molécules. Ce modéle sera aussi particulierement intéressant dans la
recherche de ligands non seulement spécifique de chaque isoforme mais aussi avec
un ciblage tissulaire. Comme discuté précédemment, les essais thérapeutiques des
ligands des LXRs ont conduit a des effets néfastes aussi bien sur le foie que sur le
systéme nerveux. Un meilleur ciblage tissulaire s’avérerait étre un atout crucial pour le
développement de molécules thérapeutiques. De plus, dans le sens ou de nombreux
EDCs sont découverts chaque jours, l'analyse in vivo de limpact de certaines

molécules pourrait étre mis en paralléle avec des expositions humaines.

La réussite de ce type de systéme ouvre la porte a la transposition de cet outil

a d’autres récepteurs nucléaires. Par exemple, il est envisageable d’utiliser cet outil
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afin d’étudier en simultané I'activité ligand-dépendante des deux isoformes des
récepteurs aux estrogénes ERa et ERB. Leurs réles opposés dans la survenue de
certain type de cancer hormono-dépendant (prostate, sein...) font d’eux de parfaits

candidats a I'application de ce double systeme (Bousset et al. 2018) ; Annexe 1).

111 |Page






ANNEXES






1. Annexe 1 International Jourmal of  [ppypy
- Muolecular Sciences rf\\_cfj

Remienwr

New Insights in Prostate Cancer Development and
Tumor Therapy: Modulation of Nuclear Receptors
and the Specific Role of Liver X Receptors

Laura Bousset ¥**, Amandine Rambur ', Allan Fouache ***, Julio Bunay %21,
Laurent Morel ™2, Jean-Marc A. Lobaccare ¥%*, Silvére Baron ', Amalia Trousson %>
and Cyrille de Joussineau ***#

U Université Clermont Auvergne, GReD, CNRES UME 6293, INSERM U1103, 28, place Heawi Dunant,
B, Fo30M Clermont-Ferrand, France; lawra bousse Bheca fr (1LB.); amandine rambur@oca fr (AR);
allanfouacheT S8 email com (AE); julio.bunay_noboa@uca fr (J.B); laurent mosel@wca fr (1.M);
amalia trowsscri@uca fr (A T.); oy alle.de_joussineauB@uca fr (Cd )
Centre de Recherche en Nutrition Humaine d' Auvergne, 58 Bouley ard Montalembert,
F-63008 Cle rpont-Ferrand, France
* Cormespondence: j-manc lobaccaro@uca. fr (J-M.A_L.); silvere baron@uca fr (5.B.);

Tl 35473400416 (L-MoAL L) 337 3407-412 (S B

Faoe: +33- 4734007042 (J-MLAL); 4324732176347 (S B)
T These authors contributed equally to this work.
I These authors contributed equally to this work.

(5]

check for
Received: 29 June 2018, Accepted & August 2018; Published: 28 August 2014 updates

Abstract: I'rostate cancer (PCa) incidence has been dramatically increasing these last years in
westernized countries. Though localized PCa is usually treated by radical prostatectomy, androgen
deprivation therapy is preferred in locally advanced disease in combination with chemotherapy.
Unfortunately, PCa goes into a castration-resistant state in the vast majority of the cases, leading
to questions about the molecular mechanisms imvolving the steroids and their respective nuclear
receptors in this relapse. Interestingly, liver X receptors (LXRoe/NE1H3 and LXER /NR1HZ2) have
emerged as new actors in prostate physiology beyond their historical roles of cholesterol sensors.
More importantly LXEs have been proposed to be good pharmacological targets in PCa. This rational
has been based on numerous ex periments performed in PCa cell lines and genetic animal models
pointing cut that using selective liver X receptor modulators (SLiMs) could actually be a good
complementary therapy in patients with a castration resistant '"Ca. Hence, this mview is focused on
the interaction among the androgen receptors (AR /MNR3C4), estrogen receptors (ERa/NE3A1 and
ERA/NE3AZ), and LXEs in prostate homeostasis and their putative pharmacological modulations in
parallel to the patients” support.

Keywords: prostate cancer; metastasis; 1XFs; androgens; estrogens; cholesterol; oxysterols;
signaling pathway

1L Intreduction

Prostate cancer (PCa) rarely appears before the age of 40 years and is diagnosed in men of
approximately 70 years old. Already known risk factors include age, family history, ethnicity, and
internal steroid hormones levels, whilst there are also emerging carcinogenic factors, including diet,
lifestyle, and exposure to xenobiotics. PCa requires androgens for growth, and androgen deprivation
has, for decades, been the principal strategy to treating advanced disease. The increased incidence
of PCa in many countries has been partly attributed to changes in diagnostic methods. Despite its
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controversy, introduction of the prostate-specific antigen (PSA) assay as a screening method during
the last decade has led to an increase in incidence. However, this alone does not explain the observed
continuing rise. Besides, epidemiological studies have also pointed out that environmental factors
could influence PCa risks, even though they are difficult to define [1]. PCa is the paradigm of the
endocrine-related tumors, together with breast cancer. Various hormones, mainly steroids and their
respective nuclear receptors (NRs), have a prominent role in the development of PCa. Hence, unusual
levels of testosterone and dihydrotestosterone (DHT) in prostate tissue are suspected to increase the
risk of developing cancer [2], and estrogens are believed to have an important role as well [3,4].

NRs are part of a superfamily encompassing 48 members within humans. As DNA-binding
proteins, they can control the transcription of genes whose products are fundamental for important
physiological functions (for a review see Evans and Mangelsdorf [5]). Schematically, NRs are composed
of three major independent functioning domains (Figure 1): a N-terminal involved in the regulation of
the non-ligand dependent transcriptional activity, a central DNA-binding domain, and a C-terminal
ligand-binding domain carrying a potential ligand-binding pocket controlling the ligand-dependent
transcriptional activation function [6].

The steroid receptors are within the cytoplasm in the absence of a ligand and are bound to heat
shock proteins that impede the shuttling to the nucleus (Figure 1).

Figure 1. Schematic structune and functioning of steroid receptors. Nuclear receptors are composed
of an N-terminal domain (NTD), a DNA-binding domain (DBD) mesponsible of the binding to the
DNA-target sequences usually located within the promoters of the targets genes and a C-terminal
ligand-binding domain (LBD), which is specific to the molecule. Canonically, it is admitted that steroid
receptors afe located within the cytoplasm in the absence of hormone, bound to heat shock proteins
(HSP) that impede shuttling to the nucleus. The binding of the steroid (L) allows the chaperones
to unbind from the proeptor and migrate to the nucleus after a homodimerization. The binding of
co-activators (Coact.) makes the recruitment of the transcriptional machinery possible, along with the
RNA polymerase IT (RNA Pol II), the transcription of the target gene, and the physiclogical e ffects.

However, other types of NR, such as the liver X receptors (LXRat/NR1H3 and IXRB/NR1H),
function in a heterodimer with retinoid X receptors (RXRs, the receptor for %-cis retinoic acid, NR2B1-3).
In such signaling systems, the heterodimer complex resides bound to DNA in the absence of a ligand,
with transcription blocked by the presence of co-repressors (Figure 2).
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Figure 2 Schematic structure and functoning of nuclear receptors bound as heterodimers with
retinoad X receptors (EXE). The non-steroid nuckar receplor (grey ) is supposed to be bound with EXEs,
a receplor for -0 retinoic acid (deep purple), to the DNA. In absence of ligand, the transcriptional
activity is Blocked {thin green arrow) by co-repressors (Comepu). As for the steroid seceplors, the binding
of co-activatons (Coack ) makes possible the recruitiment of the transcriptional machinesy, along with
the EMA pelymerase [ (RNA Pol [T}, the transeription of the target gene (thick green acnow ], and the
physiological effecta

Ligand binding triggers major conformational changes in the receptor’s ligand-binding
domain which leads to the dissociation of chaperones and/or corepressors, nuclear translocation
[when necessary) and DMA-binding, and the mecruitment of coactivators. Thus, it initiates gene
transcription [7] (Figures 1 and 2). Hence, in the presence of an agonist in the ligand-binding pocket,
corepressors dissociate and the recruitment of transcriptional coactivators is favored. Feciprocally
interactions with an antagonist represses association with coactivators and emables corepressor
recruitment. The ligand-binding domain may also contribute to the modulation of the N-terminal
AF-1 through inter-domain crosstalk, allowing activating domains to recruit coactivators individually
or in a sy nergistic manner [7].

2 Muclear Receptors Are Fundamental for Prostate Physiology

Androgen [8] and/ or estrogen [4] deregulations have been associated with the development of
Ca. Their respective NEs are targeted in the treatment of this tumor Besides these classical steroid
MEs, newly considered steroid receptors such as LXEx and LXEB [10] have emerged as interesting
players in both prostate homeostasis and carcinogenesis [11-13]. This section will be focused on the
androgen (AR/MNR3C4), estrogen (ERe/NE3A1 and ERp /INF3A2), and oxysterc] (LXEs) receptors,
and their putative interactions in maintaining prostate physiclogy.

21. Role of AR in Prostate Fhysiology and in PCa

Since pioneering work from Higgins and Hodges was published in 1941 [5], it has
been well established that androgen regulation signaling is ome of the hallmarks of PCa
If testosterone is the principle circulating androgen, the most active androgen in the prostate
remains Se-dihydrotestosterone (IDHT), produced by conversion of testosterone by So-reductase
type 2 (SKD5AZ), which binds their nuclear receptor with two to ten-fold higher affinity than
testosterone [14]. DHT exerts its activity through AR-egulated transcription of genes imvolved in cell
differentiation, development, survival, and function of the prostate in adulthood. Androgens may
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also exert rapid, AR-dependent non-genomic effects. In this process, cytoplasmic AR can induce
kinase-signaling pathways such as mitogen-activated protein kinases (MAPK) or phosphoinositide
Fkinase (PI3K)/AKT, which ultimately influence AR signaling through the phosphorylation of AR
itself or AR co-regulators (for a review see [15]). Part of this mechanism could explain therapeutic
failures when anti-androgens have noetfect on androgen target genes despite A K remaining active.

21.1. Androgens Are Involved in Prostate Differentiation, Growth, and Functioning

WVarious knock-out models for AR have pointed out that the initiation of prostate development
needs a functional AR [16], even though a comect organization of the fuhie prostate also invobres
mesenchymal fepithelial interactions, in which AR is required at the stromal level. Cunha and
colleagues [17] showed that AR signaling is needed in the mesenchymal compartment for initiation
of prostate development, but not in the epithelial compartment. The stromal cells express AR and
secete peptide growth factors in response to androgen signaling [18,19], which contribute to the prostate
differentiation. Binding of these growth factors to their respective receptors on basal cells promotes
their proliferation and differentiation first into intermediate cells, then into fully differentiated luminal
cells [20]. Conversely, basal cells do not hawve AR [21,22]. In adulthood, maintenance of the prostate
gland depends on the balance of growth-survival/ apoptosis driven by androgens, which promote the
survival of luminal epithelial cells. In animal models, supra-physiclogical levels of androgens mesult in
an increase in cellular proliferation in the prostate [23]. Comversely, castration induoes apoptosis in about
7% of luminal epithelial cells in adult male rats but has little or no effect on basal and stromal cells [24].

21.2. Androgens Drive Proliferation of Luminal Epithelial Cells in PCa

The malignant switch from benign luminal cells to cancerous adenocarcinoma cells is poorly
understood, but regardless, AR activity still drives proliferation. This applies both in tumors which
are dependent on circulating androgens and in more advanced, castrate resistant disease [25-I7].
This signaling pathway pathologically allows androgen/ AR complexes to bind to and enhance
expression of survival and proliferation genes that are normally not regulated by these complexes
in either intermediate cells or luminal cells [25-27]. Using ChiIP-on-Chip and ChlP-5eq experiments,
research groups have reported thousands of AR direct binding events in P'Ca cell lines and tissues,
furthermome showing different binding patterns depending on the stages of cancer [28-30].

2.2 Role of ER in Prostate Physiology and in PCa

The physiclogical functions of estrogens in the prostate, other than their activity as antiandrogens,
e been unclear for many years. The development of genetic mouse models and their study have
helped decipher the role of 17f-estradiol and its receptors in the prostate. 17 fi-estradiol activity
is mainly mediated through its specific nuckear receptors, ERa (WE3A1) and ERp (NE3AZ) (for a
review see Yagar et al [31]) As with AR, EEs control transcription via binding to distinct DINA
sequences at target genes or through their non-genomic activity. In non-malignant human adult
prostate tissue, ERo is mainly expressed in the stromal compartment where it is involved in stromal
|l proliferation and differentiation [32], and it can be found in less than 2% of epithelial cells where it
drives estrogen-mediation epithelial cell proliferation [33,34]. Comversely ERp is detected in 90% of
epithelial cells [35-37], where it promotes cell homeostasis and differentiation [38].

Muring PCa initiation and progression, stromal ERe expression remains but up to 80% of all
epithelial cells show anexpression of ER o that rises from (-2 to 80% in PCa [37]. Inversely, e pithelial cells
lose ERB, as it drops from 90 to 15% of cells in PCa [35,39,40]. Finally, the TRAMF and FB-Cred/ Pten'=F
"Ca mouse models have helped to understand the respective opposite roles of both ERs, along with
the significance of this change that is seen in PCa. While epithelial ERa is thought to be responsible of
estrogen-mediated PCa growth, epithelial ERP is believed to have protective roles [41].

Epidemiclogical data have shown controversial results regarding the role of circulating estrogens.
Local steroid production by prostate tumors, rather than circulating stercids, may play a major role in
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driving PCa growth in men follmwing androgen deprivation therapy [42]. While current research on
the role of intracrine steroids focuses on intratumoral androgens, it is important to note that aromatase
(CY¥P19A1), which catalyzes estradiol production from testosterone, is also altered in PCa tissues [43]
and CYP19A 1 expression could be 30-fold higher than normal in PCa metastatic tissues [44].

2.3. LXRs as Emerging Factors Regulating Prostate Physiology

LXEx and LXER, encoded by two distinct genes, are composed of 447 and 460 amino acids,
respectively (for a review see [10,45]). They cannot be formally considered as true isoforms; however,
they shamne 77% of their identity within their DNA- and ligand-binding domains. Initially described
as orphan receptors, Mangelsdorf's group demonstrated mome than 20 years ago that LXEs were
actually the receptors for axysterols, oxidized derivatives of cholesterol [46,47]. Because oxysterols
wemne described as bona fide ligands, it was suspected that LXRs could be imrobred in the regulation
of cholesterol metabolism.  Indeed, this was further demonstrated by the phenotype analysis of
LXR-deficient mice [48]. Hence, the activation of both LXEs by their cognate oxysterol ligands reduces
the intracellular concentration of cholesterol. This occurs through several means: (1) the increase of
the cholesterol effluc via the transcription of ABCGI and ABCAI, two membrane transporters amd
target of LXRs; (2) the inhibition of the cholesterol influx by increasing the ubigquitin ligase inducible
degrader of the LDL receptor (IDOL), which targets the LDL receptor; (3) the increase of cholesterol
metabolism into bile acids (induction of CYP7A1) or steroids (induction of StAR); and (4) the increase
of cholesterol storage.

In the prostate, we and others have explored the physiologic role of IXEs. Both isoforms
ame expressed in the prostate, in epithelial as well as in stromal cells. However, so far, it has
not been possible to dissociate the exact role of each LXR isoform as they both compensate each
other [49]. Fukuchi et al. first pointed out that ABCA1 was downmegulated by AR in LIMCaP cells [50].
Furthermone, the same group showed that the activation of LXEs by the synthetic agonist TO901317
slows down LNCal proliferation [51], suggesting a role of LXEs in the progression of CaF, or at least
showing that these receptors could be pharmacologically targeted. [XKs and some of their target
genes were found to be less accumulated during the progression of the androgen-dependent into
androgen-independent relapsed tumors in a xenograft mode] [52].

The role of LXEs in the control of the apoptosis of prostate cells was also shown using various
natural or synthetic ligands [11]; this cocurs through the modulation of the membrane cholesterol
content associated with the lipid rafts, thus decreasing the PI3K and survival pathways. Using new
cellular models derived from the dorsal prostate, we showed that LXRs control both protein kinase B
(or AKT) and MAPE phosphorylation pathways in a normal prostate’s cell cycle [12]. This point is of
importance as the Ras/MAPK pathw ay is essential to maintaining cellular homeostasis because of its
implication in cell proliferation and differentiation. Additionally, this pathway is the second major
signaling pathw ay whose deregulation has been associated to prostate tumorigenesis: it has been found
up-regulated in 43% of primary tumors and in the greatest majority of metastases [53]. Furthermone,
the suppressor of cytokine signaling 3 (S0C53), which is able to inhibit p42/p44 MAFPK signaling [54]
and the proliferation and migratory ability of cancer cells, is upregulated upon LXR activation [55,56].
Janus kinase,/signal transducers and activators of transcription (JAK /STAT) and Wingless/ Integrated
(Wnt) pathways could also be deregulated in PPCa [53] Interestingly, LXR activation represses the
JAK /STAT signaling pathway in the liver and decreases B-catenin accumulation, a crucial mediator of
the Wnt pathway [57]

In parallel, our group pointed out that LXRE-deficient mice fed with a high cholesterol diet
presented a neoplasia within the prostate epithelium, characterized by the downregulation of the tumor
suppressor Homeobox protein NEX3.1 and beta-microseminoprotein M5MB and the upregulation
of pro-oncogenic factors such as Cyclinl¥ and CyclinD2 [58]. This was definitively due to the
accumulation of the oncogene and histone methy| transferase enhancer of Zeste Homolog 2 (EZHZ),
whose overexpression has been described in patients with an aggressive PCa [59]. The guestion
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regarding any expression change with cancer progression is unclear. Indeed, Oncomine™ analysis did
not show any difference for LXRe, while a slight significant difference was observed for LXRJ [58].

Altopether, ex vivo and in vivo studies suggest that LXEs could be implicated in the progression
of PCa and, thus, could represent a pharmacological target for its treatment (Figure 3).

: Aindrogen activity
Immunatherapy  « Andeogen ayribesis

Figure 3. Summary of the various treatments proposed to treat PCa. A focus is made on some nuclear
receplors.  The androgen (AR) and estrogen receptor (ER) & have deleterious effects on prostate
cancer {PCa) progression when activated by their respective ligands dibydrotestosterone (DHT) and
17 festradicd (E2). Conversely, nuclear oxysteral eceptors (LXEa/ B} and ERP block the progession
of PCa in animal models when activated by their respective ligands. As indicated, AR and ERa
activity in PCa could be modulated by [XEs, dinectly or imdirectly. For more details see the text.
DDA: dendrogenin A

14, Androgens, Estrogens, and Oxysterals Inferact in the Prostate

Despite their specific respective physiological roles on prostate physiology (see above sections),
androgens, estrogens, and ooysterols cross interact through the transcriptional activation of their
respective NRs

24.1. LXEs Regulate the Availability of Active Steroids

As desaribed above, prostate homeostasis is sensitive to steroids such as androgens and estrogens.
All of these molecules derive from cholesterol Begarding the binding to their respe ctive receptors, the
availability of androgens [60] and estrogens can be modulated by sulfotransferases, which inactivate
the steroid activity [61]. FPrevious work has reported that sulfotransferase family 24 member 1
(SULT2A1) deactivating androgens is a LXR-target gene [62] Indeed, ligand activated LXRs deprive
cells from androgens through the increase of SULT2A1. Conversely, LXEs inhibit the expression of
steroid sulfatase 5T5, an enzyme imvobred in the activation of androgens in prostate [63]. The kevel of
active estrogens is also dependent of the levels of the estrogen sulfotransferase EST/SULTIEL As for
androgens, sulfated estrogens cannot bind to and activate ER activities [64].

242 AR, ER and LXR Interaction within the Prostate
PC-3 AR-negative cells display a higher accumulation of LXR target genes [65], such as ABCAl

and ABC(GT [13,50,52] A similar accumulation is also seen mouse models and in patients receiving
androgen deprivation therapy [66]. Benign prostatic hy perplasia is a pathological situation due to
an excessive activity of AR and the production of DHT [67]. Using transgenic animals, we [44] and
others [65] described LXRao as a key modulator of the cross talk between the stromal and epithelial
compartments, which is essential for the integration of androgen signaling in the prostate and its
effect on the epithelium. We pointed out that LXFx-deficient mice have increased secretory activity
in the epithelium mesulting from a deregulation of the androgen signaling. Mo clear specific role
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was identified for LXFs between the epithelial and the stromal compartments, suggesting a complex
paracrine network regulated by these receptors [49]. Likewise, Tsui et al [69] pointed out that LXK
expression was higher in androgen-sensitive LINCaP cells than in other PCa cell lines, and activating
LXFs by T0901317 in LNCaF cells decreases their AR accumulation and PSA production. Owerall, AR
and LXRs are definitively interconnected. Even it is not fully demonstrated for the prostate, it has
also been shown that ERs down-regulate LXEx mEMA in mouse macrophages [70,71], through an
estrogen response element in the LXEox promoter [70], suggesting a putative interaction between these
two classes of receptors.

2.5 NE Activity Can Be Alfered in Prostate Physiology by Environmental Disrupting Chemicals

Cholesterol-derived molecules are not the only ones that are able to modulate AR, ER, and LXR
transcriptional activity (Figume 3). Indeed, environmental disrupting chemicals (EDCs) (reviewed in
Delfosse et al. [72]) affect physiology in various ways by mimicking natural endogenous molecule
activity, antagonizing their action, or modifying the synthesis, metabolism, and transport of these
endogenous compounds. [Due to their estrogen-like structune, the main harmful effects of EIs
have been attributed to their interference with hormone signaling mediated by NEs [72]. Hence, the
physinlogic roles controlled by the targeted MRs are altered. Historically, studies were focused on ERx
and ERf, AR, and thyroid receptors TR (WNR1A1) and TRP (NE1AZ). Then, because disorders of
metabolic pathways have been assodiated to a higher risk of developing PCa, WEs controlling these
processes have been the center of interest Among them, peroxisome proliferator activated receptors
(PPARy /NE1C3), rexineid receptors (EX s/ WE2B1-3), and LXEx and §/MNE1H3 and 2 are abundantly
studied due to their potential to be pharmacologically targeted (for a review on LXEs please mefer to

Maqgdasy et al. [10]).
3. Lipid Metabolism, Angiogenesis and Immunity A re Altered in PFCa

As for other cancers, prostate tumorigenesis is a multifactorial process that depends on cell
modifications to allow for proliferation and growth. For that purpose, tumor cells usually (1) adapt
their metabolism to produce encugh cell components [73] and (2) induce molecular modifications to
escape from cell cycle control.

A.1. Lipid and Cholesterol Metabolism in Cancer Cells

Among the numerous metabolic alterations that fuel cells and allow for the increased rate of
growth and proliferation in cancer cells, the Warburg effect is a metabolic switch where cancer cells
reprogram their glucose metabolism for “aerobic ghroolysis”, a process usually favored in anaerobic
conditions [74]. Another example of an adaptation is citrate and fatty acid production. While citrate,
mecessary for secretion in prostatic fluid, is produced in large amount, it is used as a substrate for de
mowo fatty acid synthesis [75], which is found to be increased in PCa development [76].

A deregulation in cholesterol homeostasis has also long been assodiated to PCa [77,78]. Indeed,
W hite described an “accumulation of crystals of lipid nature in tumors” suggesting that "cholesterol
might be associated in some way with the regulation of cell proliferation™ [78]. Interestingly this
suspicion was later confirmed by Swyer who identified a two-fold increase of cholesterol content
when prostates weme affected by a hypertrophy [77]. More recently and using imaging data, prostate
cancer aggmressiveness has been associated with an aberrant accumulation of esterified cholesterol in
lipid droplets [74]. Howewer, no clear link has been made between cholesterolemia and Gleason score,
positive modal status, and, or positive surgical margins [50]. Hydroeoy3-methy lglutary Fooeneyme A
reductase (HMGCR) is the key eney me in endogenous de novo dholesterol synthesis and is inhibited by
statins. Interestingly, the use of statin by patients suffering a hypercholesterolemia has been assodated
with improwed PCa specific survival, particularly in men undergoing radiotherapy [B1].

Additionally, and as presented above, LXHFs incease the apoptosis of PCa cell lines by modifying
the membrane distribution of cholesterol. Indeed, we pointed out that activated LXEs by various
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matural or synthetic ligands could induce smaller and thinner lipid rafts and downregulate AKT
phosphorylation in these lipid rafts [13]. LXEs also regulate the first step of prostate carcinogenesis
since, as previously presented, [XE-deficient mice fed a high cholesterol diet have prostatic
intra-epithelial meoplasia while wild-type mice do not. This indicates that LXEs could act as gatekee pers
against PCa when cholesterol homeostasis tends to be destabilized.

Conwversely, AR and androgens hawe been implicated in the increase of the intracellular concentration
of cholesterol in PCa cells by inducing the accumulation of HMGC oA and transcription factor sterol
response element binding protein (SEEBP2), which increases cholesterol de novo synthesis, and by
decreasing the amount of ABCA1 [5Z]. AR also deceases LXE activation in PCa by competing for their
ooactivators. For a review regarding the interaction between AR and LXFs refer to Cariello et al [83].

Besides an increased endogenous synthesis of lipids, environmental factors such as food intake
play a critical role in cancer development. Hence, it has been considered that food intake could
represent the principal source of cholesterol [#4]. It is thus not surprising that an enriched lipid diet
could be described as a risk factor for developing PCa [85] A similar positive assodation with a higher
risk of developing PCa has been found for the consumption of products of animal origin [S6].

3.2, Modffication of Angrogenesis and Intmunity

Immune system dysregulation is another feature of cancer development. Some studies show
an interesting correlation between recurment prostatitis and PCa, suggesting the importance of the
immune system in prostate carcinogenesis [57]. Indeed, systemic and in situ inflammation could be
observed in the tumor and stromal microenvironment. This inflammation is suspected to contribute
to the tumor development by the supply of bicactive molecules, such as growth factors produced
by the microervironment immune cells. PCa has also been assodated with the accumulation of
inducible nitric oxide synthase (iN0S) [B8]. Gy cloowygenase (COX) 2, a pro-inflammatory eneyme
synthetizing iNOS is highly expressed in tumor-associated macrophages [69]. In the same way, [L&
is highly expressed in PCa and promotes tumor growth at least in part via PI3K/AKT signaling
activation [90,91]. Noteworthy, LXEs downmegulate inflammation by the parallel inhibition of iNO5,
COX 2, and TL6 expression [92,93]. Moreover, LXR activation is able to stimulate an antitumor immune
response by promoting the secretion of IFMN+ by macrophages and T-cells, a phenomenon that has
been associated with an increase in survival of mice injected with lung carcinoma cells [24].

Tumor expansion depends on the availability of nutrients and moygen and the ability to eliminate
the waste produced by the high metabolism of the tumor cells. To awoid the microemnvironment
becoming hypoxic and poor in nutrients, cancer cells favor angiogenesis by increasing the production
of vascular endothelial growth factor (VEGF). In PCa cells, VEGF is highly expressed. Momeonwver it has
been shown that LXEs are able to decrease VEGF signaling by modifying the distribution of cholesterol
at the membrane [45,96]. Logically, synthetic LXR agonist T0901317 blocks migration of endothelial
cells and vessel tube formation [97].

Altogether, modulation of cholesterol homeostasis has a strong effect both on inflasmmation
and angiogenesis within the prostate, two steps that are important for the progression of PCa to
an advanced form of disease. Hence, the fact that identified metabolisms are altered during tumor
development and metastasis process allows for the future possibility of using inhibitors of lipid
synthesis, inflammation, and/ or angiogenesis in patients with PCa

4 Management of Prostate Cancer and Treatments

Even though this review is focused on the NEs in PCa, it is important to have a clear overview
of the warious management strategies as, according to what was described in the previous sections,
anti-steroid therapy or novel molecules targeting [XEs could be applied depending on the stage of
PC. Hence, medical care of the patients is based on whether the tumor is localized, if it is advanced,
metastasized, or resistant to castration. Apart from classical treatments such as radio- or chemotherapy;
specific strategies have been developed to target steroid production and have shown some efficacy.
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5till, new strategies are to be developed to increase treatment efficacy The treatments could also be
combined in order to increase their efficacy.

4.1. Loval PCa

Less than 5-10%, of patients with low-grade, low-volume tumors will develop a PCa in the 10 years
follow ing diagnosis [95]. Based on the usually late age of diagnosis (usually above 70 years of age),
deferred treatment and active surveillance are proposed to patients in order to prevent over-treatment
that reduces mortality while decreasing the quality of life. About 80%, of men with PCa have a localized
disease [#]. For localized or locally advanced disease, the choice of treatment will be depending on
the risk of progression of the tumor, life expectancy; and patient wishes. According to the European
Assodation of Urology guidelines, radical prostatectomy is usually proposed to patients with low
to high-risk PCa since they have a life expectancy =10 years. Radiation therapy is a suitable option
for low-risk PCa and should be used in combination with androgen deprivation therapy (ADT) for
intermediate / high-risk localized and locally advanced PCa

42 Advaced and Metastatic PCa

Median survival for a patient newly diagnosed with metastatic PCa (about 5%) is at least
42 months. However, this is largely heterogeneous [100], and the first line standard approach for
patient with advanced I"Ca is ADT [101]. Three main pharmacological treatments are proposed to
block androgen effects. The first is treatment with LHEH ligands [102]. On one hand, agonists
{mainly gosemelin leuproline, and triptorelin) are able to downregulate the LHRH receptor, resulting
in a huge decrease of LH/FSH secretions and testosterone production. On the other hand, LHREH
antagonists (abarelix and degamelixc) directly block the LHEL mceptor and also result in the shut-down
of estosterone production. The second treatment is the blockade of androgen synthesis. CYTF17, the
limiting enzyme for the production of androgens, is upregulated in CRPC [44] and can be inhibited by
abiraterone treatment [103]. Ketoconazole has also been shown to block the adrenal steroidogenesis.
This metabolic pathw ay is important as HSDEB, which conwverts DHEA to androstenedione in prostate
tissue as well as in the adrenal gland, is sometimes found highly expressed in PCa [104]. Likewise,
AKRICS, which converts weak adrenal androgens (e.g, DHEA and androstenedione) into T and
DHT, is a good pharmacological target [105]. The third treatment is antiandrogens to antagonize AR
and androgen action. These compounds could have either a stercid structure as cyproterone ace tate
or a non-steroid backbone, such as bicalutamide, flutamide, or nilutamide. Enzalutamide, also a
non-steroidal antand ogen, prevents AR nuckear translocation and has a higher affinity for AR than
the widely used bicalutamide [106].

Together with ADT, chemotherapy may be performed. Fecent clinical trials and meta-analyses
show a 9% improved benefit on overall survival at four years of using docetaxel chemotherapy in
combination with ADT for metastatic hormone-sensitive PCa [100].

4 3. Castrafion Resstanf Prostate Cancer

Most patients ex perience tumor growth recovery despite being on ADT within a median of 18 to
24 months [107] and progress to a kethal stage called castration-resistant PCa (CRPC). The emergence of
this aggressive form of PCa is diagnosed when blood PRA increases despite a low serum testosterone,
follewed by a progression of the disease with the appearance of new symptoms and bone or soft tissue
lesions [108]. About 33% of men with a rise of PSA level will develop bone metastasis within two
years [104], even though patients with CRPC are highly heterogeneous. Various genetic alterations
have been assodated to this CRPC, such as alterations in PI3K or in Wnt pathways and in the cell cycle
or DMNA repair processes [110].

Howewver, AR pathway harbors the main alterations. Five general mechanisms are usually described
to explain the emergence of CRPC. The first is the overexpression of the protein AR [111,112], even
though AR expression is lost in a subset of metastatic CRPC (mCRPC) [113] and the mechanisms
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associated to this complete androgen independence remain unclear. The second are the mutations of
AR [114], which could induce a hypersensitivity to low levels of androgens, an antagonist-to-agonist
switch for antiandrogens, or a receptor able to respond to non-canonical agonists like non-androgen
sterpids. The third is the upregulation of AR, coactivators such as ARAT0, which plays an important
role in the antiandrogen antagonist-to-agonist switch in the DU145 PCa cell line [115], the forkhead
box protein (FOXA1) [116], immunoglobulin transcription factor (ITF2), steroid receptor coactivator
(SRC1) [117] bysine methyltransferase (EZHZ2) [118], and aldo-keto-reductase (AKRE1C3) [119].
Conversely to breast cancer, no downregulation of co-repressors has been reported so far. The fourth is
the activation of AR by tyrosine-kinase receptors linking the androgen regulated pathway with the
growth factor signaling pathways. Hence, insulin like growth factor (IGF-1), keratin growth factor
(KGF), and epidermal growth factor (EGF) can activate AR invitro in the absence of a ligand [120].
Likew ise, receptor tyrosine-protein kinase erbB-2 (Her-2/ neu) overexpression has been observed in
67 % of CRPC tissue versus 2006 of hormone-naive tissue [121,12Z] and participates in the activation
of AR in absence of androgen through MAPK signaling [123]. Her-2/neu activation also increases
AR stability [124]. The firth is the intratumoral synthesis of active androgens. The primary source
of androgens for the tumor cells are the testes, even though the adrenal glands [125] could, to a less
extent, provide inactive androgens that are transformed into active hormones (5-107%). Additionally, as
described abowve, some tumors synthestze their own active androgens by the abnormal production of
oy tochrome CYPI7AT and AKRIC3 or a higher activity of SRD541/ 3, which allows for the conversion
of testosterone into DHT [126].

4.4, New Therapentic Strategies for PCa Beside Steroids and N Rs

For few years, therapeutic strategies have attempted to reduce overtreatment of metastatic CRPPC
(mCRPC) patients, which only offers little benefits to life expectancy while having a negative effect
on quality of life. One strategy to prevent over-diagnosis of PCa has been to limit systematic PRA
screening. However, metastatic PCa has been increasing in the USA. As PCa mortality is due to the
progression of the disease, the new challenge for physicians and researchers is to propose new options
to treat advanced and metastatic forms of PCa.

Chemotherapy with cabaxitaxel, a novel taxane-derivate drug, is now a second-line option for
docetaxel-resistant cancer. A TROPIC phase I1I clinical trial demonstrated an overall survival benefit
of cabazitaxel (131 months) versus mitoxantrone (127 months) in docetase]l-resistant CRPC [127].

As PCa preferentially metastasiznes in bone (907%) and primarily forms osteoblastic lesions [125],
these metastases ame incurable and contribute to tumor-specific morbidity and mortality [129] Hence,
radium 223, which is a radiopharmaceutical molecule, similar to caldum, improves overall survival by
binding to newly formed bone and emitting radiation to induce apoptosis in the surrounding tumor
cells [130]. Bisphosphonates slow down bane resorption and prevent loss of bone mass by binding
hydroxyapatite and inhibiting osteoclast activity Among them, zoledronic acid shows a delays in
the emergence of skeletal-related events by 36% [131]. Targeting the bone microenvironment can
also reduce skeletalrelated events. Denosumab is a monoclonal antibody, which binds to receptor
activator of nuclear factor kappa-B (RANK) ligand, interfering with the activation of RANK at the
surface of osteoclasts and thus inhibiting their proliferation, function, and survival while decreasing
bone resorption. This molecule delays the time of apparition of first bone metastasis for about four
months [122].

Cancer therapy is now facing the new era of immunotherapy. Fecently, focus was made on
immunotherapy of FCa since sipuleucel-T demonstrated significant, even limited, benefit on overall
survival in a clinical trial on asymptomatic or little symptomatic mCRPC patients [133].

Exven in CRPC, AR remains active and PCa cells am sensitive to a second-line of ADT. For CRPPC
patients, spedific drugs have been developed such as abiraterone acetate and enzalutamide {see above).

Unfortunately, initial responders to second generation ADT imevitably become mesistant to
enzalutamide and abiraterone, and others develop acquired resistance [134]. 5o, for the last few
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years, esearch has been focused on the comprehension of the molecular mechanisms inducing these
resistances [134].

The discovery of new mechanisms of resistance will allow for the deciphering of new molecular
pathways and encourage the development of future molecules, such as the currently under trial
apalutamide (ARN-50%, Janssen, Horsham, P4, USA), darolutamide (ODM-201, Orion, Espoo,
Finland), proxalutamide ((GT0918, Surhou Kintor Pharmaceuticals, Surhouw, China), seviteronel (Viamet
Pharmaceuticals, Research Triangle Park, NC/ Innocrin Pharmaceuticals, Durham, MNC, USA), ASNOM
(Asana Biosciences, Lawrenceville, M], USA), and TRC253 (Janssen).

Fecent results suggest that oxystercls and LXEs have a protective role against progression and
dissemination of tumor cells. Indeed 27-hydroxycholesteral, a LXR ligand, reduces the invasive
potential of LNCal® and PC3 PCa cells in in vitro cell invasion assays [135]. Pencheva and colleagues
demonstrated in a melanoma model that treatment with an LXE agonist affected secretion of
APOE by stromal cells resulted in a decrease in tumor growth, necangiogenesis, and metastatic
dissemination [136] Likewise, Segala et al pointed out that dendrogenin A, a newly discovered
cholesterol metabolite and activator of LXRs, is able to specifically induce lethal autophagy of cancer
cells in witro and in vivo [137].

5. Conclusions

As aleady presented, cholesterol is an important molecule whose concentration needs to
be controlled in prostate physiclogy.  Since cholesterol is assodated with the aggmessiveness of
prostate adenocarcinoma, targeting its metabolism appears to be an interesting theoretical therapy.
Two pathways can be targeted: the mevalonate pathway, which is inhibited by the statins, and the
LXR signaling pathway, which could be activated to tighten the control of cholesterol homeostasis.
The modulation of both pathways will have a hypocholesterolemic effect.

Various epidemiclogical studies and meta-analyses have shown that the use of statins reduces
the risk of PCa mortality [138] and, more importantly, decreases the risks associated with the
development of advanced PCa [139] to present aggressive pathological features in histological anabysis
of prostatectomy specimens [140] or to develop distant metastasis in patients who were diagnosed
with non-metastatic PCa [141] A decrease in the time of response to ADT has also been reported in
patients with hypercholesterolemia. Comversely, statins delay the emergence of CRPC in ADT treated
patients [142]. Howewer, it should be kept in mind that statins have numerous side effects.

Since the primary use of statins in PCa therapy is still controversial, the development of new
selective liver X receptor modulators (SLiMs, [143]) is theoretically a good option to regulate the
intra-prostatic levels of cholesterol. These tissue-specific LXK agonists would modulate intracellular
levels of cholesterol in prostate tissue, be specific for each LXR isoform, and prevent any highly adverse
sideeffect. Sudh a spedfic SLiM, GW634(), has already been developed. It promotes macrophage reverse
cholesterol transport in vivo and thus exerts an anti-atherogenic effect without side effects linked to
hepatic LXRs activation like elevated plasma triglycerides [144]. As [XEa seems to be the isoform
responsible for the hepatic adverse effects observed upon pan-LXEs activation, the development
of LXE isoform-specific agonists actually mobilizes intense efforts from researchers. Currently,
many mobecules are under development [145]. Recently, BM5-852927, a nowel partial LXEp-selective
compound, was successfully tested in healthy human volunteers in a phase 1 ascending-dose
study [146]. This study reported an increase in plasma and hepatic lipids and a decrease in circulating
neutrophils in mice that was not observed in monkeys. These findings highlight the greatest difficulty
in drug discovery to predict clinical responses in animal models. To date, RGX-104, a LXEB-selective
agonist, is currently being tested in patients with advanced solid malignancies and lymphoma
(ClinicalTrials. gov Identifier NCT02922764). Expected effects of this molecule are a stimulation
of antitumor immunity and an inhibitory action on angiogenesis. Likewise, Segala et al. showed that
dendrogenin A is a natural specific activator of LXK usable in the treatment of cancers [137].
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As the development of selective LXR agonists and in vitro/in vive test is ongoing, the safe and
effective use of SLiMs appears to will be promising notably for prostate cancer treatment, as well
as other steroid-dependent tumors. Given the heterogeneity of the mechanisms of emergence of
castration-resistance, the focus of interest should be combinatorial treatment in cancer therapeutic.
5LiMs may be used in combination with current standard of care for the treatment of advanced
PCa/mCRPC, like ADT, chemotherapy, or immunotherapy to potentiate their effects or to target
multiple cancer-associated pathways and to reduce the risk of resistance development owerall.
Another benefit of combinatorial therapy is to diminish doses of administrated drugs and, likewise,
to reduce deleterious side effect. In a xenograft mouse model of melanoma, combining LXR agonist
treatment to frontline chemotherapy (dacarbazine) has shown a synergistic effect in reduding tumor
growth [136]. This seems to be a direction for the futune.
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ADT androgen deprivation therapy
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JAE/STAT  Januos kinase /signal transduwcers and activators of transcription
LDLE LDL peceplos

LXR liver X meceptor

MAPK mitogen-activated protein kinases
MSMB beta-microsemmoproten

MEX21 homeobox protein Mkx-3.1

MNE nuclear receplor

PCa prostate cancer

FI3K phosphoincsitide 3-kinase

PaA prostate specific antigen

EXE retinoid X meceplor

S0C53 suppressor of cytokine signaling 3
5R5A2 Sa-peductase type 2

SEEEP stefol response element binding protein
SLiMs selective liver X seceptor modulatons
SULT2AL sulfotransferase family 2A member 1
VEGE vascular endothe lial growth Bactor
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1. Iniroduction compounds (Huang et al, 2014 Raw propolis is typically

1.1 Propolis, an anoent product that has become foshionoble

Propalis, also called bee glue is anatural complex matrix thatis
synthesized by honeybees from products collected in tree buds,
saps, resins, mucilages, lattdces and other plant sources. The word
propolis is derived from Greek, in which pro stands for “at the
entrance to” and paolis for “city®, indicating this natuml product is
used in hive defense. Due to its waxy nature and mechanical
properties, propolis is used by honeybees as cement to keep
moisture and ternperature stable inthe hive all year around, and o
=eal cracks or open spaces. At elevated tempemtures, propolis is
soft, pliable and wvery sticky; howewver, when cooled, and
particularty when frozen or at near freezing, it becomes hard
and brittle. It will remain brittle after such treatment even at
higher tempemtures (Sforcin, 2016 L

Since antiquity, mankind has been using propolis in different
fields, mainly traditional medicine (Havsteen, 1983; Burdock,
1998 ). In ancient Greece, propolis was used as a disinfectant and
antiseptic for cutaneous and buccal infections. The Egyptians used
it mainly to embalm their cadavers. The use of propolis has then
been deweloped over the time. Mowadays, the development of
researches on propolis is mainly related to the development of
chemistry and analytical methods that allowed analyzing its
chemical compasitan.

The composition of propolis depends on the source of the
vanous trees used by honeybees: generally poplar trees in the
temperate zones, Betula in the Morthem, Dalechampia in the
Eguatorial regions, Cusia in Venezuela and Xanthorrhoea in
fAustralia (Burdock, 1998). Chemical hetemgeneity of propolis is
thus easily understandable as it is a complex mixture of
compounds derived from varous plants and processed by salivary
enzymes of bees. Hence, compaosition of propolis depends of the
plants, the seasons resins are collected, and the bee species. This
chemical diversity brings a crudal question of sandardization,
even though bees, by themselws, do not change its chemical
composidon (Bankova et al., 2000)

1.2, Composition of propobs

A= presented above, various types of propolisE have been
reported according to the geographical amras of pmducion
botanical sources and chemical compositons (Bankova, 2005a)
The temperate zone propolis is genemlly referred as poplar
propalis berause mainly produced from the bud ewmwdates of
Popules trees (Popova ef al, 2004). Birch propolis is found
specifically in Russia and is different from poplar propolis (Christow
et al, 2006). Pacific propolisis a type of propolis found in Taiwan,
Japan and Solomon [sland (Popova et al, 2009). Various forms of
Brazilian propolis are available: green propolis is derved from
Bacchans droounouwiifornia { Righi etal., 2011 ) while brovwn propolis
comes from Capafera species (Sawayaetal., 2006 ) and red propolis
iz obtained from Dalbergia ecastophylium (L) {Piccinelliet al., 20111

1.2.1. Gross compasition of propofs
Propolis sample analyses from various parts of the wordd have
been collectively reported to contain over 300 different chemical

composed of 50% plant resins, 3% waxes, 102 essential and
aromatic oils, 5% pollens and 5% other organic substances
{Bankova 2005a) Through various high thmughput technics such
as mass spectroscopy, nuclear magnetic resonance, gas chroma-
tography coupled with mass spectroscopy, it has been possible to
identify several families of chemically active compounds (For a
review (Bankova, 2005h)) but not to define a minimal commaon
compasition with clear concentrations of the varous compounds.
Mevertheless, the main chemical groups present in propaolis resin
comprise phenolic acids or their esters, flavonoids, terpens,
aromatic aldehydes and alcohols, fatty acids, stilbens and
B-steroids (Watanabe et al., 2011).

Favonoids are the main compounds of propolis as they are
responsible for the main pharmacological (see below] Among
them it could be found flavones (luteolin], flavonols (gquencetins
and derivatives), flavanones (pinocembrin, or 57 -dilmpdroogifla-
vaone, and derivatives, and naringenin), flavanonals {garbanzol and
alnustinol), chalcones and dibydmchalcones, isoflavones (calyco-
sin], isoditydroflavones (daidzein ). flavans, isoflavans (vestitol and
dervatives | and neaflavonoids (homo pterocarpin and medicarpin)
{for an extended meview (Bankova, 2005h) )

Terpenoids, even though presented inonly 10, are esponsible
for the odor, because they are volatile components of plants, and
also contribute forthe biological propertes of propolis. Terpenoids
include manoterpenes (terpineal, camphaor), diterpenes (the main
group, such as ferruginol, junicedric acid and derivatives, pimaric
acid, totarolone], triterpenes (such as lupeol and derivatives,
lanosterol, amymne and derivatives) and sesguiterpenes (such
w-glemene, valencene, a-ylangene, a-hizabolol) (Table 1).

Phenolic compounds include various acids such as cinnamic, p-
coumaric, chicoric, caffeic and fulric acids (For a review (Bankova,
2005b] 1L

122 Geographical origin of propals and composidon

This overview of propolis com position obviously depends of the
area of collection. For example propolis =amples from Europe,
Morth America and other temperate zones are mainly com posed of
flavonoids {pinocembrin, pinobanksin, quercetin, chrysin and
galangin], phenolic acids and their esters (Falcio et al, 2000,
likewize poplar propaolis (Falcao et al., 2010; Sun et al, 2012}

Mediterranean propolis is chamcterstic by the high concen-
tration of terpenoids and is found in many regions like Greece
{Popova et al, 2010; Celemli et al., 2013 ), Switzerland {Bankova
et al., 2002), Malta({ Popova et al., 2011), Turkey { Duran etal., 2011;
Silici etal, 2007) and Algeria (Piccinelli etal., 2013 ). Amaong these,
Algerian one is derived from two principal species Popules spp and
Cirus spp and is composed of pinecembrin, chicoric and caffeic
acids and their esters, galangin (Boutabet et al., 2011 ), diterpenic
arcids, flavanols like chrysin, and aromatic acids (Piccinelli et al.,
2013} In Greece, propalis is rich of flavonoids and diterpenic acids
{Popova et al., 2010). Populous spp and ewcopypius are the main
plant sources of Turkish propolis. Its composition is not different
from that of Algeria and Greece with caffeic acid and its esters,
pinobanksin, pinoccembin, diterpenic acids, aromatic acids and
flavonols {Duran et al, 2011}

Many studies with African propolis from different regions like
Kemya, Cameroon, Congo and Ethiopia, showed that friterpenoids
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Tahble 1
Main characreristics of the described propalis.

Ceographica arigin Major compounds

Biokogicl propertes

Reference

Temperate zones
Poplar propalis esheTs
Algeria diterpenic adds, chrysin, anomatic adds

pinocembrin, chimrnc caffeic 20ds and eiers, galangin

Brazil (red and green) prenylaed phen yipropanoids, caffeoy] quinic aods, phenolic agds,
peooumaric acids, diterpenic acdds, kaempfenide, isoduranetin, formonanetin,

iso iquirttigenin, biochanin A, apigenin

China -
Cuba (red) -

Crewce flavanaids, dipertenic adds

Kenya, Cameroon, Canga,  tritenpendai ds
Ethiajpia

Karean
Malz terpenaids
Paland

Switzeriand terpenaids
Thailand -

Turkey terpenaids

flavanaids {jpinocembrin, pin oban ksin, quenetin, chrysin, galangin), phenalic agds and

Falcha et al {30,
Sam et al. (2012)

Angpraliferaton Piacinelli et 2l (2013,
Ana LV Houtabet ot 2l (3110,
Antmetastasic Segueni et al (2011}
Hengued ouar o al.
(-1 h L]
Anihacheria Han kowa et 2l (20007,
Angfungus Hankowa, (2005),
Andocedant Frozza = al_ (3013,
Anginflammation Park o a. (2002),
Antiangiogenic effects da Silva Frozzm = al.
Antmmaral | S,

Chal estena | homeostasis
Depressian

Anxiety
Abhames disexe

Abhames disexe

Lihva = 2l (3008,
Alencr et 2l (2007
de Mendonga et al

[ AN5)

Machado &t al (2016),
Righi et al (3011},
Haa et al (2002),

Li e al (3007

lim et al. (2012

R et 2l (2004),
daSilweira etal (2016)
Chen et al {2008)

Antimcdant Claars et 2l (2000)
Antimodant Salim = 2l (3015)
Angdprali ferat ve

Cytotrncceffects on cancer

Popova et al {309,
Celemli et al (2013)
Amini-Sareshnia

cells etal (2015),
Imhibition of cancer cedl Alizadeh =t 2l (30157,
praliferatian
Anthacheria Papachroni e al
Angfungus [ AS),
Petrowa et 2l (20007
Popova et al (2013,
Rushadi =t 2l (34
Depression Lew et 2l (2013)
Popova et al (2011)
Inhibition of cancer ¢l Kubina et al. (2015)
praliferation
Free radi @l s@venging Miguel et al 200,
Ang-lipid perocd ation Valente =t al_ (20115
Bankova et al (2002)
Angpraliferaton Khacha-ananda et al

Cytorncceffects on cancer

cells
Angonidant

(A3

Duran o 2l (20710,
Liha et 2l (3007,

Turan et al (20157,
Harlak et 2l {3011)

Refier it the main tewt 0 hawe mane informat on.

are the major chemical components (Fapachroni et al, 2015;
Petrova et al., 2010; Popova et al., 2013 ; Rushdi et al., 2014)
Propolis from tropical areas like Brazil is composed essentially
by prenylated phenylpropanoids and caffeay] guinic acids (Bank-
ova et al, 2000) In Brazil, Park et al. {Park et al., 2002) have
identified and classified 13 different types of propolis based on
their physicochemical characteristics. Green and red propolis are
the most commaon types of Brazilian propolis exiraceed from
Bacchars sppDalbergia ecosmphylum, Berala wermucoss, Berulo
pendula and Beruly pubescens, and are composed of prenylated
phenylpropanoids, phenolic acids, p-coumaric acids, diterpenic
arids, kaempferide, isosakumnetn, formononetn, isoliguiridge-
nin, biochanin A and apigenin (Bankowva 2005a; Frozza ef al, 2013;
Park et al, 2002; Silva et al., 2008; da Silva Frozza et al., 2006)

2. Biological properties of propolis

As previously presented, itis difficult to speak of “one” propalis
but it should mther be presented “thouzands" of propolis, due to
the various origins, seasons collect, surrounding rees and floeers,
genetics of bees, treatments of the collected propolis, methods of
extractons. Indeed, the use of different salvents for the molecule
extracton changes activity of main biologically active consdents
in propoli= (Table 1). As indicated in the previous chapters,
flavonoids, terpenoids and phenolic esters of propolis are
responsible forits potential effects with = pecific reagents (Wagh,
2013). ltshould also benoted that expect few in vive studies, some
of them presented above, the majority was performed in cell
culture using crude exiracts, which raises the gquestion of propalis
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compaosition but fadlitates the deciphering of the molecular
mechanism On the other hand, in vive experiments with animals
fed various propolis do not indicate what specific compounds is
really active or whether a mix of compounds could have a
synergistic activity, and more impartantly which transformed or
not derivatives really reach the target organ Despite these
important points, many properties have been associated to
propalis at the cellular and malecular levels (Fiz. 1)

21 Modulation of immune system

Aqueous extract of propolis modulates macrophage antitumar-
al activity in mice and increases the production of lymphooye
activation factors (Orsolic et al., 2004). Ethanolic extract of
Brazilian propolis enhances namral killers (NK) cells actvity
against ymphoma in rats (Sforcin, 2007 ). Orsatd et al. (Orsati
et al., 2001 have shown that ethanolic extract of Brazilian green
propalis up regulates the expression of tolldike recepror (TLR}-2
and TLR-4 and the producton of interlenkines (IL-1[ in BALBC
mice after 3 days of reatment. Brazilian propolis also modulates
the effect of macrophages in killing the parasites of Leishmaniaz
braziliensis. Thi= propalis also increased the production of umor
necrosis factor (TMF ) in pretreated mice {da Sibva et al, 2013

Waterextractof propolis induces the in e production of [L-1
by peritoneal macrophages (Dimov et al, 1992 ). Sampietmo et al.
{Quiroga et al., 2006; Sampietro et al, 2016) demonstrated that
partially purified propolis extracts simulate neutrophil chemo-
tactc activity at various concentrations suggesting its possible use
for patients suffering of newtrophil dysfuncbion.

22, Annbacterian and anifungal effects

Uzing ethanolic extract of Kenian propaolis, Muli and Maingi
(2007) have shown significant differences in the antibacteran
activities among three studied geographical areas, depending on
the tested microorganisms ( Prepdomonas aeroginosa, Salmonela
typhi, Escherichia coli, Staphylococoes gurews and Boollus subidis)
after 24h of treatment.

Brazilian ethanolic extract of propaolis produced by Apis mellifera
and Brazilian stingless bees showed significant effects against &
aurews, E. coli and Enterocecnes sp. Using the disc diffusion method,
Rahman et al. (Rahman et al, 20%) evaluated the antibacterial
activity of Canadian propolis against 5. qurews and E caoli. Result
showed that 5. gureus is more susceptible to propolis than E. oolL

Propolis extract has also a potential antfungal effect Flawo-
noids from Maringa (Brazil) induce cellular death of 3 yeast species
at a concentration of 20 pgiml: Condide ponapsilosis, Caondida
ropicels and Condida albicans (Oliveira et al, 2006 Dot et al
(2011 ) also demonstated that yeastisolates obtained from vaginal
exudates of patients with vubvovaginal candidiasis were inhibited
by ethanol extract and propolis micropamicles of Brazilian
propaolis, with =mall variation independent of the species of yeast

23, Anoocidanr effect

The antioxidant actvity of propolisis due o its endchment of
polyphenols such as phenolic acids and flavonoids.

In a model of alocohol-induced liver damage, Cuban red propolis
seems o have protective effects by inhibiting macrophage

ANTIOXIDANT ACTIVITY ANTIINFECTIOUS FURCT IO
Prapdamanas
Frea radical scavenging Sﬁmuﬂu
offect Escherichia Bacteria
«  Superoode dismutase Stsphylococes
Glulaihiane percaidase Bacius
« Lipid perasidation Fungue
l {4 Malondialsahyde)
+  Macrophage apopioss - :
(TNF/NFRE) Laishmana Farasihe
PROPOLIS
T MO + Lung
+  Macrophage aficency | T IL1-p * Cervix
1 THF: Ml aricena 4 probferation
= Malwal Kilers t TLR2 = Liwar 1 p38 MAPK
t TLR4 * Colom T p
= Breast
. Prosiate + MMP-3
. Bigmadh 1 Erkii2
+  Glichlastona

IMWMUNE REGULATION

ANTIPROLIFERATIVE PROPERTIES

Fig. 1. Schematic representat on of propalis acvities. EREK, extracellular signal-regulaed kinases; 1L, interleukin; p38 MAPK, p38 mitogen-actwated prowin kinase; N,
mdear Goior kappa-light-chain <enhameer of activated B oells; MO, mitric ocide; p21, D K-nteracting protein 1; THE tumor necnesis Scinr, TLR, tolllike recepinr; MMP,

matrix metal koprotenases.
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apoptosis and modulating TNF/MFrB pathway (Claus et al., 2000
Portuguese propolis collected in thirteen different areas in the
Algarve region during winter and spring are rich in phenols and
have an important capacity of scavenging free mdicals {Miguel
et al, 20100 The antioxidant actvity of propolis from Bornes
{Morth East) and Fundio (Centre) regions of Portugal was also
demaonsirated. Its free radical scavenging effect and protection
against lipid peroxidation were evaluated in human erythrocytes
and demonstrated as well (Valente et al, 2011].

Antioxidant effect of ethanolic extract of red propolis has been
studied on human turmor cell lines SF-295 ( glioblastoma), OWVCAR
—&({ovary]and HCE- 116 {colon ). Its enrichment in tanins, catechins,
chalcons, aurones, flavonones, flavonols, xanthones, pentacyclic
triterpenoids and guttiferones gives it a strong scavenging effect of
2 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (Alencar et al, 2007; de
Mendonga et al., 2015 ). The red propaolis of the Northern region of
Brazil showed the most potent antioxidant activity compared to
green and brown propaolis (Machado et al, 2016 However, no
malecular mechanism has been described =o far by the authors

Methanolic extract of yellow propolis from Brazil also shows a
high anticecidant activity determined by 2. 2-diphenyl-1-picrylhy-
drazyl and P-carotene/linoleic acid army methods (Righi et al.,
2011 L Imterestingly, ethanolic exiract of yellow propolis shows a
decrease in the production of nitric oxide and malondialdehyde in
3 month old male Wistar rats, without affecting the levels of
antioxidant enzymes supercxide dismutase and catalase (da
Silweira et al, 2016

In C57BL'E mice with acute lung inflaimmaton caused by
cigarete smoke, ethanolic extract of green propolis enhances the
activity of superoxide dismutase, glitathione pemxidase and
catalase, reduces malondialdehyde levels and decreases glutathi-
onejoxidized glutathione raton (Lopes et al, 2013

2.3.1. Effect of propolis on neurodegeneranve and depressive diseases

Among the varous pathologies linked to cxidation troubles,
neursdenerative diseases have a peculiar place as they are usually
tardily diagnosed, without any significant curative treatment In
that line propaolis has interesting antaidant properties as already
described that could be used as a prophylactic compound, and in
some cases considered as potential therapeutic drug compound.

Hence Reis et al. described that oil extract of propolis exerts
stimulant, ariolytic and antdepressant effects on the central
nervous system together with antioidant activity in mts (Reis
et al, 20M) Ethanolic extract of Korean propolis also have
antidepressif effect by enhancing glucocomicoid receptor function
{Lee et al, 2013 ). Es=ential oil of Brazilian green propolis, rich on
terpenoids, possesses thempeutic effect= against anxiety by
modulating the hypothalamic-pimitany-adrenal axis (LU et al,
2012).

Using human neuroblastoma SH-5Y5Y cells, Mi et al. (2017)
showed that pretreatment with an identical propolis significantly
ameliorates the hydmogen peroxide-induced cytotoxicity in SH-
SY5Y cells, significantly reduces reactive ooygen species derived
from mitochondria and 8-oxo-2-deoxyruanosine and significantly
reverses f-amyloid accumulation through the modulaton of PI3K
pateray. Altogether these data suggest that propolis could protect
from neurodegenerative damage in neurons that oocurs during
Alzheimer's disease and aging (da Silveira et al., 2016) Chinese
propalis has aleo significant activity inthe central nenvous sy stem
Hence a water-soluble derivatve could inhibit acetyicholine
esterase activity in the hippocampus of mice treated by scopal-
amine, which induces learning and memory impairment. showing
an interesting effect in vive in amnesia as observed in Alzheimer's
dizease (Chen et al., 2008 ). Amyloid-P peptides accumulate in the
brain and initiate a cascade of pathologic events in Alzheimer's
dizease. Interestingly pinocembrin, found enriched in propolis,

inhibits amyloid-f§ peptide accumulation in wire {Wang et al,
2016) and in vive {Liu et al., 2004

Parkinson's disease is another widespread neurodegenerative
dizsease associated with the loss of dopaminergic neurons in the
substantianigra and decreased striatal dopamine levels. Fontanilla
et al (Fontanilla et al, 2011 ) reported that caffeic acid phenyl ester
{CAPE) attenuated dopaminergic neurodegeneration and dopa-
mine loss in the MPFTP mouse model of Parkinson's disease. The
same compound also decreases the signs of amyotrophic lateral
sclersis and increases the survival progression by attenuatng
both neurcinflammation and motor neuron cell death (Fontanilla
et al, 2012 ). Finally CAPE has also a protective effect against the
dopaminergic neuronal koss phamacologically induced in mts by
protecting from cytochrome © release and caspase-3 activation
{Barros Sikva et al., 2013 )

2.4, Annproliferaowe effect

Cancer is now the leading cause of death in the waorld (|emal
etal, 2008 ). The pharmaceutical industry imvests billions of dollars
each year in the discovery and develo pment of new maolecules and
therapeutic approaches. In fact, it is estimated that ower 70X of
anficancer drugs are namal compounds or related. Example is
shown by @xol (paclitaxel) derved from the bark of Pacific yew
{ Taxuws brevifolia) or American mandrake { Podophydlum peltoiem]
{Watanabe et al., 2011; de Weger et al, 2014).

Bazed on its the high concentration in flavonoids, terpenoids
and phenolic compounds (for a review on their effects on cancers,
see (Bayala et al, 2014)), propolis has been the subject of several
studies to pointout putatve oy toboeic and antiproliferative effects
on various in vive and in vifre cancer animal models.

Propolis collected from Phayao province in Thailand has a
significant antiproliferative effect evaluated by 3-{4.5-dimethylth-
iazol-2-y1)-2 5-dipheny ltetrazolium bromide (MTT) test on an
adenocarcinomic human alvealar bazal epithelial cells { A%49) and
a human epitheloid cervix caminoma cells{Hela) after 24, 48 and
72h of treatment in a dose dependent manner (Khacha-ananda
et al, 2013).

Chemical analysiz of Algeran propaolis identified several anti-
cancer phenolic compounds such as galangin {Boutabet et al,
2011} and {+)-chicoric acid, identified in propolis for the first time
by Segueni etal. (Seguenietal, 2001). Independenty, galanginwas
shown to induce melanoma cell apoptosis via the activation of p3&
mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK) (Zhang etal., 2013h)
and to inhibit m viw tumor growth and metastasis in a mouse
melanoma model (Zhang et al, 2013c) Galangin also reduces
melanoma tumor progression (dissemination and induces autoph-
agy and apoptosis (Benguedouar et al, 2016).

Chicoric acid, displayed potent in vitne matric metallo protei-
nase {MMP]-3 inhibitory activity with [C50 at 6.3 =10~ M. In
addition, both caffeic acid and (+)-chicoric acid methy ester
present in Algerian propolis significanty inhibit UVA-mediated
MMP-3 upregulation by fibroblasts (Segueni et al, 2011).

In Turkey, five human cancer cell lines have been smdied.
Ethanalic extract of propalis have powerful oytotoeic ef fect against
hepatocellular carcinoma (Hep(G2), colon adenocarcinoma (Wilr],
Hela, mammary adenocarcinoma (MCF-7) and prostate adenocar-
cinoma (PC3) cells. It seems that the highest oytotocic actvity was
demonstrated on PC-3 cells with the half maximal inhibitory
concentration {1C50) at 207 + 34 pgiml (Turan et al, 2015).
Likewise, ethanolic extract from Polish propolis inhibits prolifera-
tion of human malignant cells of melanomaMe 45) and colorectal
cancer (HCT 116) { Kubina et al, 2015]

Imnian propolis also has a strong oytotoeicity on AGE human
gactric cancer cell lines. These exiracts inhibited the proliferation
of ACS cells with [C5%0 at 60, 30 and 15 pg/ml after 24, 48 and 72 h
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of treatment respectively (Amini-Sarteshnizi et al, 2015 In rats,
gacric cancer initiated by N-methyl-N-nitro-MN-nitrmsoguanidin
could be inhibited by ethanolic extracts of Imnian propolis which
decreases tumor proliferation and reduces the number of lesions
compared to untreated contmols {Alizadeh et al, 2005)

Ethanolic extract of Brazilian propoli= play a protective action
against 1,2 dimethylhydmazin induced colon cancer in rats (Bazo
et al, 2002) by suppression of the dewelopment of neoplastic
lesions. Tumaor imdasion and metastasis are considered as the main
therapeutic challenges in oncology (Zhang et al., 2013a)l It was
reported that ethanolic extract of Brazilian propolis has an anti-
angiogenic effect. This exiract reduced the number of newly
formed blood wessels and inhibits the proliferation of human
umbilical vein endothelial cells through the induction of apoptosis
and inactivation of the extracellular signal-regulated kinaszes (ERK)
1/2 signaling pathway { Kunimasa et al, 2011).

2.4.1. Effect of propolis on prostofe cancer

The risk for a man to have a diagnosed prostate cancer has
drastically increased these last wears to reach the second leading
cause of death from cancer {Jemal et al, 2008 ). Pros@te cancer is
an androgen dependent tumor characterized by a wery slow
development As for other types of cancer, propolis has also been
studied for its activity o decrease proliferation.

In Brazil. L et al.{ 2007) demonstrated that ethanolic extract of
propolis has an antitumaor activity against prostate cancer cell line.
This oyt toicity is due to the regulation of the expressionof cyclin
01, B1 and protein p2L

Dimethylsulfodd and water extracts of Turkish propaolis have a
very high antioxidant potential. According to Barlak et al. (2011],
this property is responsible for the anti-proliferative activity in PC-
3 cell line. Ethanolic extract of Egyptian propolis shows a great
anticecidant and antiproliferative effect on the same cells by
activation of apoptosis through the ranscripional induction of the
cellular tumor antigen p53 and the Bol-2-associated X protein
(Bax]) (Salim et al., 2015). This extract was more powerful than
doxombicin.

Szliszka et al. (2011a) have shown that ope of the mechanisms
imvolved in this oytotoxic effect is the actvation of apoptosis
through the actvation of the tumor necrosis factor related
apoptosis inducing ligand (TRAIL] in both LMCaP and DU-145
cells, which can present an excellent therapeutic @arget consider-
ing that more than 50 percent of the tumor cells are resistant to
TRAIL at different levels of the signaling pathways (Zhang et al,
2013a)

Among the numerous compounds found in ethanolic extracts,
the main molecules responsible of those effects are flavonoids and
CAPE, and many studies hawve imvestigated their effects and the
mechanizms by which they can intervene (Rosenberg Zand et al,
2002 ). The potental of CAPE in the treatment of advanced PCa was
shown in blacking the migmation of androgen-independent cancer
cell lines PC-3 and DU-145: besides, CAPE induces meceptor
tyrosine kinase-like orphan receptor 2 (ROR2) in non-canonical
Wt signaling pathhway (Tseng et al., 2016)

Acacetin (5, 7-dihydroegy-4"-methogeflavon ) has an antimetas-
tasic effecton human prostate DU-145 cell lines {Shen etal., 200101
Metastasis is related with the production of matrix proteins in a
varety of cells or tissues they encounter {Mam et al, 2N6)L
Acacetin was shown to inhibit the abilities of adhesion, imasion
and migration. It could also block the phosphorylation of p38
MAPE, which is invoheed in the downregulaton of MMP-2 and -9
and urckinase-type plasminogen activator (u-PA) at protein and
mEMA levels. Acacetin also reduces nuclear levels of nuclear factor
kappadight-chain-enhancer of activated B cells (NFeB) and of
proto-onoogenes c-Fos and o-Jun (Shen et al., 2010).

Chrysin {5 7-dihydroogy-2-phenyl-4H-chromen-4-one | is a fla-
von known to be a potent inhibitor of aromatase enzyme
responsible for a key step in the biosynthesis of estrogens
{Sanderson et al, 2004) Samarghandian et al (Samarghandian
et al, 2011) showed that chrysin decreases prolifemation and
induces apoptosis in PC-3 human cancercell lines. Besides, chrysin
increases apoptosis of androgen-independent DUMS and PC-3
cancer and blocks their pmoliferation thmugh the decrease of
phosphatidylinositol-4.5-bisphosphate 3-kinase (PI3K] Moreover
the =ame authors pointed out that chrysin also induces endoplas-
mic reticulum siress of the cells (Ryu et al., 2017 )

Some of the flavonoids affect the cell cycle. For example,
phytoestrogen genistein amests cell cyce at G2{M phases by
suppressing the expression of gpclin B and induction of p21 in a
p53 independent manner (Kobayashi et al, 2002

RAavonoid quercetin is also an important molecule. Used at
concentrations of 25 and 50 pM quercetin significantlyinhibits the
growth of PC-3 and DU-145 cells {Mair et al., 2004 | According to
the authors, this is due to the inhibition of the expression of the
ancogenes which contral the phases G1, 5 and G2 of the cell opcle
Interesingly, quercetin does not affect colony fomaton by LMCaP,
a poory aggressive prostate cancer cell line, or by BG-9, a nomal
fibrohlast cell line.

PFinocembrin exemrises a cytobmic effect and attenuates cell
viability of LMCaP, DU-145 and PC-3 cell lines. It induces apo ptosis
af INCaP cells and arrests cell gycle atboth % and G2{M phases_ It is
also implicated in the dissipation of mitchondral membrane
potental before culminating in apoptosis in pinocembrin treated
LMCaP cells (Chen et al, 2013 ). Besides, pinocembrin has also an
interesting activity of Soe-reductase inhibitor (Komoda, 1989)
Indeed, blocking Sw-reductase functioning would decrease the
levels of Su-dihydrotestosterone (OHT), a potent androgen for
prostate epithelium groneth.

A= presented above, CAPE is one of the most powerful phenalic
acids of propaolis. By inhibiton of ribosomal protein 56 kinase beta-
1 {p7056K), an intermediary responsible for the protein synthesis
in PI3KAKT pathway and some AKT signaling networks, CAPE
blocks the pmliferation of LMCaF, DU-145% and PC-3 cells and
reduces the mmor growth of LMCaP xenografts in nude mice (Chuu
et al, 2012; Lin et al, 2012} CAPE can also act by inducing
apoptosis. In a dose dependent manner, CAPE decreases the
expression of the inhibitors of apoptosis; rans porter associated
with antgen processing 1 (cTAP-1), baculoviral [AP repeat-
containing proteind (clAP-2] and ¥-linked inhibitor of apoptosis
protein {XIAP) { McEleny et al_, 2004).

Hormonotherapy is one of the approaches used for the
treatment of prostate cancer. This therapy consists of blocking
the zignaling of the androgen receptor (AR). Four flavonoids from
propolis (myrcetin, quercetn, fisetin and kaempfeml] were
studied for their chemopreventive effects against castration
sensitive or castration resistant prostate cancers. Several mecha-
nizms have been proposed to explain the effects: inhibidon of Se-
reductase (see above), direct competition with the androgen in
binding pocket of AR, disruption of AR intermction with
coregulators, and modulation of the PI3KAKT pathway (Boam,
5.

Another nuclear receptor signaling pathway could alo be
madulated by propolis exitract lioetal. (lioetal, 2012) pointed out
that ethanolic extracts of Brazilian red propolis could increasze
Abcal expression, a membrane transporter imolved in cholesteraol
effle, by modulating the ranscripional actvity of the liver X
receptors (LXR=) Ligand activation of these nuclear receptors has
been associated to the decrease of prostate tumor progression of in
a xenograft model of LMCaP cells { Pommier et al., 2010 and in vivo
{Pommier et al, 2013 )
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25 Use of propelis a5 adjuvant in cancer therapy

The aim of adjuvant treatment is to improve disease-specific
symptoms and overall survival. Hence propolis has been shown o
patentiate chermnotherapeutics and to alleviate their adverse effects
(Fatel 2016). For example when aldo-keto reductase AKR1B10,
which metabolizes aldehydes and drugs containing carbonyl
groups, is highly accumulated it induces inflammaton  and
turnorigenesis by reducing the effects of the chemotherapy. CAPE
has proved to be an effectwve inhibitor of AKR1B MW enzyme and
should increase the efficacy of the treatment (Soda et al, 20012
Doccorubicin, which interacts with DMNA by intercalation and
inhibidon of macromolecular biosynthesis, is commonly used o
treat some leukemia and Hodgkin's lymphoma, as well as other
cancers, &g, bladder, breast, stomach, lung, ovaries. However side
effects are numerous such as the inducton of testicular tocicity
and thus infertlity. In mt model, propolis when co-administered
with doxorubicin prevents the adverse effect on testis({Rizk et al.,
201 Likewize, Portuguese propalis has been shown to reinforce
paclitaxel effect in estrogen-insensitive MDOA-MB-231 cells and
androgen-insensitive DU145 cells (Sila-Carvalho et al, 2004
TRAIL initiates in cancer cell death, however highly malignant
tumaors are often resistant to apoptosis induction by TRAIL, and
some cancer celle that were originally sensitive to TRAIL-induced
apoptosis can become resistant after repeated exposure (Trivedi
and Mishm, 2015 Interestingly bicactve compounds of Bazilian
green propolis help in prostate cancer chemoprevention through
the enhancement of TRAIL-mediated apoptosis (Szliszka et al.,
2011b). These few examples among numerous clearly point out
that besides the potential of propalis used as therapeutic agent, its
co-administration with already improved treatment is an inter-
esting field of imvestigation as it will increase the efficacy of
chemothempy as well as will protect of deleterious side effects.

3. Conclusion

The therapeutic use of propoli= is definitively an ancient
empirical approach {at least 3000 BCE |. The richness of chemical
compounds of propolis especially the phenolic contents, conferred
to it exreprional properties and justfies the numerous smudies of
various propaolis extracts for the putative treatments of numerous
pathologies. Based on ethnobotanist observations and traditional
prActitoners, many properties of this natural product have been
explored. Among them cancer therapy is one the most exciting
fields since many tumors undergo a thempeutic escape, demaon-
strating that news therapeutic ways need o explored. Besides the
identification of the compounds responsible for the effecs and
decipherng their molecular mechanisms, there will be a difficult
and long process before using propaolis as a routine dmg. Indeed
the most prominent challenge for a direct use of it will be i) o
standardize propolis extracts; ii] to define the galenic formulation;
iii) to identify the best route of administ@mtion; iv)to select which
medical application{s) could be eligible for; and atlastv)tochoose
whether an acute we long treatment should be preferred
Monetheless, this challenge needs to be faced as it will give new
intights in cancer biology and treatment as well as =signaling
pathways.
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3. Annexe 3

Role of the liver X receptors in skin physiology: putative pharmacological targets in
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Abstract

Liver X receptors (LXEs) are members of the nuclear receptor superfamily that have been
shown to regulate vanons physiological functions such as Lipid metabolism and cholesterol
homeostasis. Concordant reports have elicited the possibility to target them to cure many
hnman diseases mncluding arteriosclerosis, cancer, arthritis, and diabetes. The high relevance
of modulating I XR. activities to treat nmumnerous skin diseases, mamnly those with exacerbated
wflanvmation processes. contrasts with the lack of approved therapeutic vse. This review
makes an assessment to sum up the findings regarding the physiological roles of [ XRs in slan
and help progress towards the therapentic and safe management of their activities. It focuses
on the possible pharmacological targeting of L XRs to cure or prevent selected skin diseases.

Abbreviations used:

ABCAL: ATP-binding cassette 1; ABCA12: ATP-binding cassette 12; ABCG1: ATP Binding
cassette subfamily G member 1; Apo: apolipoprotemn; CAT: catalase; COX-2: cyclo-
oxygenase-2; DR4: duect repeat 4; EGCG: epigallocatechin-3-gallate; ERE. extracellular
sipnal-related linase; FLG: filagerini, GBA:  beta-ghwcocerebrosidase; HETE:
Hydroxyeicosatetraenoic acid; HMGCoA: 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A; IFNG:
mterferon gamma; [L1A: mterlenkin 1 alpha; [L1EB: inferlenkin 1 Beta; IL6: Interleukin &;
ILE: interlenkin 8; iNOS: inducible nitric oxide synthase; IVL: invelucrin; LOR: loricrin;
IPCAT3: lysophosphatidylcholine acyltransferase 3; IPS: hipopolysaccharide; LXR: liver X
receptor; LXRE: LXFE. response element; MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1; MDC:
macrophage-derived chemolkine; MITF, mucrophtalia-associated transcription factor; MMP:
matrix metallopeptidase; MYC: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog;
NADPH: reduced form of nicotinamide adenine dinuclectide phosphate (NADP+); PPARG:
peroxisome proliferator activated receptor gamma; PTGES]: microsomal prostaglandin E
synthase; RXR: retinoid X receptor; SLiMs: selective liver X receptor modulators;, TGMI:
transghutaminase 1; TNFA: fumor necrosis factor A; TRP. fyrosine-related protemn; UV:
ultraviolet ; VDR: wvitamin D (1,25-dihydroxyvitamin D3) receptor ; VEGFA: vascular
endothelial growth factor A



Kevwords: LXRs; skin diseases; Selective hiver X receptor modulators SLiMs; oxysterols;
pharmacological targets

1. Introduction
1.1 Structure and finctioning of the LYRs

Liver X receptors are members of the muclear receptor superfamily (Willy et al, 1995;
Magdasy et al., 2016). They were early identified as a stage managers of lipid (mchuding
cholesterol) metabolism as well as homeostasis (Tobm et al., 2002). Two highly sinular
receptors have been described, I XRo (NR1H3) and IXRE (NEI1H2), encoded by distinct
genes located respectively on the human genonuc regions 11pl1.2 and 19g13.3. They harbor
the common strocture of the muclear receptor superfamily, made of three organized domains:
1) the amino-terminal domain is a regulatory domain of the transcriptional activity, which
undergoes regulatory post-translational modifications; 1) the central DNA-binding domamn
allows both recognition and binding to the IXR. response element (LXRE), a specific DNA
sequences also called direct repeat 4 (DR4), that consists m direct repeats of 5°-AGGTCA-¥
separated by four mucleotides (Willy et al., 1995); 11) the carboxy-terminal region contamns a
characteristic hydrophobic pocket for ligand binding and interaction with co-activators and
co-repressors. While sharing a high rate ammuno-acid idenfity (77%) m thewr higand- and DNA-
bmnding domains, the two buman I XR protems differ in thewr anune-ternunal doman and in
the hinge domain located between the DNA- and the ligand-binding regions (see Viennois ef
al, 2011 for an extensive description) (Vienncis et al, 2011). ILXRa or IXRp
heterodimerizes with one of the 9-cis retincic acid retinoid X receptors (RXEs or NE2B1-3)
{Peet et al., 1998). Once bound to thewr respective ligands, oxysterol or 9-cis retmoic acid,
allosteric changes in the heterodimer frigger the release of corepressors, the recroitment of
coactivators and subsequent target gene transcription activation (El-Hajjaj: et al. 2011;
Lobaccaro et al., 2001; Peet et al., 1998).

1XPs were so called at their discovery in 1994 from rat liver (Apfel et al | 1994) because the
endogenons ligands had not been identified yet. The later discovery of oxygenated cholesterol
derivatives (oxysterols) (Janowsk et al, 1996) as IXR endogenous ligands, ejected them
from the group of “orphan™ muclear receptors to be classified as “adopted”™ muclear receptors.
After two decades of intensive research to understand their physiological roles, the study of
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selective Ly knockout muce as well as the testing of natural and synthetic ligands poimnted out
that L’XF.s may be “druggable” targets in many human diseases incloding metabolic disorders.
imnmnological upset and/or reproductive distorbances (see Magdasy ef al, 2016 for review).
Hence, both LXRs are now considered as true endocrine receptors (Magdasy et al., 2016).
However, the extent of their biclogical functions highlighted the possible side effects that may
accompany the management of thewr activities to prevent or cure diseases. This also may
provide an explanmation to the adverse events observed with the highest doses of the first
climcally tned LXR agomst (LXF.-623)(Katz ef al., 2009). This awareness redirected research
to the look for selective LXR modulators (SLiMs, (Viennois et al, 2011)) to take full
advantage of the therapeutic and protective effects of IXE agomists while avoiding
foreseeable drawbacks.

Skin diseases, mainly those mvolving exacerbated inflammatory processes, ate possible fufure
indications of dug candidate [XR ligands (Viennmois et al. 2012; Zheng et al. 2016),
provided that efficient and safe dmg 15 identified. Furthermore, by the feasibility of easy
topical use, skan offers several possibilities for the design of targeted therapy (dermal topical
medication) with limited or no general adverse events (see below, chapter IIT).

1.2 Natural ligands of the LXRs

Omxysterols are the first and well documented I XF. endogencus agomsts. They mchide 20(5)-,
24(5)-. 22R)-. 24{R)-. 27-hydroxycholestercls, and 24.25-epoxycholesterol. (Bjdrkhem
2002; Hessvik et al, 2012; Huang, 2014; Janowski et al., 1996; Schroepfer, 2000; Viennois et
al, 2012). In addition to oxysterols, some of thew downstream metabolites, mainly
cholestencic acids with a 3f-hydroxy-5-ene structure, activate I XFo and IXPR in newronal
cells (Theofilopoulos et al.. 2014). The 6o-hydroxylated bile acids have also been identified
as [ XRa selective activators (Seng et al., 2000). In addition, some other lipid metabolites
such as 5abu-epoxycholesterol, 7-ketocholesterol-3-sulfate, polyunsaturated fatty acids,
arachidonic acid, prostaglandin F2o and wsodeoxycholic acid have been shown to antagonize
ILXF. activation (Berrodm et al, 2010; Lee et al, 2014; Ou et al, 2001; Song et al., 2001;
Yoshikawa et al, 2002; Zhmang et al., 2013). Besides those endogenous ligands, many
agonists from fong and many antagonists from plants and fung: have been described (see
Huang ef al., 2014 for review). However this effect needs to be demonstrated in vivo.

It 15 currently accepted that human I XRs are ubiquitously expressed and both I XRo and
are present i skin (Russell et al., 2007). Besades, oxysterols are also present in this fissue. 3p-



hydroxy-5a-cholest-8(14)-en-15-one has been descnbed i rat skin and har (Emmeons et al.,
1988); this compound mhibits cholesterol synthesis by regulating 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-coenzyme A (HMGCoA) reductase activity (Swaminathan et al., 1992) and has been
shown to be a partial agomst for both LXRs (Schomdt et al 2006). Sulfate esters of
cholesterol are abundantly found in keratimzed tissues such as slan (Zellmer and Lasch
1997). They are synthesized by sulfotransferases (Falany et al. 2006), mamnly SULZB1b. It
has been suggested that cholesterol sulfates are important for shin integrity and adhesion of
the vanous layers (Figure 1). They also act in keratinocyte differentiation by controlling
accummlation of proteins involved in the skin bamer, and perturbations in their metabolism
are associated ichthyvoses (Elias et al. 1984; Epstemn et al, 1984; Webster et al., 1978;
Williams and Elias, 1981; Williams et al, 1987). Skin has also been described as a “true”
steroidogenic organ (Slominky et al. 2014; Thiboutot et al 2003). As it, potent [LXR ligands
which are intermediate in the conversion of cholesterol to pregnenclene by CYP11A1 such as
22(R)-. 25- and 27-hydroxycholesterols could be synthesized. 25-hydroxycholesterol could
also be produced keratinocytes under by UV light during photoaging (Olivier et al. 2016).
Interestingly, 6-ketocholestanol could also be found in skn This sterol does not have any
known actrvity on LXPFs but could inhibit cholesterol epoxide hydrolase which has been
involved in cancer progression (Silvente-Powrot and Poirot, 2012.

Altogether, I XRs are ligand-actrvated franscription factors; because plant-. fungi- and see
animal-ongmm molecules could modulate LXE. activities, identifying and developing medical,
mutracentical or cosmetic [XR. modulators 1s a reasonable challenge.

2. Roles of LXRs in skin physiology

The skin 15 an organ that plays, as a selective barner, a central role m body protection and
exchange with environment. This role 15 achieved thanlks to a strict specialization of skin cells
that build a well-structured histological architecture, which prevents mvasion by pathogens
and also controls flows of chemical and physical agents. The skin 15 made up of three distinct
cellular layers (Figure 1): the inner, hypodernus, the demmis over the hypodernus, and the
outermost, epidernus overlaying the dernms. Under physiologic conditions, the epidermal
barmer 1s continuously mamtamned by intra-organ trafficking of contents as well as cell
proliferation, nugration and differentiation. from the stratum basale that provides awto-
renewal stem cells. LXR. interferes with each of those processes as attested by in vifro and in
wvivo studies (see below).
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2.1 LXRsx inhibit proliferafion and induce differentiation of skin cells

Kermatinocytes are the predomunating cells of the skan From the sratum basale, they vndergo
the vertical differentiation program to successively grve rise to the strafum spinosum, the
stratum granulosum, and finally and outermost to the sitratwm cormeum made of anuclear
bodies full of protemns and called corneocytes. These cells are embedded in a lipid matrix to
form the cuter skin barmer. Differentiation of keratinocytes to form the sfrafum cormeum is
accompanied by production of particular proteins such as lorierin, mvolocrin and filaggrin
Oxysterols inhibit keratinocytes proliferation and sinmltaneously induce thewr differentiabion
by activating I XRf (Hanley et al., 2000; Komiives et al., 2002). They increase expression of
loricnn, involiernn, filaggrn and transglutaninase-1. that are markers of keratinocyte
differentiation (Hanley et al, 2000; Kdmiives et al.. 2002). The result 15 the formation of a
cornified envelop. In ufero oxysterols stimmlate development of the barrier permeabality in
fetal rat skan (Hanley et al., 1999) and improve barrier homeostasis in adult mice (Komiives et
al., 2002). The molecular mechanisms mvelved are provided by 1) epidermal cholestercl, fatty
acid, and sphingolipid synthesis; 11) mcrease in formation secretion. and post-secretory
processing of lamellar bodies; 1) induction of activity of the lipid processing enzyme -
glucocerebrosidase; 1) expression of ABCA12 a membrane transporter of glocosyleeramides
mic lamellar bodies (Jiang et al.. 2008; Man et al, 2006). Swpnsingly. despite such
antiproliferative effect of LXR activation described in vifro and in vivo, 1t has been shown that
topical application of activators of LXFs can slow down the adverse effects of exogenous
glucocorticoids on the epidernus, mcluding decrease of both proliferation and differentiation
in muce (Demerjian et al . 2009).

The neural crest derived pigment cells, the melanocytes, play crucial role in skin by protecting
cells from UV radiation They synthetize melanin polymer in melanosome organelles that are
transferred to keratimocytes (Lin and Fisher, 2007). Recent studies have pomted out a possible
role of LXRa in the pathogenesis of vitiligo, a skin pigmentation disorder with loss of
melanocytes. An abnormal [ XRo hyperactivatity has been described m witihigo penlesional
melanocytes (Kumar et al., 2010). Interestingly, IXPa single mocleotide polymorphisms
(rs11039155 and rs2279238) have been associated with susceptibility to develop vitihigo
{Agarwal et al.. 2016). Early explanation incriminates a decrease in cell proliferation, an
induction of cell death and reduction of MMP1, MMP2 and MMP9 due to LXFa activation m
melanocytes (Komar et al, 2012). Further studies are needed to better define the role of
IXFa as well as the level of the hgands m this disease.



Besides keratinocytes and melanocytes, other slan cells, including sebocytes, fibroblasts and
adipocytes, undergo reduction of proliferation and increase in differentiation when [XR
agonists are added (Bmssell et al, 2007). Vice-versa, (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG)
iumpaired proliferation adipose differentiation and lipid accummlation of 3T3-L1 mouse
embryo fibroblasts wiile it down-regulated I XFa (Moon et al.. 2007). Thus, activation of
IXFs could inlibit proliferation and stimmlate differentiation of various skin cell types
(Figure 2).

2.2 Skin barvier maintenance

Integrity of the slan is required to perform physiclogic functions and prevent infections and
trans-epidermal loss of water. Lipid composition of the skin plays hence a critical role. The
epidermis pool of lipids is mainly composed of cholesterol, fatty acids, and ceranudes that
account about 50% (van Smeden et al.. 2014). Intrinsic and extrinsic (photo-) aging modifies
cormeocyte morphology. Likewise, a change in spatial distribution of sterol cholesterol
sulfate, a membrane stabilizing lipid, and in the proportion of both lignocenic acid (C24:0)
and hexacosanoic acid (C26:0) are observed during aging (Starr et al, 2016).

UV-induced skin aging results in elevation of matrnix metalloproteinases that degrade skin
collagen (Fisher et al, 1997) and in hyperactivation of the MAP lonaze pathway, mainly
ERK JNK and p38 (Kim et al. 2006). Intrinsic aging and photoaging are associated to
disrupted skin barrier with sagging laxity and dryness. In addition, many skin diseases such
as ichthyoses, atopic dermatitis and psonasis dismupt skin bamer (Schowth et al | 2015). In
ichthyoses, there is a primary dysfunction of skin bamrier caused by 1) comeocyte defect due to
mutations in transglutaminase 1 (TGM1) (Oji et al., 2010; Schmuth et al | 2013); 11) defect in
extracellular bpid matnix including impaired ceranmde synthesis (Eckl et al., 2013; Radner et
al., 2013), reduced cholesterol (Elias et al., 2014); 111) abnormal cell-to-cell adhesion (Hachem
et al., 2006).

In atopic dermatitis (Elias and Schowth 2009; Sandilands et al. 2007) and m psoriasis
(Bergboer et al., 2012; de Cid et al, 2009), primary and secondary bamier dysfunctions
(Schomith et al.. 2013) coexist. The secondary dysfunctions usually include inflanmatory
processes. Interestingly, activation of IXRs improves the repair of slin bamier in
experimental models of aging and skin diseases (Chang et al . 2008; Kim et al., 2006; Man et
al_, 2006; Schonuth et al., 2004). Chelesterol 15 essential for cell membrane synthesis. Because
IXPs regulate lipid synthesis and trafficking (Jiang et al, 2006, 2010), they strengthen the
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relevance of their agomist hgands as dmg candidates in mjunes with disrupted skn bamer.
Demonstration is provided by the study of monse models. In acute bamer disruption, the need
of cholesterol increases keratinocyte expression of ABCGI, a plasma membrane transporter
involved m cholestercl efflux for the mantenance of lamellar body density, content, and
secretion (Jiang et al, 2010). Furthermore, topical treatment of smwme skin with LXR
activators mcreases ABCG] expression in npmnne epidemus, suggesting that it may help
restoring slan barrier (Jiang et al., 2010).

2.3 LXRs modulate skin inflammaiion and wound healing

Inflanwmation is a multistep biological response of body tissues to harmful stinmlations. It
mvolves e cells, blood vessels, as well as molecular mediators and aims to mule out the
cause, also to mop up damaged tissues and useless metabolites. It firther induces tissue repanr.
Inflanwmation iz a physiological process that is part of the innate inwne system; it becomes
pathological when it 15 exacerbated or long lasting (chrome) (Grivenmikov et al., 2010;
Hanahan and Weinberg, 2011; Kann et al. 2006). Acute inflammation chronclogically
follows three steps: 1) an mitiation or vascular phase; 1) an amplification or cellular phase; 111)
a repair or resolving phase. The vascnlar phase mvelves vessel reaction to platelet- and
resident cell secreted factors as well as plasma-denived factors. The amplification phase
implicates attracted immune cells, mainly granulocytes responsible for phagocytosis and those
involved in enzymatic granules release. Chromic inflammation involves, 1n its cellular phase,
an mmplication of monocytes and lymphocytes. In each phase, inflamed fissues (resident cells
and attracted cells) release mediators that modulate the process, such as proteins (chemolanes
such as TNF and mterleunkins), or lipids (eicosanoids such as prostaglandins, lenkotrienes,
thromboxanes and lipoxns, or resolvins).

2.4 LXR and prostaglandin nynthesis

Human cells synthetize lipids, depending on cell types and challenging stinmli. TXE. agomnists
induce liptd accunmlation m HaCaT keratinocytes by stimmlating lipogenesis (Hong et al.,
2010). In bhoman macrophages, [XE  activation induces lysophosphatidylcholine
acyltransferase 3 (LPCATS3) that mncreases the pool of arachidonic acid to be mobilized from
phospholipids for the production of eicosancids (Ishibashi et al, 2013). It is thus not
swprsing that IXR activation may result in an exacerbation or conversely in a decrease of
the mnflammation process, depending on the produced eicosanoids. For mstance, the release of
prostaglandin E2, a pro-inflammatory mediator, is enhanced when macrophages are



precoenditioned by LXR agomst (Ishubashi et al, 2013). Inversely, IXR agomists inhibit in
cultured macrophages (Joseph et al, 2003) and in keratinocytes (Hong et al, 2010) the
expression of COX-2, the major mducible enzyme involved in the synthesis of the
prostaglandmn infermediary product. LXR agonists firthermore downregulate mflammation in
vivo (Joseph et al., 2003). Nommal epidermal differentiation however needs subsequent
synthesis of prostaglandins (sometimes pronflammatory) that are basally synthesized by
COX-1 (Tiano et al, 2002). The putative relevance of using I XE. agomsts to offset COX-2
expression and decrease pro-inflammatory prostaglandin release should be assessed by taking
nto account their effect on COX-1 as for non-steroidal anti-inflammatory dmgs.

However, mhibition of COX-2 does not mean an anti-inflammatory effect as a matter of
course. Actually, it has been shown that COX-2 has a pro-inflammatory effect by producing
PGE2 in the early phase of mflammation i the rat carrageenan-induced plenrisy model of
acute mflammation However, COX-2 induces an anti-inflammatory profile of released
prostaglandins with predominance of prostaglandin D2 and 15-deoxy-A'*!*-prostaglandin J2
(Gilroy et al., 1999) at a later phase; this process 15 nowadays called “eicosanoid class
switching”. Furthermore, evidence has been provided that the phospholipase A2/Cox-
2/prostaglandin E synthase/prostaglandin E2 axis activates this switching that results i the
biosynthesis of lipoxins (Chandrasekharan and Sharma-Waha 2015) and resolvins (Moro et
al, 2016) that promote the resolution of the mflammatory process through various molecular
and cellular processes (Mancini and Battista, 2011).

In Alzheimer disease, prostaglandin Fla has been reported to selectively antagonize
IXP/PRXR and RXRPEXFE dimers to accelerate the mflammatory response to f-amylod
(Zhmang et al, 2013). However, such finding has not been reported so far in skan

2.5 LXRs and leukotriene symthesis

Early studies showed that 5-, 12- and 15-lipoxygenases are active in normal human skmn and
hyperactivated in psoriatic skn (Duell et al., 1988). Inhibition of the lenkotrniene B4 (LTB4)
and 5-lipoxygenase enzyme involved in its synthesis, 15 a therapeutic basis of dmgs designed
against asthma (Chavhan and Ducharme, 2012) as well as other diseases with exacerbated
nflammmation (Raoc et al., 2010). In buman atherosclerotic plaque, IL-4 induces expression of
active 15-lhipoxygenase that mhibits I XRa expression and activation, surprisingly resulting in
an anti-inflammatory alternative macrophage M2 phenotype (Chinetti-Gbagwmdi et al . 2011).
How LXF.a 1s mhibited by 15-lipoxygenase remams unclear. More explanation 1s provided by
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the report that overexpression of arachidonate 5-lipoxygenase—activating protein (ALOXSAP
or FLAP) in mouse adipose tissue leads to bpoxm A4 production and protects against diet-
induced obesity. msulin resistance and nflammation (Elias et al., 2016). Analysis of lipoxin
role mn non-skin models reveales the anti-inflammatory properties of lipoxms that are lipid
metabolites from arachidomic acid throogh lipoxygenases (Chandrasekharan and Sharma-
Walia, 2015).

2.6.LXRs and production of reactive oxygen species

Treatment of lipopolysacchanides (LPS)-activated cells with endogencus or exogenous LXE
activating ligands soppresses mducible mitric oxide (NO) synthase (iINOS) both at mBNA and
protein levels, and thus subsequent NO prodoction (Crisafull et al., 2010; Hong et al., 2010;
Joseph et al., 2003; Yasuda et al., 2005). This strengthened the early studies showmng that
ILXR mhibition by 7-ketocholestercl resulied i an increased generation of reactive oxygen
species by enhancing the expression of NADPH omidase subunmits m primary human
macrophages (Pedmizzi et al, 2004) and in buman U937 promonccytic levkenna (Lemaire-
Ewing et al., 2005).

2.7 LXRs inhibits pro-inflammatory cytokines production and release

In skin diseases with exacerbated inflammation such as psonasis, a low level of LXRa 1s
found together with a high accummlation of pro-inflanmmatory IL-6, IL-8 and IFN-y
chemolkines (Gupta et al., 2009). LXFs regulate pro-mflammmatory cytokine synthesis and
release depending from the presence/absence of an mflammatory stinmlation Treatment of
unstunulated human peripheral blood monocytes or the differentiated macrophage cell line
THP-1 with ILXR and'or BXFE. agomsts results in the specific induction of the potent pro-
nflammatory cytokine TNFa (Landis et al . 2002). When the same cells are stimmulated by
IPS, they released IL-6 and IL-1f summltaneously with TNFa. However the release of
cytokines when the cells are sinmltaneously treated with I PS and [ XR/BRXR higands were not
descnibed by the authors. Besides, IXR ligands dampen the release of pro-inflammatory
cytokines under inflammatory conditions. For mnstance, IL-1o and TNFa are downregulated in
the oxysterol-treated sites from both umitant and allergic contact meodels of dermatitis
compared to untreated sites (Fowler et al, 2003). Activation of IXRs also decreases TNFa-
actrvated expression of pronflammatory IL-8. IL-6, and IL-1p and UV-mduced IL-8 and
TNFa (Chang et al., 2008).



Moreover, LXR activation by the agomst TO901317 has antifibrotic effects in bleomycin-
mduced skin fibrosis by mterfering with infiltration of macrophages and their release of the
pro-fibrotic IL-6 (Beyer et al.. 2015).

In formaldehyde-imnduced pain mouse model, deletion of Ly m mouse enhances the
formahin-induced inflammation, with more activated mucrogha and astrocytes in the spmal
cord and results in hyper reactivity to pam (Bao et al, 2016). The lack of Lxf was
accompanied by elevated levels of pro-mflammatory cytokines I1-1p, TNF-a as well as
NFxB in the formalin-injected paw. Altogether this suggests that [XEP could also be a target
for the development of analgesics.

2.8 LXRs decreases production and release of mafrix metalloproteinases

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of Zn*"-containing endopeptidases which
degrades extracellular matrix components. MMPs are involved in remodeling of tissues in
physiological as well as pathological contexts, meluding metastasis and tissue mfiltration by
cancer cells, inflammation, organ development, angiogenesis, and wound healing
(Brinckerhoff and Matrisian, 2002). Basal expression of MMP2 and MMP9 m IXRp-
knockout mice is higher than littermate confrols, suggesting that IXRP may repress MMPs
(Chang et al | 2008). Furthermore, exposure to UV triggers overexpression of MMP2 and
MMP9 in hairless mouse skin (Chang et al . 2008) and in buman skin (Fisher et al., 1996),
making a link between UV-mduced skin mflammation (or aging) with MMPs. In addition,
cultured fibroblasts displayed high levels of MMP3 and MMP13 (mouse orthelogous of
human MMP1). Moreover LXE. activation by ligands sigmficantly impaired the expression of
these MMPs in wild type but not IXRP knock out fibroblasts, thus confirming that IXR
ligands mediated the negative regulation of MMP expression through IXRP  Smlar
conchisions have been drawn from studies in other models (Casirillo et al., 2003; Laragione
and Gulko, 2012). However, a study reported that MMP9 i1s not regplated in buman
monocyte-denved dendnitic cells by LXR activation by T0901317 (Bruckner et al., 2012).

2.9 LARs and angiogenesis

IXPP subsequently modulates signaling by AILK-1, the transforming growth factor beta
(TGF-f) receptor fanuly member (Mo et al, 2002) mvolved m hereditary hemorthagic
telangiectasia -Rendu-Osler-Weber syndrome- by mutation of s encoding gene ACTRLI
(Dupuis-Gired et al, 2010; Shovlin et al., 2000). IXRa and LXRP transactivate the FEGFA
promoter in macrophages by binding to an LXRE (Walczak et al., 2004). Furthermore, LXE
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agonists have been shown to reverse high glucose-impaired endothelial progemitor cell-
medhated angiogenesis in vifro (L1 et al |, 2012), to promote angiogenesis m the ischemic bramn
and to improve mouse functional recovery after stroke (Chen et al.| 2009; Cuw et al., 2013).
This is strengthened by the recent report that IXRa knockout muce display reduced
angiogenesis, increased mortality and aggravation of heart farlure after myocardial infarction
(Lm et al., 2016). Some however reported that LXR. activation inhibited endothelial sprouting
and in vive neoc-angiogenesis probably due to disturbed VEGFBR2 signaling lipid raft
localization, and cholesterol homeostasis (Noghero et al. 2012). This anti-angiogenic
function of LXK may be beneficial fo antitumor therapy (Pencheva et al., 2014) but requires
further studies to decipher the exact mechamsm even though an early explanation has been
provided through the transcriptional mduction of tumor and stromal apolipoprotem-E (ApoE)
(See above).

3 Therapeutic relevance of LXRs in selected skan diseases

The discovery and development of SLiMs 15 a long and tedious process that needs several
successive approaches based on molecular modeling, cell-based screening and foxicity studies
on ammal models. It 15 only affer safety studies i healthy volunteers, registered 1 the
ClimcalTrials gov database, that the compounds could enter clinical trials (for a review on
dmg discovery of LXRs, see Hong and Tontonoz (Hong and Tontonoz, 2014). In Nature
Reviews Drug Discovery 13,409 (2014), several patent applications were published related to
IXP= by Anayaderm, Bnstol-Myers Squibb, Exelixis, Vitae Pharmaceuticals, and Wyeth
(Pfizer). A schematic representation of potenfial skin disorders that could be treated by
specific LXR ligands 1s shown in Figure 3.

3.1.Psoviasis

A significant decrease of I XPa expression has been descnibed mn psonatic lesions compared
to healthy skans (Mehta et al. 2013). Microarray analyses have shown that inflammatory
chemokines, mainly monocyte chemoatiractant protemn-1 (MCP-1) and macrophage-denived
chemolkine (MDC'), were elevated m patients compared to controls. Inflammatory chemolanes
were also highly expressed in affected vs. unaffected skan of patients with psonasis (Mehta et
al, 2013). In addition, MCP-1 and MDC were also higher in patient serum than in healthy
subjects, while apolipoprotein-Al (Apo-Al) was decreased in psonatic patient serum in
comparison to healthy subjects. For unknown reasons, despite such stodies suggesting that



IXR activation may beneath to psonatic patients (Gupta et al., 2009), no climical trial of LXE.
based therapy has been made available for this disease so far.

Moreover, an altered systemuc metabolism of 12(5)-HETE has been reported in patients,
resulting in increased vrnary excretion of tetrancr-12(5)-HETE with low level of its 12(5)-
HETE precursor in urine (Setkowicz et al.. 2015). This suggests that systemuc levels of 12(5)-
HETE are altered due to accelerated mmactivation of this eicosanoid in beta-oxidation. Because
12-lipoxygenase 15 mvolved in the synthesis of those metabolites and the pro-resolving
lipoxin A4 and Lipoxin B4 (Chandrasekharan and Sharma-Walia, 2015), it could be speculated
that a pertwrbation of this metabolic pathway may be the substratum of the exacerbated
nflanvmation in psonasis. Thus, normalizing the 12-lipoxygenase actvity might be relevant
for therapeutic strategy.
3.2 Atopic dermatitis

Primary and secondary skin barrier dysfunctions coexist in atopic dermatitis (Schomuth et al |
2015), indhcating that skn bamier restoration may be helpful in the therapeutic management
of such diseases. In mouse model of dermatitis, transepidermal water loss was impaired by
topical treatment with I XE. or PPARy agomsts (Kim et al | 2012). Furthermore, mmrine atopic
dermatitis has been reported to respond to topical LXR and PPARa and PG activators,
resulting in normabized or improved epidermal hyperplasia and reduced hustologic evidence of
nflammation (Hatano et al., 2010). Normal lamellar membrane struchures are subsequently
restored by those treatments.

Orally active LXR activators have been designed for the treatment of atopic dermatitis (Zheng
et al. 2016). One of these, VIP 38543 developed by Vitae Pharmaeunticals as a topical
treatment for eczema or atopic dermatitis, 15 expected to improve barner function to decrease
inflammation 1n damaged skan tissue and to repair the damaged outer layer of slan by forming
new cells and cementing the new cells together with secreted lipads. VIP-38543 1s currently
in a Phase 2a proof-of-concept clinical trial (ChinicalTnials gov Identifier: NCT02653679) to
assess the safety, tolerability and efficacy in healthy adult male and female patients with mild
to moderate atopic dermatitis.

3.3 Post-surgery and post-radiotherapy wound healing

Based on cellular and ammal models, IXF. activators may be efficient in improving post-
surgery and post-radiotherapy wound healing, by normalizing skin homeostasis. Becanse of
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their capacity to slow-down cell proliferation and mduce cell differentiation they should
prevent hypertrophuic scar or keload, if that they are used at the late resolving phase. They
should be avoided when cell proliferation 13 needed for re-epitheliation Furthermore, their
antifibrotic action (Bever et al., 2015) may be a rational for their use during resolution phase.

3.4 Ichthyosis

Existence of a pnmary skin barmer dysfunction strengthens the putative use of LXR agomists
to repair and maintain skn barmer homeostasis (Schomth et al | 2015). LXP agonists have
been proven to be efficient in treating animal models of those diseases (Man et al., 2006).
However becanse of genefic heterogeneity in ichthyoses mvolving genes such as TGMI
(Hennies et al, 1998), ABCAI2? FLG and many others (for implicated genes and
classification see Oy et al. 2010 (Oy1 et al., 2010), it 15 possible that only some patients might
respond to LXR actrvation. Other fundamental and preclinical studies on the role of IXPs m
lipoxygenase pathways and in ichthyoses are required to better define the possible indications
of LXF. ligands in ichthyoses.

3.5 .Photo-aging and sunbum

Chang ef al. have provided evidence that skan photo-aging, chronclogical aging and sunburn
display molecolar alterations and physical damages which are reproducible, for thewr major
part, by LXBP kmockout in mice (Chang et al., 2008). They showed that L XE. agonists may
block COX-? mduchon pro-inflammatory chemokines and release of MMPs, and
subsequently repair slkin homeostasis and forther mhubit skin thickening and wrnkle
formation. The finding that aging dermal but not epidermal  cells express more PTGES] and
COX-2 resulting in higher levels of prostaglandin E2 in elderly vs. young skin (Li et al.. 2015)
remforces the relevance of using ILXR agonists to slow down age- and UV-induced skan
damages.

3.0.5kn cancer

Melanoma i1s a cancer that schematically develops from the melanocytes, the pigment-
containing cells. The primary cause of UV light exposure m people with low levels of skin
pigments. It 15 mainly the most commmon type of malignancy in the Caucasian population and
its incidence 15 dramatically increasing (Apalla et al. 2017). Interestingly, Lee et al. (Lee et al.
2013) demonstrated that natural (22(R)-hydroxycholesterol) and symthetic ligands of LXRs
inhibit melanogenesis. This process goes through the decrease expression of tyrosine,



tyrosine-related protemn 1 (TRP-1) and TRP-2, acceleration of degradation of mucrophtalia-
associated transcription factor (MITF), an important regulator melanogenesis, and the
actrvation of extracellular signal-related kinase (ERK) and its downstream target ras, a small
GTPase protem. More importantly [ XRs activated by synthetic igands could also block the
proliferation of melanoma i cell colture (B16F10 and A-376) and in xenografts (Zhang et al.
2014). This occwrs through the induction of apoptosis (caspase-3 cleavage). However,
Pencheva et al (Pencheva et al 2014) also pointed out the reduction of ApoE, known to have
suppressive effects on metastasis. These effects were mediated by LXEP and not LXFao.
Conversely to Zhang et al. (2014), the authors did not show any modification of proliferation
or survival of melanoma cells. At last Pencheva’s work opens a new field of investigations for
IXR ligands wseful for melanoma as they have a clear significant effect of fumor growth of
melanoma tuners resistant to dacarbazine (a climcally approved chemotherapeutic agent) and
vemurafenb (a serine/threcnine kinase B-Raf mhibitor).

4. Conclusion and perspectives for LXR-based therapy in skin diseases

IXRs are promising pharmacological targets for several skin diseases as they transcnptional
activity may be modulated by lipophilic molecules that could easily cross the skin structure.
However some concemns should be addressed m the light of recent knowledges on the role of
lipoxins and resolvins. Hence, it 1s important to know how LXRs influence the metabolism of
polyunsaturated fatty acids by lipoxygenases.

Furthermore, the design of climcal trials with [LXR modulators should take into account the
right selection of the targeted pathological process and also the moment of nsing [XR
modulators in the evolution of the disease. Becanse L XRs play critical roles in several crgans
and physiological processes (Magdasy et al, 2016). a cauhious management of [XE
modulators 15 vndoubtedly necessary for adverse event prevention. Since I XEs are muclear
transcription factors presented as two proteins with specific cell expression modulators
should be adequately vectored (Katz et al., 2009). However, topical use in skin may help
decreasmng systenuc side effects and also allow sufficient dose delivery to the targets. The
next generation of SLiMs to be climcally tested should thus include the possibility of an
external (topical) admunistration They should also be able to access to their targets despite
skin barner permeability disroption that usually exists in the potential indicated diseases. The
divergence in some research findings may be due to the complexity of the LXR regulated
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pathways. Therefore. in vitre studies are useful to make a first screening for active dmugs, and
in vivo testing. for efficiency demonstration.
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Fig. 1. Schematic reprezentation of human skin architecture. Skin 1s made of 3 layers that are fom inner to
outer, the hypodermis, the dermus and the epidernus. Epidenmis is structured in 6 layers arising from
proliferation and differentiation of keraunocytes from the smrarum dacale. Keratinocytes, fibroblasts,
melanocytes and sebocytes the major skin resident cells while cells such as macrophages, dendrdc cells,
Iymphocytes (CD4+or CDE8+ T cells) and neutrophils are secondary attracted to the skin by released chemokines.
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Fig. 2. Role of LXE in physiological and pathological processes. Throngh direct (transcriptional) or indirect
(AP-1) regulaton, LXR-FXE heterodimer modulates several fargets invelved in physiological or pathological
conditions. LEER: liver X receptor, EXE: metinoid X receptor, DE4: direct repeat 4, LOR: loricno, IVL:
mwolocrn, FLG: Glaggrin, TGMI: transglotaminsse 1, ABCAL: ATP-binding cassefte 1, ABCALL: ATP-
binding cassette 12, ABCG]: ATP Binding cassette subfamily & member 1, VEGFA: vascular endothelial
growth factor A, LPCATS: lysophosphatidylcholine acylosmsferase 3, COX-I: cyclo-oxygenase-2, iBOE:
inducible nitric oxide synthase, IL1B: interlenkin 1 Beta, IL4: Interleukin &, ILE: interleukin 8, IFNG: interferon
gamma, THFA: mumor pecresis factor A, MMPZ: mairix metallopeptidase 2, MMP9: mairix metallopeptidase 9.
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Fig 2. Putative therapentic targets of LXE activaters in selected skdin diseases. In each of these skin diseases,
permarbed (hyperactivated or repressed) pathways imvelving some LXE target genes have been associated to the
pathogenesis or to the progression of the diseases. Those permrbations constimate radonal for therspeutic
development and use of 5LidMMs. LXE: liver X receptor, IFNG: interferon gamms, WMYC: v-myc avian
myelocyomatesis viral oncogens bhomolog, ILE: interlenkin &, FPARG: peromisome proliferator activated
receptor gamma, CAT:catalase VIE: vitamin D (1,25- dibydroxyvitamin D3) receptor, THFA: tumor necrosis
factor A, IL1A: interlenkin 1 alpha, FLG: filaggrnn GBA: beta-glucecerebrosidase, ILG: interleukin &6, TGMI1:
transglotaminase 1, ABCAL2: ATP-binding cassetie 12, LOR: loricrin; Apos E, apoliporotein E.
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