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I. Introduction

A. Le carcinome hépatocellulaire
Les éléments épidémiologiques et ceux relatifs aux traitements seront
traités brievement, alors que les modeéles murins de carcinome
hépatocellulaire, et notamment le modele utilisé pour mon projet de these
seront abordés de fagon plus détaillée.

1.  Généralités
a) Epidémiologie et histoire naturelle

Le cancer primitif du foie est diagnostiqué chez prés de 840000 individus et
est responsable de prés de 780000 déces par an dans le monde, ce qui le
situe au 6™ rang en incidence et au 3®M rang en mortalité parmi
I'’ensemble des cancers(Bray et al. 2018). Le carcinome hépatocellulaire
(CHC) est I'histologie la plus fréquente chez I'adulte, elle représente pres
de 80% des cas, loin devant le cholangiocarcinome intra-hépatique (15%
des cas) et d’autres types histologiques plus rares. La répartition a travers
le monde est trés hétérogene (figure 1), avec en queue de peloton la
Mongolie, dont les taux d’incidence standardisés pour I'age sont quatre fois
supérieurs a ceux des pays voisins(Bray et al. 2018).

L'hétérogénéité de cette répartition géographique s’explique principalement
par l'exposition dans les pays les plus touchés aux facteurs de risque de
CHC que sont I'aflatoxine B1 et l'infection chronique par le virus de I’'hépatite
B (surtout en cas de transmission materno-foetale ou pendant
I'enfance(Yuen et al. 2018)). Cependant, dans les pays au mode de vie
occidental on observe une hausse dans l'incidence standardisée de CHC
malgré la quasi-absence d’exposition a I'aflatoxine B1 et la vaccination tres
répandue contre le VHB(EI-Serag and Rudolph 2007). Cette progression
s’explique par I'augmentation de I’'exposition a d’autres facteurs de risque,
a savoir l'alcool et les maladies métaboliques (obésité, diabete de type 2)
impliquées dans la NAFLD(Estes et al. 2018).
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Figure 1 : taux d'incidence standardisés pour I'd4ge de cancers primitifs du foie selon les différentes
régions du monde, d'apres Bray et al, 2018.

b)  Facteurs de risque

(1) Environnementaux
Les aflatoxines sont une classe de mycotoxines cancérigenes produites par
le champignon Aspergillus et sont connues pour contaminer une partie de
I'approvisionnement alimentaire mondial. L'aflatoxine B1 (AFB1) est le plus
puissant de ces composés et a été bien caractérisée pour conduire au
développement de CHC. Les conditions de température et d'humidité
élevées favorisent la croissance des champignons, de sorte que les pays qui
connaissent ces conditions environnementales, a savoir I'Afrique
subsaharienne et I'Asie du Sud-Est, connaissent souvent une plus grande
contamination. L'absence de possibilité de stocker les récoltes dans des
endroits secs et a température modérée favorise également l'infection par
des champignons producteurs d’AFB1(Yan Liu and Wu 2010). On estime
gue I'AFB1 est I'agent causal de prés de 28% des cas de CHC dans le monde.
L'’AFB1 est métabolisée par le systéme enzymatique cytochrome p450
hépatique et certains de ses métabolites favorise la production d’adduits de
I’ADN(Rushing and Selim 2019) qui a leur tour peuvent induire des

13



mutations. Ainsi, I'exposition a I’AFB1 est associée a une mutation du géne
Tp53 (R249S) qui permet un gain de fonction de p53(H. Wang et al. 2019).
p53-R249S est la principale mutation identifiée dans 30 % des CHC mutés
p53, et dans plus de 96 % des CHC dans les régions a haut risque(Hussain
et al. 2007; L.-N. Qi et al. 2015). Méme si I’AFB1 est carcinogene per se, il
a été démontré un effet synergique avec le virus de I'hépatite B (Kew 2003)
et dans une moindre mesure avec le virus de I'hépatite C (Chu et al. 2018).

La consommation chronique d’alcool serait responsable de prés de 30% des
déceés dus au CHC dans le monde, avec une incidence plus élevée dans les
pays d’Europe de I'Est (jusqu’a 60% des cas (Abbafati et al. 2020)). Méme
si le risque de cancer est augmenté pour des consommations quotidiennes
minimes (10g/jour soit un verre de vin), le risque de développer un CHC
apparait uniquement pour des consommations importantes et en présence
d’une fibrose hépatique modérée a sévere(Ganne-Carrié and Nahon 2019).
Pour les patients ayant une cirrhose alcoolique le risque annuel de
développer un CHC varie sensiblement en fonction des études, allant de
0.7% a 2.9% (Jepsen et al. 2020; Ioannou et al. 2019; Ganne-Carrié et al.
2018). En dehors de favoriser la fibrose hépatique et la cirrhose, ce qui
constitue des lésions pré-cancéreuses, d’autres mécanismes sont
directement impliqués dans l'effet oncogénique de l'alcool. L’éthanol est
dégradé en acétaldéhyde dans le cytosol des hépatocytes. L’acétaldéhyde
est un composé hautement réactif et directement mutagéne suite a la
formation d’adduits a I'ADN qui nuisent a la réparation de I'ADN, la
peroxydation des lipides et des lésions mitochondriales, |'ensemble
favorisant la transformation maligne(Ganne-Carrié and Nahon 2019). De
méme, le métabolisme de I'’éthanol augmente le stress oxydatif des
hépatocytes par la production accrue de ROS(Teschke 2018). Enfin, les
métabolites oxydatifs (acétaldéhyde, ROS) générés par le métabolisme de
I'alcool peuvent induire des changements épigénétiques par le biais
d'altérations du métabolisme du folate, un composant essentiel de la
synthése et de la méthylation de I'ADN(Seitz and Stickel 2007).

Un autre facteur environnemental majeur impliqué dans
I'hnépatocarcinogenése est celui de la NAFLD, cet aspect sera détaillé dans
le chapitre dédié a cette pathologie.

(2) Infectieux
Les deux virus hépatotropes capables d’infecter de facon chronique leurs
hotes humains immunocompétents, a savoir le virus de I’'hépatite B et C
(VHB et VHC) sont les deux principaux facteurs de risque infectieux de CHC.

Le VHB infecte de fagon chronique pres de 3.5% de la population mondiale,
soit 257 millions d’individus selon une estimation de I'OMS datant de
2015(World Health Organization 2017). La plupart de ces individus ont
contracté le virus avant que le vaccin antiviral B soit disponible. Ce vaccin
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a démontré une réduction de l'incidence de CHC et la mortalité liée a ce
cancer(Chang et al. 1997). Le virus de I'hépatite B est le représentant
humain des Hepadnaviridae. 1l s’agit d’un virus enveloppé de 44 nm dont le
génome est constitué par un ADN circulaire double brin de 3200
nucléotides(Seto et al. 2018). Peu aprés l'infection, I'ADN du VHB est
converti en un ADN circulaire fermé par covalence (ou cccDNA pour
covalently closed circular DNA) qui s'accumule dans le noyau des cellules
infectées sous la forme d'un épisome stable organisé en structures
nucléosomales(Levrero et al. 2009). Comme pour toute cause de maladie
hépatique chronique, le VHB favorise le développement du CHC via la
progression fréquente vers la cirrhose. Ceci étant dit il existe suffisamment
d’arguments pour affirmer |'effet pro-oncogene du VHB méme en |'absence
de cirrhose. Les mécanismes oncogéniques directs sont multiples.
L'intégration de I’ADN viral promeut l'instabilité génomique chez I'hote et
provoque également une mutagénese insertionnelle (dans TERT, CCNE1 ou
MLL4) semblable a celle d’un rétrovirus. Les protéines virales (HBx, HBc et
preS notamment) sont également capables d’affecter les fonctions
cellulaires, activer diverses voies de signalisation oncogéniques et
sensibiliser les cellules du foie aux mutagenes (revu dans (Levrero and
Zucman-Rossi 2016)). Enfin, la co-infection avec le virus delta (VHD)
accélere la progression vers un CHC, par des mécanismes moléculaires qui
restent a élucider (Puigvehi et al. 2019).

Le virus de I'hépatite C (VHC) est un virus enveloppé a ARN de 60 nm
appartenant a la famille des Flaviviridae. On estime qu’il y a 71 millions
d’individus infectés par le VHC dans le monde (Spearman et al. 2019) et en
France prés de 70000 personnes infectées ignorent leur statut
virologique(Brouard et al. 2015). Environ 10 a 20 % des personnes atteintes
d'une infection chronique par le VHC développent des complications,
notamment une cirrhose décompensée et/ou un carcinome hépatocellulaire,
sur une période de 20 a 30 ans. Le risque de développer un carcinome
hépatocellulaire sur 5 ans varie de 1 % chez les personnes sans fibrose
hépatique a 13 % chez celles atteintes de cirrhose(Bruden et al. 2017).
D'autres facteurs, tels que la co-infection virale B, le diabéte, la stéatose
hépatique, l'infection par le génotype 3, une forte consommation d'alcool,
un age avancé ou une thrombopénie augmentent également le risque
individuel de CHC(Spearman et al. 2019). Il est attendu que le traitement
par antiviraux a action directe, efficaces pour guérir l'infection virale dans
plus de 95% des cas, diminue profondément l'incidence de nouveaux cas
de CHC liés au VHC, mais cela prendra encore plusieurs années. Les CHC
survenant dans un contexte de VHC chez I'homme sont avant tout une
conséquence de l'accumulation de processus inflammatoires et
fibrogéniques. Cependant, des effets pro-oncogéniques directs ont été mis
en évidence également, aussi bien via I'action du virus sur sa cellule hote
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gue par le biais de la réponse antivirale déclenchée par l'infection (McGivern
and Lemon 2011).

Enfin, le virus AAV2 (Adeno-associated virus 2), un virus a ADN défectueux,
a été associé au développement de CHC sur foie non cirrhotique suite a une
mutagenese insertionnelle dans plusieurs genes impliqués dans le CHC
(TERT, CCNA2, CCNE1, TNFSF10 et MLL4(J.-C. Nault et al. 2015; La Bella
et al. 2020)).

c) Traitements

Une des particularités du CHC par rapport a d’autres cancers solides vient
du fait que la majorité des cas survient dans un contexte de foie cirrhotique.
La cirrhose constitue non seulement une condition pré-cancéreuse mais elle
limite souvent le traitement du fait de linsuffisance hépatique qu’elle
occasionne. Malgré des avancées thérapeutiques récentes, la survie a 5 ans
des patients atteints de CHC ne dépasse pas 25% (Yan et al. 2017). Lorsque
le CHC est découvert a un stade précoce, a savoir une tumeur uniqgue de
moins de 3cm sans atteinte vasculaire chez un patient ayant une fonction
hépatique et un état général préservés, un traitement curatif peut étre
proposé(Villanueva 2019). Néanmoins, cela ne concerne que moins de 20%
des patients(Galle et al. 2018).

(1) Curatifs
La survie a 5 ans lorsqu’un traitement curatif peut étre proposé excede
70%. Ces traitements sont les suivants : résection chirurgicale, ablation par
radiofréquence ou transplantation hépatique.

Lorsque le CHC survient dans un foie non cirrhotique, la résection
chirurgicale est le traitement a privilégier(Lang et al. 2005). En revanche,
dans un contexte de cirrhose le choix entre ces différents traitements
dépend principalement de la fonction hépatocellulaire et la présence d'une
hypertension portale cliniguement significative. Ainsi, la résection
hépatique, surtout lorsqu’elle est considérée majeure (intéressant au moins
trois segments hépatiques), comporte une morbi-mortalité élevée chez les
patients ayant une hypertension portale(Citterio et al. 2016), auquel cas la
radiofréquence doit étre privilégiée. Il s’agit d’'une procédure médicale dans
laquelle une partie du systeme de conduction électrique de la tumeur est
ablatée a l'aide de la chaleur générée par un courant alternatif a moyenne
fréquence. Dans une série de 162 patients cirrhotiques traités par
radiofréquence en premiere ligne, la survie globale a 5 ans était de 67.9%
avec une survie sans récurrence a 25.9%(D. H. Lee et al. 2014).

La transplantation hépatique, réservée uniquement aux CHC survenant
dans des foies cirrhotiques, offre I'avantage de traiter a la fois la tumeur et
la cirrhose. Les résultats sont excellents (survie a 5 ans>70%), a condition
de respecter certaines limites de taille, nombre de |ésions et taux circulants
d’alphafoetoprotéine (Duvoux et al. 2012; F. Y. Yao et al. 2015; Mazzaferro
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et al. 2018). La principale limite est évidemment liée a la pénurie d’organes,
obligeant a prioriser l'accés a la transplantation hépatique (Ubel et al.
2001).

Enfin, deux autres traitements radiologiques, a savoir la chimio-
embolisation intra-artérielle et la radiothérapie interne sélective, se situent
a l'interface entre les traitements curatifs et palliatifs. En effet, ces
traitements peuvent dans certains cas permettre un downstaging
permettant au patient d’accéder a un traitement considéré curatif.

(2) Palliatifs

Historiquement, la recherche de traitements systémiques pour le CHC a
longtemps été limitée pour diverses raisons (tumeur réputée peu chimio
sensible, insuffisance hépatique associée). L’autorisation du sorafénib en
2007 (Llovet et al. 2008), un inhibiteur de récepteur tyrosine kinase multi-
cible, comme premier traitement systémique validé du CHC, a donné lieu
alors a une période de recherche clinique importante. Cependant pendant
pres de 10 ans il n'y a eu aucune nouvelle molécule ayant pu dépasser le
stade d’essai clinique de phase 3. Depuis 2017, la situation évolue de
maniere positive et rapide avec de nouvelles options thérapeutiques en
deuxieme ligne : le regorafenib (inhibiteur de récepteur tyrosine kinase
multi-cible (Bruix et al. 2017)), le cabozantinib (inhibiteur de récepteur
tyrosine kinase multi-cible (Abou-Alfa et al. 2018)) et e
ramucirumab(anticorps monoclonal anti-VEGFR2(A. X. Zhu et al. 2019)),
mais aussi en premiére ligne de traitement avec le lenvatinib (inhibiteur de
récepteur tyrosine kinase multi-cible (Kudo et al. 2018)). Pourtant, la plus
grande avancée thérapeutique récente concerne l'essai clinique de phase
III positif comparant en premiere ligne de traitement le sorafénib a la
combinaison atezolizumab (un anticorps monoclonal anti-PD-L1,
Programmed death ligand 1) et bevacizumab (un anticorps monoclonal anti-
VEGF(Finn et al. 2020)).

La combinaison atezolizumab-bevacizumab est la premiére combinaison a
avoir montré son efficacité dans le CHC et il y a actuellement de nombreux
essais cliniques testant une combinaison entre des inhibiteurs de checkpoint
immunitaire (anticorps dirigés contre PD-1, PD-L1 ou CTLA-4) et des
inhibiteurs de récepteur tyrosine kinase multi-cible ou des anti-
angiogéniques (anticorps anti-VEGFR ou anti-VEGF).

2. Génomique du CHC
a) Généralités
Le CHC est un groupe de tumeurs hétérogénes. Des récents travaux
génomiques ont permis de classifier schématiquement les tumeurs en deux
groupes en fonction de leur paysage mutationnel, les profils de I'expression
génique et des caractéristiques physiopathologiques (revu dans
(Rebouissou and Nault 2020)). Cette classification identifie deux grandes
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catégories de CHC, appelées « classe proliférative » et « non-proliférative »
(figure 2). La classe « proliférative » comporte des tumeurs peu
différenciées, agressives, caractérisées par une dérégulation de cascades
de signalisation de la prolifération et de la survie cellulaire. La classe « non-
proliférative » se caractérise par des tumeurs mieux différenciées, moins
agressives, souvent avec l'activation de la voie Wnt/B-caténine et/ou de
I'inflammation. Nous allons par la suite explorer certaines anomalies
génétiques (mutations ou altération du nombre de copies) fréquemment
retrouvées dans les CHC humains.

= L
Malecul Proliferation class ~50% Non-prolifaration class ~50%

- TCGA (Cluster 1-3)

Patholegical
& IHC fealures

Main signalling
pathways

Ditferentiation

veseurimason | [

Serum AFP

Astiology

Figure 2 : Classification des CHC prenant en compte les caractéristiques moléculaires et anatomo-
pathologiques. D'aprés Rebouissou et Nault 2020.
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b) Téloméres et telomérase

Les télomeres sont des régions hautement répétitives d'ADN non codant
situées a I'extrémité des chromosomes. Ils sont responsables de la stabilité
des chromosomes, en empéchant une perte d'information génétique dans
chaque division cellulaire. L'intégrité du télomeére est maintenue par la
télomérase TERT, une transcriptase inverse qui est activée dans un nombre
trés limité de types cellulaires. Les hépatocytes adultes n’expriment pas
TERT. Dans un contexte de maladie hépatique chronique, les hépatocytes
exposés a des agressions voient leurs télomeres se raccourcir. L'absence
d’activité de la télomérase favorise la senescence de ces cellules, ce qui
favorise I'évolution vers une cirrhose, état prédisposant a la formation d’un
CHC. Au cours de I'hépatocarcinogenese, la réactivation de la télomérase
est nécessaire pour permettre une immortalisation de la cellule, étape clé
dans la transformation maligne. Plus de 90% des CHC humains présentent
une réactivation de la télomérase selon plusieurs mécanismes décrits(J. C.
Nault et al. 2019). Il est intéressant de noter que ces phénomeénes sont
mutuellement exclusifs.

Le mécanisme le plus fréguent concerne la mutation activatrice du
promoteur de TERT. Il s’agit de I'anomalie génétique la plus fréquemment
retrouvée dans les CHC humains, avec une fréquence de pres de 60% des
cas(J. C. Nault et al. 2013). Les CHC d’étiologie virale B ont cette mutation
sous-représentée(Y.-L. Chen et al. 2014), probablement en lien avec la
capacité du VHB a activer le promoteur de TERT en s’insérant dans sa
séquence génétique(J. C. Nault et al. 2013). Cette insertion de VHB dans la
séquence de TERT est décrite dans pres de 26% des CHC liés au VHB(Totoki
et al. 2014; L.-H. Zhao et al. 2016; Sung et al. 2012). Ce phénomeéne de
mutagénese insertionnelle virale dans le promoteur de TERT est également
décrit pour le virus AAV2(J.-C. Nault et al. 2015). Enfin, des anomalies
chromosomiques peuvent aussi induire une activation de TERT : il s’agit
d’'une amplification du géne codant pour TERT avec surexpression
résultante de TERT dans pres de 5% des cas (Totoki et al. 2014; Schulze et
al. 2015; Letouzé et al. 2017) ou d’une fusion de TERT avec des genes
codant pour des membres de la famille des transporteurs de solutés tels
gue SLC12A7 et SLC7A2 décrits dans 3,6 % des échantillons de I'ensemble
de données du « The Cancer Genome Atlas »(Barthel et al. 2017).

c) Voie Wnt/Beta-caténine
La voie Wnt/B-caténine joue un rble essentiel dans I'embryogenese, la
zonation et le contréle métabolique du foie en situation physiologique. Cette
voie est une des plus fréquemment activées dans le CHC et plusieurs
mécanismes peuvent étre a l'origine de cela. Par exemple, des mutations
activatrices dans I'exon 3 du géene CTNNB1 codant pour la B-caténine sont
détectées dans 15-25% des CHC, produisant une B-caténine mutée
échappant a la phosphorylation et a la dégradation ultérieure(de La Coste

19



et al. 1998; W. Wang et al. 2017; Fujimoto et al. 2012). Par ailleurs, des
mutations inactivatrices se produisant dans AXIN1 sont rapportées dans
10,4% des CHC (Satoh et al. 2000), suivies par AXIN2 et APC, qui sont
mutées dans 3,3% et 1,4%, respectivement(W. Wang et al. 2017). Les
mutations de ces régulateurs négatifs donnent un phénotype différent des
mutations activatrices de B-caténine mais diminuent tout de méme la
fonction biologique du complexe de destruction, favorisant ainsi
I'accumulation de B-caténine. Il convient de noter que les mutations de
CTNNB1 sont plus fréqguentes dans les CHC liés au VHC (26,7%) et non
viraux (21,1%) que dans les CHC liés au VHB (11,6%). Inversement, les
mutations AXIN1 sont plus fréquentes dans les CHC liés au VHB (18 %) que
dans les CHC liés au VHC (14 %) et non viraux (8 %¢(Perugorria et al.
2019)). Une hypothese pour expliquer cette différence vient du fait que des
facteurs étiologiques différents provoquent un microenvironnement local
différent, qui exercerait une pression de sélection particuliere favorisant un
certain type de mutations.

En ce qui concerne les interactions épistatiques, il a été mis en évidence
gue les mutations activatrices de B-caténine sont associées aux mutations
du promoteur de TERT ainsi qu’aux mutations de NFE2L2 et de
ARID2(Schulze et al. 2015).

d) p53

Plusieurs genes de controle du cycle cellulaire possédent une fonction de
genes suppresseurs de tumeurs dans le CHC. Un des plus étudiés est le
gene Tp53, impliqué dans le maintien de l'intégrité du génome et dont une
mutation est présente dans 12-48% des cas(Fujimoto et al. 2012; Guichard
et al. 2012; Hsu et al. 1991). Comme mentionné ci-dessus, dans les CHC
humains on note une surreprésentation de la mutation faux-sens de la
troisieme base du codon 249 (AGG=>AGT) résultant en une substitution
d’'un acide aminé sérine par une arginine (ou p53R?49S) et cette mutation
survient dans un contexte d’exposition a I’AFB1 associée ou non a une
infection par le VHB. Cette mutation confére un gain de fonction a p53 via
I"activation de MYC (Liao et al. 2017).

e) Myc
Le protooncogene MYC, homologue cellulaire humain du virus de la
leucémie myéloide aviaire, un oncogene rétroviral, est un facteur de
transcription qui régule la prolifération cellulaire, contréle I'expression de
nombreux génes et est impliqué dans la pathogenése d'une pléthore de
tumeurs solides, de leucémies et de lymphomes humains, ainsi que dans
des tumeurs animales. MYC est un puissant oncogene mais,
paradoxalement, il présente également une activité oncosuppressive en
induisant I'apoptose et la sénescence cellulaire. L'analyse transcriptomique
des nodules de régénération dans la cirrhose et les CHC précoces a mis en
évidence que l'activation de MYC est impliquée dans le processus de
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transformation maligne aux stades précoces et qu’au moins 30% des CHC
ont une activation de cette voie (Kaposi-Novak et al. 2009). L'amplification
du gene MYC concerne entre 6 et 17% des CHC(Ally et al. 2017) et
I'activation de MYC est surreprésentée dans les CHC d’origine alcoolique et
virale, contrairement a ceux liés a la NASH(Schlaeger et al. 2008).

3. Modeles murins de carcinogénese hépatique

Il existe un grand nombre de modeles murins censés reproduire le CHC
humain. Aucun modeéle n’est parfait, mais en fonction de l'‘objectif d’'un
travail de recherche il existe des modeles plus adaptés que d’autres. Ainsi
par exemple les modeles basés sur des xénogreffes de tumeurs établies a
partir de patients (ou Patient-Derived Xenograft PDX) conviennent aux
études servant a tester de nouvelles molécules. En revanche, I'étude des
propriétés et des interactions oncogéniques d’un gene donné se prétent a
I'utilisation du modéle de transfection hydrodynamique des hépatocytes. Ce
modele est celui qui a été le plus utilisé pour mon projet et sera donc
davantage détaillé dans la suite de cet exposé. Enfin, il est a noter qu’un
des principaux reproches qui peut étre formulé au sujet des modeles de
CHC utilisant des souris c’est qu’ils surviennent quasiment tous dans un
contexte de foie non cirrhotique, contrairement a la majorité des CHC
humains.

a) Chimigues

Le rationnel de ces modeles réside dans le fait que le foie est un des
principaux organes de détoxification de I'organisme, il est donc soumis a
des concentrations élevées de substances devant étre purifiées de
I'organisme. Ainsi, I'exposition a certaines molécules génotoxiques peut
créer des lésions touchant des oncogénes drivers, précipitant la formation
de CHC. Les modeles chimiques induisent un paysage mutationnel riche et
hétérogene.

(1) Diethylnitrosamine (DEN)
Un des plus anciens modeles de carcinogénese hépatique est I'exposition
au diethylnitrosamine (DEN), dont les premiéres descriptions datent des
années 1960 (Magee 1971). Il s'agit d'un puissant agent hépatotoxique et
mutagene. Le DEN stimule le cytochrome p450 hépatique, aboutissant a la
formation de ROS (Reactive Oxygen Species (Y. Qi et al. 2008)). Plusieurs
protocoles existent mais le DEN est généralement apporté par voie
intrapéritonéale a 2 semaines de vie, moment propice en raison de la
prolifération hépatocytaire observée a ce stade. Le fond génétique et le sexe
de la souris déterminent en partie la latence et l'incidence de I"apparition de
tumeurs hépatiques primitives. Les souris C57BIl/6 et BALB/c résistent
davantage a la tumorigénese induite au DEN, comparativement aux souris
FVB ou C3H par exemple(Maronpot 2009). De méme, les souris males ont
une incidence d’apparition de tumeurs proche de 100%, alors qu’elle n‘est
gue de =30% pour les femelles(Naugler et al. 2007). Cette différence
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s’expligue en partie par une inhibition ocestrogénique de la sécrétion
d’interleukine 6 (II-6) par les macrophages résidents du foie (cellules de
Kupffer) en réponse au DEN chez les femelles. Parmi les inconvénients de
la méthode du DEN on peut citer la charge mutationnelle importante qu’elle
induit mais intéressant des genes peu représentés dans les CHC humains
(Hras, Braf, Egfr et Apc(Connor et al. 2018)) ainsi que la latence longue
d’apparition des tumeurs (en général plus de 10 mois(Maronpot 2009)).
L'utilisation combinée de phénobarbital, un puissant inducteur du
cytochrome p450, est efficace pour accélérer |'apparition de tumeurs, bien
gue le profil mutationnel s’en voit modifié avec une augmentation de la
fréquence des mutations de B-caténine (Watson and Goodman 2002).

(2) Tetrachloride de carbone (CCl4)

Le CCl4 est une molécule hépatotoxique induisant le cytochrome p450, la
formation de ROS, entrainant une activation des cellules étoilées hépatiques
(fibroblastes activés du foie) et des cellules de Kupffer. L’'exposition répétée
a cette molécule n’entraine pas directement de mutagénése, mais elle
aboutit a une fibrose hépatique sévere et étendue pouvant in fine résulter
en I'apparition de CHC. Ce modele a I'avantage de récapituler de fagon plus
fidele le processus oncogénique de CHC sur foie cirrhotique. Néanmoins, la
latence d’apparition des tumeurs est longue et variable(Dragani, Manenti,
and Della Porta 1986). Le CCl4 peut étre combiné a une injection de DEN a
2 semaines de vie, ce qui accélere |'apparition de tumeurs(Dapito et al.
2012).

(3) Aflatoxine B1

Un modeéle d’exposition a I’AFB1 consistant a exposer les souris par une
injection unique au 7¢ jour de vie permet d’obtenir des CHC a 12 mois. Il
existe une différence de susceptibilité génétique, avec uniquement 27% des
souris C57BI/6] qui développent des tumeurs contrairement a 90% des
souris DBA/2J(McGlynn et al. 2003). La principale critique a ce modele vient
du fait qu’il ne provoque pas de mutation de Tp53, événement majeur dans
la carcinogénése humaine induite par I’AFB1.

b) Souris génétiquement modifiées ou Genetically

Engineered Mouse Models (GEMM)
Contrairement aux modeéles chimiques, |'objectif est en général de définir la
charge mutationnelle a l'origine de la formation de la tumeur. Il s’agit dans
la majorité de cas de l'inactivation d’'un géne suppresseur de tumeurs ou la
surexpression d'un oncogéne. Schématiquement on distingue les GEMM
ayant une modification germinale ou hépato-spécifique, par transgénéese
dirigée a l'aide du promoteur de I'albumine ou a l'aide de I'utilisation des
mécanismes de recombinaison de type Cre-loxP et Cre-loxP-stop (Bouabe
and Okkenhaug 2013). Pour la mutation germinale on peut citer par
exemple les souris porteuses de l'allele Z du géne de I'alpha 1 antitrypsine,
provoquant I'apparition de tumeurs apres 1-1.5 ans dans 100% des souris
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(Geller et al. 1994), alors que pour le deuxieme modele un exemple tres
utilisé est celui des souris ayant une inactivation hépatique de la protéine
PTEN (Phosphatase and tensin homolog), a l'origine de CHC apres 44
semaines dans 66% des souris (Watanabe et al. 2007). On inclut également
dans cette catégorie les modeles d’inflammation chronique responsables de
CHC au long cours, dont certains seront détaillés par la suite.

(1) Modeles d’'hépatites virales B et C
Les hépatites virales chroniques B et C sont des facteurs de risque majeurs
de CHC. Bien que ces deux virus n’infectent pas les souris, il existe des
modeéles murins exprimant les protéines virales impliquées dans Ila
carcinogénese hépatique.

Pour ce qui est du VHB, le premier modele exprimait la protéine de surface
(HBs), mais les souris étaient indemnes de lésion néoplasique (Chisari et
al. 1985). Par la suite, le modeéle avec surexpression de la protéine virale X
(HBx) a apporté des arguments en faveur des effets oncogéniques directs
du VHB, avec l'apparition de lésions d’hépatocarcinome dans 84% des
souris males de fond génétique CD-1 entre 13 et 16 mois (Koike et al.
1994). De facon intéressante I'effet oncogénique est dose dépendant dans
ce modele. Par la suite, il a été montré grace a des souris double
transgéniques que HBx coopérait avec des oncogenes tels que KRAS (Ye et
al. 2014) ou C-Myc (Terradillos et al. 1997) pour accélérer la tumorigénese.
Parmi les mécanismes oncogéniques de HBXx, les hépatocytes des souris
transgéniques FL-HBx ont une apparition précoce de noyaux polyploides
(24n) et des marqueurs de cellules progénitrices de cancer (Ahodantin et
al. 2019). En revanche, 70% des échantillons tumoraux humains montrent
plutét une inactivation de HBx (Amaddeo et al. 2015).

Les modeles murins d’expression des protéines virales C apportent des
arguments en faveur d’un effet oncogénique direct. Ainsi, dans les souris
transgéniques FL-N/35 (pour Full-Length polyprotein), qui expriment la
totalité de protéines du VHC spécifiguement dans les hépatocytes, on
observe |'apparition de CHC dans 29% des souris males aprés 13 mois
(Lerat et al. 2002) et ce malgré une stéatose isolée sans fibrose. Les
hépatocytes exprimant les protéines virales (et notamment la polymérase
NS5B) sont responsables d’'une signalisation paracrine qui affecte les
cellules environnantes via la synthése de cytokines inflammatoires (Yu et
al. 2012; Vegna et al. 2016; Simonin et al. 2013) et du ligand de la voie
Wnt/B-caténine (Moreau et al. 2015a).
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(2) Modeles de souris transgéniques récapitulant

les principaux génes suppresseurs de tumeurs ou

oncogenes
De nombreux genes suppresseurs de tumeurs dont le rble était suspecté
dans le CHC ont pu étre étudiés grace a des modeles murins. Une des voies
les plus fréequemment dérégulées dans le CHC est celle de Wnt/B-caténine,
que ce soit par une mutation activatrice de CTNNB1 ou une inactivation
d’'une protéine inhibant la dégradation de B-caténine. Ainsi, les souris ayant
I'exon 14 du gene Apc (Adenomatous polyposis coli) flanqué par des
séquences loxP (ou Apclox/lox) qui recoivent une injection faible dose
d’adénovirus codant pour la Cre recombinase développent des CHC au bout
de 9 mois dans 2/3 des cas (Colnot et al. 2004). Les CHC obtenus sont de
morphologie trabéculaire, de différenciation variable mais montrent tous
des signes d’activation de la voie Wnt/B-caténine, tels que le marquage a
la glutamine synthétase en immunohistochimie. L’inconvénient de ce
modeéle est que les mutations inactivatrices d’Apc ne se rencontrent
qu’exceptionnellement (1-2% des tumeurs) dans les CHC humains, alors
que la voie est dérégulée dans prés de 25% des cas (Zucman-Rossi et al.
2015). Concernant les souris ayant une induction hépato-spécifique d'une
forme de B-caténine activée, elles développent une hépatomégalie mais pas
de CHC (Harada et al. 2002). Il faut alors un deuxieme événement
oncogénique pour aboutir a une tumorigénése, tels qu’une mutation
activatrice de H-Ras(Harada et al. 2004) ou une injection de DEN (Nejak-
Bowen et al. 2010).

Plusieurs modeles murins ont permis de mieux comprendre le role de p53
dans I’'hépatocarcinogenése. L'inactivation hépato-spécifique de p53 induit
des carcinomes d’apparence mixte hépato-cholangiocytaires dans 80% des
cas et d’aspect CHC dans 10% des cas, apres 12-16 mois (Katz et al. 2012).
Par ailleurs, la voie de signalisation du Rétinoblastome (Rb) est souvent
altérée dans les CHC humains, que ce soit par une délétion de CDKN2A (2-
12% (Guichard et al. 2012; Totoki et al. 2014)) ou une mutation du gene
RB1 (3-8% (Ahn et al. 2014)). Expérimentalement, un modéele de triple KO
de génes de la famille de Rb1 par inactivation hépatospécifique de Rb, p107
et p130 provoque la formation de tumeurs dans 100% des souris apres 3-
4 mois (Viatour et al. 2011).

La voie de signalisation cellulaire PI3K/AKT/MTOR est dérégulée dans pres
de 10% des CHC humains, le plus souvent a travers une mutation
inactivatrice de TSC1 et TSC2 (Schulze et al. 2015) et plus rarement par
une mutation inactivatrice de PTEN. Le seul modéle murin représentatif de
ces tumeurs est celui des souris PTEN knock-out hépato-spécifiques,
responsables de CHC aprés 44 semaines dans 66% des souris (Watanabe
et al. 2007).
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Des mutations des génes codant pour des modificateurs épigénétiques
peuvent également favoriser |'apparition de CHC. En effet, ces modificateurs
font partie de complexes dont le role est de modifier la structure de la
chromatine et la position des nucléosomes. LA perte de fonction de certains
de ces génes est associé a la carcinogenese et sont donc considérés comme
des genes suppresseurs de tumeurs. La protéine Aridla (AT-rich interaction
domain 1a) fait partie du complexe de remodelage de la chromatine et le
gene correspondant est muté dans 4-17% des CHC humains (Guichard et
al. 2012). L'inactivation hépato-spécifique de cette protéine n’induit pas
directement de tumeur chez la souris, mais favorise la progression des
tumeurs induites par le DEN par un mécanisme non-cell autonomous via
I'induction de la sécrétion de I'angiopoiétine 2, résultant en une angiogénese
exacerbée (Hu et al. 2018). Dans ce modéle, les tumeurs répondent au
sorafénib, inhibiteur multikinase ayant un effet anti-angiogénique. De facon
similaire, l'inactivation hépatique de ARID2, un autre composant du
complexe de remodelage de la chromatine, aboutit a une invasion accrue,
avec des métastases pulmonaires plus fréquentes (Jiang et al. 2020).

Le modéle murin mTERC-null mice (déficient en la composante ARN de la
télomérase (Blasco et al. 1997)) apporte des arguments supplémentaires
en faveur du role de TERT dans la progression du CHC. En effet, ces souris
ont une incidence et une croissance réduites des lésions tumorales dans
différents scénarios oncogéniques, en lien avec une diminution des lésions
a I'ADN et une augmentation de |'apoptose des cellules transformées
(Lechel et al. 2007). Cependant, elles développent également des lésions
pré-néoplasiques de bas grade plus fréequemment (Farazi et al. 2003). La
télomérase a ainsi un rble antagoniste sur l'initiation et la progression des
lésions de CHC.

La voie de signalisation du facteur de transcription C-Myc est activée dans
au moins 30% des CHC humains (Kaposi-Novak et al. 2009). Différents
modeles de souris vont conforter le role causal de ce proto-oncogéne. Le
plus spectaculaire est celui de souris ayant une surexpression hépatique
conditionnelle par le systeme Tet-off de Myc : les animaux non traités a la
doxycycline développent tous des tumeurs agressives en moyenne 12
semaines apres et ces tumeurs régressent rapidement apres administration
de doxycyline (Shachaf et al. 2004). De méme, plusieurs modeles de
coopération oncogénique impliquant Myc ont été développés, dont on peut
citer ceux avec TGF-a (Santoni-Rugiu et al. 1996) ou p53 (Klocke et al.
2001).

c) Modéles basés sur la greffe de tissu ou cellules ;
xénogreffes et allogreffes
La définition d’'une xénogreffe est la greffe d’une entité vivante (cellule,
tissu ou organe) d'une espece vers une autre. Dans le contexte de la
recherche sur le CHC il s’agit généralement de la greffe de cellules
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tumorales humaines dans une souris. Ces cellules peuvent étre injectées en
sous-cutané, intra-péritonéal ou orthotopique (directement dans le foie).
Ces modeles sont largement utilisés pour tester le potentiel thérapeutique
de nouvelles drogues en préclinique. Cependant, pour éviter un rejet de
greffe, il est indispensable d’utiliser des souris immuno-déficientes, tout au
moins pour la réponse immune acquise (Morton and Houghton 2007). Les
principaux fonds génétiques utilisés dans ce contexte sont les souris nude
(déficientes en lymphocytes T), les souris athymiques (pas de maturation
des lymphocytes T), les souris SCID (pour Severe Combined Immune-
Deficient, déficientes en lymphocytes B et T), et les souris Rag2 knock-out
(pas de production de lymphocytes B et T matures).

Habituellement les cellules tumorales injectées sont issues de lignées
tumorales utilisées dans des laboratoires a travers le monde, on peut citer
par exemple les lignées Hep3B (CHC bien différencié, AFP positif(Knowles,
Howe, and Aden 1980)) ou HepG2 (hépatoblastome, AFP positif(Y. Li et al.
2001)). Plus récemment la méthode dite des xénogreffes dérivées de
patients (ou PDX pour Patient-Derived Xenograft) a connu un essor
considérable. Il s'agit d’une technique dont les premieres descriptions
datent des années 1970(Shimosato et al. 1976). Les PDX sont générées par
la greffe de fragments de tumeur primaire ou les cellules cancéreuses
dérivées de la tumeur du patient dans une souris immunodéprimée. Pour
ce faire, les tumeurs des patients sont souvent obtenues directement a
partir du bloc opératoire, sectionnées puis implantées dans les souris.
Parfois, les sections de tumeur obtenues peuvent étre traitées par des
moyens mécaniques ou la digestion chimique avant la greffe. Les modéles
sont ensuite entretenus en passant les tumeurs de souris a souris. Un
fragment tumoral du patient est habituellement conservé pour étre analysé
et comparé aux tumeurs obtenues chez la souris.

Or, lorsque ce modele est utilisé pour étudier une drogue dont l'effet
pourrait passer par l'interaction avec le microenvironnement tumoral,
I'immunodéficience est problématique. Dans ce cas-la il convient alors
d’utiliser un modele syngénique (allogreffe de cellules ou tissu provenant
de la méme espece), dont le principal avantage est celui de permettre
d’étudier l'interaction entre les cellules tumorales et le microenvironnement
tumoral. Parmi les lignées les plus utilisées dans ce contexte on peut citer
les Hep 1-6(Darlington et al. 1980) obtenues a partir de tumeurs dans des
souris C57Bl/6.

Un avantage indéniable du modele de xénogreffe orthotopique c’est la
possibilité de réaliser la greffe sur un foie cirrhotique, obtenu préalablement
par [l'administration orale quotidienne de CCl4 pendant 12
semaines(Reiberger et al. 2015).
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Enfin, dans un but de respect de la « regle des 3R » (Réduire, Remplacer,
Raffiner) en recherche animale, le modele des Hollow Fiber Assay HFA (ou
test des fibres creuses) permet l|'implantation de multiples fibres de
polyfluorure de vinylidene, en une seule fois, chez une seule souris nude.
Les lignées de cellules tumorales sont placées dans des fibres creuses semi-
perméables. Les fibres sont placées dans un milieu de culture in vitro
pendant 24-48 heures avant d’étre implantées par voie sous-cutanée ou
intra-péritonéale. Aprées le rétablissement post-opératoire de la souris (3-4
jours), des drogues peuvent étre administrées. Aprés quelques jours de
traitement médicamenteux, la HFA est retiré chirurgicalement et les cellules
survivantes sont récupérées pour étre analysées afin de déterminer
I'efficacité des médicaments(Hollingshead et al. 1995). Cette méthode a
permis par exemple de tester l'effet du tyroserleutide sur 5 lignées
humaines de CHC en n’utilisant que 30 souris(X. L. Li et al. 2008).

d) Modéle d’injection hydrodynamique

Ce modele, qui sera appelé HGT (pour Hydrodynamic Gene Transfer) par la
suite, a été développé a la fin des années 1990 de facon quasi-simultanée
par une équipe de l'université de Pittsburgh(F. Liu, Song, and Liu 1999) et
une de l'université de Wisconsin(G. Zhang et al. 1997; G. Zhang, Budker,
and Wolff 1999). Cette méthode se base sur l'injection dans la veine caudale
de la souris d’'un volume important d’une solution contenant des plasmides
(ADN nu). La surcharge cardiaque droite passagere créée par l'injection
permet un reflux sanguin dans les veines sus-hépatiques, élargissant les
fenestrae endothéliaux et perméabilisant ainsi pendant quelques secondes
une fraction des hépatocytes (figure 3).
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Figure 3: principe de l'injection hydrodynamique. Un volume large est injecté en quelques secondes
dans la veine caudale puis par un mécanisme d'hyperpression se produit un reflux par les veines sus-
hépatiques pour perméabiliser certains hépatocytes et permettre a la solution (contenant des
plasmides) de pénétrer dans ces cellules. A droite, exemple de coupe de foie observée au microscope
a épifluorescence montrant de trées nombreux hépatocytes fluorescents suite a linjection d’un
plasmide fluorescent vert (GFP).

Les papiers princeps de cette méthode sont riches en enseignements
pratiques. En effet, il apparait que le volume idéal a injecter se situe entre
8 et 12% du poids de la souris (soit 0.1mL/g de poids). Le foie recoit pres
de 1000 fois plus d’ADN que les reins, la rate, les poumons ou le cceur. De
méme, la pénétration de I’ADN dans le foie dépend du temps d’injection,
avec une expression maximale de geénes introduits lorsque la solution est
injectée en 5 secondes, une faible diminution lorsque l'injection dure 8 ou
15 secondes et une décroissance d'un facteur supérieur a 100 lorsque
I'injection se fait en 30 secondes au lieu de 15. L’expression du transgene
dépend de la quantité d’ADN injecté, avec un plateau atteint au-dela de
5ug. Cette injection peut induire une hausse modérée et transitoire des
ALAT (alanine aminotransférase), traduisant une minime nécrose de
certains hépatocytes. Par ailleurs, le principe physiologique du transfert
hydrodynamique de génes, ou la solution arrive dans le lobule par la veinule
hépatique cible presque exclusivement les hépatocytes situés dans la zone
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acinaire 3 (c'est-a-dire ceux proches de la veinule hépatique (G. Zhang,
Budker, and Wolff 1999)). Le principal inconvénient de cette méthode est
celui de l'effet transitoire de la transfection : |‘expression tissulaire
maximale du transgene se situe 8h apres l'injection, avant une décroissance
rapide entrainant une expression décrue d’un facteur >1000 aprées 6 jours,
probablement sous l'effet de la dégradation par des nucléases.

Pour que cette méthode devienne véritablement utile dans la recherche sur
le CHC, il a fallu gu’elle soit combinée a un systéme permettant une
expression stable des transgenes (Yant et al. 2000). Cette stabilité est
possible notamment grace a l'intégration dans le génome de la souris par
un systéeme de transposase Sleeping Beauty (SB) (Ivics et al. 1997). Ce
systéme consiste en un transposon constitué d'une cassette d'expression
génétique flanquée d'une séquence d'ADN spécifiqgue de répétitions
inversées et d'une source d'enzyme transposase (SB transposase) qui
reconnait cette séquence d'ADN. Au cours de la transposition médiée par la
SB, la transposase SB excise le transposon de I'ADN plasmidique délivré et
I'integre dans I'une des =108 paires de bases dinucléotidiques TA dispersées
dans le génome, garantissant ainsi l'insertion chromosomique quasi-
aléatoire du transgene. L'insertion se produit rarement a l'intérieur d’une
séquence codante (Vigdal et al. 2002). La combinaison HGT et transposase
SB a initialement été utilisée pour corriger des anomalies métaboliques
génétiques d’origine hépatique. Ainsi, l'injection d’un plasmide codant pour
le facteur de coagulation VIII simultanément avec la transposase SB dans
un modele de souris d’hémophilie A ayant été préalablement rendues
immunotolérantes au facteur VIII permet d’obtenir une sécrétion de ce
facteur au-dela de 6 mois post-injection (Ohlfest et al. 2005).

La premiere utilisation de ce systéme pour obtenir un CHC chez la souris a
été décrit en 2005(Carlson et al. 2005). Dans cette étude, les auteurs ont
introduit un mutant de RAS (NRAS®12V) dans des souris déficientes en
p19Arf, un géne suppresseur de tumeurs. Les tumeurs apparaissaient 30-
40 jours apres injection dans 100% des homozygotes et aprés =100 jours
dans 87,5% des hétérozygotes. Les tumeurs avaient un aspect de CHC avec
parfois des caractéristiques de cholangiocarcinome, comme la présence de
structures ductulaires. Certaines souris développaient également des
petites lésions tumorales exprimant NRAS muté a proximité du site
d’injection (a la base de la queue), mais il n'y avait pas de tumeurs dans
s’‘autres organes (Carlson et al. 2005). Afin d’inactiver les genes
suppresseurs de tumeurs, la technique du Crispr/Cas9 (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated proteins) en
utilisant un guide ciblant un gene en particulier est efficace(Xue et al. 2014)
et a progressivement remplacé l'utilisation de short-hairpin RNA (shRNA)
dans cette application.
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Depuis le premier papier de 2005, plusieurs dizaines d’articles ont été
publiés en utilisant la technique d’injection hydrodynamique pour obtenir
des tumeurs intra-hépatiques, résumés dans le tableau 1. Cette méthode
constitue un excellent moyen d’étudier la potentielle coopération entre
oncogéenes/genes suppresseurs de tumeurs, en utilisant beaucoup moins de
ressources (animales, matérielles, financieres et temporelles) que la
génération de souris double transgéniques. De méme, elle permet d’étudier
Iinteraction entre la tumeur et son microenvironnement chez des souris
immunocompétentes, contrairement aux xénogreffes. Enfin, en permettant
I'expression des transgénes dans seule une fraction des hépatocytes (moins
de 10% en moyenne), elle récapitule le processus oncogénique dans le foie
de facon plus physiologique que les modeéles transgéniques classiques ou
tous les hépatocytes sont concernés. La preuve la plus convaincante de la
validité de cette technique pour explorer le potentiel coopératif de deux
oncogenes/genes suppresseurs de tumeurs vient d‘un papier publié
récemment dans Gastroenterology par le groupe de A Lujambio(Molina-
Sanchez et al. 2020). Dans ce papier, 23 combinaisons différentes ont été
utilisées, dont la moitié avec c-Myc et I'autre moitié avec une mutation
activatrice de CTNNB1. Parmi ces 23 combinaisons, 9 ont donné lieu a des
tumeurs dans au moins 20% des souris en moins de 6 mois : MYC;sg-p53,
MYC;sg-Kmt2b, MYC;sg-Kmt2c, MYC;sg-Pten, MYC;CTNNB1, MYC;sg-
Axinl, CTNNB1;sg-Pten, CTNNB1;Tert, et MYC;Tert. La morphologie,
I'infiltration stromale et les voies de signalisation cellulaire impliquées de
ces tumeurs ont ensuite été analysées par histologie, cytométrie en flux et
RNA-seq. Elles ont aussi été dissociées pour établir des lignées cellulaires,
produisant ainsi un nouvel outil pour tester la réponse a différentes drogues.

Référence Souris Combinaison Latence Commentaires
d’apparition
des tumeurs

(Carlson et Arf 7~ ou NRASG2V 2 mois Caractéristiques
al. 2005) Arf /- cholangiocytaires
(Tward et al. FVB/N c-Met et AN90O- 3 mois
2007) B-caténine
(S. A. Lee et FVB/N N-Ras®'?¥  ou 3 mois
al. 2007) Spry2Y>°F et 6 mois
AN90-B-
caténine
(Patil et al. FVB/N Cycline D1 etc- 6 mois
2009) Met
(C. R. Xu et FVB/N N-Rast!2V et 6 mois
al. 2009) Bmil
(S. A. Lee et FVB/N Spry2¥>>F et c- 6 mois
al. 2010) Met
(Calvisietal. FVB/N Myr-AKT 6 mois
2011)
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(Stauffer et
al. 2011)

(Fan et al.
2012)
(Chunmei
Wang et al.
2012)
(Chow et al.
2012)
(Ho et
2012)
(H. L. Ju et
al. 2013)
(Xue et al.
2014)

(Tao et al.
2016)

al.

(Engelholm
et al. 2017)

(Yongzhen
Liu et al
2017)

(C. Q. Song
et al. 2017)
(Z. Xu et al.
2018)

(3. J. Liu et
al. 2018)
(Qiao et al.
2019)

(Ruiz de
Galarreta et
al. 2019)

(F. Wang et
al. 2020)

(Molina-
Sanchez et
al. 2020)

FVB/N et
C57BI/6

FVB/N

FVB/N

FVB/N
FVB/N
C57Bl/6
FVB/N

FVB/N

FVB/N

Souris
HBV
(C57-
Tg(HBV
Alb-
1)Bri44)
P53
hépatique
FVB/N

C57Bl/6
FVB/N

C57Bl/6

C57Bl/6

Myr-AKT et
AN9O-B-
caténine
Myr-AKT et
NICD

Myr-AKT et

Spry2Y55F
C-Myc
Myr-AKT et N-
N-Rast2v et
shp53

Crispr p53 et
Crispr pTen
h-Met et B-
caténine muté
(S33Y ou
S45Y)

Crispr

entrainant une
fusion Dnajbl-
Prkaca

Crispr p53 ou
Crispr Pten

C-Myc et Nf1

Crispr pTen et
c-Met

c-Met et
pIK3CAH1047R
c-Met et crispr
AXIN1

C-Myc et crispr
p53 ou AN9O0-
B-caténine
AN9O-B-
caténine et c-
Met

9 combinaisons

1 mois

3 semaines Cholangiocarcinome
3-4 mois

6 semaines Hépatoblastome

Caractéristiques
cholangiocytaires
Tumeurs
indifférenciées

3-4 semaines

1-3 semaines

3 mois Caractéristiques
cholangiocytaires

2-3 mois

14 mois CHC fibrolamellaire

7 mois

1 mois

3 mois

3 mois

2-3 mois

1 mois

2-3 mois

Variable Cf détail dans le
texte
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B. La NASH ou MAFLD
1. Généralités
a) Définition et nomenclature
La premiere description d'une maladie ayant toutes les caractéristiques
histologiques d’une maladie du foie liée a [I'alcool (stéatose
macrovésiculaire, hépatite lobulaire, nécrose focale avec infiltrats
inflammatoires mixtes, corps de Mallory-Denk et fibrose d’étendue variable)
survenant chez des sujets ne consommant pas d’alcool date de 1980
(Ludwig et al. 1980). Cette nouvelle pathologie a été nommée, par défaut,
stéatohépatite non alcoolique (ou NASH pour son acronyme en anglais, Non
Alcoholic SteatoHepatitis). Suivant la méme logique, quelques années plus
tard la forme syndromique non inflammatoire et a prédominance
stéatosique a été baptisée NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver
Disease(Schaffner and Thaler 1986)). Contrairement a ce qui s’est passé
avec |'hépatite virale C, initialement appelée hépatite non-A non-B mais
dont le nom a rapidement été changé aprés la découverte de I’'agent causal,
et ce malgré des débats réguliers au sein de la communauté hépatologique,
une nouvelle appellation n'a été proposée que prés de 40 ans aprés sa
découverte. Il s’agit de la MAFLD, pour Metabolic Associated Fatty Liver
Disease (Eslam, Sanyal, et al. 2020). Cette définition a le mérite d'intégrer
I’élément éthiopathogénique principal, a savoir le syndrome métabolique.
Ce délai dans le changement de nomenclature traduit aussi la complexité a
dessiner les contours de cette maladie trés hétérogene et difficile a définir.

La définition de la NAFLD est large : présence de stéatose a |I'échographie
hépatique et absence de cause évidente de maladie hépatique causale, dont
la consommation d’alcool (=30g/jour pour les hommes ou >20g/jour pour
les femmes (Marchesini et al. 2016)).

Pour ce qui est de la MAFLD (figure 4), il faut la présence de stéatose a
I’échographie hépatique et un des trois critéres suivants : surpoids/obésité,
diabéte de type 2 ou dysfonction métabolique (définie par la présence d’au
moins deux des critéres suivants : a) tour de taille > 102 chez les hommes
et 88 cm chez les femmes, b) tension artérielle > 130/85 mmHg ou
traitement médicamenteux spécifique, c) triglycérides > 1,5 g/L ou
traitement médicamenteux spécifique, d) HDL-cholestérol < 0,4 g/L pour
les hommes et < 0,5 g/L pour les femmes, €) intolérance au glucose (c'est-
a-dire glycémie a jeun de 5,6 a 6,9 mmol/L, ou glycémie de 7,8 a 11,0
mmol/L deux heures aprés une charge en glucose ou taux d'HbAlc de 5,7
a 6,4 %), f) Evaluation du modéle d'homéostasie - score de résistance a
I'insuline (HOMA-IR) = 2.5, g) Niveau de protéine C-réactive (CRP) > 2
mg/L (Eslam, Newsome, et al. 2020). Un des principaux avantages de cette
définition est celle de ne plus exclure les patients ayant une consommation
chronique modérée d’alcool, comme cela arrive fréquemment en pratique
clinique courante (Kwon, Greenson, and Conjeevaram 2014). De méme,
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d’apres une étude comparant les criteres diagnostiques de NAFLD et MAFLD
dans une large cohorte de plus de 13000 patients, l'utilisation des criteres
de MAFLD permet de diagnostiquer des patients ayant plus de facteurs de
risque de progression vers une maladie hépatique sévere(S. Lin et al.
2020), donc plus a méme de pouvoir bénéficier d'une éventuelle
intervention pour la prévenir. Enfin, pour les formes inflammatoires, plut6t
gue la dichotomie NASH/non-NASH, la définition de MAFLD propose de
donner le score d’activité et de fibrose, comme cela est fait pour les autres
maladies hépatiques chroniques.

Hepatic steatosis in adults
(detected either by imaging techniques, blood biomarkers/scores or by liver histology)

(defined as BMI 225 kg/m? in (defined as BMI <25 kg/m? in Caucasians
Caucasians or BMI 223 kg/m? in Asians) or BMI <23 kg/m? in Asians)

[Overweight orobesityJ { Lean/normal weight J

© 3

If presence of gf least two metabolic risk abnormalities:

« Waist circumference 2102/88 cm in Caucasian men and women (or 290/80 cm in Asian men
and women)

» Blood pressure 2130/85 mmHg or specific drug treatment

+» Plasma triglycerides =150 mg/dl (=1.70 mmol/L) or specific drug treatment

» Plasma HDL-cholesterol <40 mg/dl (<1.0 mmaol/L) for men and <50 mg/dl (<1.3 mmol/L) for
women or specific drug treatment

+ Prediabetes (i.e., fasting glucose levels 100 to 125 mg/dl [5.6 to 6.9 mmol/L], or 2-hour post-load
glucose levels 140 to 199 mg/d| [7.8 to 11.0 mmol] or HbA1c 5.7% to 6.4% [39 to 47 mmol/mol])

+ Homeostasis model assessment of insulin resistance score 22.5

» Plasma high-sensitivity C-reactive protein level >2 mg/L

MAFLD

(Metabolic dysfunction-associated fatty liver disease)

Figure 4 : définition de la MAFLD, d'aprés Eslam et Newsome 2020.

Etant donnée la récence de cette dénomination, dans le reste de cet exposé
nous utiliserons préférentiellement les termes de NAFLD/NASH puisque les
études en question ont utilisé ces définitions.

b)  Epidémiologie
Le poids de la NAFLD/NASH a progressivement augmenté au cours des
trente derniéres années. Cela traduit bien slr une meilleure reconnaissance
de cette maladie mais également une augmentation de l'incidence due a
des changements de mode de vie et d’alimentation, surtout dans les pays
occidentaux (Gerber et al. 2012; Barrera and George 2014). Une méta-
analyse publiée en 2016 estime a partir de 45 études que la prévalence
mondiale de NAFLD est proche de 25%, avec d'importantes disparités entre
les continents, avec des valeurs extrémes de 13% en Afrique et 30% en
Amérique du Sud (Younossi, Koenig, et al. 2016). Une étude issue de la
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cohorte en population générale frangaise CONSTANCES, incluant plus de
200000 adultes suivis entre 2012 et 2018 estime que la prévalence de la
NAFLD en France est de 18.2% (intervalle de confiance a 95% [17.9-18.4]),
ce qui correspond a pres de 8.5 millions d’individus. Parmi ceux-la 2.6%
auraient une fibrose avancée, soit prés de 221000 individus(Nabi et al.
2020). D'apres des études de modélisation, la croissance de la NAFLD
devrait continuer en France, pour atteindre une prévalence de 23.6% en
2030, dont 5% atteints d’'une NASH (Estes et al. 2018). Conséquence
directe de cette hausse dans lincidence, les colts médicaux annuels
estimés directement imputables a la NAFLD dépassent 35 milliards d'euros
dans quatre pays européens (Royaume-Uni, France, Allemagne et Italie) et
100 milliards de dollars aux Etats-Unis (Younossi, Blissett, et al. 2016).

Le poids relatif de la NAFLD/NASH parmi les causes de cirrhose
décompensée progresse également. Aux Etats-Unis, il s’agit désormais de
la deuxieme étiologie de transplantation hépatique derriére la cirrhose
alcoolique (Wong et al. 2015). Pareillement, le nombre de CHC dus a la
NAFLD/NASH progresse dans les pays occidentaux. Ainsi, le nombre de
transplantations hépatiques réalisées aux Etats-Unis pour CHC secondaire
a une NASH a été multiplié par 4 entre 2002 et 2012 (Wong, Cheung, and
Ahmed 2014). D’apres la modélisation sus-citée, la croissance en cas
incidents de CHC dus a la NASH en France entre 2016 et 2030 serait de
125% (Estes et al. 2018).

2. Liens entre NAFLD et CHC
a) Données cliniques et épidémiologiques

La NAFLD, similairement a toute étiologie de maladie hépatique chronique,
est a risque d’évoluer vers un carcinome hépatocellulaire. Ce qui fait une
des particularités de la NAFLD c’est la proportion élevée de CHC incidents
sans cirrhose associée, soit jusqu’a un tiers des cas selon les séries (Yasui
et al. 2011; Tateishi et al. 2015; Marchesini et al. 2016). Cette
caractéristique donne un indice des liens étroits et complexes entre NAFLD
et CHC, en partie en raison des facteurs confondants que constituent
I'obésité et le diabete de type 2, fréequemment rencontrés dans la NAFLD et
eux-mémes des facteurs de risque de CHC. Le stade de la maladie influence
également le risque de développer un CHC, avec un risque plus élevé pour
les formes inflammatoires (NASH) et fibrosantes, bien qu’il soit désormais
reconnu qu’une stéatose seule a un instant donné peut ultérieurement
évoluer vers une fibrose hépatique et augmente le risque de développer un
CHC (Adams et al. 2005; Angulo et al. 2015; Vilar-Gomez et al. 2018).

Bien que le principal facteur de risque de développer un CHC dans un
contexte de NAFLD soit la présence d’une cirrhose, ce risque est trés
variable entre les patients. Une étude récente portant sur plus de 7000
patients ayant une cirrhose d’origine NAFLD a permis d’évaluer a un instant
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donné le risque individuel de développer un CHC a 1 et 5 ans, ce qui permet
de classer les patients en risque faible (risque a 1 an <1% a 5 ans <5%),
risque intermédiaire (1-3% a 1 an, 5 a 15% a 5 ans) et risque élevé (>3%
a lan, >15% a 5 ans). Parmi les 25 facteurs prédictifs potentiels évalués
dans cette étude, 7 ont été inclus dans le modele final: age, sexe, IMC,
diabete, numération plaquettaire, albumine sérique et rapport ASAT/ALAT
sériques(Ioannou et al. 2019).

b)  Physiopathologie
La physiopathologie des CHC survenant dans un contexte de NASH répond
globalement a I’'hypothése des hits multiples paralléles (Tilg and Moschen
2010) et fait intervenir principalement des facteurs (épi)génétiques,
inflammatoires et le microbiote intestinal.

Les études d'association génétique humaine ont identifié des
polymorphismes (SNP pour single nucleotide polymorphism) de plusieurs
genes, qui seraient associés a la progression de la NAFLD, tels que le
PNPLA3 (codant pour la protéine patatin-like phospholipase domain-
containing protein 3(Falleti et al. 2011)) et aussi plus récemment MBOAT7
(membrane-bound O-acyltransferase domain containing 7(Luukkonen et al.
2016; Mancina et al. 2016)). Ainsi, le polymorphisme rs738409 C>G de
PNPLA3 augmente le risque de développer un CHC sur NAFLD par un facteur
approximatif de 2 pour les hétérozygotes et de 5 pour les homozygotes(Y.
L. Liu et al. 2014). En outre, une réduction de l'acétylation H4K16 de
I'histone H4, aussi bien globale que spécifique de certains genes a été
signalée dans I'hépatocarcinogenese liée a la NASH. L'interprétation de ce
résultat propose que cette modification épigénétique aurait comme
conséquence une inhibition des génes liés a la mort cellulaire (De Conti et
al. 2017).

Il est certainement simpliste d’essayer de distinguer un primum movens
dans la physiopathologie du CHC dans un contexte de NAFLD. Toutefois, il
n'y a pas de doute du réle majeur de la lipotoxicité liée a I'accumulation de
lipides dans le foie, secondaire a un déséquilibre métabolique (régime
alimentaire inadapté, sédentarité, syndrome métabolique). Lorsque des
acides gras s’accumulent dans le cytoplasme des hépatocytes, ils perturbent
I'hnoméostasie lipidique et entrainent une stimulation de [‘oxydation
mitochondriale des acides gras (Begriche et al. 2013; Shingo Tanaka et al.
2013). Cette oxydation mitochondriale des acides gras produit des especes
réactives d’oxygeéne (ROS) et des especes réactives azotées (Perla et al.
2017). Ces espéeces réactives vont s’ajouter a celles produites par les
macrophages et les neutrophiles recrutés dans le contexte inflammatoire
chronique de la NAFLD (Wilson et al. 2015) et provoquer des lésions a I'’ADN
(Federico et al. 2007). Dans un contexte de maladie hépatique chronique
(telle que la NASH), les lésions de I'ADN donnent lieu a des niveaux élevés
d'apoptose et de régénération, mécanismes médiés par la caspase 8,
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molécule impliquée dans l'initiation de I'apoptose (Boege et al. 2017). Par
ailleurs, bien que les Iésions de I’ADN soient détectées et réparées par la
cellule grace a un mécanisme appelé DDR (DNA Damage Repair), le nombre
élevé de lésions ou encore son dysfonctionnement dans le contexte de la
NAFLD, par une susceptibilité individuelle ou par des mécanismes liés a la
pathologie, permettrait la perpétuation de cellules génétiguement instables
et aboutir a la transformation maligne des hépatocytes (Gao et al. 2004; Z.
Lin et al. 2016).

D’autre part, une source supplémentaire de stress oxydatif dans les
hépatocytes est I'inhibition de I'autophagie induite par I'excés d’acides gras
libres et triglycérides dans le contexte de NAFLD (J. Kim et al. 2011). Pour
affronter ce stress oxydatif, I'hépatocyte active la voie p62-KEAP1-NFE2L2,
dans laquelle p62 phosphorylé, un substrat et adaptateur d'autophagie,
perturbe la liaison cytoplasmique de KEAP1 a NFE2L2, de sorte que NFE2L2
peut agir comme facteur de transcription (Taniguchi et al. 2016; Ichimura
et al. 2013) de genes impliqués dans la réponse aux niveaux élevés de ROS,
tels que la glutathion-S-transférase et la thiorédoxine réductase 1 dont
I'activité est associée a la survie cellulaire en conditions de stress oxydatif
(Taguchi, Motohashi, and Yamamoto 2011). Lorsque la capacité
antioxydante des hépatocytes est dépassée, soit en raison d'une
accumulation excessive de lipides, soit d'une altération de I'autophagie, les
dommages a I'ADN qui en résultent entrainent finalement une mort
cellulaire (Satoshi Tanaka et al. 2016).

L’activation de la voie p62-KEAP1-NFE2L2 peut également avoir d’autres
conséquences facilitant l'initiation tumorale. En effet, p62 activé stabilise le
proto-oncogéne MYC, ce qui stimule la prolifération. p62 activé stimule
aussi la voie mTORC, protégeant ainsi les cellules initiatrices de CHC contre
la mort induite par le stress oxydatif (Umemura et al. 2016). De méme, une
activation prolongée de NFE2L2 par p62 (Inami et al. 2011) stimule la
prolifération des cellules de CHC et I'expression du marqueur progéniteur
biliaire ou hépatique cytokératine 19, associé a un mauvais pronostic chez
I'homme (Petrelli et al. 2014). D’ailleurs, une mutation résultant en une
activation de cette voie p62-KEAP1-NFE2L2 est retrouvée dans 5 a 15% des
CHC humains (Zucman-Rossi et al. 2015).

Un nombre croissant d'études suggere que la dysbiose contribue au
développement de la NAFLD/NASH et qu'elle pourrait également favoriser
le développement du CHC (Boursier and Diehl 2015; L. Zhu et al. 2013).
Cette dysbiose, bien qu’on ne sache pas tout a fait s’il s'agit d’'une cause ou
d’'une conséquence de la NAFLD, est associée a deux mécanismes qui
favorisent la progression de la maladie : une altération de I'épithélium
digestif et une altération de la composition du pool d’acides biliaires. Une
perte de I'étanchéité intestinale secondaire a l'altération épithéliale entraine
la translocation du lipopolysaccharide (LPS), un composant de la paroi
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cellulaire des bactéries a Gram négatif qui peut atteindre le foie par la veine
porte et exacerber l'infllmmation et la fibrose hépatique (Gabele et al.
2011). Le microbiote intestinal joue un réle dans le controle de la
composition des acides biliaires, et cette interaction a un effet sur le
métabolisme de I'h6te (Chavez-Talavera et al. 2017). Par exemple, des
études menées sur des modeles murins exempts de germes et traités aux
antibiotiques montrent un effet majeur sur la diversité des acides biliaires
et la taille de leur pool (Sayin et al. 2013; Swann et al. 2011). La
modification de la composition en acides biliaires secondaire a la dysbiose
peut entrainer un revirement métabolique (« metabolic shift ») des
hépatocytes. Dans un modeéle de jet-lag chronique (Kettner et al. 2016),
provoquant des perturbations hépatiques proches de la NASH, les auteurs
montrent que ce revirement métabolique induit une reprogrammation de la
cellule semblable a ce qui se passe dans les cellules cancéreuses
(augmentation de la synthése lipidique, augmentation du stress oxydatif,
augmentation de la biosynthése permettant une division cellulaire rapide).
Les auteurs relient ce changement métabolique a la dysrégulation du
métabolisme hépatique du cholestérol et des acides biliaires et impliquent
les récepteurs nucléaires FXR et CAR (constitutive androstane receptor)
dans cette progression. Ainsi, les souris FXR”/- dans ce modéle avaient des
concentrations intrahépatiques d’acides biliaires extrémement élevées,
développaient une NASH plus rapidement et I'incidence de CHC spontanés
était plus que doublée (Kettner et al. 2016).

Enfin, la réponse immunitaire joue évidemment un rble dans le
développement du CHC dans un contexte de NAFLD (figure 5 (Anstee et al.
2019)). Nous nous focaliserons uniquement sur les lymphocytes T et les
macrophages. Les lymphocytes T CD4+, CD8+ et NK ont des réles
différents dans ce contexte. Ainsi, dans le modele de régime high-fat choline
deficient (ou HF-CD (Wolf et al. 2014a)), la transition entre NASH et CHC
est déclenchée en partie par l'activation des lymphocytes T CD8+ et NK
intrahépatiques. Les voies de signalisation activées dans les hépatocytes
dans ce contexte sont la voie canonique NF- kB et le récepteur LTBR
(lymphotoxin-B receptor). En revanche les lymphocytes T CD4+ ont plut6t
un role dans la clairance des cellules transformées sénescentes, que ce soit
par l'activation de Ras (Kang et al. 2011) ou par l'inhibition de I'expression
d’un oncogéne (Rakhra et al. 2010). Dans un contexte de NASH, il existe
une perte sélective intrahépatique de lymphocytes T CD4+ secondaire a la
perturbation du métabolisme lipidique et cela accélere la carcinogénese (Ma
et al. 2016).

37



( Chronic inflammation (adaptive) and cytokines ) ( CD4* or CD8* T cells, ILCs, )
I T,,17 cells, IgA* B cells,

NKT and NK cells
Hepatic metabolic reprogramming @
Reduced hepatic expression 2 = P
of genes involved in lipolysis, ” @ !
lipogenesis and P-oxidation I :

'S i
= Compensatory | Immune (+)

proliferation surveillance ()
= DNA integrity e

destabilization

s Aberrant DDR A B

Metabolic
stress i XO0000C o —r( HCC development )
* ER stress Increased ( Hepatocyte HSC Fibrosis and/or
s Oxidative ROS cell death activation cirrhosis
stres levels — :
=) B [ ot

Chronic inflammation (innate)

Figure 5 : Reprogrammation métabolique et tumorigénése induite par une inflammation chronique
adaptative et innée du foie. D’apres Anstee et al 20109.

Le recrutement des cellules immunitaires fait intervenir l'inflammation
stérile qui produit des DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns
(Kubes and Mehal 2012)) ainsi que les motifs issus de pathogenes ou PAMPs
(Pathogen Associated Molecular Patterns) arrivant dans le foie a cause de
la perte d’étanchéité de I'épithélium digestif (Arrese et al. 2016). Ces DAMPs
et PAMPs se lient a des récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires, tels que les TLR (Toll like receptor) pour déclencher une
réponse inflammatoire locale médiée par des cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF et l'interleukine 6(Feldstein 2010; Peverill, Powell, and
Skoien 2014). Les macrophages résidents du foie (cellules de Kupffer)
expriment a leur surface des TLR et sont donc activés au cours de la NAFLD.
Leur role dans la progression de la maladie puis dans la carcinogénese sont
contradictoires. D'une part, on constate la perte de cellules de Kupffer dans
les premiers stades de l'apparition de la NASH induite par le régime
methionine and choline deficient (MCD), suivie par linfiltration de
macrophages Ly6C+ dérivés des monocytes circulants (Reid et al. 2016).
D’autre part, il a été démontré dans le modéle de CHC induit par le DEN
que l'activation pro-inflammatoire des cellules de Kupffer est importante
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dans le développement du HCC, a travers |'expression du récepteur de
surface des cellules myéloides pro-inflammatoires TREM1 (J. Wu et al.
2012). Néanmoins, une fois que la tumeur primaire est établie, les
macrophages infiltrant le foie ou les monocytes pro-inflammatoires peuvent
jouer un réle majeur dans la progression du CHC (J. Wu et al. 2012; C. Ju
and Tacke 2016).

3. Modeéles murins de NAFLD/NASH

S’'agissant d’'une maladie tres hétérogene, multifactorielle et dont I'évolution
est difficile a prédire, les modeles murins sont également multiples et
peinent a récapituler I'ensemble des caractéristiques de la maladie. Ainsi,
une comparaison entre le profil transcriptomique d’échantillons hépatiques
issus de neuf modeles de NAFLD/NASH et des échantillons hépatiques
humains a différents stades de la maladie ne retrouve que tres peu de
chevauchement(Teufel et al. 2016). Dans cette analyse, le modele le plus
proche de la pathologie humaine est celui du régime riche en graisses
(apport calorique a 59%) et avec de l'eau supplémentée en glucose et
fructose (Teufel et al. 2016).

Dans l'idéal un modele murin de NASH devrait présenter le spectre
anatomopathologique complet allant de la stéatose a la stéatohépatite avec
fibrose et le développement ultérieur de CHC dans un contexte
d'insulinorésistance, hyperinsulinémie et surpoids. Nous allons explorer
certains modeles ci-dessous, avec une attention particuliere aux modeles
gui sont a l'origine de CHC.

a) Régimes pourvoyeurs de NASH

(1) Reégimes HFD (high-fat diet) classiques
Depuis la description initiale par Samuels et al. dans les années 1940
décrivant l'effet sur des rats d'un régime dont 70% des calories était
d’origine lipidique(Samuels, Gilmore, and Reinecke 1948), les régimes dits
HFD ont été largement utilisés pour obtenir des phénotypes de NAFLD et
NASH. Il existe de nombreuses variantes, avec notamment un pourcentage
variable de calories provenant des graisses (de 40 a 75%). La susceptibilité
aux régimes HFD varie significativement en fonction du sexe puisque les
souris males développent des Iésions plus précoces et séveres (les femelles
sont protégés par les cestrogenes) et du fond génétique, les souris C57BI/6
étant plus susceptibles que les BALB/c et les C3H/HeN(Nevzorova et al.
2020).

Le régime HFD a 60% ad libitum provoque une obésité, une stéatose
hépatique et une intolérance a l'insuline mais peine a reproduire des lésions
inflammatoires ou une fibrose chez les souris C57Bl/6(Ito et al. 2007). Pour
reproduire les lésions de NASH, il doit étre donné par une sonde de
gastrostomie, limitant de fait la portée de cette technique(Deng et al.
2005). De méme, les souris ne développent pas de CHC dans ce modeéle.
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(2) Régime déficient en méthionine et en choline

(MCD)
Le régime déficient en méthionine et en choline (MCD) a été largement
utilisé pour modéliser la NAFLD. Le régime MCD est riche en saccharose (40
%) et fournit une quantité modérée de graisses (10 %), mais il est déficient
en méthionine et en choline. La choline est un constituant des membranes
cellulaires et mitochondriales et un précurseur du neurotransmetteur
acétylcholine. La méthionine est un acide aminé essentiel qui ne peut donc
pas étre synthétisé de novo et est un composé crucial pour la synthése de
la cystéine, de la lécithine, de la phosphatidylcholine et de nombreuses
autres macromolécules. La carence dans ces deux composants entraine une
altération dans la synthése de la phosphatidylcholine, ce qui cause une
diminution de I'assemblage et sécrétion hépatocytaire des VLDL (Z. M. Yao
and Vance 1988). Par conséquent, les lipides s'accumulent dans la le foie.
De méme, il survient une diminution de la B-oxydation mitochondriale, une
induction du stress oxydatif dérivé du CYP2E1 et un épuisement des
antioxydants hépatiques, favorisant les ROS et la stéatohépatite (Rinella
and Green 2004). L'avantage de ce modele réside dans la vitesse de
I'apparition des lésions, avec une stéatohépatite et une fibrose apres
seulement trois et huit semaines respectivement. En revanche, les souris
sont cachectiques du fait d’un hypermétabolisme et elles ne développent
pas de syndrome métabolique (Rinella and Green 2004), ce qui a conduit a
I'abandon progressif de ce modele.

(3) Régime déficient en choline (CD) et variantes
Un régime déficient en choline et ayant comme seule source de protéines
des acides aminés (ou Choline deficient L-amino-defined diet) permet
I'obtention d’un phénotype proche du régime obtenu avec le régime MCD,
n‘exhibant donc pas les caractéristiques du syndrome métabolique (Anstee
and Goldin 2006).

En revanche, la combinaison entre la déficience en choline et un régime
HFD (45 a 60% des calories d’origine lipidique), appelé régime HF-CD
permet d’obtenir des résultats trés intéressants. En effet, I'exposition a long
terme récapitule les troubles métaboliques chroniques menant a la NAFLD
avancée. En plus d'une stéatose sévere, le foie des souris HF-CD présente
la majorité des caractéristiques de la NASH humaine, notamment des
hépatocytes ballonisés, l'infiltration de cellules immunitaires, les noyaux
glycogénés et les corps de Mallory. De plus, ce régime induit un stress
oxydatif et des dommages mitochondriaux et provoque une légére fibrose
péricellulaire accompagnée d'une activation des cellules étoilées
hépatiques. A 24 semaines, les souris ont des signes de cirrhose avec une
réaction ductulaire, une fibrose périsinusoidale panlobulaire intense, une
formation de nodules régénératifs et des signes d'hypertension portale(Wei
et al. 2020). Enfin, dans un délai de 6-12 mois, les animaux développent
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des tumeurs d’aspect similaire aux CHC humains(Wolf et al. 2014b; Wei et
al. 2020).

(4) Régime WD et variantes

Partant du constat que le régime « occidental » participe a la
physiopathologie de la NAFLD, plusieurs régimes appelés « Western Diet »
ont été développés. Chez I'homme, un régime alimentaire "occidental" se
caractérise par une consommation élevée de viande rouge/transformée, de
céréales raffinées, de boissons sucrées riches en fructose, d'ceufs, de
sucreries/desserts et une faible consommation de fruits et légumes ou de
produits laitiers. Ce régime alimentaire induit I'obésité, le syndrome
métabolique et la NAFLD. Ainsi, la plupart de ces régimes sont riches en
calories d’origine lipidique (40-60%), en cholestérol (0.1 a 2%) et en
fructose.

L'ajout de 2% de cholestérol a un régime HFD classique augmente
considérablement la leptine sérique, l'interleukine-6, le poids du foie et
I'insulinorésistance, ce qui conduit a un phénotype qui ressemble beaucoup
aux caractéristiques cliniques de la NASH chez les patients atteints de
syndrome métabolique, et ce de facon plus rapide qu’un régime HFD
classique(Henkel et al. 2017). La principale limite de ce régime est liée aux
concentrations de cholestérol trés largement au-dessus d’une
consommation possible chez I'homme.

La responsabilité de la consommation accrue de fructose, notamment sous
forme liquide (sodas, jus de fruits et autres boissons sucrées, sirop d’huile
de mais ajouté dans divers aliments), dans I'augmentation d’incidence de
NAFLD dans les pays occidentaux est largement reconnue de nos jours
(Abdelmalek et al. 2010; Jensen et al. 2018; Ouyang et al. 2008). Les
mécanismes a l'origine de cette atteinte impliquent une action directe par
le fructose, en stimulant la lipogenese de novo et en inhibant la B-oxydation
hépatique des acides gras, entrainant une accumulation de graisses dans le
foie (revu dans(Jensen et al. 2018)). En plus de ces effets directs, le
fructose contribue a la dysbiose intestinale, a I'altération de la fonction de
la barriere intestinale et a I'augmentation de la translocation des
métabolites bactériens, éléments contribuant grandement a la progression
de la NAFLD (revu dans(Lambertz et al. 2017). Pour tenter d’obtenir chez
la souris des effets similaires il a été proposé d’ajouter un mélange de
glucose et fructose (mimant le sirop d’huile de mais) dans I'eau destinée
aux souris. Les souris nourries 16 semaines avec un régime HFD avec ajout
de glucose/fructose dans l'eau développent un phénotype comprenant
obésité, résistance a l'insuline, stress oxydatif hépatique, infiltration
macrophagique et fibrose modérée(Kohli et al. 2010).

Enfin, depuis une premiere description en 2011(Charlton et al. 2011), de
plus en plus d’études combinent ces trois éléments : apport calorique élevé
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provenant des graisses, supplémentation en cholestérol et apport de
fructose dans I'eau ad libitum(Tsuchida et al. 2018; Xiaogin Wu et al. 2020;
Dasgupta et al. 2020). Ce type de régime permet d’obtenir un phénotype
de NASH dans des délais raisonnables (4-6 mois) et récapitule la majorité
des marques de fabrique de la NASH humaine. Des lésions de CHC
apparaissent dans 89% des souris males aprés 8 a 13 mois de régime.

b)  Souris génétiquement modifiées
La délétion hépatospécifique de PTEN (AlbCrePtenflox/flox)  provoque
spontanément chez les souris femelles une stéatose, une ballonisation
hépatocytaire, une intolérance a l'insuline et un CHC aprés 18 mois(Horie
et al. 2004).

Les souris Ob/ob (déficientes en leptine) et db/db (mutation du récepteur
de la leptine) sont deux modeles largement utilisés en recherche
métabolique et diabétologique. Ces souris développent une stéatose et une
insulinorésistance mais a moins d'étre traitées avec du DEN, ces animaux
ne développent ni stéatohépatite ni CHC spontané(Park et al. 2010).

Un autre modeéle développé est celui des souris MUP-uPA, qui expriment des
quantités élevées d'activateur du plasminogene urokinase ectopique (uPA)
dans les hépatocytes. Lorsqu’elle sont nourries ave un régime riche en
graisses (HFD a 60%), elles progressent vers une NASH et développent des
CHC dans 85% des cas, en raison principalement d’un stress du réticulum
endoplasmique a l'origine d’une sécrétion de TNF par des macrophages
inflammatoires(Nakagawa et al. 2014).

Enfin, le fond génétique des souris influence également la susceptibilité aux
différents régimes. Ainsi, les souris issues d’un croisement stable isogénique
entre les fonds génétiques C57BL/6] et 12951/SvIim] (nommées DIAMOND
par les investigateurs, pour diet-induced animal model of non-alcoholic fatty
liver disease) donne lieu a des souris fortement susceptibles au régime
Western Diet avec eau enrichie en glucose-fructose(Asgharpour et al.
2016). Ces souris développent un phénotype plus proche de celui retrouvé
chez I'homme, avec notamment des similitudes transcriptomiques et des
CHC ressemblant aux sous-classes S1 et S2 de la classification de Hoshida.
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C. FGF19 (Fibroblast growth factor 19)

1. Sous-famille des FGF endocrines

FGF19 appartient a la superfamille des fibroblast growth factor, qui
comprend 22 membres (mais 23 protéines puisque FGF19 et FGF15, son
orthologue chez la souris, sont comptabilisés ensemble). Dans cette
superfamille de FGF, on distingue les FGF intracellulaires qui ont un role de
cofacteurs pour des canaux sodiques voltage-dépendants et les FGF
sécrétés. Leur expression est quasi ubiquitaire et jouent un role essentiel
dans les premiers stades du développement embryonnaire. Chez I'adulte ils
fonctionnent comme des facteurs homéostatiques importants pour
I'entretien, la réparation, la régénération et le métabolisme des tissus
(Ornitz and Itoh 2015).

Parmi les FGF sécrétés, on distingue la sous-famille de FGF canoniques qui
agissent en auto ou paracrine et la sous-famille des FGF endocrines, qui
agissent a distance par voie endocrine (équivalents a une hormone).
FGF15/19 fait partie des FGF endocrines avec FGF21 et FGF23 (Angelin,
Larsson, and Rudling 2012). Tous les FGF sécrétés agissent a travers un
récepteur tyrosine kinase membranaire de la famille des FGFR (Fibroblast
growth factor receptor), qui comprend 5 membres (FGFR1 a 4 et FGFRL1
pour FGFR like 1). FGFR1, et 3, mais pas FGFR4, sont alternativement
épissés dans le domaine de liaison au ligand extracellulaire pour donner
deux isoformes principales, b et c, chacune présentant une spécificité de
liaison au ligand distincte (Goetz and Mohammadi 2013). Un corécepteur
est indispensable a son effet biologique : il s'agit de I'héparine ou I'héparan
sulfate pour les FGF canoniques d’une part, de a ou B-klotho pour les FGF
endocrines d’autre part (Goetz and Mohammadi 2013). Les FGF endocrines
ont une faible affinité pour I'"héparine/héparan sulfate, ce qui permet leur
circulation mais réduit également leur affinité pour les FGFR. Par
conséquent, la liaison des FGF endocrines a leurs récepteurs prédominants
exige le corécepteur obligatoire a ou B-klotho. L'expression des
corécepteurs a-Klotho et B-Klotho est limitée aux tissus cibles des FGF
endocrines, ou ces corécepteurs s'associent constitutivement aux FGFR
apparentés des FGF endocrines (Kurosu et al. 2007; Goetz and Mohammadi
2013). a-Klotho s'exprime principalement dans le rein, la glande
parathyroide et le plexus choroide, tandis que B-klotho est abondant dans
le foie et dans le tissu adipeux brun et blanc (Angelin, Larsson, and Rudling
2012).

Les trois membres des FGF endocrines (FGF15/19, FGF21 et FGF23) sont
structurellement proches : les effets tissu-spécifiques dépendent
principalement de leur affinité aux récepteurs et corécepteurs auxquels ils
se lient. Ainsi, FGF23 peut se lier a FGFR1c, 3c et 4 mais a comme seul
cofacteur a-klotho. FGF21 peut se lier a FGFR1c et 3c (Suzuki et al. 2008).
FGF19 peut se lier a FGFR1c, 2c, 3c et 4. FGF19 et 21 partagent le
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corécepteur B-klotho (Xinle Wu et al. 2010a). La spécificité de certains
effets de FGF19, comme l'effet sur la synthése des acides biliaires, est due
a sa forte affinité pour FGFR4. Par contre certains des effets
redondants entre FGF19 et 21 (métabolisme glucidique et lipidique) sont
dus a l'activation par ces deux molécules du complexe FGFR1c/KLB (A. L.
Wu et al. 2011), dénotant une « promiscuité » a des doses supra-
physiologiques.

En tant que molécules endocrines, apparentées a des hormones, les FGF
endocrines sont sécrétées par un tissu et exercent leurs effets sur un tissu
a distance. L'expression de ces molécules est régulée par des récepteurs
nucléaires qui agissent en tant que facteurs de transcription. FGF23 est
sécrété par 'os (ostéocytes et ostéoblastes) en réponse a la vitamine D. Il
est impliqgué principalement dans la régulation du phosphore circulant et
des concentrations sériques de vitamine D (Krajisnik et al. 2007). La
mutation activatrice du géne codant pour FGF23 est responsable du
rachitisme hypophosphatémique autosomique dominant (ADHR Consortium
2000). FGF21 est exprimé principalement par les hépatocytes mais
également par le tissu adipeux blanc et le pancréas. Il est sécrété en
réponse a un jeune prolongé ou un régime cétogéne via le facteur
transcriptionnel PPARa et ainsi induire une gluconéogenese, une
thermogénése et I'oxydation des acides gras hépatiques (Potthoff et al.
2009; Inagaki et al. 2007; Badman et al. 2007). Une fraction de FGF21
(=0.5%) traverse la barriere hémato-encéphalique (Hsuchou, Pan, and
Kastin 2007) et exercer des effets centraux au niveau du noyau
hypothalamique ventrolatéral, seule région du cerveau exprimant FGFR1
(A. J. Li et al. 1996). Un passage a travers la BHE a également été décrit
pour FGF19 a des concentrations supra-physiologiques (Hsuchou, Pan, and
Kastin 2013). Les rbles de FGF19 seront décrits en détail par la suite. Le
tableau 2 récapitule les principales caractéristiques des FGF endocrines.

Molécule Tissu Tissu(s) Régulation(s) Régulateur
producteur effecteur(s) transcriptionnel
FGF19 Intestin gréle Foie, vésicule Acides biliaires, FXR
(entérocytes) biliaire glycogene
FGF21 Foie Tissu adipeux Glucose, PPARa
(hépatocytes), blanc, triglycérides
tissu adipeux pancréas,
blanc, foie, systeme
pancréas nerveux
central
FGF23 Os Rein, Phosphore, VDR

(ostéocytes et parathyroide  parathormone

ostéoblastes)
Tableau 2 : la sous-famille de FGF endocrines.
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2. L'axe acides biliaires/FXR/FGF15-19/FGFR4-KLB

a) Acides biliaires : molécules de signalisation

Les acides biliaires (AB) sont des molécules amphipathiques synthétisées
dans |'hépatocyte a partir du cholestérol, sécrétées dans la bile puis
transportées dans le tube digestif. Chez I'homme la sécrétion journaliere
est d’environ 0.5g, avec une élimination physiologique dans les selles
équivalente, soit 5% du pool circulant. Les 95% restants sont réabsorbés,
principalement de fagon active au niveau de l'iléon terminal, avant de
revenir dans le foie par la circulation portale (cycle entéro-hépatique
(Tabibian et al. 2013)). Le rble historique des AB est celui d’émulsifier les
lipides et vitamines liposolubles alimentaires afin de permettre leur
absorption. Cependant, leur action en tant que molécules de signalisation,
longtemps méconnue, est actuellement au premier plan des recherches sur
les AB. En effet, les AB agissent a distance sur des voies trés variées telles
gue le métabolisme lipidique (Pols, Nomura, et al. 2011), I'inflammation
(Pols, Noriega, et al. 2011) ou la fertilité masculine (Baptissart et al. 2014).
Afin d’exercer ces actions, les AB se lient a des récepteurs spécifiques, dont
deux principaux : FXR (récepteur nucléaire) et TGR5 (récepteur
membranaire).

b)  Fonctionnement de I'axe

Suite a un repas, la vésicule biliaire se contracte, libérant son contenu dans
le cholédoque puis dans le tube digestif. Les acides biliaires font le trajet
jusqu’a l'iléon terminal, ou ils rentrent dans les entérocytes. Une fois a
I'intérieur des entérocytes, les AB activent le récepteur nucléaire FXR. Dans
le noyau, FXR dimérise avec Retinoid X Receptor (RXR) ce qui permet leur
interaction avec I'ADN au niveau des éléments de réponse de FXR (FXRRE)
modifiant ainsi la transcription des genes cibles (Makishima et al. 1999; H.
B. Wang et al. 1999). L'activation du FXR dans les entérocytes induit la
transcription de FGF19 chez I'homme et de son orthologue FGF15 chez la
souris. Aprées l'induction dans les entérocytes iléaux, FGF15/19 voyage a
travers la circulation portale et active FGFR4 dans les hépatocytes. Une
cascade de signalisation intra-cellulaire va aboutir a la répression de la
transcription des enzymes Cyp7al et Cyp8bl, enzymes clés de la
transformation du cholestérol en acides biliaires. Cyp7al est d’ailleurs
I'’enzyme limitante de cette voie (Holt et al. 2003). La conséquence directe
est donc la diminution de synthése des acides biliaires par le foie,
constituant une boucle de rétrocontréle finement régulée (figure 6).
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Figure 6 : régulation de la synthése des acides biliaires par la voie FXR/FGF19/FGFR4. Apres
un repas, le contenu de la bile est déversé dans le tube digestif. Les acides biliaires atteignent I'iléon,
rentrent dans les entérocytes et activent le récepteur FXR qui agit comme facteur de transcription
de FGF19. FGF19 est sécrété dans la circulation portale jusqu’a atteindre les hépatocytes. Il se lie a
son récepteur FGFR4 qui forme un hétéro-dimére avec B-klotho pour déclencher des voies de
signalisation aboutissant a la répression de Cyp7al, enzyme limitante de la synthése des acides
biliaires.

Par ailleurs, il a été rapporté que les hépatocytes expriment FGF19 lorsqu’ils
sont soumis a des concentrations élevées d’acides biliaires in vitro (K. H.
Song et al. 2009) et in vivo en cas de cholestase extrahépatique (Schaap
et al. 2009) ou intrahépatique (Wunsch et al. 2015; Hasegawa et al. 2019).
L'expression de FGF19 par les hépatocytes est donc possible en I'absence
d’amplification de FGF19. Toutefois, ces observations n’ont pas été
reproduites dans le modéle murin de ligation de la voie biliaire principale
(Inagaki et al. 2005). Ces résultats contradictoires sont mal élucidés mais
une hypothése serait que dans ce dernier modeéle il y a un déséquilibre en
faveur d’acides biliaires antagonistes de FXR (Y. Zhang et al. 2012).

3. Voies de signalisation cellulaire activées par les FGF

endocrines
La liaison d’'un FGF a son récepteur induit la formation d’'un complexe
ternaire FGF-FGFR-cofacteur, ce qui va activer le domaine intracellulaire de
la tyrosine kinase du FGFR par phosphorylation de résidus tyrosine
spécifiques. Les voies de signalisation intracellulaires en aval du récepteur
activé sont nombreuses, telles que les voies RAS-MAP kinases, PI3K-AKT,
PLCy et STAT (figure 7). Nous détaillerons ici les voies les plus étudiées en
ce qui concerne l'effet de FGF19.
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Figure 7 : voies de signalisation cellulaires activées lors de la liaison d’un FGF a son récepteur tyrosine
kinase FGFR (a noter ici il s'agit d'un FGF canonique). D’aprés Ornitz et Itoh 2015.

a) Ras/MAPK/Erk

La signalisation par FGFR est initiée par la phosphorylation de FRS2a, qui
est associé de maniere constitutive a la région juxtamembranaire du FGFR,
puis interagit avec la protéine CRKL liée au résidu Y463 phosphorylé et est
a son tour phosphorylé par la kinase FGFR activée. FRS2a phosphorylé
recrute la protéine d'adaptation GRB2, qui recrute ensuite le facteur
d'échange de nucléotides guanine SOS(C. Wang et al. 2014). Le
recrutement de SOS permet ensuite |'activation de la GTPase RAS et aboutit
a l'activation de la voie des MAPK (revu dans (Ornitz and Itoh 2015)).

En aval, l'activation de cette voie permet l'activation des membres de la
famille des facteurs de transcription Ets, tels que Etv4 et Etv5 et les
régulateurs négatifs des voies de signalisation de FGF tels que SHP2, CBL,
SPRY, SEF et DUSP6.

L'inhibition de la synthese des acides biliaires passe par |'activation de cette
voie(C. Wang et al. 2014), en partie grace a I'augmentation de la stabilité
de SHP (small heterodimer partner) par une inhibition de la dégradation par
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le protéasome de SHP, via un mécanisme dépendant de pERK (Miao et al.
2009). SHP est un inhibiteur de nombreux facteurs de transcription.

De nombreuses autres fonctions biologiques de FGF19 sont régulées par
I'activation de la voie Ras/MAPK/Erk: synthése protéique(Kir et al. 2011),
glycogénogénese (Kir et al. 2011), hypertrophie des fibres musculaires
striées (Benoit et al. 2017).

En ce qui concerne les effets oncogéniques de FGF19 et la voie
Ras/MAPK/Erk, les données sont d’interprétation délicate. Ainsi, le papier
qui est souvent cité comme preuve que l'effet prolifératif de FGF19 sur les
hépatocytes passe par l'activation de FGFR4 et la voie Ras/MAPK/Erk (Xinle
Wu et al. 2010b) utilise une lignée de cellules musculaires striées (L6) et
n’'étudie pas le lien entre prolifération et phosphorylation de Erk. De méme,
le traitement par FGF19 de la lignée de CHC SNU423 ne provoque pas
d’activation de la voie Ras/MAPK/Erk, contrairement au traitement par FGF2
ou EGF (Sawey et al. 2011b). En revanche, un article plus récent étudiant
34 lignées cellulaires de tumeurs hépatiques montre que l'utilisation de
trametinib, un inhibiteur de Mek, inhibe la prolifération des lignées ayant
une amplification avec surexpression de FGF19 et des partenaires habituels
de cette voie (FXR, FGFR4 et KLB(Caruso et al. 2019)). La méme molécule
était inefficace en cas d’amplification de FGF19 sans surexpression.

b) Voie STAT 3 (Signal Transducers and Activators of
Transcription-3)
L’activation du récepteur FGFR par son ligand permet la phosphorylation du
résidu tyrosine 677 et 705 de Stat3, aboutissant a la translocation nucléaire
et I'activation de ses génes cibles en aval (Dudka, Sweet, and Heath 2010;
Massafra et al. 2017).

Ce mécanisme entre en jeu lorsque FGF19 inhibe la synthese d’acides gras
hépatiques par I'inhibition de SREBP-1c (sterol regulatory element-binding
protein-1c), régulé en partie par 'activation de STAT3 et la stabilisation de
SHP (Bhatnagar, Dammron, and Hillgartner 2009).

De facon plus surprenante, une activation de STAT3 pourrait survenir
également dans I’'hépatocyte indirectement, via l'interleukine 6 (IL-6). Dans
une étude utilisant un modeéle de surexpression hépatique de FGF19 induite
par un vecteur AAV (adeno-associated virus), les auteurs ont montré que
des tres fortes concentrations de FGF19 (de I'ordre de 300ng/mL soit plus
de 1000 fois les taux circulants chez I'homme (Lunddsen et al. 2006))
induisent une sécrétion d'IL-6 par les cellules de Kupffer, ce qui ensuite
active la voie STAT3 dans I'hépatocyte. Cette induction de STAT3 serait
responsable, au moins en partie, des effets hépatoprolifératifs de FGF19
(Zhou, Yang, et al. 2017).
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c) Autres voies

Des résultats sur une lignée cellulaire de cancer du colon (HCT116)
montrent que FGF19 agit sur la voie canonique Wnt/B-caténine (Pai et al.
2008) en stimulant la phosphorylation de GSK3B, ce qui va inhiber la
dégradation de B-caténine et permettre sa translocation nucléaire pour agir
en tant que facteur de transcription. Une étude sur des lignées de CHC
(Huh7 et Hep3B) montre que |'activation de la voie Wnt/B-caténine par
FGF19 induit I'expression de I'amphiréguline. Cette derniére active EGFR, et
cette voie participe aux effets prolifératifs de FGF19 (Latasa et al. 2012).
Sawey et al. (Sawey et al. 2011b) ont également étudié les liens entre
FGF19 et la voie Wnt/B-caténine dans une lignée surexprimant FGF19
(Huh?7) et une lignée sans surexpression (SNU423). Ils ont montré que
FGF19 activait la voie Wnt/B-caténine et que l'inactivation de B-caténine par
un shRNA diminuait la prolifération de Huh7 mais pas de SNU423. Cette
voie serait également impliquée dans la facilitation de la transition
épithéliale-mésenchymateuse a l'origine d’un effet pro-métastatique de
FGF19 (J. Chen et al. 2019; H. Zhao et al. 2016).

Par ailleurs, une étude récente montre que les acides biliaires et FGF15/19
agissent sur la voie Hippo. L’activation de FGFR4 entraine la
phosphorylation de NF2, ce qui soulage l'effet inhibiteur de Raf sur les
kinases Hippo Mst1/2. Mst1/2 activé phosphoryle et stabilise ensuite SHP,
ce qui induit lI'inhibition de Cyp7al (Ji et al. 2019).

4.  Effets métaboliques

Parallelement a I'effet majeur d’inhibition de la synthese des acides biliaires,
FGF19 exerce de nombreux effets métaboliques. Dans les modeles murins
(rats ou souris) soumis au long cours a des doses supra-physiologiques de
FGF19 on observe un phénotype de métabolisme activé, a savoir un poids
plus faible, une masse grasse diminuée et une masse musculaire accentuée
(Tomlinson et al. 2002; Ryan et al. 2013). Les tissus a l'origine de ce
phénotype sont nombreux : foie, tissu musculaire stri¢, tissu adipeux et
systéme nerveux central. L'ensemble de ces effets considérés bénéfiques
dans un contexte de maladie hépatique chronique et/ou de syndrome
métabolique a conduit au développement d’analogues activateurs de FGF19
en cours d’étude dans des essais cliniques(Harrison et al. 2018; Mayo et al.
2018).

a) Effets centraux
Les effets centraux de FGF19 ne requiérent pas nécessairement un passage
a travers la barriere hémato-encéphalique puisque des projections
neuronales hypothalamiques agissant via AGRP (Agouti-related peptide) et
le neuropeptide Y (NPY) expriment FGFR1 (mais pas FGFR4 (Marcelin et al.
2014; S. Liu et al. 2018)). Ainsi, l'injection intrapéritonéale de FGF19 chez
la souris augmente la phosphorylation de ERK dans les neurones NPY du
noyau arqué hypothalamique, ce qui diminue lI'activation des neurones
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AGRP/NPY. De méme, l'injection intracérébrale ventriculaire de FGF19
diminue I'activation des neurones NPY/c-Fos de I'hypothalamus (c-Fos étant
un marqueur d’activation neuronale) dans un modele de souris obeses
nourries par un régime riche en graisses (Marcelin et al. 2014).

FGF19 donné en injection intracérébrale ventriculaire dans des modeles de
souris ob/ob et nourries par un régime riche en graisses réduit la
consommation alimentaire et la prise de poids, améliore la tolérance au
glucose et a l'insuline, et diminue l'insulinémie a jeun(Fu et al. 2004;
Marcelin et al. 2014). Des effets similaires sont obtenus dans un modeéle de
souris diabétiques de type 1, le mécanisme invoqué étant la suppression
de néoglucogenése hépatique induite par une inhibition de la sécrétion de
corticoides par les surrénales secondaire a l'inhibition par FGF19 de |'axe
hypothalamo-hypophysaire (Perry et al. 2015). L'injection intracérébrale
ventriculaire de l'inhibiteur de FGFR1 PD173074 provoque les effets
opposés : augmentation de la consommation alimentaire, du poids corporel
total et détérioration de la tolérance a l'insuline (Ryan et al. 2013). Ces
résultats indiquent que les effets centraux bénéfiques de FGF19 sur
I'homéostasie du glucose sont médiés au moins en partie par l'activation
centrale de FGFR1 par le FGF19.

b) Foie
Dans le foie, FGF15/19 empéche le développement et provoque la
régression des principales caractéristiques de la NASH : stéatose,

inflammation, fibrose et syndrome métabolique. Des études de gain de
fonction de FGF19, soit a partir d'une surexpression transgénique, soit par
un traitement avec une protéine FGF19 recombinante ou modifiée, ont
montré que FGF19 protége contre l'accumulation de triglycérides et de
cholestérol dans le foie et diminue ainsi la stéatose (Alvarez-Sola et al.
2017; Tomlinson et al. 2002). En outre, une étude a montré que le knock-
out Fgf15 chez les souris nourries avec un régime riche en graisses aggrave
la stéatose (Alvarez-Sola et al. 2017). Une deuxiéme étude, qui a soumis
des souris knockout Fgfl5 a un régime riche en graisses n'a pas constaté
d'aggravation de la stéatose, mais a mis en évidence une altération de
I'expression des genes de I'homéostasie des lipides(Schumacher et al.
2017). FGF15/19 réduirait la stéatose en régulant négativement les genes
impliqués dans |'absorption (CD36) et la synthése des lipides (Scd1, Fas,
Fatp4, Elovl6, Acly, Mogatl, Dgat2 (Schumacher et al. 2017; Zhou,
Learned, et al. 2017; Tomlinson et al. 2002; Alvarez-Sola et al. 2017)). En
plus de réduire I'accumulation de lipides, FGF19 protege les hépatocytes
contre la lipoapoptose et réduit le stress du réticulum endoplasmique
(Alvarez-Sola et al. 2017; Zhou, Learned, et al. 2017).

Il a également été démontré que FGF19 réduit le développement de la
stéatose en modifiant la composition du pool d’acides biliaires pour contenir
plus de TBMCA, un puissant antagoniste de FXR, ayant pour conséquence
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une diminution de l'activité intestinale du FXR et une diminution de la
syntheése intestinale des céramides. La réduction de la production intestinale
de céramides diminue l'activation de SREBP1c dans le foie et atténue
ensuite la stéatose (Zhou, Learned, et al. 2017). En modifiant le pool
d’acides biliaires, FGF19 réduit également I'absorption du cholestérol
entérocytaire, augmente I'efflux de cholestérol transintestinal et augmente
la teneur en stérols fécaux (de Boer et al. 2017).

FGF15/19 améliore I'hnoméostasie du glucose par plusieurs mécanismes. Les
souris surexprimant FGF19 réduisent les niveaux sériques d'insuline, de
glucagon et de glucose a jeun. Ces souris avaient également une meilleure
réponse lors des tests de tolérance a l'insuline et au glucose(Tomlinson et
al. 2002; Zhou, Learned, et al. 2017). L'évaluation du modele
homéostatique de la fonction cellulaire des cellules B pancréatiques et de la
résistance a l'insuline (HOMA-IR), un indicateur de la résistance a l'insuline,
était réduite chez les souris transgéniques (Zhou, Learned, et al. 2017).
L'inverse était observé chez les souris déficientes en FGF15 qui avaient une
augmentation de la glycémie a jeun et une intolérance au glucose
(Schumacher et al. 2017; Kir et al. 2011).

FGF19 régule également la néoglucogenéese et la glycogenése hépatiques.
Dans le foie, l'activation par FGF19 de FGFR4-KLB provoque Ila
déphosphorylation et l'inactivation de CREB (cAMP response element
binding protein) et conduit par conséquent a l'inhibition de I'expression de
PGCla (peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator-1a) et
d’autres genes impliqués dans la néoglucogenése (Potthoff et al. 2011a).

Par ailleurs, FGF15/19 exerce des effets sur les hépatocytes qui sont
similaires a ceux de l'insuline, notamment la stimulation de la synthése des
protéines et du glycogene et la suppression de la néoglucogénése (Potthoff
et al. 2011a; Kir et al. 2011). Cependant, une différence importante par
rapport a l'insuline est que FGF15/19 inhibe plutét que de stimuler la
synthese des acides gras (Bhatnagar, Dammron, and Hillgartner 2009) et
que ces effets « insulin-like » empruntent des voies de signalisation
intracellulaires différentes a celles de [insuline (MAPK pour FGF19,
AKT/mTOR pour l'insuline (Kir et al. 2011)). Autre différence notoire avec
I'insuline concerne le timing du pic de sécrétion de ces hormones en post-
prandial: 15 minutes pour l'insuline et 45-60 minutes pour FGF19 (Kir et al.
2011; Potthoff et al. 2011b).

Les données concernant l'effet de FGF15/19 sur le développement de la
fibrose hépatique dans un contexte de NASH sont plus controversées. Dans
un modele de souris ayant un régime a forte teneur en graisses (40%), en
fructose et en cholestérol (parfois appelé « Western Diet»), Ia
surexpression du FGF19 ou le traitement par l'analogue de FGF19 M70
réduisait le développement de la fibrose hépatique (Zhou, Learned, et al.
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2017). Cependant, dans le modele de régime riche en graisses (60%) et
dans le modele de fibrose hépatique induite au CCl4, les souris déficientes
en FGF15 sont protégées contre la fibrose hépatique (Uriarte et al. 2015;
Schumacher et al. 2017). Dans une étude utilisant le modele CCl4, le gene
codant pour CTGF (connective tissue growth factor) s'est révélé étre une
cible de FGF15/19 dans les hépatocytes. L'inactivation de Fgfl5 réduit le
CTGF dérivé des hépatocytes et améliore la fibrose induite par le CCl4. Le
knockout de Fgfl5 augmente également la taille totale du pool d’acides
bilaires et peut donc augmenter l'activité de FXR dans les cellules
hépatiques étoilées, ce qui réduit leur activation, réduisant ainsi leur
production de matrice extracellulaire (Uriarte et al. 2015). Comment
concilier ces observations contradictoires entre ces études ? Dans ces deux
modeéles il est possible que la réduction de la fibrose résulte d'une inhibition
des signaux d’activation des cellules étoilées hépatiques, résultant soit
d’une diminution de la stéatohépatite (modele gain de fonction de FGF19),
soit par une activation de FXR dans ces cellules (modéle FGF15 KO).

c) Tissu adipeux, muscle et intestin gréle

FGF19 agit également sur les tissus adipeux et musculaires. Le tissu
adipeux n'exprime pas FGFR4, les effets de FGF19 passent donc par FGFR1-
KLB(Kurosu et al. 2007). Les souris traitées avec du FGF19 recombinant et
la surexpression transgénique de FGF19 réduit la masse graisseuse et le
poids corporel total(Tomlinson et al. 2002; Zhou, Learned, et al. 2017;
Benoit et al. 2017). Lorsqu'elles sont nourries avec un régime riche en
graisses, les souris transgéniques FGF19 résistent a la prise de poids et a
I'augmentation du tissu adipeux blanc rétropéritonéal et épididymaire
(Tomlinson et al. 2002). L'inactivation de Fgf15 augmente la masse grasse
et le poids corporel total lors de ce méme régime(Alvarez-Sola et al. 2017).
Des souris transgéniques surexprimant FGF19 montrent également une
augmentation du tissu adipeux brun, de la thermogénese et de la dépense
énergétique (Fu et al. 2004; Tomlinson et al. 2002).

En outre, FGF19 agit sur le tissu musculaire strié. Les souris traitées avec
des doses modérées de FGF19 ont une augmentation du poids des muscles
soléaire, tibial antérieur et gastrocnémiens. L’explication vient d’une
augmentation de la surface des fibres musculaires, alors que le hombre de
fibres musculaires n'est pas modifié. FGF19 protege également contre
I'atrophie musculaire induite par la dexaméthasone, I'obésité et I'age
(Benoit et al. 2017). Il est a noter que ces effets nécessitent I'expression
de B-klotho et ne sont pas obtenus avec I'administration de FGF21.

5. Effets oncogéniques
Il existe dans la littérature de nombreux arguments en faveur d’'un effet
oncogénique de FGF19, nous les détaillerons ci-apres. Il est notable que,
contrairement aux effets métaboliques qui sont souvent communs entre
FGF15 et FGF19, l'orthologue murin ne semble pas induire d’effet pro-
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oncogénique (Zhou, Luo, et al. 2017a). Une des explications proposées
provient du fait que ces deux protéines n‘ont que 53% d’homologie dans
leurs séquences en acides aminés (Nishimura et al. 1999). Notamment,
FGF15 possede un résidu cystéine non apparié (Cys-135) qui forme un pont
disulfure intermoléculaire pour structurer un homodimeére, qui serait la
forme circulante de FGF15. Cette particularité menerait a une signalisation
différente de FGF19 et particulierement dans les signaux oncogéniques
(Zhou, Luo, et al. 2017a).

a) Modéles de surexpression de FGF19

Historiquement le premier article décrivant un effet oncogénique de FGF19
a été publié alors que le role de régulation de la synthéese des acides biliaires
n‘était pas encore décrit. Ce papier décrivait I'apparition de tumeurs
compatibles avec un CHC apparaissant aprés 10 mois dans des souris FVB
transgéniques avec surexpression musculaire de FGF19 (Nicholes et al.
2002). Les tumeurs en question étaient majoritairement positives a la
glutamine synthétase et avaient une mutation activatrice de B-caténine,
suggérant le besoin d’un deuxieme événement oncogénique pour donner
lieu aux tumeurs. De méme, les souris ne développaient pas de tumeur en
cas d’inactivation de FGFR4 (French et al. 2012).

Un deuxieme modele murin de surexpression de FGF19, cette fois-ci
hépatique, est obtenu suite a I'injection dans la veine caudale d’une solution
contenant un adeno-associated virus (AAV) codant pour FGF19 (Zhou, Luo,
et al. 2017b). Cette injection, réalisée aux alentours de 11 semaines de vie
permet d’obtenir une expression hépatique de FGF19 au long cours, avec
des concentrations circulantes largement supra-physiologiques (proches de
400ng/mL). Les souris développaient des lésions de CHC 6 a 12 mois apres
I'injection. De facon remarquable, ces effets n’étaient pas observés avec
FGF15, alors que les effets métaboliques étaient trés proches entre les deux
groupes (amélioration de I'homéostasie du glucose, réduction du pool
d’acides biliaires, diminution du poids corporel, ...).

b) Arguments chez [I'homme : amplicon 11g13.3

(CCND1) et surexpression de FGF19
Les données issues de CHC humains qui montrent un potentiel réle de
FGF19 en tant qu’oncogéene driver partent du constat principal que le géne
codant pour FGF19 est amplifié dans 4 a 15% des cas selon les séries
(Sawey et al. 2011a; K. Wang et al. 2013; Schulze et al. 2015). En fait,
FGF19 est situé dans un amplicon (11g13.3) fréquemment amplifié dans
plusieurs types de cancers et situé a proximité (45kb) du géne CCND1
codant pour la cycline D1, également reconnu pour étre un oncogéene driver
(Deane et al. 2001). La particularité du CHC vient du fait que les deux genes
sont presque systématiquement co-amplifiés et exprimés par la tumeur
(Sawey et al. 2011a). Cela pose la question de l'implication de chacun de
ces oncogenes dans les effets prolifératifs des cellules tumorales ayant cette
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amplification. Lorsque des hépatoblastes p537-/Myc exprimant un vecteur
FGF19, CCND1, ou les deux étaient transplantés en orthotopique chez des
souris nude, les souris développaient des tumeurs aprés 6 semaines dans
les trois cas. Cependant, les tumeurs étaient plus volumineuses en cas de
co-expression de FGF19/CCND1, suggérant une coopération entre les deux
oncogenes (Sawey et al. 2011a). A noter, cette coopération était médiée
par B-caténine : la surexpression de FGF19 augmente l'activation de B-
caténine, ce qui conduit a son tour a une activation de cycline D1 (Sawey
et al. 2011a). L'amplification de CCND1/FGF19 est d’ailleurs mutuellement
exclusive avec les mutations activatrices de CTNNB1 dans les cohortes
humaines, ce qui va dans le sens d’'une redondance fonctionnelle (Schulze
et al. 2015). Enfin, I'amplification 11q13.3 ne survient quasiment que dans
un contexte de foie cirrhotique et de fagon plus fréquente dans les stades
tumoraux avancés (Schulze et al. 2015).

Par ailleurs, I'étude de deux séries asiatiques de CHC opérés a mis en
évidence une surexpression de FGF19 (en gPCR ou immunohistochimie)
dans pres de 50% des tumeurs. Les patients ayant cette surexpression
avaient une récidive de CHC plus fréguente et une moins bonne survie
globale (Miura et al. 2012; Hyeon et al. 2013). Plus récemment, une étude
japonaise portant sur une cohorte de 304 patients ayant un CHC a mis en
évidence des niveaux circulants de FGF19 plus élevés que chez des sujets
sains ou de patients ayant une maladie hépatique chronique sans CHC. De
méme, les patients ayant un traitement a visée curative avaient des
concentrations circulantes de FGF19 qui diminuaient significativement. En
revanche, les performances diagnostiques de FGF19 étaient moyennes
(AUROC a 0.795 (Maeda et al. 2019)).

c) Mécanismes : cell-autonomous ?

Une des particularités de FGF19 en tant qu’oncogéne vient de sa capacité a
étre sécrété et agir par voie autocrine, paracrine et endocrine. Une
amplification avec surexpression de FGF19 peut donc avoir un effet sur la
cellule portant I'amplification mais également les cellules voisines et des
cellules a distance (effets « non-cell autonomous »). Les mécanismes
expliguant les effets oncogéniques de FGF19 sont donc probablement
multiples.

Le modele de surexpression musculaire de FGF19 est un bon exemple de
cet effet a distance (Nicholes et al. 2002). Le modele de surexpression
hépatique de FGF19 via une infection par AAV propose un mécanisme d’effet
non-cell autonomous médié par l'interleukine 6 et STAT3. Ainsi, FGF19
induit une sécrétion d'IL-6 par les cellules de Kupffer, ce qui ensuite active
la voie STAT3 dans I’'hépatocyte, précipitant sa transformation (Zhou, Yang,
et al. 2017). D’autres dialogues avec les cellules stromales hépatiques sont
possibles comme cela a été démontré avec les FGF de la sous-famille de
FGF8 (comprenant FGF8, 17 et 18). Dans une étude testant I'effet de ces
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trois protéines, les auteurs ont mis en évidence que FGF17 et FGF18
stimulent la croissance des myofibroblastes dérivés du HCC. De méme, les
trois membres de cette sous-famille induisaient la prolifération et la capacité
a s’organiser des cellules endothéliales hépatiques (Gauglhofer et al. 2011).

Afin d’exercer ses effets prolifératifs, FGF19 nécessite que son récepteur
(FGFR4) et corécepteur (KLB) soient exprimés correctement par les
hépatocytes, comme cela a été démontré in vitro (Caruso et al. 2019) et in
vivo (French et al. 2012). Une étude récente publiée dans Hepatology
montre que dans les cellules d’hépatocarcinome l|'activation de FGFR4 par
FGF19 stimule l'expression de SOX18 via la phosphorylation de FRSa et
GSK3B. SOX18 est un facteur de transcription qui a son tour augmente
I'expression de FGFR4, créant une boucle de rétrocontréle positif (J. Chen
et al. 2019).

6. Ciblage de la voie FGFR4 : une thérapie prometteuse
Les éléments présentés ci-dessus ont comme conséquence logique de
s’intéresser a la perturbation de l'activation du récepteur FGFR4 comme
potentielle cible thérapeutique des CHC avec amplification (voire
surexpression ?) de FGF109.

Des anticorps monoclonaux bloguant FGFR4 ont été produits et testés in
vitro et in vivo. Ces anticorps neutralisants inhibent la signalisation de
FGFR4 dans les cellules de CHC, ainsi que leur prolifération et la formation
de colonies in vitro et leur croissance sous forme de xénogreffes dans des
souris nude (French et al. 2012). Ces anticorps anti-FGFR4 inhibent aussi
le développement du CHC chez des souris transgéniques FGF19 traitées au
DEN(French et al. 2012). Les inhibiteurs tyrosine kinase non spécifiques de
FGFR4 sont également efficaces dans les lignées de CHC exprimant FGFR4
et FGF19 (Schmidt et al. 2016). Un inhibiteur sélectif de FGFR4 a également
été mis au point, le BLU9931. Ce composé forme des liaisons covalentes
avec un résidu cystéine proche du site de liaison a I'ATP de ce récepteur.
Ce site présente un trés haut degré de spécificité pour FGFR4 et n’est pas
présent dans FGFR1 et 3, ce qui permet de contourner les réponses toxiques
potentielles dues a l'inhibition de FGFR1 et 3. Cet inhibiteur irréversible de
FGFR4 est efficaces contre les CHC exprimant l'ensemble de l'axe
FGF19/FGFR4/KLB, que ce soit in vitro ou in vivo dans un modele de
xénogreffes de tumeurs chez des souris nude, mais n'ont aucun effet sur
les CHC qui n'expriment pas ces genes (Hagel et al. 2015). Une deuxiéme
molécule, dérivée du BLU9931, a été développée par la méme équipe : le
fisogatinib (ou BLU554). Des données d’un essai clinique de phase I ont été
publiés récemment : 11% des patients étaient considérés répondeurs, avec
une médiane de durée de réponse de 5.3 mois. Les répondeurs
appartenaient tous au groupe ayant des tumeurs avec un marquage FGFR4
positif en immunohistochimie (R. D. Kim et al. 2019). Le profil de tolérance
était satisfaisant, avec principalement des diarrhées, une asthénie et une
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augmentation des enzymes hépatiques(R. D. Kim et al. 2019). Une étude
ancillaire a cet essai clinique ou il était réalisé un séquencage des tumeurs
en cours de traitement a révélé |'apparition chez certains patients de
mutations sur la séquence de FGFR4 offrant une résistance acquise au
fisogatinib. Ces résultats confirment qu’il existe une dépendance a la voie
FGF19/FGFR4 dans les tumeurs ayant une surexpression de cette voie
(Hatlen et al. 2019). Un essai clinique de phase Ib/II avec cette méme
molécule est en cours (identifiant Clinical Trials NCT04194801).

Enfin, un anticorps monoclonal anti-FGFR4, appelé U3-1784, est également
en cours d’étude chez I'homme (phase I en attente des résultats, identifiant
Clinical Trials NCT02690350) aprés des résultats prometteurs dans des
modeles animaux (Bartz et al. 2019).

D. Contexte et objectifs

Un des grands axes de recherche du laboratoire concerne |'étude de
Iinteraction bidirectionnelle entre le microenvironnement et les cellules
tumorales de CHC. Pour mon travail de these nous avons décidé d’introduire
pour la premiere fois un modele de microenvironnement pathologique
similaire a la NASH humaine et d’utiliser principalement la technique
d’injection hydrodynamique. Cette technique a été préférée puisqu’elle
permet d’utiliser des souris immunocompétentes, ce qui constitue un
avantage majeur pour étudier le microenvironnement, mais également
parce qu’elle permet d’étudier la coopération entre oncogenes. Apres la
mise au point de cette technique entre nos mains, ce qui sera détaillé dans
les résultats, nous avons décidé de nous focaliser sur un oncogene en
particulier, a savoir FGF19.

Nous avons choisi d'étudier cet oncogene pour plusieurs raisons. D’une part,
dans |'état actuel de nos connaissances, |'axe FGF19/FGFR4 est une des
rares voies de signalisation impliquées dans le CHC pouvant étre ciblées
pharmacologiquement, comme cela a été discuté ci-dessus. D'autre part,
les études de coopération oncogénique avec FGF19 sont trés rares. Par
ailleurs, FGF19 exerce des effets paradoxaux a premiere vue, a savoir d'une
part une protection hépatique dans un contexte de régime pourvoyeur de
NASH, qui en soi est un facteur de risque du CHC, et d’autre part des effets
oncogéniques en cas de surexpression chronique. Cette dualité d’effets est
encore insuffisamment caractérisée dans la littérature. Enfin, il existe chez
I'hnomme deux situations cliniques ou les taux circulants de FGF19 (ou un
analogue de structure trés proche) sont élevés au long cours, soit lors d’un
traitement par des analogues de FGF19, soit lorsqu’un CHC sécrete FGF19.
La caractérisation des effets métaboliques résultant de taux circulants de
FGF19 (ou un analogue) revét donc une importance primordiale.

Dans ce contexte, les questions auxquelles nous avons essayé de répondre
sont les suivantes :

56



FGF19 coopere-t-il avec d’autres oncogenes fréquemment
impliqués dans le CHC ? Si oui, quels sont les mécanismes en jeu ?
L'exposition a des concentrations élevées de FGF19 déclenche-t-elle
des effets métaboliques non encore décrits ?

Comment intégrer les effets paradoxaux de FGF19 sur le foie dans
un modele murin de NASH ?
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II. Résultats

En raison des modalités inhabituelles du début de ma these (les deux
premieres années je n’étais présent au laboratoire que 1,5 jours par
semaine) et en raison des résultats obtenus au cours de ces premieres
années, le sujet de ma thése a progressivement évolué pour me focaliser
sur la coopération oncogénique concernant FGF19. Nous avons tout de
méme obtenu certains résultats qui ne feront pas I'objet d’'une publication,
au moins dans l'immédiat, mais qui méritent d’étre discutés.

Je vais donc présenter les résultats de la facon suivante :

e D’abord la mise au point de la technique et les différentes
combinaisons essayées

e Ensuite la description d‘un phénotype inattendu de type diabete
insipide dans les souris transfectées par FGF19 qui sera présenté
sous forme de manuscrit quasi-définitif en format Brief
Communication pour la revue Molecular Metabolism

e Puis la description des résultats obtenus sur la coopération
oncogénique entre FGF19 et autres oncogenes majeurs de
I’'hnépatocarcinogénese, sous forme du manuscrit en cours de
préparation mais non définitif (plusieurs expériences en cours)

e Enfin, les résultats sur les différents régimes pourvoyeurs de NASH
et I'effet de FGF19 dans ce contexte, qui pour l'instant ne sont pas
intégrés dans un manuscrit en préparation.

A. Mise au point de la technique HGT
Nous avons débuté mon projet de thése en en important au laboratoire la
technique d’injection hydrodynamique. Bien que les deux papiers princeps
(G. Zhang, Budker, and Wolff 1999; F. Liu, Song, and Liu 1999) donnent
beaucoup de détails techniques (age des souris, poids idéal, vitesse
d’injection, quantité de plasmides a injecter) et que les publications avec ce
systéme sont nombreuses, nous avions plusieurs interrogations.

1. Lorsque plusieurs plasmides sont injectés simultanément,

les hépatocytes transfectés integrent-ils tous les plasmides ?
Afin de répondre a cette question, nous avons fait une expérience pilote ou
nous avons injecté un mélange de trois plasmides codant chacun pour une
protéine fluorescente différente : cherry, venus et cerulean (8ug chacun).
Les souris ont été collectées quatre jours plus tard. Les foies ont été fixés
en paraformaldéhyde 4% pendant 4 heures puis sucrose 15% pendant 16h
avant d’étre mis en cassette avec la matrice d’intégration OCT. Les
cassettes ont été stockés a -80°C puis coupées au cryostat. Les coupes ont
été fixées au DAPI + Vectashield. Voici (figure 8) une image représentative
de deux souris en microscopie a épifluorescence. On observe une
intégration des trois plasmides dans I'immense majorité des hépatocytes
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transfectés, avec toutefois des différences quantitatives de taux
d'expression de protéines fluorescentes.

Cherry Cerulean Venus Merge

HD143

HD144

Figure 8 : coupes de foie au microscope a épifluorescence (10X) montrant les hépatocytes transfectés
par un des trois plasmides. La derniére image correspond a la fusion des trois précédentes.

2. Lorsqu’une deuxieme injection hydrodynamique est

réalisée a 2 semaines d’intervalle, est-ce les mémes

hépatocytes qui sont transfectés ?
Dans la littérature la seule description de HGT sériées vient d'un des papiers
princeps(F. Liu, Song, and Liu 1999), ou, en l'absence de technologie
Sleeping Beauty Transposase les auteurs ont voulu induire une expression
durable du géne introduit par des HGT répétées a trois semaines
d’intervalle. Le résultat est nettement en défaveur de leur objectif, avec un
aspect identique de décroissance d’expression du transgéne a partir de 8h
post-HGT. En revanche, la topographie des hépatocytes transfectés n’‘a pas
été évaluée.
Pour répondre a cette question, nous avons réalisé deux injections a deux
semaines d’intervalle avant de collecter la souris une semaine plus tard. Les
hépatocytes transfectés ont été visualisés grace a l'expression de deux
molécules fluorescentes différentes, RFP et GFP. Sur les trois coupes
analysées (figure 9), on distingue seuls 4 hépatocytes sur 217 (1.8%)
exprimant les deux fluorophores. Nous concluons que les injections HGT
sériées permettent la transfection d’hépatocytes indépendants.
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Figure 9 : lors d'une double HGT, les hépatocytes transfectés le sont majoritairement une seule fois.
Coupes (10X). Les fleches blanches indiquent les hépatocytes exprimant a la fois RFP et GFP.

3.  Est-il intéressant d’introduire la luciférase Firefly pour

réaliser un suivi non invasif de la croissance tumorale ?
Lorsque l'institut s’est doté d’'une caméra a bioluminescence, nous avons
évalué son utilisation pour le suivi non invasif de nos souris, en incluant au
moment de I'HGT un plasmide codant pour la luciférase, intégré ou non a
la transposase Sleeping Beauty.

Cette méthode nous a donné des résultats mitigés : les souris injectées
avec le plasmide contenant simultanément la luciférase et la transposase
SB perdent leur signal bioluminescent aprés deux semaines en moyenne et
n‘aboutissent pas a la formation de tumeurs. En revanche, lorsque le
plasmide codant seul pour la luciférase est inclus, cela ne semble pas
changer les résultats. Voici un exemple d’'image obtenue (figure 10).

Nos résultats suggerent que la luciférase est immunogéne et son inclusion
présente donc des inconvénients pour les expériences sur des animaux
immunocompétents.
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Figure 10: évolution de la bioluminescence aprés HGT. Trois souris injectées avec une combinaison Ras
+ crispr p53 + SB13-luc (Sleeping Beauty transposase 13X luciferase) sont montrées a J3 puis J7 de l'injec-
tion. On note une décroissance significative de l'intensité lumineuse correspondant a une élimination des
hépatocytes transfectés.

4. Peut-on dissocier les cellules tumorales issues des HGT

pour ensuite les mettre en culture, les caractériser et réaliser

une allogreffe orthotopique ?
Un des avantages de la technique d'HGT est celle de permettre d’obtenir
des tumeurs de combinaison génétique définie. Cependant, la technicité de
I'injection ne laisse qu’une fenétre limitée de poids (entre 17 et 21g), donc
d’age (entre 8 et 12 semaines pour les souris femelles, entre 8 et 10 pour
les males), pour réussir la transfection. Cela ne permet donc pas de réaliser
des HGT dans des souris soumises a un régime pourvoyeur de NASH
puisqu’elles prennent rapidement du poids.

Afin de contourner ce probleme et d’avoir un modéle permettant d’étudier
les interactions entre un microenvironnement pathologique dans un
contexte de NASH et une combinaison oncogénique définie, nous avons
entrepris de dissocier les cellules tumorales issues de tumeurs obtenues par
HGT. Pour cela nous avons utilisé un kit de dissociation tumorale (Miltenyi
#130-096-730). Ensuite, nous avons mis en culture ces cellules pour
pouvoir les injecter par voie orthotopique (figure 11). Malgré de nombreux
échecs, nous avons réussi a produire des lignées cellulaires issues de trois
combinaisons différentes :

e N-Ras®12P + crispr p53
e Myc + crispr p53
e Myc + FGF19 + crispr p53.

Les expériences réalisées avec ces lignées sont détaillées dans les
manuscrits.
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Figure 11 : Schéma expérimental de la dissociation tumorale de tumeurs issues de la technique HGT
pour ensuite étre injectées avec une technique d‘allogreffe orthotopique.

Récemment, nous avons adopté une technique de dissociation de tumeurs
plus douce, qui semble augmenter le taux de succes dans la mise en culture
de cellules tumorales.

5. Quelles sont les combinaisons oncogéniques qui donnent

lieu a des tumeurs ?
Au cours de ma thése et surtout les deux premieres années, nous avons
cloné différents plasmides et généré de nombreuses combinaisons
d’oncogénes et/ou genes suppresseurs de tumeurs, afin de valider la
technique et pouvoir comparer les éventuelles tumeurs entre elles. De
méme, nous avons utilisé la technique d’injection hydrodynamique dans des
souris de fond génétique différent (C57BI/6] et FVB) et dans des souris
génétiquement modifiées, d’intérét pour deux autres projets du laboratoire.

Le premier projet en question concerne I'étude des effets oncogéniques des
kinase cycline-dépendantes CDK8 et CDK19. Nous avons généré des
tumeurs apres injection de la combinaison N-Ras®12P + Crispr p53 dans des
souris ayant une inactivation hépatospécifique de CDK8 (CDK82Hep), Le
mansucrit en question, dont je fais partie des co-auteurs, est en cours de
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révision et a été déposé dans le site de preprint BioRxiv. Vous trouverez en
annexe la version de BioRxiv(Bacevic et al. 2019).

Le deuxieme projet concerne l'étude des fonctions oncogéniques de
différents mutants de p53 dans le CHC. Ce projet est a une phase
préliminaire, mais nous avons déja généré des tumeurs avec trois mutants
différents (R249S, R249A et R175H) combinés avec N-Rast12P,

Voici la liste de plasmides ou combinaisons pour lesquelles nous n‘avons
pas obtenu de tumeurs :

e Myc/p53R2495/Cre (fond génétique p537/faprés 1 mois)
e Crispr p53 seul ou RFP/cr p53 (aprés 6 mois)

e FGF19/ crispr RSK2 (aprés 6 mois)

e FGF19/ crispr RSK2/crispr p53 (apreés 6 mois)

e RFP/cr RSK2/ cr p53

e RFP, BFP ou GFP seuls

e FGF19/B-caténines33Y/crispr p53 (aprés 4 mois)

e B-caténinesS33Y (aprés 3 mois)

e B-caténines33Y/cr p53 (aprés 3 mois)

e [B-caténinesS33Y/cr p16-19 (aprés 4 mois)

e [B-caténines33Y/cr KEAP1/cr p16-19 (aprés 6 mois)

En dehors des plasmides que nous avons utilisé comme contréle et qui n‘ont
pas de pouvoir oncogénique propre (comme pour les protéines
fluorescentes RFP, GFP ou BFP), plusieurs éléments (ou hypotheses)
peuvent expliquer I'absence de tumeurs pour ces plasmides/combinaisons :

e L’élimination des hépatocytes transfectés, comme cela a été décrit
avec Ras muté par un mécanisme de sénescence (Kang et al. 2011)

e Un délai d’attente trop court. En effet, certaines de nos combinaisons
sont extrémement rapides (2-3 semaines) pour induire de
volumineuses tumeurs, alors que d’autres ne générent des tumeurs
gu’apres 9-12 mois. Cependant, nous n’avons pas collecté toutes nos
souris aprés 12 mois d’attente.

e L’'absence d’effet coopératif entre les oncogénes en question.

Voici un tableau récapitulatif des combinaisons qui nous ont permis
d’obtenir des tumeurs :

Combinaison Fond Latence Pénétrance
génétique (semaines)

N-Ras®12D /crispr p53 C57Bl/6] ou 3-4 66/83 (79%)

(ou sh p53) FVB

N-Rast12b /Cre P53 f/f 3-4 8/27 (31%)
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N_Ra5612D/p53R249S
/Cre
N_RasG12D/p53R249A
N_RaSGlzD/p53R175H
N-Ras®2P/crispr p16-
19

N-RasCt12b/Myc
Myc/cr p53
Myc/FGF19
Myc/FGF19/cr p53

FGF19

FGF19/crispr p53

Myc/RFP

FGF19/B-caténine>33Y
Myc/B-caténineS33Y

Myc/N-RasG12b

C57Bl/6]
P53 f/f
C57Bl/6]
C57BI/6]
C57BI/6]
P53 f/f
C57Bl/6]
FVB
C57BI/6]
C57Bl/6]
C57BI/6]

C57Bl/6]

C57BI/6]

C57Bl/6]

C57BI/6]
FVB
P53 f/f

ou

3-5

3-4

1,5-2

4-7

1-3
1-3

37-52

39

4-8

12-15

2-3

7/20 (44%)

3/3 (100%)

3/5 (60%)

1/5 (20%)

1/8 (12,5%)

8/8 (100%)
12/23 (52%)

2/7 (29%)

14/15 (93%)
15/15 (100%)
0% avant 28
semaines

6/10 (60%) aprés
37 semaines

0% avant 28
semaines

2/5 (40%) a 39
semaines

2/10 (20%)

9/10 (90%)
5/6 (83%)
18/19 (95%)
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B. Article 1 : FGF19 stimulates water intake

Ce premier papier, dont la soumission devrait étre faite prochainement
s’intéresse a un phénotype dont nous nous sommes apergus fortuitement
(serendipity) lors des premieres injections de souris avec le plasmide
FGF19. En effet, la sciure des cages de ces souris était régulierement
trempée d’eau, sans raison apparente. Nous ne pouvions pas mesurer la
diurése des souris pour des raisons pratiques, nous avons donc commencé
a peser les biberons de ces cages pour vérifier si ces souris consommaient
plus d’eau que les autres souris, ce qui était effectivement le cas.
Logiquement, les urines étaient diluées, les souris FGF19 avaient donc un
syndrome polyuro-polydipsique et ce phénotype était parfaitement
reproductible et stable dans le temps.

Ce qui aurait pu s’arréter a une simple curiosité expérimentale nous a
conduit a explorer ce phénotype. On peut s’interroger sur ce choix de sujet
physiologique pour un laboratoire centré sur le cancer. Cependant, plusieurs
raisons nous ont poussé a poursuivre cette voie. Tout d'abord, ce phénotype
n‘a jamais été décrit dans la littérature a notre connaissance. Ensuite, dans
I'optique de notre projet centré sur les effets oncogéniques de FGF19, deux
mesures simples et non invasives (pesée des biberons et mesure de
I'osmolarité urinaire) permettaient de nous assurer de l'efficacité de la
transfection. De méme, la description de ce phénotype pourrait étre
pertinente pour les situations de surexpression de FGF19 ou de traitement
par un analogue de FGF19 chez I'homme. Enfin, mon appétence personnelle
pour la physiologie a certainement joué un réle.

Une étude plus poussée de la littérature concernant les effets métaboliques
des molécules de la sous-famille des FGF endocrines nous a révélé que ce
phénotype était décrit pour un paralogue de FGF19, a savoir
FGF21(Camporez et al. 2013; P. Song et al. 2018; Turner et al. 2018). Etant
donné que FGF19 et FGF21 sont tous les deux capables d’activer le
complexe récepteur FGFR1c/ B-klotho et gu’ils partagent certains effets
métaboliques, nous avons orienté notre projet a tenter de reproduire les
effets vus avec FGF21, tout en montrant que notre phénotype était bien
indépendant de FGF21.
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Abstract

Objectives: Fibroblast growth factor (FGF19), a hormone with pleiotropic metabolic
functions, is overexpressed in a sub-group of hepatocellular carcinoma (HCC). FGF19
analogues are under investigation for treatment of metabolic disorders. However, the
knowledge of effects of chronic exposure to elevated concentrations of FGF19 is still
partial. Thus, we aimed to develop a model of transgenic mice with long-term FGF19
hepatic overexpression.

Methods: Hydrodynamic gene transfer in C57BI/6J male and female mice was used
to induce FGF15 and FGF19 overexpression. To mimic HCC with FGF19
overexpression we generated a tumor cell line derived from Myc-Crispr p53-FGF19
tumors that we injected orthotopically.

Results: We obtained long-term FGF19 supraphysiological concentrations (mean
value of 10 ng/ml Cles%= [3.5-15.0] 2 weeks’ post-transfection). FGF19 was biologically
active since enzymes involved in bile acid synthesis were inhibited and body weight
was decreased. We further show that FGF19 stimulates water intake and decreases
urine osmolality, a phenotype lasting at least over a 6-month period. This phenotype,
is independent of another endocrine FGF, FGF21, although it mimics some of its
features.

Conclusions: Our data suggest that supraphysiological FGF19 concentrations, close
to those observed in a subset of HCC patients, can induce a phenotype of diabetes

insipidus, likely through signaling in the central nervous system.
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1. Introduction

Fibroblast growth factor 19, FGF19, or its mouse ortholog FGF15, are expressed by
the enterocytes of the terminal ileum and function as hormones. Notably, FGF15/19
controls bile acids synthesis and nutrient metabolism (Angelin, Larsson, and Rudling
2012), and has been reported to play a role in the regulation of glucose and lipid
metabolism, as well as in energy expenditure and body adiposity (Gadaleta and
Moschetta 2019).

FGF15/19 belongs to the endocrine FGF subfamily, along with FGF21 and FGF23.
Endocrine FGF act through the binding to a FGF receptor (FGFR 1 to 4) in complex
with a co-receptor, a-klotho for FGF23, B-klotho (KLB) for FGF15/19 and FGF21
(Suzuki et al. 2008; X. Wu et al. 2010). While many of the FGF15/19 activities are
mediated specifically by FGFR4/KLB signaling, FGF15/19 and FGF21 also display
overlapping metabolic activities through FGFR1¢c/KLB signaling (A. L. Wu et al. 2011).
The latter are at least partly mediated by central nervous system activation of
FGFR1/KLB in the hypothalamus (Lan et al. 2017; Perry et al. 2015).

In physiological conditions, FGF21 is expressed by hepatocytes(Markan et al. 2014),
while FGF15/19 is expressed by enterocytes(Inagaki et al. 2005). Nonetheless, FGF19
has been reported to be expressed by hepatocytes when subjected to high levels of
bile acids, such as occurring during extrahepatic (Schaap et al. 2009) and intrahepatic
cholestasis (Wunsch et al. 2015; Hasegawa et al. 2019). Moreover, FGF19 gene is
frequently amplified in hepatocellular carcinoma (HCC, 4-15% (Sawey et al. 2011;
Wang et al. 2013; Schulze et al. 2015)), the most frequent primary liver cancer, and
patients with HCC display higher circulating levels of FGF19 than control patients
(Maeda et al. 2019). Potent and selective FGFR4 inhibitors and monoclonal antibodies
have been developed (Kim et al. 2019; Bartz et al. 2019) and are currently tested in
clinical trials for FGF19-driven hepatocarcinoma, underscoring the therapeutic promise
of targeting the FGF 19 pathway in HCC.

On the other hand, because of their metabolic effects, FGF19 and FGF21 have
generated a great interest in pharmacological research for treatment of metabolic
conditions such as type 2 diabetes mellitus (Geng, Lam, and Xu 2020) and
nonalcoholic steatohepatitis (NASH) (Harrison et al. 2020).
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Therefore, it is of crucial importance to better delineate the complex interplay of FGF19
roles and actions. Here, we report that the FGF19 expression and secretion by

hepatocytes in a mouse model gives rise to long-lasting effects on water homeostasis.

2. Material and Methods

2.1 Vectors: cloning of FGF19/15

Plasmids constructs pSBbi-RN-FGF19 and pSBbi-BB-FGF15 were respectively generated by cloning the human
FGF19 amplified from Huh7 cDNA and the mice FGF15 amplified from ileum cDNA onto the pSBbi-RN (Addgene
#60519) and psBbi-BB (Addgene #60521) plasmids digested by the Sfil restriction enzyme. Primer sets for
amplification of the inserts (FGF19-Sfil-for-5-~ATCGGGCCTCTGAGGCCCAGGGAGGTGCCATGCGGA-
3'/FGF19-Sfil-rev-5-CGATGGCCTGACAGGCCGCCCCTGGCAGCAGTGAAGA-3’ and FGF15-Sfil-for-5'-
ATCGGGCCTCTGAGGCCCCCGAGGTGTCATGGCGAG-3'/FGF15-Sfil-rev-5'-
CGATGGCCTGACAGGCCCGGAATCCTGTCATTTCTG-3’) contained the Sfil recognition site.

2.2 Mice experiments

All reported animal procedures were carried out in accordance with the rules of the French Institutional Animal Care
and Use Committee and European Community Council (2010/63/EU). Animal studies were approved by institutional
ethical committee (Comité d’éthique en expérimentation animale Languedoc-Roussillon (#36)) and by the Ministére
de [I'Enseignement Supérieur, de la Recherche et de [IInnovation (D. Gregoire: APAFIS#11196-
2018090515538313v2).

Hydrodynamic Gene Delivery: Hydrodynamic injections were performed in 6 to 8 week-old C57BI/6J female (unless
stated otherwise) mice as described previously. Briefly, 0.1 mL/g of a solution of sterile saline (0.9% NaCl)
containing plasmids of interest were injected into lateral tail vein in 8-10 s. psBBi-EF1a-FGF19-dTomato (12.5 pg),
psBBi-EF1a- dTomato (12.5 ug), psBBi-EF1a-FGF15-TagBFP (12.5 pg) or psBBi-EF1a-TagBFP (12,5ug) were
injected together with sleeping beauty transposase SB100X (2.5 ug, ratio of 5:1). pCMV(CAT)T7-SB100 was a gift
from Zsuzsanna Izsvak (Addgene plasmid # 34879).

Allografts: C57BI/6J female mice (Charles River) mice were anesthetized with intra-peritoneal injection of Xylazine-
Ketamine mixture. After incision of abdominal wall and peritoneum, the left lateral lobe of the liver was pulled out of
the mouse body. 5000 cells, resuspended in 5 pL of 25% Matrigel (BD) - PBS, were injected using a 10uL Hamilton
syringe in the left lobe of the liver. After injection, liver was put back in normal position and the abdomen was
sutured. Mice were monitored daily during3 weeks, then euthanized before collected and fixed following classical
procedures.

Water consumption was measured by cages (n=2-5 mice) three times a week. For the double bottle assay, mice
were acclimated to cages with two bottles containing water for two weeks. They were then given access to bottles
with water containing 3% sucrose (Sigma-Aldrich #16104) or water. Water and water containing sucrose intake was

measured every two days. The position of bottles was changed every two days.

2.3 Blood samples for ELISA experiments

Mice were fasted for 4-6 hours then killed by anesthetic overdose with isoflurane. Plasma was collected after

centrifugation. Plasma FGF19, FGF21 and copeptin were measured by ELISA, according to the manufacturers’
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instructions: human FGF19 ELISA kit (Biovendor, RD191107200R), mouse FGF21 ELISA kit (Sigma-Aldrich,
EZRMFGF21-26K), Copeptin mouse ELISA kit (MyBioSource, MBS2600763). For copeptin measure mice were
subjected to 4 hours’ water deprivation.

2.4 RNA isolation, qPCR

The RNA was extracted from liver tissue and purified using RNeasy mini kit (Qiagen) according to manufacturer’'s
protocol. Reverse transcription of total RNA (1ug) was done with QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen),
and cDNA quantified using LC Fast start DNA Master SYBR Green | Mix (Roche) with primers detailed below on
LightCycler480 apparatus (Roche). Gene expression levels were normalized with hypoxanthine phospho-
ribosyltransferase (HPRT). Primer pairs used for qPCR:, Hprt 5- GCAGTACAGCCCCAAAATGG-3" and 5-
GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3', FGF19 5- CCAGATGGCTACAATGTGTACC-3 and 5'-
CAGCATGGGCAGGAAATGA-3', Cyp7a1 5-CTGCAACCTTCTGGAGCTTA-3 and 5-
ATCTAGTACTGGCAGGTTGTTT-3,, Cyp8b1  5'- CCTGTTTCTGGGTCCTCTTATTC-3* and 5-
TCTCCTCCATCACGCTGTC-3 and were designed using LightCycler® Probe Design Software.

2.5 FGF19 injection and brain immunohistochemistry

C57BI/6J female 10-week-old mice were administered intraperitoneally 0.2mg/kg recombinant human FGF19
protein (R&D Systems, 969-FG-025) diluted in a solution of PBS + BSA 0.1%. Control mice received vehicle solution
alone (n=3/group). Mice were then housed in individual cages. Two hours after the injection. mice were anesthetized
with an overdose of ketamine/xylazine and then perfused transcardially with a saline solution (0.9% NacCl) followed
by 50 ml of 4% paraformaldehyde prepared in phosphate buffer 0,1M (PB), pH 7.4. The brains were removed and
stored for 24 h in 4% paraformaldehyde and then cryopreserved in a solution containing 30% sucrose in PB. Once
the samples sank in the 30% sucrose solution they were frozen in Tissue Freezing Medium (MicromMicrotech,
TFM-5). OCT blocks were cut in serial coronal sections (35 ym) using a cryostat and collected in a solution
containing glycerol and ethylene glycol in PBS and stored at -80°C.

Free-floating sections were rinsed with Tris buffer pH 7.4 containing 1% of Triton X-100 (TBS-T), incubated in 3%
H202 in TBS to block the endogenous peroxidase and then, saturated in a solution containing 1% of gelatin from
cold fish water skin (Sigma G7041), 1% BSA (Sigma, A7030) and 0.4% Triton X-100 in TBS for 1 hour. Finally,
sections were incubated overnight at 4°C with the primary antibody: rabbit anti-c-Fos (Santa Cruz, sc52, 1:200).
The sections were rinsed with TBS-T and incubated with the biotinylated secondary antibody anti-rabbit (Vector
Laboratories, BA1000 ,1:500) for 1 h. After washing, sections were incubated with avidin-biotin-complex (Vector
Laboratories PK-6100, RRID: AB_2336819) for 1 h. Once washed in TBS, the peroxidase reaction was visualized
using 0.05% 3,3'-diaminobenzidine (Sigma, D5637) and 0.03% hydrogen peroxide. Sections were mounted on
SuperFrost Ultra Plus® slides, dried, dehydrate and coverslipped with Pertex (Sigma, 03989). The colorimetric

signals were visualized using a Nanozoomer (Hamamatsu).

2.6 Statistical Analyses

Data sets were tested with 2-tailed unpaired Student t tests or Mann-Whitney U tests, correlations were analyzed
with Pearson's x? test using Prism Software version 8 (GraphPad). Significant P values are shown as: *P <0.05,
**P <0.01, **P <0.001, and ****P <0.0001.
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Comparisons of the mRNA expression levels between groups were assessed using Mann-Whitney U test.
Spearman's rank-order correlation was used to test the association between continuous variables. Univariate

survival analysis was performed using Kaplan-Meier curve with log-rank test.

3. Results

Mouse model of FGF19 expression

We used hydrodynamic gene transfer (HGT) technique (F. Liu, Song, and Liu
1999; G. Zhang, Budker, and Wolff 1999) to generate a mouse model in which FGF19
is overexpressed by a fraction of hepatocytes. The rapid injection of a large volume of
solution (10% w/v) in the tail vain of the mouse leads to in vivo transfection of
hepatocytes. Combination of plasmids encoding for the Sleeping Beauty transposase
SB100X and FGF19 was used to establish stable expression of the human hormone
(Figure 1A). We could detect one to two percent of transfected hepatocytes by
epifluorescence microscopy, that were still present 6 months after the injection (Figure
1B). The long-term stable expression of the transgene was confirmed by RT-qPCR
analysis (Figure 1C). The level of FGF19 in plasma, detected by ELISA, was around
10 ng/ml (3.5-15.0, 95% C.I of mean) 2 weeks’ post-transfection and remained high
after 6 months, despite its gradual decrease in time, to reach 1 ng/ml (0.76 -1.11, 95%
C.l of mean) (Figure 1D). These concentrations are supra-physiological, as healthy
human subjects have circulating concentrations between 50-350 pg/mL (Angelin,
Larsson, and Rudling 2012). Of note, however, the concentrations obtained with our
model are 100 to 1000-fold inferior to those reported in a model of AAV infection
(1 pg/mL (Zhou, Luo, et al. 2017a)). Moreover, these concentrations are close to those
observed in 5% of HCC patients (Maeda et al. 2019). FGF19-expressing mice showed
previously characterized transcriptional repression of Cyp7a1 and Cyp8b1, enzymes
of bile acids synthesis from cholesterol (Figure 1E) and effect on body weight (Lan et
al. 2017) (Figure 1F). These effects indicate that the secreted FGF19 is active, and
that the circulating levels are compatible with its physiological functions. Histological

analysis of livers revealed no visible effect of FGF19 overexpression (Figure 1G).

FGF19 overexpression increases water intake
While studying metabolic effects on FGF19 mice, we serendipitously observed
that their cages were more wet than control mice. This prompted us to measure the

water intake by the animals. We observed that FGF19 expressing mice drank 6.6 to
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7.8 mL/day (95%CI of the mean) compared to 2.9 to 3.1 mL/day for control animals
hydrodynamically injected with an empty vector (p-value <0.0001) (Figure 2A).
Strikingly, this phenotype was stable upon time, and was still visible after 5 months of
FGF19 overexpression. Concomitantly, we confirmed our impression of increased
urine production (wet cages) by a significant decrease of urine osmolarity (Figure 2B),
thus recapitulating a diabetes insipidus phenotype.

To determine if diabetes insipidus phenotype was sex dependent, we similarly

overexpressed FGF19 by HGT in C57BI/6J males. Again, the FGF19 expression
increased water intake (mean water consumption during the first month after HGT of
5.8mL/mouse/day, Clos% = [4.2; 7.4]). Despite similar levels of FGF19 concentration in
plasma, the phenotype was less strong in males compared to females, indicating a
potential role for hormonal regulation (Figure 2C).
Next, we tested if this effect was recapitulated in a second experimental system, in
which FGF19 is produced by tumor cells. We injected orthotopically tumor cell lines
derived from Myc-Crispr p53 or Myc-Crispr p53-FGF19 tumors. Myc-Crispr p53 tumor
development had no impact on water intake whereas mice injected with FGF19-
expressing cells showed progressive rise of water intake from 3 to 7 mL/day as tumors
were growing (Figure 2D). Mean FGF19 circulating levels at 3 weeks in mice injected
with Myc-Crispr 53-FGF19 tumors were 153 ng/mL (81- 225, 95% C.I.).

Since the increase of water intake was observed with human FGF19 expressed
in mouse, we next investigated whether the overexpression of FGF19 mouse ortholog,
FGF15, had the same effects. We carried out hydrodynamic gene transfer with FGF15
encoding plasmid, similarly to what was done with FGF19. Interestingly,
overexpression of FGF15 in hepatocytes did not affect water intake or urine osmolality
(Figure 2E).

FGF19 effect on the central nervous system

The phenotype we report is reminiscent of what is described with FGF21, for
which pharmacologic administration also increased water consumption in mice
(Camporez et al. 2013; Talukdar et al. 2016; Song et al. 2018; Turner et al. 2018). In
a physiological context, FGF21 has been shown to stimulate water drinking in response
to dehydration caused by metabolic stresses such as ketogenic diet or alcohol
consumption (Song et al. 2018). Because FGF21 has also been involved in sugar

appetence (Talukdar et al. 2016), we submitted control and FGF19 overexpressing
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mice to a two-bottle preference study between water and 3% sucrose. Strikingly, we
observed the same phenotype as with FGF21, i.e. FGF19 overexpressing mice
showed reduced appetence for 3% sucrose water (Figure 3A).

A possible mechanism for FGF19 to phenocopy the FGF21 effect is that the
former increases the latter's secretion. However, measurements of FGF21 plasmatic
levels indicated that FGF19 expression had no effect on the FGF21 levels, ruling out
an indirect effect (Figure 3B).

Since FGF19 is known to exert effects on the central nervous system through
FGFR1c/B-klotho signaling (Marcelin et al. 2014; S. Liu et al. 2018; Perry et al. 2015)
and that FGF21 effect on water homeostasis is mediated in part by neurons of the
hypothalamus, we explored the effect of FGF19 in the hypothalamus. First, we sought
to determine if the diabetes insipidus phenotype could be due to an inhibitory effect on
the secretion of arginine vasopressin (AVP or antidiuretic hormone, one of the main
regulators of body fluids). FGF19 overexpression did not affect plasma concentration
of copeptin, a surrogate marker for AVP (Figure 3C).

Next, we investigated if FGF19 could activate the neurons of the paraventricular
nucleus (PVN), one of the hypothalamus nucleus involved in the drinking response, as
it has been shown for FGF21 (Song et al. 2018). We could not detect increased C-fos
expression, a surrogate marker for neuron activation, in the PVN after FGF19 i.p.
injection (Figure 3D). We conclude that FGF19 is capable to induce behavioral
changes independently of FGF21, however the exact mechanisms involved in this

regulation remain unknown.

Discussion

The present study provides evidence that FGF19 is a dipsogenic hormone. We
report a new activity for FGF19, which will add to the wide array of reported effects for
this hormone. One remarkable result we obtained is the long-term phenotype after
hepatic FGF19 expression. Contrarily to similar reported actions of endocrine FGFs on
water intake after a single injection(Song et al. 2018; Turner et al. 2018), we present a
long-lasting diabetes insipidus phenotype.

Since our model elicited supra-physiological FGF19 concentrations, we don’t
know whether FGF19 is implicated in water homeostasis in physiological conditions.
However, HCC patients with tumor expression of FGF19 can have increased

circulating levels of FGF19, close to the ones obtained with our model (Miura et al.
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2012) and we showed that the allograft of tumor cells expressing FGF19 can trigger
the same phenotype. Hence, this phenotype might be relevant in a subset of HCC
patients.

Surprisingly, this strong phenotype has not been reported for other mouse
models with overexpression of FGF19 (Zhou, Luo, et al. 2017b; Nicholes et al. 2002).
Whether this phenotype has been unnoticed or is not seen with very high levels of
circulating FGF19 remains to be determined. Nonetheless, the first hypothesis seems
more likely since we reproduced this phenotype in a model with higher FGF19
concentrations (orthotopic graft of tumor cells expressing FGF19), close to those
obtained with AAV-driven FGF19 liver overexpression (Zhou, Luo, et al. 2017a).

FGF15 shares only 53% of the amino acid sequence with FGF19(Nishimura et
al. 1999). Notably, FGF15 has an unpaired cysteine residue (Cys-135) that forms an
intermolecular disulfide bridge to structure a homodimer, which would be the circulating
form of FGF15. It has been suggested that this particularity leads to a different
signaling and metabolic effects compared to FGF19 (Zhou, Luo, et al. 2017a). An
impaired agonism of the FGFR1c/KLB receptor might explain the absence of
dipsogenic features of FGF15 compared to FGF19.

With respect to the mechanism by which FGF19 exerts its effects on water
intake and preference, we show that it mimics some features of FGF21 (behavioral
change, no effect on AVP secretion), suggesting a central effect without being able to
identify the hypothalamic region involved. FGF19 is a potent inhibitor of bile acids
synthesis by the liver and transgenic mice overexpressing FGF19 have reduced bile
acid pool size (Zhou, Learned, et al. 2017), which in turn represses nuclear bile acid
receptor FXR. It has been shown that FXR inactivation leads to a decrease in urine
osmolality (X. Zhang et al. 2014) through the regulation of aquaporin water channel
(aquaporin 2) in the renal collecting ducts. Therefore, the exact mechanisms in play for
this phenotype has yet to be demonstrated, and we are currently analyzing bile acids
pool composition in control and FGF19+ mice to investigate this hypothesis.

Taken together, our study demonstrates that high FGF19 circulating concentrations
elicit water intake and urine dilution in mice, independently of FGF21. To determine
the relevance of these findings in patients with increased FGF19 notably due to focal
amplification in HCC or in response to FGF19 analogs treatment for NASH will be of

great interest.
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Figures

Figure 1. Ursic-Bedoya et al.
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Figure 1: in vivo stable transfection of hepatocytes with FGF19 leads to long term secretion of biolo-
gically active FGF19. A. Mouse model strategy based on hydrodynamic gene transfer (HGT). B. Cryosection of
liver 8 months after HGT, showing stably transfected hepatocytes that express TdTomato. C. gPCR quantification of
FGF19 mRNA in livers 6 months after HGT D. Plasma levels of FGF19 detected by ELISA. Plasmids combined with
transposase are indicated, control-RFP («Ctl») and FGF19-RFP (»FGF19») respectively. The number of mice analy-
zed for each time point is indicated. n.d: not detectable. E. gPCR quantification of mMRNA expression of Cyp7al and
Cyp8b1, target genes of FGF19/FGFR4 pathway. Mann-Whitney test statistical significance is indicated. F. Body
weight of control and FGF19 HGT mice at 6 months. G. HES staining of liver sections of control and FGF19 HGT
mice after 6 months, showing no visible alteration of liver physiclogy.
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Figure 2. Ursic-Bedoya et al.
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Figure 2: FGF19 increases water intake and urine production. A. Water consumption of control or
FGF 19+ mice.the number of cage (and mice) analyzed for each time point are indicated. B. Urine osmola-
rity of control and FGF19 + mice at 3 months post HGT C. Effect of allografted tumoral cells on water
consumption. Dotted line represent the average consumption of C57bl6J mice on the same period in the
animal facility (n=XX). n.d: not detectable. D. Effect of FGF19 overexpression on male mice. FGF19 ELISA
at 3 weeks post HGT. Water intake. Urine Osmolarity. unpaired t-test statistical significance is indicated. E.

FGF15 overexpression does not increase water intake.
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Figure 3. Ursic-Bedoya et al.
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Figure 3: FGF19shares some mechanisms redundant with FGF21 suggesting a central

nervous system effect. A. Sucrose (3%) preference ratio in a double bottle experiment B. FGF21

plasma levels determined by ELISA in control and FGF19 HGT mice. C. Copeptin plasma levels determined

by ELISA in control and FGF19 HGT mice. unpaired t- test significance n.s: not significance are shown D.
Representative images of C-fos immunohistochemistry on the hypothalamus paraventricular nucleus.
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C. Article 2: FGF19 cooperates with MYC to promote hepatic

carcinogenesis
Le cceur de mon projet est développé dans ce manuscrit. Ce manuscrit est
bien avancé, mais suite a des résultats de RNA-seq montrant une forte
hétérogénéité dans un des groupes, nous avons décidé d’envoyer de
nouveaux prélevements qui sont en cours de séquengage au moment de
I"écriture de ces lignes. Au vu de l'importance de ces résultats et d’autres
expériences in vivo actuellement en cours qui peuvent modifier la tournure
du projet, je mets ici le draft non fini, avec notamment une discussion qui
sera trés certainement remaniée en profondeur.

Le manuscrit s’'intéresse aux mécanismes d’hépatocarcinogenése propres a
FGF19 mais également en collaboration avec d’autres oncogénes/génes
suppresseurs de tumeurs fréguents dans le CHC.

Notre premiere piste a été d’associer FGF19 et I'inactivation de p53 par la
technologie Crispr/Cas9. En effet, des études de cohorte de patients atteints
un CHC ont montré que l'amplification de FGF19 était significativement
associée aux mutations de p53(Schulze et al. 2015) et que cette association
était surreprésentée dans la sous-classe de CHC prolifératifs, sous-classe
G3 de la classification de Boyault (Boyault et al. 2007). Cependant les
premieres expériences avec cette combinaison ne nous ont pas permis
d’obtenir des tumeurs avant 9 mois post-injection, et ce sans accélération
par rapport a FGF19 seul.

L’'observation que les tumeurs obtenues dans le premier papier mettant en
évidence |'effet oncogénique FGF19 étaient toutes marquées a la glutamine
synthétase (Nicholes et al. 2002) nous a incité a explorer une deuxieme
piste, a savoir un potentiel effet coopératif avec des mutations activatrices
de B-caténine. Cet effet a été confirmé par nos expériences, avec des
tumeurs bien différenciées apparaissant 3 a 4 mois apres l'injection des
plasmides FGF19 + B-caténinesS33Y,

De facon simultanée aux expériences avec B-caténines33Y nous avons décidé
de combiner MYC et FGF19. Le rationnel derriere cette combinaison est
multiple. D'une part, la voie de signalisation propre a MYC est tres
fréguemment activée dans le CHC (Kaposi-Novak et al. 2009). D’autre part,
il @ été montré, au moins pour l'adénocarcinome bronchique, que MYC
coopéere avec Ras (Kortlever et al. 2017). FGF19 étant supposé activer la
voie des MAPK, comme Ras, on pouvait s‘attendre a un effet coopératif
entre FGF19 et MYC. Enfin, d'un point de vue pratique cette combinaison
avait l'avantage de nous permettre de comparer a un groupe contréle,
puisque nous avions déja généré des tumeurs Myc + crispr p53.

Cette combinaison nous a effectivement permis de générer des tumeurs
aprés seulement 2-3 semaines avec les combinaisons MYC + FGF19 +/-
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crispr p53 et ce de facon reproductible. Nous avons ensuite exploré les
mécanismes a l'origine de ce phénotype assez spectaculaire grace aux
différentes techniques que nous avions mis au point précédemment (double
injection hydrodynamique, greffe orthotopique de lignées cellulaires issues
de tumeurs obtenues par HGT).
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Abstract

Deregulated expression of the fibroblast growth factor (FGF19), a hormone whose
physiological function is the regulation of bile acid homeostasis, is a hallmark of a sub-
group of poor prognosis hepatocellular carcinoma (HCC). FGF19 analogues as well
as inhibitors of its signaling are under investigation for treatment of, respectively,
metabolic disorders and HCC. However, the interplay between the metabolic and the
oncogenic functions of FGF19 is still fragmentary and improving its understanding will
likely be key for designing future therapeutic strategies. We have developed an
efficient preclinical mouse model that allowed an in-depth analysis of the effects of
FGF19 on hepatic tumorigenesis. Hydrodynamic gene transfer was used to create
tumours of defined genetic backgrounds. We report that while FGF19 is by itself a
weak oncogene, it efficiently cooperates with several oncogenic events characteristic
of HCC, such as activation of the Wnt/B-catenin pathway or deregulated Myc
expression. We further show that acceleration of carcinogenesis by FGF19 operates
in non-cell autonomous manner and is associated with highly efficient

neoangiogenesis in the growing tumours.

85



Introduction

Fibroblast Growth Factor 19 (FGF19) is emerging as a possible oncogenic driver and
therapeutic target in hepatocellular carcinoma (HCC). Focal amplification of
chromosome locus 11913, a region containing FGF19, but also cyclinD1 (CCND1),
has been identified as one of the most frequent amplification events in HCC tumours
(Guichard et al., 2012; Sawey et al., 2011; Schulze et al., 2015). This genetic alteration
is associated with more aggressive tumours, higher risk of recurrence post-resection
and lower survival rates (Ahn et al., 2014; Miura et al., 2012; Schulze et al., 2015).
FGF19 amplification has been proposed as a feature of HCC subgroup G3 together
with p53 inactivation (Calderaro et al., 2019). The co-amplification with CCND1, which
has been shown to have oncogenic effects in HCC, complicates the interpretation of
the available data in patients. Moreover, amplification of the locus does not necessarily
leads to FGF19 overexpression (Caruso et al., 2019), on the contrary some patients
have high levels of FGF19 without amplification (Hatlen et al., 2019).

Implication of FGF19 in driving hepatocellular carcinogenesis is supported by two
different mouse models, in which very high ectopic expression of FGF19 promotes the
development of HCC (Nicholes et al., 2002; Zhou et al., 2014, 2017a). Targeting the
FGF19 receptor, the tyrosine kinase FGFR4, with antibodies (Desnoyers et al., 2008)
or inhibitors (Hagel et al., 2015) impacts tumour growth in preclinical models. A new
inhibitor of FGFR4, Fisogatinib, has demonstrated clinical activity as a monotherapy in
phase | clinical trial (Kim et al., 2019) (NCT02508467).

Under physiological conditions, FGF19 is a postprandial hormone with pleiotropic
effects, including regulation of bile acid synthesis and glucose homeostasis (Gadaleta
and Moschetta, 2019). How these metabolic effects of FGF19 impact tumorigenesis,
the direct or indirect nature of its action, remain to be determined. For example, FGF19
is well known to control bile acid synthesis in the liver through repression of Cyp7a1
enzyme, and bile acids are major regulators of liver carcinogenesis(Ji et al., 2019;
Kettner et al., 2016). FGF19 variants/analogues have been developed in an effort to
uncouple metabolic/bile acid regulation from its tumorigenic properties (Gadaleta et al.,
2018; Zhou et al.,, 2014). Such an engineered analogue of FGF19, NGM282, is
currently under clinical trials for the treatment of non-alcoholic steatohepatitis (Harrison
et al., 2018).
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Despite this clinical importance, mechanisms by which FGF19 promotes hepatic
carcinogenesis have yet to be elucidated. Here, we investigated mechanisms
underlying the FGF19 oncogenic effects in a preclinical model of hepatic
carcinogenesis, by using hydrodynamic gene transfer to generate mouse models of

FGF19 overexpression in combination with several frequent HCC oncogenic events.

Material and Methods
Mice experiments

All reported animal procedures were carried out in accordance with the rules of the French Institutional
Animal Care and Use Committee and European Community Council (2010/63/EU). Animal studies were
approved by institutional ethical committee (Comité d’éthique en expérimentation animale Languedoc-
Roussillon (#36)) and by the Ministére de 'Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I'lnnovation
(D. Gregoire: APAFIS#11196-2018090515538313v2).

Hydrodynamic gene transfer

Hydrodynamic injections were performed in 6 to 8 weeks-old female mice as described previously(Liu
et al., 1999; Zhang et al., 1997). Briefly, 0.1 mL/g of a solution of sterile saline (0.9% NaCl) containing
plasmids of interest were injected into lateral tail vein in 8-10 s. LentiCRISPRv2-sgTp53 (12.5 ug) and
pSBBI-FGF19 (12.5 ug) or pT3-EF1a-Myc (12.5 ug) pT3-EF 1a-N-RASC'2D-GFP (12.5 ug) were injected
together with sleeping beauty transposase SB100X (2.5 ug, ratio of 5:1). pCMV(CAT)T7-SB100 was a
gift from Zsuzsanna lzsvak (Addgene plasmid #34879). SgTp53 sequence (from Zhang Lab database):
5-ATAAGCCTGAAAATGTCTCC-3'. Plasmids constructs pSBbi-RN-FGF19, pSBbi-BB-CCND1 and
pSBbi-BB-FGF 15 were respectively generated by cloning the human FGF19 amplified from Huh7 cDNA
and the mice FGF15 amplified from ileum cDNA onto the pSBbi-RN (Addgene #60519) and psBbi-BB
(Addgene #60521) plasmids digested by the Sfil restriction enzyme. Plasma FGF19 concentrations were
measured using human FGF19 ELISA kit (Biovendor, RD191107200R), according to the manufacturers’
instructions.

Immunohistochemistry and image analysis

Livers were fixed for 24 h in neutral buffered formalin10%, dehydrated, and embedded in paraffin, cut
into 3-um-thick sections mounted on slides, then dried at 37°C overnight. Tissue sections were stained
with hematoxylin, eosin (HE) with Leica autostainer for preliminary analysis. IHC were performed on a
VENTANA Discovery Ultra automated staining instrument (Ventana Medical Systems), using VENTANA
reagents except if noticed above, according to the manufacturer’s instructions. Briefly, slides were de-
paraffinized then epitope retrieval was performed with CC1 solution (cat# 950-124) at high temperature
(eg, 95-100°C) or with CC2 solution (cat# 950-123) at 91°C or with Discovery Ribo CC solution (cat#
05470331001) at 95°C a period time that is suitable for each specific antibody. Endogenous peroxidase
was blocked with Discovery Inhibitor (cat# 760-4840). Antibody used: CD31 (Abcam 28364).

For brightfield detection, slides were developed using the DISCOVERY OmniMap anti-rabbit HRP
detection Kit (cat# 05269679001) or the HQ conjugated antibody anti-rabbit IgG (cat# 07017812001)
followed by an HRP conjugated anti-HQ antibody (cat# 07017936001) according to the manufacturer’s
instructions. Slides were incubated with DAB (cat# 05266645001) then counterstained with hematoxylin
[l (cat# 790-2208) for 8 min, followed by Bluing reagent (cat# 760-2037) for 4 min. Slides were then
dehydrated with Leica autostainer and coverslipped with Pertex mounting medium with CM6
coverslipper (Microm).

Immunohistochemistry staining of GS (BD Transduction Laboratories, 610517, 1:200) and RFP
(Rockland, 600-401-379), were performed using classical procedures, with antigen retrieval in citrate
buffer, and biotinylated secondary antibody coupled to streptavidin—peroxidase complex (ABC
Vectastain kit; Vector Laboratories). Slides were digitally processed using the Nanozoomer scanner
(Hamamatsu). CD31 staining quantification was done using the QuPath v0.1.2 software. Tumors were
hand drawn from whole liver tissue sections and DAB positive and hematoxylin negative pixels were
detected using an optimized “Positive pixel detection” method for DAB high intensity detection
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(Hematoxylin Threshold = 0.1; DAB threshold = 0.45; Gaussian Blur Sigma = 1.0; Downsample Factor
=2).

RNA isolation, qPCR and RNA-Seq analysis

The RNA was extracted from either cells or liver tissue and purified using RNeasy mini kit (Qiagen)
according to manufacturer’s protocol. Reverse transcription of total RNA (1pg) was done with
QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen), and cDNA quantified using LC Fast start DNA Master
SYBR Green | Mix (Roche) with primers detailed below on LightCycler480 apparatus (Roche). Gene
expression levels were normalized with hypoxanthine phospho-ribosyltransferase (HPRT). Primer pairs
used for gPCR: Glul 5-TAGCTGTCACAAAGCGGGTGTA-3’ and 5-AGTGGAAATGTCAATCTCAGCC-
3’, c-myc 5’- CCGAGTGCATTGACCCCTCA-3’ and 5- GAGAAGGCCGTGGAATCGGA-3'. FGF19 5'-
Hprt 5- GCAGTACAGCCCCAAAATGG-3 and 5-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3

For RNA-Seq analysis, RNA was extracted from snap frozen individual tumors, using RNeasy mini kit
(Qiagen) with DNAse treatment. RNA integrity was validated using RNA BioAnalyzer (Agilent), all RIN
> 9.0. The preparation of the library was done with the TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation kit
(lumina). The sequencing was performed in an lllumina Hiseq 2500 sequencer by the Sequencing
Platform of Montpellier (GenomiX, MGX, France; www.mgx.cnrs.fr), with 50 base pairs (bp) single end
reads to an estimated depth of 25 million reads per sample. In order to perform a quality control of the
sequencing, FastQC over the fastq files containing the raw reads. All the reads that passed the quality
control were aligned to the mouse reference genome (Mus musculus NCBI Mm10). and the counts per
gene were quantified using the tool STAR 2.6.0a(2). The Ensembl mouse genome annotations (release
93) were used for establishing the coordinates of each gene and their corresponding transcripts.
Differential gene expression analysis was performed in R using the DESeq?2 library.

Human studies

A total of 173 patients from the prospective HCC “Liverpool” cohort conducted in the Montpellier
University Hospital were included. All the patients had FGF19 plasma concentration measured using
human FGF19 ELISA kit (Biovendor, RD191107200R), according to the manufacturers’ instructions.
Hepatic histopathological analyses were performed by an experimented pathologist (B.R.) according to
standard scoring systems used in HCC. Histopathological features were semi- quantitatively evaluated:
surface of glutamine synthetase and p53 staining (0, <5%; 1, 5%—30%; 2, 30%—-50%; 3,>50%), intensity
of glutamine synthetase and p53 staining (0, absent; 1, low; 2, strong), morphology in percentage of the
total tumor surface (microtrabecular, macrotrabecular, pseudoglandular or compact), tumor
differentiation (poor, moderate, good).

Statistical Analysis

Data sets were tested with 2-tailed unpaired Student ¢ tests or Mann-Whitney U tests, correlations were
analyzed with Pearson's x2 test using Prism Software version 8 (GraphPad). Significant P values are
shown as: *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, and ****P <0.0001.

Data visualization and statistical analysis were performed using R software version 3.5.1 (R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria. https://www.R-project.org) and Bioconductor packages.
Comparisons of the mRNA expression levels between groups were assessed using Mann-Whitney U
test. Spearman's rank-order correlation was used to test the association between continuous variables.
Univariate survival analysis was performed using Kaplan-Meier curve with log-rank test.

Results

FGF19 cooperates with MYC and mutantp-catenin to trigger hepatic
carcinogenesis
In order to investigate the oncogenic cooperation between FGF19 overexpression and

driver mutations in HCC, we used hydrodynamic gene transfer (HGT) approach (Liu et

88



al., 1999; Zhang et al., 1999) to combine overexpression of the human hormone with
inactivation of the p53 tumour suppressor, activated (-catenin, or MYC
overexpression, three major oncogenic events in HCC (Zucman-Rossi et al., 2015).
We also used HGT to combine FGF19 and cyclinD1 (CCND1) overexpression,
reproducing the focal amplification of 11q13 (Figure 1A).

First, we investigated the phenotype of animals in which ectopic expression of FGF19
was the only oncogenic event. Supra-physiological concentrations of FGF19 in plasma
(1-10 ng/mL) were obtained, and persisted over months. At one year of age, C57BI6/J
female mice developed tumors (incidence 5/6, one tumour/liver) (Figure 1B). Thus,
despite the fact that the levels of circulating FGF19 were 10 to 100 lower than in
previously described mouse models of FGF19 overexpression (Nicholes et al., 2002;
Zhou et al., 2017b), we observed a similar, weak oncogenic effect of FGF19

overexpression.

When FGF19 overexpression was associated with inactivation of p53 by the
Crispr/Cas9 technology (Bacevic et al., 2019), we observed no acceleration of
tumorigenesis (Figure 1B). At 6 months, we could not detect any tumor foci in cr-
p53/FGF19 livers (n=0/12). Similarly, cyclinD1 overexpression did not impacted
tumorigenesis after nine months, as no tumor foci were observed (n=0/5). After one
year, the incidence of tumorigenesis in FGF19/CCND1/Crp53 animals remained
identical to that of FGF19 animals (n=2/5, 1 tumour /mouse). Therefore, our results
indicate that there is no oncogenic cooperation between FGF19 overexpression and

p53 inactivation or CCND1 overexpression.

On the contrary, we observed that after 3 to 4 months, all mice injected with FGF19 +
B-catenin®33Y mice presented tumors (n=9/9; 100%) while no tumours were present in
the control mice injected with either FGF19 or B-cateninS33Y (Figure 1D). FGF19+p-
catenin®33Y livers presented multiple well differentiated tumours. Plasma concentration
of FGF19 were ten times higher than in FGF19 alone livers, indicating that tumor cells
secrete FGF19. Liver tumors reported to develop by one year of age in a transgenic
mice model with FGF19 overexpression or after AAV-FGF19 injection were often found
to show activated beta-catenin signaling or to be positive for Glutamine synthetase
(GS) immunochemistry (Nicholes et al., 2002; Zhou et al., 2017b, 2017a). In agreement
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we these results, we found all the tumors resulting from FGF19 HGT were positive for
GS staining (n=5/5; 100%), whereas FGF19 transfected hepatocytes did not show GS
staining outside of tumours (Figure 1B). Thus, overexpression of FGF19 does not
cause B-catenin pathway activation. Our results thus suggest that tumours that arise
after one year in FGF19 HGT animals result from sporadic activation of the Wnt/p-
catenin pathway that presumably cooperates with the FGF19 overexepression.
Altogether, our results indicate that FGF19 cooperates with B-catenin pathway to

promote hepatic carcinogenesis.

The oncogenic cooperation was even stronger when FGF19 was associated with
overexpression of MYC. To avoid animal suffering we had to sacrifice the FGF19+MYC
mice after 3 to 4 weeks (Figure 1E). All animals in this cohort (10 out of 10; 100%)
presented tumours, with an average burden of 41 tumours per liver (26-56 Clgs% of the
mean). The mice transfected with MYC+RFP were asymptomatic and were collected
between one and three months after HGT. Only 2 mice out of 10 presented tumors
(20%) with a maximum number of three tumours per liver. Anatomophatological
analysis revealed that the FGF19+MYC tumours (named “MF”) were moderately
differentiated and resembled the tumours obtained in MYC transgenic mice (Figure
1D). In agreement with the observed oncogenic effect of FGF19 in this model, serum
levels of FGF19 reached 163 ng/mL (95%CI: 87-238), indicating that tumors actively
secrete the hormone. We conclude that FGF19 strongly cooperates with MYC in

hepatic carcinogenesis.

FGF19/FGF15 cooperates with MYC through paracrine signaling

In contrast to the lack of effect of p53 invalidation in slow-growing tumours triggered
by FGF19 alone, combining p53 inactivation with MYC and FGF19 gave rise to a
further acceleration of the already aggressive tumours initiate by the combination of
the latter two oncogenes. Indeed, the triple transgenic mice (MYC/FGF19/p53KO,
named “MPF”) had to be sacrificed as soon as two weeks after injection (mice with
tumors n=9/9), with too many tumours to count, and a liver/body ratio averaging 31%
(Figure 2A). This is in contrast to MYC/p53KO-driven tumorigenesis (“MP”), where
tumors arose between 4 and 7 weeks, with a reduced penetrance (10/15, 67%), an

average of 4.3 tumours per liver and a mean liver/body ratio of 7%.
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Oncogenic cooperation was observed with the human hormone FGF19 expressed in
mouse. FGF19 murine ortholog, named FGF15, has been proposed to have reduced
oncogenic functions compared to the human protein (Zhou et al., 2017b). Therefore,
we tested if FGF15 cooperates with MYC. Strikingly, hydrodynamic injections of
plasmids encoding FGF15 and MYC gave rise to multiple tumours in one month,
whereas FGF 15 injection alone had no impact on tumorigenesis (Figure 2B).

In order to investigate the early stages of tumorigenesis, we collected samples one
week after the injection of plasmids. Numerous tumor foci were already present in
MYC+FGF19 injected livers (Figure 2C), confirming the strong impact of FGF19 on
tumor development, while p53 inactivation in this oncogenic context gave rise to even
higher tumour burden and an increased size of tumor foci (95%CI of the mean size:
MP: 4-5 um?, MF: 14-20um?, MPF: 68-86 um?). Altogether, our data show that
FGF19/FGF15 strongly accelerates tumorigenesis in the context of MYC

overexpression.

Since FGF19 is a secreted hormone we wished to elucidate if its oncogenic effects
were cell-autonomous or rather might act through paracrine signaling. To study this
issue, we sought to express the MYC and FGF19 oncogenes in distinct hepatocytes
in the same liver. To do so we set up a model of serial hydrodynamic gene transfers
experiment. The first HGT introduced into hepatocytes the FGF19 or the control
plasmid encoding the RFP. Two weeks later, a second HGT was performed with a
plasmid encoding MYC (Figure 3A). We reasoned that some FGF19 transfected
hepatocytes might take up the second transgene, but most transfected cells will likely
have been transfected with a single vector. In contrast to the serial transfection of the
control plasmid followed by MYC encoding one, the series of FGF19 followed by MYC
HGT gave rise to multiple fast-growing tumors (Figure 3A). Strikingly, analysis of the
tumors by IHC and RT-qPCR revealed that 30 % expressed both MYC and FGF19,
indicating that hepatocytes can be hydrodynamically transfected twice. However, the
majority of tumours only expressed MYC (n=23/30) (Figure 3B). Since in the absence
of FGF19 transfection, tumours did not develop within the studied timeframe, these
results indicate that FGF19 exerts its oncogenic effect in trans, strongly suggesting a

paracrine mechanism of action.

Oncogene specificity of the FGF19 tumorigenic effect
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We have discovered a strong pro-tumorigenic cooperation of FGF19 both with
activated B-catenin and with MYC. Next, we asked if this was a non-specific effect or
else if the acceleration of tumorigenesis required a combination of specific oncogenic
events. We combined FGF19 overexpression with the action of an oncogenic form of
Ras GTPase, N-Ras®'2P (hereafter named “Ras”). FGF19 did not abrogate oncogene-
induced senescence caused by activated Ras in hepatocytes (Kang et al., 2011), and
we observed no tumour formation in Ras + FGF19 injected mice (Figure 4A).
Moreover, when associated with p53 inactivation and Ras, FGF19 overexpression did
not increase either tumor burden or size (Figure 4A). To confirm these findings, we
next performed orthotopic allografts with cells dissociated from Ras-crp53 HGT
tumors, into livers of mice previously submitted to HGT with FGF19 or control plasmids.
Despite the presence of both FGFR4 and KLB receptors in the allografted tumour cells,
an FGF19-enriched liver environment (mean serum [FGF19]: 11 ng/mL) did not
promote tumour growth (Figure 4B).

A possible explanation for the lack of effect of FGF19 on tumorigenesis driven by Ras
in conjunction with p53 invalidation is that FGF19 acts via activation of the Ras/MAPK
pathway downstream of FGFR4 activation, as previously proposed (Caruso et al.,
2019; Wu et al., 2010). To ascertain this point, we analyzed the Ras/MAPK pathway
activation in MYC/FGF 19 tumors. Surprisingly, immunoblotting with anti-phospho-ERK
antibody as well as RTqPCR analysis of Ras/MAPK target genes showed a strong
repression of the pathway in the FGF19 tumors (Figure 4C, D), indicating that FGF19
oncogenic effects in combination with MYC are unlikely to operate via the Ras/MAPK

pathway.

FGF19 modulates multiple pathways

In order to investigate molecular mechanisms involved in FGF19 oncogenic properties
in cooperation with MYC, we established transcriptional profiles by RNAseq analysis
of MP, MF and MPF tumours (n=3,5,5 respectively). Principal component analysis
showed that crp53 did not segregate with FGF19 tumours (Figure 5A). With thresholds
set up to Fold Change superior to 4 and p-value <0.05, we identified with 1230 genes
for which expression was deregulated in MPF vs MP tumors, 1445 genes for MF vs
MP, with 811 genes in common (Figure 5B). Most of these genes were repressed in

FGF19 expressing tumours (Figure 5C). Enrichment plots (pre-ranked GSEA)
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indicated that MPF and MF tumours are associated with the subgroup well
differentiated (Chiang et al.) / S3 subgroup.
This section will be completed after the sequencing of other Myc + crp53 tumor

samples (ongoing).

FGF19 promotes vasculogenesis

We next performed deconvolution analysis with recently released mMCP counter
software (Petitprez et al., 2020) to quantify tissue-infiltrating stromal cells.
Monocytes/macrophages were the most abundant cell types in all the tumours (Figure
7A), but we did not detect significant differences induced by FGF19 overexpression
regarding immune composition (Figure 7A). In contrast, FGF19 tumors contained
significantly less fibroblasts and more endothelial cells than Myc-crp53 tumors (Figure
7C). Immunohistochemical staining for the endothelial marker CD31 and its
quantification by the QPath software confirmed a well-developed vasculature in FGF19
tumors (Figure 7D). Moreover, the FGF19 signaling apparently led to a more regular
organization of the tumor vessels.

Since a fuller maturation and a higher density of vessels is expected to lead to a better
oxygenation of the tumours we next looked for hypoxia signature in the RNAseq data.
In agreement with the increased number and a better organization of the endothelial
cells we found that FGF19 tumors showed a reduced hypoxia signature, consistent
with a more efficient neoangiogenesis. (Figure 7E). In further confirmation of these
data, FGF19 tumors were devoid of necrotic areas (Figure 7F).

Altogether our results show that FGF19 promotes vasculogenesis, which is probably
involved in its effects on tumour growth.

Effects of high FGF19 circulating levels in HCC patients

Next, we addressed the issue of FGF19 circulating levels in HCC patients. Previous
reports showed that patients with HCC have higher FGF19 circulating levels than
healthy controls or patients with chronic liver disease (Maeda et al., 2019) and that
some HCC are able to express FGF19 (Miura et al., 2012), which is associated with a
poorer prognosis. We thus measured the plasma concentrations of patients included
in the prospective “Liverpool” cohort conducted in the Montpellier university hospital.
A total of 173 patients had FGF19 measurement at inclusion in the study. Among them,
78 patients had histological analyses (diagnostic biopsy or surgical sample). A cutoff

of 700ng/mL was chosen to classify patients between “FGF19 high >700pg/mL” and
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‘FGF19 low <700pg/mL”. The cutoff was decided based on previous reports on
physiological FGF19 circulating levels (Angelin et al., 2012; Lundasen et al., 2006). 38
patients (22% of the whole cohort) was considered “FGF19 high”, in accordance with
previous reports (Maeda et al., 2019) (Figure 7-A). The characteristics of the patients
according to the group (FGF19 “high” or “low”) are described in Figure 7-B. In this
cohort, FGF19 high circulating levels are not associated with a worse prognosis,
despite a steeper initial descent in the survival curve, with median survival times of 2.3
and 2.8 years in FGF19 “high” and “low” groups respectively (Figure 7-C). In line with
these results, FGF19 “high” tumors are less often poorly differentiated than FGF19
“low” tumors, the morphology is comparable (no overrepresentation of macrotrabecular
tumors in FGF19 “high” group, figure 7-D) and glutamine synthetase intensity + surface
score is higher in FGF19 “high” group, suggesting more frequent B-catenin activation
(Figure 7-E).

Discussion (This section will be substantially modified after the new
RNA-seq analyses and ongoing experiments)

In this study, we have shown in mouse models expressing FGF19 in combination with
different oncogenic events that FGF19 cooperates with MYC overexpression, notably
by promoting vasculogenesis in the developing tumors. Although the FGF19 locus
amplification has been identified as a frequent genetic event in hepatocellular
carcinoma years ago, the demonstration of the oncogenic importance of this pathway
in human HCC is still missing or partial, and the molecular mechanisms involved
remain to be determined. Our mouse models will be a great tool to characterize FGF19
oncogenic effects.

First, FGF19 has multiple metabolic effects, and notably on insulin regulation as well
as control of bile acids pool, which are known to regulate hepatocyte proliferation (Ji et
al., 2019). Therefore, there is the possibility that long term FGF19 oncogenic effects
reported here and in previous mouse models are indirect. As FGF19 is a secreted
protein, could act both directly on tumor cells and FGF19 has probably pleiotropic
effects regarding tumorigenesis as well.

Plasma levels of FGF19 were more physiologically relevant than two previous
transgenic (Nicholes et al., 2002) and AAV (Zhou et al., 2017) models, and we

observed the same phenotype of tumors developing after 9-12 months. Therefore,
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oncogenic effects of FGF19 can be considered as a weak oncogenic effect. We
observed no oncogenic cooperation with inactivation of p53, which goes against
previous reports considering FGF19 as a key oncogenic eventin G3 subgroup. Tumors
seem to appear only when additional activation of Wnt/B-catenin is present. Our
RNAseq analysis in MYC + FGF19 tumors (with or without p53 inactivation) identified
that FGF19+ tumors transcriptomic signature correlates with groups S3 (Hoshida et
al., 2009) G4-G6(Boyault et al., 2007). Importantly, we found that FGF19 has a strong
cooperative effect with MYC overexpression, but not with N-Ras®'?P, indicating some
specificity. The absence of cooperation with Ras/MAPK activation is surprising

considering previous reports that FGF19 could act via activation of this pathway.

Expression of FGFR4/KLB tandem is lost in poorly differentiated tumors. Therefore, for
these tumors, overexpression of FGF19 must act through tumor-microenvironment
modulation, as tumor cells, devoid from the receptors, do not respond to the hormone.
It would be very interesting to carry out the same experiments with MYC cells, but all
tumor cell lines we could establish from Myc +crp53 HGT tumors were devoid of
FGFR4 and KLB expression, probably due to their poorly differentiated status. FGF19
focal amplification has been reported to be a relatively late event in HCC evolution
(Schulze et al., 2015). Interestingly, due to the secretion of FGF19 and its paracrine
oncogenic effects, expression of FGF19 by a subset of tumor cells should be promoting
tumor growth.

Considering the oncogenic role of FGF19/FGFR4 pathway in hepatocellular pathway,
it is surprising that activating mutations of the kinase receptor have not been described
in genetic analysis of patients: only 6 mutations in FGFR4 gene have been described,
1 in the kinase domain, out of 1047 patients tumours analysed (cBioportal TCGA data).
This contrasts with head and neck squamous cell carcinoma (Gao et al., 2019) or
rhabdomyosarcoma (Taylor VI et al., 2009) for which activating mutations increasing
autophosphorylation are frequent.

FGF19 inhibitor Fisogatinib recent phase | clinical study elicited clinical responses in
patients with tumor FGF19 overexpression in advanced HCC (Kim, 2019). Use of
FGF19 as a biomarker for patient selection. Our results suggest combination with
antiangiogenic molecules, such as bevacizumab, could be a therapeutic approach to
test for FGF19 overexpressing patients. Investigations of how FGF19 overexpression

impacts response to immunotherapy could also be of great interest.
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Figure 1: FGF19 cooperates with MYC and B-catenin A. Mouse model strategy based on hydrodynamic gene
transfer (HGT) with Sleeping-Beauty transposase. B. Representative gross image of liver and stainings for the

indicated markers in liver sections after HGT with empty vector or FGF19 9 to 12 months after transfection. Scale-bar:

100 pm. C. Tumor-free survival curve (Kaplan-Meier) for FGF19 + crp53, FGF19 + CCND1, FGF19+ b-catenin and
FGF19 + MYC groups (n=4-10/ group). D. Left panel: Representative gross image of liver and HES stainings after

HGT with FGF18, B-catenin®**" or FGF19 + B-catenin®**". Right panel: liver/body weight ratio and tumor number per liver.

Mann-Whitney test statistical significance is indicated. E: Left panel: Representative gross image of liver and HES
stainings after HGT with Myc alone or FGF19 + Myc. Right panel: liver/body weight ratio and tumor number per liver.
Mann-Whitney test statistical significance is indicated. Abreviations; HES: Hematoxylin & Eosin & Saffron. RFP: red

fluorescent protein. CCND1: cyclin D1.
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Figure 2. Ursic-Bedoya et al.
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Figure 2: FGF19 and FGF15 cooperate with MYC. A. Left panel: gross image of liver and HES staining
of representative liver section from Myc + RFP group at 1-3 months or Myc + FGF19 group at 3 weeks.
Right panel: liver/body weight ratio and total tumor number per liver. Mann-Whitney test statistical signifi-
cance is indicated. B. Gross image of liver representative from Myc + FGF15 or FGF15 groups at 5-6
weeks, C. Left panel: HES staining of representative liver section from Myc + Ctl, Myc + crp53, Myc +
FGF19 or Myc + FGF19 + cr p53 group at 1 week. Right panel: comparison of tumor foci size between
the four groups. Mann-Whitney test statistical significance is indicated.
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Figure 3. Ursic-Bedoya et al.
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Figure 3: FGF19 paracrine cooperation with MYC.

A. Experimental setting of double HGT experiment: C57BI/6J female mice
(n=4/group) were subjected to a first HGT with plasmids encoding either
FGF19-RFP + cr p53 or control (RFP + cr p53) then two weeks later a new
HGT with a plasmid encoding Myc. Mice were then euthanized three weeks
after the second HGT.Gross image of liver and HES staining of representa-
tive liver section from each group. B. Stainings for the indicated markers in
tumors from FGF19 > Myc mice (upper panel). Proportion of Myc or Myc +
FGF19 positive tumors obtained from qPCR data. Abbreviations: HGT,
Hydrodynamic Gene Transfer; RFP: Red Fluorescent Protein; Ctl: control;
HES, Hematoxylin Eosin & Saffron.
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Figure 4. Ursic-Bedoya et al.
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Figure 4: FGF19 does not activate Ras-MAPK pathway nor cooperates with mutant Ras in HCC.

A. Representative livers 4 weeks (Ras + cr p53 and Ras+ FGF19 + cr p53) or 12 weeks after HGT (upper
panel). Liver/body weigth ratio and total tumors per liver (lower panel). Mann-Whitney test statistical signifi-
cance is indicated. B. Experimental setup: C57BI/6J female mice were hydrodynamically injected with plas-
mids encoding FGF19 or empty vector (RFP) then two weeks later they received orthotopic allograft of tumor
cell lines Ras + cr p53, then were euthanized three weeks later. Representative macroscopic liver image and
HES staining from tumor section (black bar: 500pm). Liver/body weigth ratio and tumor volume per liver
(lower panel). Mann-Whitney test statistical significance is indicated.  C. Western blotting of Tubulin was
used as loading control. Expression of MAPK signature genes was analyzed by real-time quantitative PCR in
Ras + cr p53 (n = 4), Myc + cr p53 (n = 4), Myc + FGF19 + cr p53 (n= 8) and Myc + FGF19 (n = 4) tumors.
Abbreviations: HPRT, Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase; NS, not significant.

104



Figure 5. Ursic-Bedoya et al.
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Figure 5: Transcriptomic analyses of Myc +/ cr p53 +/- FGF19 tumors. A. Principal Component Analysis (PCA) of
gene expression profiles of HCCs obtained with the three combinations. B. Venn diagram showing differentially upre-
gulated genes between the three groups. C. Volcano plot representing the log2 of the fold change (FC) between the
expression between tumors and the -log10 of the p value. Selected genes are highlighted. D. Enrichment plots (pre-
ranked GSEA) from Myc + cr p53 tumors (left) versus FGF19 positive tumors (right, Myc + FGF19 and Myc + FGF19 +
cr p53). Abbreviations: FDR, false discovery rate; NES, normalized enrichment score.
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Figure 6. Ursic-Bedoya et al.
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Figure 6: FGF19 promotes vasculogenesis. A. Cell populations in tumors obtained after deconvolution with
the mMMCP counter tool, represented in mMCP counter score. B mMCP counter score of fibroblasts and
endothelial cells (Welch's t test). D. Staining for endothelial cell marker CD31 in tumors from representative
mice and positive surface quantification using QuPath software (unpaired student t test). Scale bar: 500 um.
E. Heatmap of gene expression values (shown as Z score) for «Hypoxia Hallmark Signature». F. Representa-
tive HES staining in tumors (HES: hematoxylin, eosin & saffron) showing necrotic areas. Right panel: necrosis
quantification using QuPath software. Mann-Whitney test statistical significance is indicated. MP: Myc +
crp53. MPF: Myc + crp53 + FGF19.
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Figure 7. Ursic-Bedoya et al.
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Figure 7: FGF19 in patients from the Liverpool cohort. A. «Flow-chart» of the patients included in FGF19 plasma
concentration analyses. B. Patients characteristics. Chi2 or Fischer’s exact test statistical significance are indicated.
C. Survival curve for FGF19 «high» and «low» groups. Log-rank (Mantel-Cox) test statistical significance is
indicated. D. HCC morphology according to the group. E. Glutamine synthetase (GS) surface + intensity sum score.

Mann-Whitney test statistical significance is indicated.
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D. Résultats non intégrés dans un des manuscrits

L'étude du dialogue entre foie pathologique et tumeur est un des objectifs
du laboratoire depuis longtemps. Le regard était initialement tourné vers
I'interaction entre l'infection virale C et le CHC (Simonin et al. 2013; Moreau
et al. 2015b; Vegna et al. 2016) avant de changer de stratégie et se
concentrer sur le foie pathologique dans un contexte de NASH. Dans un
second temps et au vu des effets métaboligues de FGF19 nous avons
également réalisé des expériences de surexpression de FGF19, tumorale ou
non, combinée a un régime pourvoyeur de NASH.

1. Régimes utilisés et caractérisation des effets

Dans mon projet de thése nous avons donc réalisé tout un volet
d’expériences visant a caractériser deux types de régimes pourvoyeurs de
NASH, a savoir le régime high-fat choline deficient (HF-CD) et une variante
du régime Western Diet (WD) (riche en graisses, contenant 0.1% de
cholestérol et un apport libre en eau supplémentée en glucose et fructose).
La composition calorique des différents régimes utilisés dans mon projet
sont détaillés dans la figure 12.
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Figure 12 : composition calorique des différents régimes utilisés.

Nous avons décidé de mener la majorité de ces expériences chez des souris
immunocompétentes C57BI/6] femelles. Le choix des femelles peut
surprendre puisqu’elles sont moins susceptibles de développer une NASH
dans ces modeles. Cependant, étant donné que nos expériences avec la
technique d’injection hydrodynamique étaient faites majoritairement chez
des souris femelles pour des questions pratiques (meilleure visibilité de la
veine de la queue, possibilité de changer les souris de cages pour les répartir
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en groupes homogenes apres l'injection) et que nous voulions combiner les
deux modeles (régimes et HGT) nous avons décidé de maintenir ce choix.

Afin de caractériser la composition corporelle des souris soumises aux
différents régimes, nous avons réalisé une mesure de la composition
corporelle (masse grasse, masse maigre, masse hydrique libre et eau
corporelle totale) en temps réel, grace a un appareil Echo-MRI 700™,

2. Phénotype obtenu avec les régimes HF-CD et WD
En accord avec la littérature, ou le phénotype de NASH n’est habituellement
obtenu qu’au-dela de 3 mois de traitement, nous avons mis les souris sous
régime pendant 25 semaines. Les régimes HF-CD et WD provoquent une
prise de poids significative et globalement homogéne au cours du temps.
L'aspect histologique des foies des souris soumises au régime WD montre
une stéatose avec des hépatocytes ballonisés, des foyers inflammatoires,
et une fibrose débutante. Contrairement au régime WD, le régime HF-CD
ne provoque pas chez nos souris femelles d’inflammation ou de fibrose.
Aucuns des souris analysées a 6 mois n’‘avait de tumeur hépatique.
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Figure 13: effets des régimes HF-CD et WD. A. Courbe d’évolution du poids corporel des souris
femelles alimentées par un régime contréle, HF-CD ou WD. Test statistique utilisé: Mann-Whitney, ****
<0.0001. B. Panneau supérieur: coupe de foie aprés coloration HES représentative de I'aspect du foie aprés
25 semaines de régime HF-CD. La fleche représente un hépatocyte ballonisé. Panneau central: coupes de
foie aprés coloration HES représentative de I'aspect du foie aprés 25 semaines de régime Western Diet.
Fléche creuse: hépatocyte ballonisé. Fleche pleine: infiltrat inflammatoire. Panneau inférieur: coupe de foie
aprés coloration au rouge Sirius apres 25 semaines de régime WD.

3. Les tumeurs Ras + crispr p53 ne se développent pas
davantage dans un contexte de régime NASH
Pour explorer la relation entre I|'environnement pathologique et Ia
croissance tumorale, nous avons réalisé des xénogreffes orthotopiques de
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cellules tumorales dissociées obtenues a partir de tumeurs N-RasCt12b +
Crispr p53 chez des souris soumises a 6 mois de régime. Dans cette
expérience pilote, nous n‘avons pas vu de différence dans la croissance
tumorale entre les trois régimes (figure 14) ni dans l'infiltration par des
macrophages (marquage F4/80) et lymphocytes T (marquage CD3, figure
15).
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Figure 14: effets des régimes HF-CD et WD sur la croissance tumorale aprés injection ortho-
topique de cellules tumorales dissociées N-Ras + cr p53. A. Schéma expérimental. 5000 cellules
tumorales dissociéées suspendues dans du matrigel ont été injectées en orthotopique (lobe latéral gauche
hépatique) chez des souris nourries pendant 6 mois par un des trois régimes (h=5 pour les régimes
contréle et HF-CD, n=10 pour le régime WD). B. Volume tumoral trois semaines aprés |'injection orthoto-
pique. C. Raaport poids du foie/ poids corporel total au moment de l'euthanasie. N.S: non significatif, test
statistique utilisé: Mann-Whitney.
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Figure 15: effets des régimes HF-CD et WD sur l'infiltration tumorale et non-tumorale en
macrophages et lymphocytes T aprés injection orthotopique de cellules tumorales disso-
ciées N-Ras + cr p53. A. Quantification en cellules CD3+ aprés marquage par immunohistochimie.
Quantification semi-automatisée a |'aide du logiciel d’analyse QuPath. B. Quantification en pixels F4/80+
aprés marquage par immunohistochimie. Quantification semi-automatisée a l'aide du logiciel d'analyse
QuPath. N.S: non significatif, test statistique utilisé: Mann-Whitney.

4. FGF19 renverse les effets de régimes pourvoyeurs de

NASH
Ensuite, nous avons cherché a reproduire les résultats de la littérature
concernant les effets hépatoprotecteurs de FGF19 dans un contexte de
régime pourvoyeur de NASH (Zhou, Learned, et al. 2017). Pour cela, nous
avons commencé par réaliser une injection hydrodynamique de FGF19 ou
un plasmide contrdle puis nous avons soumis les souris aux différents
régimes pendant 6 mois.

Les résultats confirment ce qui est décrit dans la littérature : FGF19 protege
de la prise de poids et de masse grasse secondaire aux régimes (figure 16

B et C). De méme, on observe une nette régression de la stéatose (figure
16 D).
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Figure 16: FGF19 protége des effets des régimes HF-CD et WD. A. Schéma expérimental: 5-15 souris par
groupe ont été injectées par FGF19 ou un plasmide controle par la méthode HGT puis ont été soumises a un
régime contréle, HF-CD ou WD pendant 6 mois. B et C: Courbes d’évolution du poids corporel (B) ou du pourcen-
tage de masse grasse (C)des souris femelles alimentées par un régime contrdle, HF-CD ou WD. Test statistique
utilisé: Mann-Whitney, ***<0.001, **** <0.0001. D. Coupes de foie aprés coloration HES représentative de I'aspect
du foie aprés 25 semaines de régime WD avec ou sans FGF19.
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5. Le régime WD accéléere la croissance des tumeurs

MYC/FGF19/Cr p53
Enfin, nous avons cherché a savoir si |'effet de protection métabolique de
FGF19 pouvait aussi intervenir dans des délais plus courts. Pour cela nous
avons réalisé une expérience d’injection orthotopique de cellules tumorales
dissociées surexprimant FGF19, obtenues suite a une injection
hydrodynamique de Myc + crispr p53 + FGF19. Le groupe contrOle a
consisté en des cellules tumorales dissociées provenant d’'une tumeur Myc
+ crispr p53 (figure 17-A).

Les souris injectées avec les cellules Myc + crispr p53 + FGF19
préalablement soumises au régime WD ont une perte de poids de prés de
20%, supérieure a celle des autres groupes ou elle se situe entre 5 et 7%
(figure 17-B). Cette perte pondérale peut étre expliquée partiellement par
la charge tumorale, mais elle n’est pas observée pour la combinaison Ras
+ crispr p53 injectée dans le méme contexte (données non montrées). Il
s’agit donc au moins en partie un effet de FGF19. De méme, l'activité
sérique des ALT (alanine aminotransférase), marqueur habituel d’activité
inflammatoire qui augmente avec le régime WD, diminue significativement
aprées trois semaines de l'injection de cellules tumorales exprimant FGF19
(figure 17-C)

La majorité des souris injectées avec les deux combinaisons oncogéniques
développe des tumeurs apres trois semaines, avec cependant une charge
tumorale significativement plus importante pour les souris injectées avec
les cellules tumorales exprimant FGF19 (figure 17 D et E). De fagon
surprenante, alors que des effets métaboliques bénéfiques semblent étre
bien présents, nous constatons que la charge tumorale des tumeurs Myc +
cr p53 + FGF19 augmente significativement chez les souris soumises au
régime WD (figure 17-D et E). Nos résultats suggerent donc que des
altérations pathologiques de foie liées a NASH auraient un effet accélérateur
sur la croissance de tumeurs déclenchées par certaines, mais pas toutes,
combinaisons des évenements oncogéniques. Nous n’avons pas exploré les
potentiels mécanismes sous-jacents mais ce résultat ouvre de nombreuses
perspectives.
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Figure 17: effets du régime WD sur la croissance tumorale aprés injection orthotopique de cellules
tumorales dissociées Myc + cr p53 ou Myc + cr p53 + FGF19. A. Schéma expérimental. 5000 (pour Myc +
cr p53 + FGF19) ou 50000 (pour Myc + cr p53) cellules tumorales dissociéées suspendues dans du matrigel
ont été injectées en orthotopique (lobe latéral gauche ) chez des souris nourries pendant 6 mois par un des
trois réegimes (n=4-5 par groupe) puis les souris ont été euthanasiées a 3 semaines. B. Variation relative du
poids corporel apres l'injection orthotopique. C. Activité enzymatique des ALT (alanine aminotransférase)
chez les souris nourries par du régime WD au moment de l'injection orthotopique puis a 3 semaines. D.
Volume tumoral final. E. Rapport poids du foie/ poids corporel total au moment de I'euthanasie. N.S: non
significatif, test statistique utilisé: Mann-Whitney.
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IV. Discussion

A. Remarques générales
Ces années a préparer le doctorat ont été un véritable défi. Mon parcours
de médecin avec finalement peu d’expérience « de paillasse » a pu ralentir
le projet en raison de mes limites dans la connaissance de certaines
techniques. Malgré tout, le projet a pu avancer et prendre une tournure
fascinante.

Une fois la technique d’injection hydrodynamique maitrisée, apres plusieurs
mois d’échecs et une longue courbe d’apprentissage, le projet a enfin pu
décoller.

Nous avions comme projet initial d’obtenir plusieurs combinaisons
oncogéniques, dont au moins une représentative de la classe de tumeurs
dite « non-prolifératives », dont la mutation du géene CTNNB1 est fréquente.
Néanmoins, nous n’‘arrivions pas a obtenir de tumeur avec le plasmide B-
caténineS33Y, nous avons donc abandonné ce volet du projet.

En ce qui concerne les premieres combinaisons que nous avons utilisé et
qui donnaient lieu a des tumeurs, a savoir N-Ras®!2P + crispr p53 et MYC +
crispr p53, celles-ci ont déja fait I'objet de plusieurs publications. Il nous
fallait donc une combinaison inédite dans la littérature. Nous nous sommes
donc focalisés sur FGF19.

La perspective de pouvoir surexprimer FGF19 m’interpelait
particulierement. En effet, j'avais pu m’intéresser a la physiologie des
acides biliaires pendant mon stage de Master 2 dans le laboratoire de
Thierry Tordjmann a Orsay et ce sujet me paraissait passionnant. De méme,
I'’étude des effets de cette hormone était en pleine expansion au début de
ma thése, avec la possibilité d’agir sur la voie FXR/FGF19/FGFR4/KLB a
plusieurs niveaux en fonction du contexte : agonisme de FXR ou FGF19 pour
le traitement de maladies métaboliqgues comme la NASH (Harrison et al.
2018) ou hépatiques comme la cholangite biliaire primitive (Nevens et al.
2016), antagonisme du récepteur FGFR4 pour le traitement des CHC
surexprimant cette voie (Hagel et al. 2015).

Malgré I'amplitude des effets de FGF19 nous avons obtenu des phénotypes
robustes et reproductibles. Paradoxalement, alors que cela est d’habitude
une force dans un projet scientifique, cela nous a également pénalisé, au
moins a court terme, puisque nous avons utilisé nos ressources sur
plusieurs fronts. Les années a venir nous diront si a moyen terme ce choix
était judicieux.
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B. Modeles utilisés
L'approche de mon projet a été essentiellement fonctionnelle, avec des
expériences visant a rechercher un effet donné puis essayer de comprendre
le mécanisme a l'origine de celui-ci. Dans |I'époque actuelle, la recherche
biomédicale est de plus en plus centrée sur les big data. L'analyse d’une
guantité de données de plus en plus importante permet d’inférer des
processus biologiques complexes. De méme, la mise a disposition publique
de ces données devient la norme. Il est désormais possible par exemple
d’analyser la composition génétique de plus de 1000 CHC humains a partir
de la base de données TCGA (The Cancer Genome Atlas) en quelques clics.

L'intérét du maintien d’approches expérimentales fonctionnelles animales
peut donc se poser dans ce contexte. Je pense que ce type d’approches a
encore toute sa place et peut étre complémentaire des données de big data.
L'amplification fréquente du locus 11q13.3 dans le CHC en est un bon
exemple : FGF19 et cycline D1 sont souvent co-amplifiés, et sans les
modeles murins et cellulaires de surexpression de FGF19 (Sawey et al.
2011; Nicholes et al. 2002), on aurait pu penser que seule la cycline D1
pouvait exercer un réle oncogénique dans ce contexte.

Quand la gquestion d’'une éventuelle coopération entre deux oncogenes se
pose, les modeles animaux sont aussi d'une grande utilité. En effet, ils
permettent d’établir un lien de causalité plus robuste qu’une seule
association épidémiologique. Dans mon projet nous avons décidé d’utiliser
le modele de transfection hydrodynamique des hépatocytes. A mon sens,
les trois principaux inconvénients de ce modeéle sont la courbe
d’apprentissage assez longue avant de pouvoir le maitriser, la fenétre
étroite d’injection (souris de poids compris entre 17-21g idéalement) et
I'hétérogénéité/reproductibilité imparfaite avec certaines combinaisons
oncogéniques (par exemple Myc + crispr p53). Toutefois, les avantages du
modéele sont nombreux et justifient le temps investi dans la maitrise de cet
outil : modeéle plus proche de ce qui se passe chez I'homme avec peu
d’'hépatocytes porteurs de I’événement oncogénique, rapidité dans le
développement des tumeurs, possibilité d’utiliser des souris
immunocompétentes (étude du microenvironnement et de la réponse
immunitaire), souffrance animale minime, possibilités quasi-infinies de
combinaisons oncogéniques, possibilité d’obtenir une lignée cellulaire apres
dissociation tumorale, co(t relativement faible par rapport au maintien
d’une lignée de souris transgéniques, ... Méme si ces dernieres années il y
a de plus en plus d’articles qui utilisent cette technique, il me semble qu’elle
mériterait une plus large diffusion a travers les équipes de recherche
centrées sur les CHC. Est-ce la difficulté technique qui limite son utilisation ?

En ce qui concerne les différents modeles de NASH, nous avons utilisé deux
différents, alors qu’il en existe des dizaines. La principale difficulté pour
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juger de leur pertinence vient du fait que nous avons utilisé uniquement
des souris femelles, alors qu’elles sont moins sujettes a développer des
lésions de NASH et que les données de la littérature proviennent
majoritairement de souris males. Quoi qu’il en soit, entre nos mains et dans
notre animalerie, le régime WD pendant 6 mois nous a permis d’obtenir un
phénotype satisfaisant : prise de poids significative et homogene,
intolérance au glucose, stéatohépatite et fibrose débutante chez certaines
souris. Nous n’avons pas pu, faute de temps et de moyens, exploiter
completement les échantillons que nous avons obtenu. Notamment, nous
avons généré des tumeurs Myc/FGF19/crispr p53 chez des souris nourries
par le régime WD pendant 6 mois. De facon inattendue, celles-ci se
développent de facon plus prononcée en cas de régime WD par rapport a
un régime contréle, tout en exercant les effets métaboliques globalement
hépatoprotecteurs. Cette observation mérite d’étre explorée davantage, et
nous avons prévu de réaliser une analyse transcriptomique de ces tumeurs
prochainement.

C. Effets métaboliques de FGF19
FGF19 est une molécule pléiotropique dont de nombreux effets
métaboliques ont déja été décrits. Le principal résultat de ce volet concerne
la découverte du phénotype de syndrome polyuro-polydipsique secondaire
a des taux circulants élevés de FGF19. Ce phénotype n’‘a jamais été décrit
auparavant, raison pour laquelle il nous a semblé pertinent de le
caractériser et préparer un manuscrit décrivant nos résultats.

Cependant, le premier manuscrit présenté dans la partie résultats a
présenté plusieurs défis :

e Le premier, évident, est celui de devoir explorer un domaine dans
lequel nous n’avions aucune expérience, il a donc fallu passer de
nombreuses heures a faire de la bibliographie et a trouver des
collaborateurs qui pourraient nous aider a mieux définir la question et
les moyens de l'explorer

e Le deuxiéme a été celui de mener ce projet parallelement au projet
sur les effets oncogéniques en essayant de trouver des expériences
gui pourraient étre utiles dans les deux pour ne pas y consacrer trop
de ressources.

La principale force de ce volet concerne la reproductibilité de ce phénotype.
En effet, nous avons pu I'obtenir aprés une seule injection hydrodynamique,
dans plusieurs dizaines de souris des deux sexes, a plusieurs mois
d’intervalle. La consommation d’eau d’une souris C57BI/6] est trés stable
aux alentours de 3mL par jour, valeur qui double au moins avec des taux
circulants élevés de FGF19. Cela s'accompagne d’'une augmentation de la
diureése, avec une urine diluée, résultat également trés reproductible.
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Une critique qui peut étre formulée au sujet de nos résultats est celle de
I'absence d’utilisation de cages métaboliques individuelles pour objectiver
la polyurie. Ces cages sont onéreuses, ne sont pas disponibles dans notre
institut et obligent a mettre les souris dans des cages individuelles, ce qui
engendre de la souffrance animale. La diminution de I'osmolarité urinaire,
preuve indirecte de I'excrétion urinaire de I'eau excédentaire, est un bon
marqgueur de substitution et bien plus simple a mettre en ceuvre.

Il nous semble surprenant que ce phénotype n‘ait jamais été décrit alors
gue des modeles de surexpression de FGF19 chez la souris existent depuis
presque vingt ans. De méme, un phénotype tres similaire a été décrit par
plusieurs équipes avec FGF21, molécule de la méme famille (Turner et al.
2018; Talukdar et al. 2016; Song et al. 2018), bien que les équipes qui ont
exploré cet effet utilisaient des injections ponctuelles de FGF21 et non pas
un modeéle de souris transgénique avec surexpression stable au cours du
temps de FGF21. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer que ce phénotype
n‘ait pas été déja décrit : soit il nest pas obtenu avec une injection unique
de FGF19, soit le phénotype est passé inapergu ou a été jugé inintéressant.

La piste de l'absence d’effet aprés une seule injection de FGF19 est
particulierement séduisante puisqu’elle permettrait d’expliquer notre
résultat « négatif » de marquage de c-Fos dans le noyau paraventriculaire
hypothalamique, comme précédemment décrit pour FGF21 (Song et al.
2018). Cela impliquerait aussi que |'effet observé pour FGF19 survienne par
un autre mécanisme. Cela semble cependant difficile a imaginer que FGF19
et FGF21 produisent le méme phénotype mais par des mécanismes
compléetement différents, alors que leurs effets métaboliques partagés
(thermogenése, métabolisme glucidique...) passent par les mémes voies de
signalisation et les mémes effecteurs. Quelle est la plausibilité biologique
gue ces deux molécules apparentées produisent un phénotype similaire par
des mécanismes différents ?

Pour répondre a cette question il faut regarder quels sont les effets
différentiels exercés par FGF19 par rapport a FGF21. Etant donné que
FGF19 active FGFR4, contrairement a FGF21, il s'agit principalement des
effets liés a 'activation de FGFR4. Dans le foie I'activation de FGFR4 inhibe
la synthese des acides biliaires, ce qui a pour effet de réduire le pool d’acides
biliaires et modifier la composition de ce pool vers un profil trés hydrophile
dans un modeéle murin de surexpression de FGF19 (Zhou, Learned, et al.
2017). Ce profil hydrophile est globalement antagoniste du récepteur
nucléaire des acides biliaires FXR. Or, FXR est exprimé dans de nombreux
tissus, dont les reins. De fagon trés intéressante, les souris FXR-KO ont une
polyurie avec un défaut de concentration des urines (Zhang et al. 2014),
rappelant ce que nous observons. Un deuxieme article paru en 2018 montre
un lien entre acides biliaires et régulation tubulaire rénale de la réabsorption
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d’eau, cette fois-ci avec le récepteur membranaire des acides biliaires TGR5
(Li et al. 2018).

Pour explorer cette piste, nous avons débuté une collaboration pour
analyser le pool et la composition d’acides biliaires dans la bile, sérum, iléon
et foie des souris surexprimant FGF19. Les résultats préliminaires, recus au
moment de I'envoi du manuscrit confirment que nos souris ont également
un pool d’acides biliaires diminué et hydrophile. Reste a savoir si cela a un
effet sur I'homéostasie de l'eau ; nous sommes en train de mener une
expérience ou les souris surexprimant FGF19 sont traitées par de l'acide
obéticholique, un agoniste spécifique de FXR qui est utilisé en pratique
clinique pour le traitement de la cholangite biliaire primitive (Nevens et al.
2016) et qui a montré des résultats mitigés pour le traitement de la NASH
dans un essai cliniqgue de phase 3 (Younossi et al. 2019). Si l'acide
obéticholique renverse (ou au moins réduit) le phénotype de diabéte
insipide, cela serait un argument tres fort en faveur d'un effet rénal
secondaire a la modification du pool d’acides biliaires.

Un autre argument en faveur d’un possible effet rénal vient d'un des
résultats du RNA-seq des tumeurs Myc/FGF19 +/- crispr p53. Il apparait
gu’un des genes les plus significativement surexprimés dans les tumeurs
FGF19+, comparativement aux tumeurs Myc/crispr p53, est le gene NPR3
(Natriuretic peptide receptor C). Celui-ci code pour un récepteur du peptide
atrial natriurétique, une des hormones responsables de la régulation de la
balance hydroélectrolytique via la stimulation de l’'excrétion rénale de
sodium. Cela nous a mis sur la piste d’un éventuel effet sur la régulation de
la natrémie, raison pour laquelle nous avons regardé la natrémie des
patients de la cohorte Liverpool en fonction de la concentration circulante
de FGF19. Il apparait que la natrémie des patients FGF19 > 700ng/mL est
significativement plus faible que celle des patients FGF19 < 700 ng/mL,
avec des médianes respectivement a 137 vs 140mmol/L. Cette différence
persiste apres exclusion des patients sous diurétiques. Cette baisse de la
natrémie peut étre considérée cliniquement significative puisque la majorité
des patients de cette cohorte sont cirrhotiques et I'hyponatrémie (sodium
plasmatique < 135mmol/L) est un facteur indépendant de mortalité dans la
cirrhose (Kim et al. 2008).

En ce qui concerne la portée de nos résultats et la pertinence pour les
patients atteints de CHC surexprimant FGF19 nous avons donc des
perspectives intéressantes qui s'ouvrent. Une autre population dans laquelle
il serait intéressant d’explorer un éventuel effet rénal de FGF19 est celle des
patients traités par I'analogue de FGF19 (NGM-282 ou aldafermine), mais
cela suppose obtenir des données des essais cliniques en cours, ce qui
semble difficile, en attente d’une éventuelle mise sur le marché de cette
drogue.
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D. Effets oncogéniques de FGF19
Le volet oncogenése est plus abouti méme s’il souléve encore des
nombreuses interrogations. Grace au modele d’injection hydrodynamique
nous avons pu étayer le r6le oncogénique de FGF19 dans le CHC.

Une des richesses, ou difficultés selon le point de vue adopté, de mon projet
réside dans le fait que nous étudions I'effet oncogénique d’une hormone.
Alors que la majorité des oncogénes agissent de facon cell autonomous sur
la cellule porteuse de l'oncogene, pour FGF19 il faut tenir compte des
potentiels effets liés a la sécrétion de cette molécule. Les cellules
hypothétiquement affectées sont donc nombreuses: hépatocytes
adjacents, cellules stromales, cholangiocytes mais également toute cellule
de I'organisme via la circulation systémique. La question du mécanisme (ou
des mécanismes) par lequel FGF19 exerce son effet oncogénique est
majeure. La littérature offre certaines réponses, notamment avec |'article
mettant en évidence un effet non-cell autonomous induit par la sécrétion
d’'Il-6 par les macrophages résidents du foie, ce qui active la voie STAT3
dans les hépatocytes (Zhou, Yang, et al. 2017). En revanche, ce mécanisme
ne donne le phénotype qu'a long terme, avec des tumeurs qui apparaissent
au bout de 9-12 mois. Notre travail nous ameéne a proposer un autre
mécanisme : les hépatocytes ayant une surexpression de Myc, avec ou sans
surexpression concomitante de FGF19, sont transformés lorsqu’ils sont
soumis a des concentrations locales élevées de FGF19. Méme si nous ne
I'avons pas formellement démontré, ce processus ne semble pas impliquer
une cytokine intermédiaire (comme II-6) et ce pour plusieurs raisons. Tout
d’abord, toutes les tumeurs ont une surexpression de Myc, suggérant que
seuls les hépatocytes ayant été transfectés peuvent étre transformés. De
méme, dans cette expérience les tumeurs apparaissent au bout de 2-3
semaines seulement, délai beaucoup plus court que celui impliquant II-
6/STAT3. Enfin, le fait que la combinaison Myc + FGF15 soit a I'origine de
tumeurs qui apparaissent avec une cinétique trés similaire a Myc + FGF19
est un autre argument en faveur d’'un mécanisme indépendant de II-
6/STAT3 puisqu’il est décrit dans un autre article (du méme groupe de
recherche) que FGF15 ne provoque pas d’activation de la voie STAT3 (Zhou,
Luo, et al. 2017).

En ce qui concerne la (les) voie(s) de signalisation cellulaire qui serai(en)t
a l'origine de cet effet oncogénique impliquant Myc et FGF19, nous
travaillons toujours a leur identification. Les voie des MAP kinases et II-
6/STAT3 ne semblent pas étre impliquées. Plusieurs arguments dans notre
travail indiquent que l'activation de la voie Wnt/B-caténine joue un role
prépondérant. Cela est en accord avec d’autres articles dans la littérature
(Pai et al. 2008; Sawey et al. 2011). Il nous reste a définir les molécules
faisant le lien entre ces deux voies de signalisation. Nous avons récemment
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lancé de nouvelles analyses transcriptomiques et nous avons des candidats
prometteurs que nous chercherons a valider prochainement.

Pour ce qui est de |'effet coopératif de MYC avec FGF19, vue la fréguence
de l'activation de cette voie dans le CHC, et son association avec des
tumeurs de mauvais pronostic, cela pourrait avoir des implications
cliniques. Plus précisément, une augmentation de la concentration
circulante de FGF19 pourrait étre un évenement déclenchant Ila
transformation de nodules dysplasiques avec une surexpression de la voie
de signalisation Myc. Concernant la cause de cette éventuelle augmentation
de la concentration circulante de FGF19, plusieurs hypothéses peuvent étre
avancées.

Premiérement, il existe dans la littérature des descriptions de situations ou
les hépatocytes peuvent exprimer FGF19, surtout en cas de cholestase
(Schaap et al. 2009; Wunsch et al. 2015). Dans ce cas-la, les concentrations
locales, voire circulantes, de FGF19 devraient étre élevées. La question qui
découle est de savoir si les patients ayant une surexpression hépatique de
FGF19 sont-ils plus a risque de développer un CHC ? Il n'y a pas d’argument
chez I'homme, mais pour mettre en évidence un tel effet il faudrait un suivi
prospectif assez long avec des dosages répétés de FGF19 et une imagerie
a la recherche de CHC, ce qui ne se justifierait qu’en cas de cirrhose
associée. Un argument épidémiologique qui va contre cette hypothese est
la faible incidence de CHC chez les patients atteints de cholangite biliaire
primitive au stade de cirrhose (une des pathologies ou cette surexpression
a été objectivée).

De facon plus récente il faut bien sGr évoquer le traitement par analogues
de FGF19 (NGM-282 ou aldafermine) qui sont en cours d’évaluation pour
diverses pathologies hépatiques telles que la cholangite biliaire primitive
(Mayo et al. 2018), la cholangite sclérosante primitive (Hirschfield et al.
2019) et la NASH (Harrison et al. 2018, 2020). Cet analogue de FGF19 est
théoriguement dépourvu de potentiel oncogénique par une délétion de 5
acides aminés couplée a la substitution de trois acides aminés (Zhou et al.
2014). La compagnie pharmaceutique a l'origine de cette molécule est
également celle qui emploie les chercheurs ayant publié les articles reliant
FGF19 a II-6/STAT3. Cette équipe a bien montré que leur analogue ne
déclenchait pas de sécrétion d'Il-6 par les macrophages puis activation de
STAT3 dans les hépatocytes. Or, si une autre voie de signalisation
indépendante d'Il-6/STAT3 stimulant |'hépatocarcinogenése peut étre
activée, on pourrait logiguement imaginer un risque accru de CHC chez les
patients ayant des |ésions pré-cancéreuses hépatiques. Si on regarde les
essais cliniques déja publiés, il n'y a pas de données qui vont dans ce sens.
Cependant, l'essai sur les patients ayant une NASH exclut les patients
cirrhotiques, et dans les deux autres études sur la cholangite biliaire
primitive et la cholangite sclérosante primitive, la durée de traitement est
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courte (4 ou 12 semaines respectivement). Cet analogue pourrait-il stimuler
I'apparition d’hépatocarcinomes chez des patients cirrhotiques traités
pendant de longues périodes ?

De notre c6té, il me semble que nous avons maintenant la responsabilité
d’approfondir cette question sur nos modeles expérimentaux : nous
pourrions cloner I'analogue de FGF19 dans un plasmide pouvant étre injecté
par voie hydrodynamique en combinaison avec Myc ou nous procurer de
I'analogue et traiter nos souris apres injection hydrodynamique par Myc.

Un autre résultat important de notre travail est celui qui montre que FGF19
semble stimuler la néoangiogenése. Cette caractéristique incite a I'inclusion
des anti-angiogéniques dans I'approche thérapeutique visant ces tumeurs.
De facon intéressante, I|'anti-angiogénique bevacizumab, anticorps
monoclonal anti-VEGF, fait partie de |'arsenal thérapeutique de premiere
ligne en combinaison avec |'atezolizumab (Finn et al. 2020). Il n'y a pas de
données dans la littérature en faveur d’une réponse différente en fonction
de l'expression de FGF19, mais la question mérite d’étre posée. En
attendant, nous envisageons de vérifier dans nos souris que la densité des
vaisseaux plus élevée (aspect quantitatif) dans les tumeurs FGF19+
intéresse des vaisseaux fonctionnels (aspect qualitatif) par la réalisation
d’'une expérience d’injection d’'une molécule fluorescente avant la collecte
des souris porteuses de tumeurs.

La question de la place de notre travail dans la classification des
événements oncogéniques propres au CHC mérite d’étre discutée. Plusieurs
de nos résultats sont a contre-courant de ce qui a été décrit pour FGF19.
Les analyses du RNA-seq montrent que les tumeurs MYC + FGF19 +/- cr
p53 expriment plutét des génes de la sous-classe non-proliférative de
Chiang (Chiang et al. 2008) et S3 de Hoshida (Hoshida et al. 2009), alors
que d’habitude I|'amplification de FGF19 est considérée comme une
caractéristique de la classe proliférative. Nous avons deux possibles
explications a cela. Premierement, dans les tumeurs humaines FGF19 est
guasi-systématiqguement amplifié avec CCND1, oncogéne driver reconnu. Il
est donc difficile de faire la part des choses entre les deux oncogénes, et
une caractéristique attribuée a un des deux peut en réalité étre propre a
I'autre et inversement. Deuxiemement, la potentielle confusion entre
amplification et surexpression de FGF19 pourrait perturber l'interprétation
des données chez I'homme. En effet, il n’y a pas de corrélation systématique
entre amplification et surexpression, il existe des tumeurs qui ont
I'amplification sans surexpression et inversement (Hatlen et al. 2019).

Afin de faire la part des choses entre amplification et surexpression, nous
avons décidé de regarder dans une cohorte de patients atteints de CHC la
concentration circulante de FGF19, meilleur reflet de la surexpression (et
plus facile a obtenir en pratique) de FGF19. En effet, FGF19 exerce des
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effets oncogéniques par voie paracrine et endocrine et nous avons montré
dans notre manuscrit que la surexpression par la cellule (pré-)tumorale
n‘est pas nécessaire si elle est soumise a des concentrations élevées de
FGF19. Il serait extrémement intéressant d’explorer l'origine de cette
surexpression dans notre cohorte : est-elle liée a une amplification de
FGF19 dans la tumeur ? Ou bien il s’agit d’'une expression aberrante par le
parenchyme non tumoral ? Enfin, on pourrait imaginer qu’il s'agisse d'une
stimulation des entérocytes, cependant peu probable vu que cette situation
ne semble pas exister dans les études ou des dosages de FGF19 ont été
faits chez des patients indemnes de pathologie hépatique (Lund&sen et al.
2006; Angelin, Larsson, and Rudling 2012). Dans tous les cas, nous
essayons de récupérer du matériel histologique de certains de ces patients
pour tenter de répondre a cette interrogation.

La confrontation de nos résultats a I'étude de Caruso et al. portant sur un
panel de 34 lignées cellulaires de CHC souléve également beaucoup de
guestions (Caruso et al. 2019). Dans cette étude, les auteurs démontrent
qgue les lignées ayant une amplification de FGF19 ne constituent pas un
groupe homogene, puisque celles qui surexpriment |'ensemble des
composants de la voie FGF19/FGFR4/KLB ont des caractéristiques trés
différentes de celles qui ont une amplification sans surexpression protéique
associée de FGF19. Une des principales différences réside dans le role de la
voie des MAP kinases et la réponse au tramétinib, un inhibiteur de MEK,
molécule en aval de FGFR4. Nos données ne suggéerent pas une implication
de cette voie, cependant pour avoir une preuve supplémentaire nous
sommes en train de mener une expérience in vivo ou les souris sont traitées
par le tramétinib une semaine aprés l'injection de la combinaison Myc +
FGF19. Dans cette expérience nous traitons un autre groupe de souris avec
I'inhibiteur de FGFR4 pour lequel il y a le plus de données, le fisogatinib (ou
BLU-554). En effet, il semble indispensable de tester si les tumeurs que
nous obtenons sont sensibles a l'inhibition de FGFR4.

Par ailleurs, Caruso et al. montrent que les lignées cellulaires ayant une
amplification avec surexpression de FGF19 sont les mieux différenciées,
ayant un profil plutot hépatocytaire, tout en faisant partie du sous-groupe
prolifératif. Cela s’intégre bien avec nos analyses transcriptomiques et
I'agressivité des tumeurs in vivo.

Mon projet est un bon exemple de I'utilité des modeles précliniques pour
I’étude de la compréhension de mécanismes physiopathologiques observés
chez I'homme. La méthode d’injection hydrodynamique est ainsi fascinante
par les possibilités offertes quasi-illimitées de combinaisons entre
oncogenes/inactivation de genes suppresseurs de tumeurs, ceci afin de
contrboler la composition génétique des tumeurs générées. Elle permet
également de surexprimer dans les hépatocytes des protéines sécrétées, ce
qui permet d’étudier les effets d’une exposition chronique a cette molécule.
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L'étude des propriétés de FGF19 se préte donc particulierement bien a cette
technique. Il reste encore de trés nombreuses interrogations quant aux
mécanismes oncogéniques de FGF19, et la meilleure compréhension de
ceux-la pourrait avoir un impact chez les patients a moyen ou long terme.
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Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a common cancer with high mortality. The limited
therapeutic options for advanced disease include treatment with Sorafenib, a multi-
kinase inhibitor whose targets include the Mediator kinase CDKS8. Since CDK8 has
reported oncogenic activity in Wnt-dependent colorectal cancer, we investigated
whether it is also involved in HCC. We find that CDK8 and its paralogue CDK19 are
significantly overexpressed in HCC patients, where high levels correlate with poor
prognosis. Liver-specific genetic deletion of CDK8 in mice is well supported and
protects against chemical carcinogenesis. Deletion of either CDK8 or CDK19 in hepatic
precursors had little effect on gene expression in exponential cell growth but prevented
oncogene-induced transformation. This phenotype was reversed by concomitant
deletion of TP53. These data support important and non-redundant roles for mediator
kinases in liver carcinogenesis, where they genetically interact with the TP53 tumor

suppressor.
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Introduction

The cyclin-dependent kinase CDKS8 is the principal catalytic subunit of the
Mediator complex kinase module (1). In mice, genetic deletion of CDKS or its activating
subunit, cyclin C, is embryonic lethal (2, 3). Vertebrate genomes encode a second
paralogue of CDK8, CDK19, which also binds cyclin C and can replace CDK8 in the
kinase module of Mediator (4, 5). CDK8 may act as an oncogene in several tumor
types, including melanoma and colorectal cancer (CRC) (6, 7). Amplification of the
CDK8 gene was found in 14% of CRC patients, and reversing CDK8 over-expression
in CRC cells with amplified CDK8 reduced cell proliferation by interfering with the B-
catenin pathway (6, 8). CDK8 was also uncovered in a mouse transposon-mediated
mutagenesis screen for genes whose alteration contributes to intestinal cancer (9).
However, intestine-specific Cdk8 deletion in mice failed to confirm an oncogenic role
in intestinal tumorigenesis triggered by mutation of the tumor suppressor Apc ((10),
and our unpublished results).

CDKS8 acts as a co-factor of many transcriptional activators and participates in
regulating the expression of a large number of genes, including immediate early genes
(11-14), targets of B-catenin (6), p53 (15), c-Myc (16), Hypoxia-inducible factor 1a
(HIF1a) (17, 18), Nuclear-factor kappa B (NFxB) (19) and Notch1 (3, 20). CDKS8
expression appears to maintain tumors in an undifferentiated state by regulating c-Myc
programmes (16). CDK8 was also identified as a crucial regulator of tumor-promoting
activity of senescent cells (21). It is presently unclear how these multiple pathways
participate in tumor promotion by CDK8, and whether its paralogue CDK19 has similar
roles in tumorigenesis.

Since the oncogenic roles of CDK8 in Wnt-dependent CRC have been well
documented in the context of constitutive Wnt signalling, we wondered whether it also
has roles in hepatocellular carcinoma (HCC), another tumor type frequently associated
with activation of Wnt/pB-catenin signalling (22). HCC is the main primary liver tumor
and one of the most deadly cancers worldwide (23). Mutations in the CTNNB1 gene,
coding for B-catenin, are found in around 30% of patients and are mainly associated
with the well differentiated, less aggressive, class of HCC (groups G5 - G6) (22, 24).
CDKS8 is expressed in the liver, where it may regulate lipogenesis (25). Importantly,
lipid accumulation as well as de novo lipid biosynthesis and the resulting lipotoxicity

lead to hepatic inflammation, constituting major risk factors for liver tumorigenesis (22).
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In this study, we show that although CDK8 has a limited role in liver homeostasis
both CDK8 and CDK19 paralogues are required for hepatic carcinogenesis in the

context of wild-type p53.

Results

CDK8 and CDK19 are highly expressed in p53-mutated hepatocellular carcinoma

To test whether expression of CDKS8 or that of its paralogue CDK19 is altered in
hepatic carcinogenesis, we first quantified by qRT-PCR their expression in a large
cohort of HCC patients (n=268, Supplemental Table 1). We found that both CDK8 and
CDK19 are significantly overexpressed in HCC tumors compared to non-tumoral
counterparts or normal liver (Figure 1A). Moreover, we detected a correlation between
the expression of the two kinases in HCC (Figure 1B), as previously observed in breast
cancer (26). Analysis revealed no correlation with a specific aetiology (alcohol, viral
infection, metabolic syndrome). However, there was a highly significant difference in
CDK8/19 expression among the HCC subgroups defined by the classification based
on clinical and molecular features (24, 27): CDK8 or CDK19 high expressors were
enriched in the aggressive G1-G3 subsets as compared to G4-G6 (Figure 1C).
Coherently, high CDK8 or CDK19 expression was correlated with mutant p53 status,
molecular prognostic 5-gene score (28) and macroscopic vascular invasion (Figure
1D, E and F). Finally, high level expression of CDK8 or CDK19 correlated with poor
prognosis (Figure 1G). Thus our data are consistent with an oncogenic role for

Mediator kinases in hepatocellular carcinoma.

CDKS8 is dispensable for liver homeostasis

To investigate possible roles of the Mediator kinases in liver function and hepatic
carcinogenesis, we focused on CDK8. We generated a genetically modified mouse
with loxP sites flanking exon 2 of the Cdk8 gene (Figure 2A). Crossing these animals
with transgenic mice expressing the Cre recombinase under the control of the Albumin
promoter (Alb-Cre mice(29)) gives rise to hepatocyte-specific deletion of the essential
exon 2, and induces a frameshift that results in a stop codon at position 52, eliminating
CDKS8 protein in the liver (CDK82"P animals) (Figure 2B).
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In accordance with the absence of overt phenotype of ubiquitous Cdk8 deletion
in adult animals (10), the liver-specific deletion of CDK8 was compatible with normal
liver development and we detected no change in liver physiology at the age of 3 months
(Figure 2C). Importantly, the B-catenin-driven metabolic liver zonation was not affected
by the CDK8 ablation, as judged by the purely centrilobular expression of glutamine
synthetase (Figure 2C). Moreover, we detected no differences in the expression levels
of several B-catenin target genes between the control and the CDK82"®P animals
(Figure 2C). These results indicate that CDK8 is not required to regulate the p-catenin
pathway under normal homeostasis conditions. However, in aging animals (> 6
months) CDK8 deficiency led to increased body weight and higher liver steatosis score
(Figure 2D), confirming an involvement of CDK8 in liver lipogenesis (25). Older

CDK8%"p animals (12-15 months) did not show any sign of liver tumors (n= 12).

CDKS is required for chemically induced liver carcinogenesis and hepatic cell
transformation

We next used a model of hepatic carcinogenesis in CDK82"®P animals to
investigate potential roles of CDKS in liver cancer. In this model, a single injection of
hepatotoxic agent diethylnitrosamine (DEN) to young mice gives rise to liver tumors
after 6-8 months (30). We sacrificed DEN-treated animals at 28 weeks, a relatively
early time point in the kinetics of tumor formation, to allow detection of both positive
and negative changes in tumor burden. As expected, 9 out 17 (53%) of the control
Cdk8™ mice had at least one macroscopic liver tumor at sacrifice (Figure 3A). In
contrast, only one out of eleven (9%) CDK82"¢? animals had developed tumors by this
time point. Cell death and regenerative response of the livers shortly after the DEN
treatment were both indistinguishable between controls and CDK82"¢* mice
(Supplemental Figure 1), indicating that CDK8 ablation acted by inhibiting
tumorigenesis rather than by interfering with the initial hepatoxicity of the treatment.
Taken together, these data support the hypothesis that CDK8 contributes to
chemically-induced liver carcinogenesis in mice.

To investigate whether the effects of CDK8 loss on carcinogenesis were cell
autonomous, we next isolated primary hepatic progenitor cells (BMEL) (31) from
Cdk8FF embryos. Upon stable transfection of Cre, we obtained an efficient deletion of
CDKS8 from these cells (Figure 3B). CDK8 loss had no effect on BMEL cell morphology
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or growth characteristics under standard monolayer culture conditions (Figure 3B). As
murine liver tumors triggered by DEN injection are often driven by mutated forms of
Ras (30), we used forced expression of an oncogenic form of Ras, H-Ras®'?V, to
investigate effects of CDK8 loss on hepatic cell transformation. Similarly to previous
results obtained with independent BMEL cell lines (32), H-Ras®'?¥ was sufficient to
transform primary Cdk8™" BMEL cells, which then efficiently formed colonies in soft
agar (Figure 3C). In contrast, CRE-mediated deletion of CDK8 abolished colony
formation in this assay (Figure 3C), which is consistent with the protective role of CDK8
deletion in DEN-treated livers. Next, we used a model of tamoxifen-inducible CreERT2
activation. This confirmed the CDK8 requirement for Ras-induced transformation.
Strikingly, deletion of CDK8 in cells previously transformed by Ras®'?V expression
reverted their transformed phenotype (Figure 3C). To validate in vivo that CDK8
deletion protects hepatic progenitors from Ras-induced transformation, we injected
CDKB8"F Ras®'? or CDK8" Ras®'?Y BMEL cells into the liver of immunodeficient mice.
While the Cdk8 BMEL expressing Ras®'?V gave rise to orthotopic tumors, their
counterparts devoid of CDK8 did not (Figure 3D).

We next disrupted Cdk8 by by CRISPR/Cas9-mediated gene disruption, wich
confirmed both the absence of apparent phenotype in CDK8-depleted cells and the
requirement for CDK8 for cell transformation (Figure 3E). Finally, to exclude that the
requirement for CDK8 for transformation is specific for BMEL cells, we disrupted it by
CRISPR/Cas9 in a human hepatoblastoma cell line, HepG2. As expected, the cells
grew well in the absence of CDK8, but again did not form colonies in soft agar (Figure
3E). Altogether, our results indicate that CDK8 is required for H-Ras®'?V-driven

oncogenic transformation of hepatocytes and of hepatic progenitor cells.

CDK8 deletion impairs Ras®'?V-driven transformation in a p53-dependent
manner

We then investigated possible molecular mechanisms by which CDK8 removal
could impair Ras®'?'-driven transformation. Deletion of CDK8 did not abrogate
Ras®'?V-induced cell shape remodelling or ERK phosphorylation (Supplemental Figure
2A, B), indicating that the kinase is dispensable for Ras pathway activation. Second,
constitutive activation of the B-catenin pathway in the BMEL cells did not rescue CDK8
deficiency (Supplemental Figure 2C), indicating that tumor-promoting activity of CDK8

in the liver does not rely on the activation of the B-catenin pathway, which is consistent



bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/789586; this version posted October 1, 2019. The copyright holder for this preprint (which was
not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is made
available under aCC-BY-NC-ND 4.0 International license.

with the lack of B-catenin-related phenotype in CDK82"e? livers (Figure 2). Third, CDK8
has been proposed as a regulator of glycolysis (33), and we therefore tested whether
CDK8 removal affects the metabolism of BMEL cells. However, analysis of glycolysis
(Seahorse Glycolysis stress test) and mitochondrial respiration (Seahorse Mito stress
test) did not reveal any effect of CDK8 ablation (Supplemental Figure 3), indicating that
this regulation is not present in hepatic progenitor cells and that it does not account for
the failure of CDK8-mutant cells to grow in soft agar.

Since CDK8 overexpression in patients correlates with mutant p53 status, we
next considered the possibility that CDK8 acts by modulating p53 function. Although
CDKS8 can act as a coactivator of the p53 transcriptional program (34), we observed
that removal of CDKS8 rather increases the level of p53 protein (Figure 4A), suggesting
that CDK8 might restrain the tumor-suppressive functions of p53 in hepatic cells. In
agreement with this idea, soft agar tests showed that the requirement for CDK8 in Ras-
induced transformation was abrogated by p53 inactivation via CRISPR/Cas9 editing
(Figure 4B). Furthermore, depletion of CDK8 did not prevent transformation of the p53-
deficient Huh7 cell line (Supplemental Figure 4). To extend these results to an in vivo
setting, we triggered tumorigenesis via hydrodynamic gene delivery (HGD) (35) of the
activated form of Ras together with CRISPR/Cas9-mediated inactivation of
endogenous p53. HGD with Ras alone did not generate tumors, as previously
described (36), whereas simultaneous transfection with N-Ras®'?® and CRISPR-p53
gave rise to multiple aggressive tumors within 4 weeks (Figure 4C). Consistent with
the results of the cellular models, this combination of oncogenic stimuli was also fully
efficient in CDK82"P animals, whose hepatocytes are devoid of CDK8 (Figure 4C). Cell
lines derived from CDK8"F or CDK8"- HGD-tumors were equally capable of giving rise
to tumors when injected orthotopically into immunocompetent mice (Figure 4D). Our
results suggest that CDKS8 is required for initiation of tumorigenesis by counteracting

p53 function.

Both CDK8 and CDK19 are required for Ras®'?V-driven transformation

An interesting inference from the above results is that CDK19, whose
expression is preserved in CDK8-deleted cells (Figure 5A), is insufficient to
compensate for loss of CDK8, despite its high homology and redundant roles in
Mediator. Furthermore, both CDK8 and CDK19 are overexpressed in a significant

number of HCC patients. We therefore wondered whether CDK19 is also required for
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Ras-induced tumorigenesis. To test this, we deleted CDK19 in BMEL cells by CRISPR-
Cas9 editing. The resulting mutant cells had unaltered morphology and proliferation
kinetics (Figure 5A). Interestingly, CDK19 removal caused a significant upregulation of
CDKS8 protein levels, but not of mMRNA levels, indicating a posttranscriptional feedback
regulation of CDK8 in the absence of CDK19 (Figure 5A).

Similarly to CDK8 deletion, CDK19 ablation prevented the acquisition of the
transformed phenotype upon ectopic expression of the oncogenic form of Ras, as
judged by the lack of anchorage-independent growth (Figure 5B). Again, we obtained
similar results upon CDK19 deletion in human HepG2 cells (Supplemental Figure 4).
Thus, both CDK8 and CDK19 are required for Ras-driven transformation of primary
hepatic progenitors, neither paralogue being able to compensate for the absence of
the other.

As CDK8 and CDK19 constitute the only members of the CDK module
regulating transcriptional activity of the mediator complex, one hypothesis to account
for the requirement of simultaneous presence of both kinases is that they control
different subsets of target genes, both of which are needed for transformation by H-
Ras®'?V. To test this hypothesis, we analyzed gene expression profiles of the Ras-
expressing BMEL cells in the presence or absence of CDK8 or CDK19 by RNA-seq
(Figure 5C). Surprisingly, disruption of either CDK8 or CDK19 had only minor effects
on gene expression, with only around 30 genes reproducibly showing more than 2-fold
differences in expression between cells expressing Ras®'?V with or without deletion of
Cdk8 or Cdk19. At this threshold of fold-change, we did not identify common genes
deregulated by the absence of either kinase (Figure 5D). However, even though
neither CDK8 nor CDK19" cells can be transformed by the oncogenic form of Ras,
Ras®'?V caused deregulation of over 1000 genes, irrespective of the status of Cdk8
and Cdk19 when growing in exponential culture, explaining their indistinguishable
morphology. This result further shows that, despite the importance of Mediator for gene
regulation, neither CDK8 nor CDK19 are required for implementing wide-ranging
changes to gene expression, suggesting that their effects in carcinogenesis, which

involve p53, are not due to major transcriptional changes.

Discussion

Combining patient data and mouse models, we provide evidence that both

Mediator kinases, CDK8 and CDK19, are involved in hepatocellular carcinoma. Our
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data indicate that these CDKs are required for initiation of tumorigenesis induced by
mutation of a strong oncogene, Ras. To our knowledge, this is the first indication that
the CDK8 paralogue CDK19 is required for cell transformation, indicating non-
redundant functions for both kinases in facilitating tumorigenesis.

We find that removal of CDK8 in hepatocytes has no major consequences for
liver functions, as previously indicated by the ubiquitous inactivation of the kinase in
adult animals (10). However, we observed that CDK8 depletion induces steatosis in
aging animals, in accordance with a role for the kinase as repressor of lipogenesis
(25). In contrast to its mild effects on liver physiology, CDK8 disruption has a strong
impact on hepatic carcinogenesis. We observed a major reduction of chemically
induced tumorigenesis, and a complete protection from Ras-induced -cell
transformation. This requirement is further highlighted by the fact that CDK8 ablation
occurring after Ras®'?V-induced transformation is able to restore the non-transformed
phenotype.

CDK8 thus apparently has diverse context-specific involvement in various
cancers. CDK8 was initially described to have oncogenic properties in Wnt-dependent
colorectal cancers, where it controls the beta-catenin pathway (6, 8) and maintains
Myc functions (37). However, this was not confirmed genetically in mouse models;
indeed, if anything, CDK8 knockout marginally increased progression from early
lesions to tumors (10). A recent study also found no effect of CDK8 knockdown on
growth of colorectal tumors in syngeneic mice, but it prevented liver metastases (38).
Furthermore, CDK8 promotes proliferation of melanoma cell lines (7) and is apparently
required for efficient Estrogen Receptor (ER)-dependent transcription in ER-positive
breast cancer cells (39). However, most reports of anti-tumor activity caused by
interfering with CDK8 function have used kinase inhibitors (39—-45) that target both
CDK8 and CDK19. The most likely explanation for this is that CDK inhibitors are rarely
very specific for one kinase subfamily (46) and some “CDK8/19 inhibitors” may inhibit
other kinases required for efficient tumor development. This highlights the need for a
genetic approach in vivo.

Other studies have suggested that as well as possessing oncogenic activity in
some contexts, CDK8 may rather have tumor-suppressive activity in others, including
endometrial cancers (47), intestinal cancer (10) and T-cell acute lymphoblastic

leukemia (3).
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One way of reconciling these apparently different roles for Mediator kinases is
to invoke possible tissue-specificity of action. We found that CDK8 deletion has no
effect on hepatic cell growth, contrary to certain melanoma or gastric cancer cell lines,
in which decrease of proliferation has been described (7, 48). Tissue specificity is
further demonstrated by the fact that while knockout of either kinase is well tolerated
by hepatic precursor cells, germline-deletion of the Cdk8 gene in mice is lethal at pre-
implantation embryogenic stages (2). Our results suggest that oncogenic activities of
CDK8 and CDK19 in HCC are independent of the p-catenin pathway, and therefore
likely operate through different mechanisms in colorectal and hepatic carcinogenesis.
One key finding of our study is that both CDK8 and CDK19 are required for cell
transformation by H-Ras®'?V. This is not due to downregulation of one kinase when the
other one is removed, as, on the contrary, we found that CDK19 depletion stabilizes
CDKS8 protein, identifying a post transcriptional regulation of CDKS8 levels. Of note, this
cross-regulation is not bidirectional, as removal of CDK8 does not seem to stabilize
CDK19 protein. A possible explanation for these results might be that CDK8 and
CDK19 regulate transcription of specific gene sets that are both required for hepatic
cell transformation. The results of our RNA-seq analysis renders this hypothesis
unlikely, as very few genes are differentially transcribed in either knockout. However,
we cannot exclude this entirely, as 12 genes were differentially regulated in knockouts
of both Cdk8 and Cdk19 when the threshold for fold-change is removed: Adora1, Nt5e,
Fgfbp1, Spp1, Gm5781, Lgals4, Rpl10-ps3, Akap12, Gm8349, Anxa10, Scd1, Ly6a.
Yet the magnitude of the gene expression change is likely too low to be biologically
meaningful; the regulation of several, including Anxa10 (encoding Annexin 10A),
Akap12 (encoding A Kinase Anchoring Protein-12) and Nt5e (encoding 5
nucleotidase) is in opposite directions in each knockout; and no clear roles in cancer
for any of these genes have been reported. A possibility that we cannot exclude at this
stage is that both CDK8 and CDK19 are required for transcription or repression of
genes whose expression is only activated upon growth in foci. However, the minimal
effects of deletion of either gene in shaping the transcriptome induced by expression
of oncogenic Ras suggests that neither kinase is required to implement large-scale
changes to gene expression, and that non-transcriptome effects should be considered.

We suggest an alternative model, which is compatible with both apparent
oncogenic activity of Mediator kinases in some circumstances and lack of effects in

others. In this model, CDK8/19 are not in themselves oncogenes and therefore their
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overexpression does not transform cells, but rather provides a favorable terrain
enabling the initiation of tumorigenesis by additional oncogenic factors, including bona
fide oncogenes. For example, it is well established that, rather than transforming cells
directly, expression of strong oncogenes such as Ras®'?Y promotes premature cell
senescence with accumulation of p53 and p16 (49). BMEL cells are immortal, but have
a functional wild-type p53 (50). In this context CDK8/19 expression may attenuate the
function of p53, thus unleashing the oncogenic potential of mutant Ras. We speculate
that loss of p53 by mutation “fixes” the initial advantage conferred by overexpression
of CDK8/19. This agrees both with our finding that in the liver, CDK8/19 are only
required for cell transformation in the presence, but not the absence, of p53, and with
the genetic interaction between CDK8/19 and TP53 in patients. If such a scenario was
indeed true, it would suggest a therapeutic niche for CDK8/19 kinase inhibitors in
cancer: they would be expected to trigger differentiation or death of tumor cells that
have not yet acquired p53 mutations. Our results warrant further investigation of

CDK&8/19 inhibitors as therapeutic agents for p53-positive hepatocellular carcinoma.

Material and Methods

Patients

A total of 268 fresh-frozen tissue samples of HCC, associated with various etiologies, were
included in this study. Patients and tumor features were already described in previously
published studies and summarized in Supplemental Table 1. Written informed consent was
obtained from all subjects in accordance with French legislation.

CDK18 and CDK19 mRNA expression levels were assessed by quantitative RT-PCR using
Fluidigm 96.96 Dynamic Arrays and specific TagMan predesigned assays (CDK8=
Hs00176209 m1; CDK19= Hs00292369 m1; Life Technologies, Carlsbad, CA). Data were
calibrated with the RNA ribosomal 18S and changes in mRNA expression levels were

determined using a comparative CT method using 5 normal tissue samples as control.

Mice experiments

All reported animal procedures were carried out in accordance with the rules of the French
Institutional Animal Care and Use Committee and European Community Council
(2010/63/EU). Animal studies were approved by institutional ethical committee (Comité

d’éthique en expérimentation animale Languedoc-Roussillon (#36)) and by the Ministére de
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'Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I'lnnovation (D. Gregoire: APAFIS#11196-
2018090515538313v2).

Cdk8"F mice were generated as following: An 8076 bp genomic fragment (mouse chromosome
5: 146,254,503 to 146,262,579) enclosing the essential exon 2 (whose deletion results in loss
of the essential catalytic lysine residue and causes a frameshift truncating over 90% of the
protein) of the CDK8 gene was amplified by PCR from genomic DNA of 129/Sv embryonic
stem cells and cloned into pGEM-T-easy. The diphtheria toxin A gene was cloned into the
Sacll site. 64 bp to the 3’ of exon 2, the sequence CTCTAT was mutated to CTCGAG,
generating an Xhol site. LoxP sites flanking exon 2 were generated by a combination of
conventional cloning and recombineering, using an approach published in Liu et al., Genome
Res. 2003 Mar;13(3):476-84. The loxP PGK-Neo cassette was amplified from pL452 plasmid
with flanking Avrll/Hindlll sites at each end and cloned into the Avrll site upstream of exon 2.
Fragment orientation was confirmed by the generation of 3.5 kb Hindll and 2.0 kb Nhel sites,
and the vector was recombined in E.coli strain SW106 with inducible Cre recombinase
expression followed by Hindll digestion, generating a single loxP site upstream of exon 2. Into
this recombined vector, the FRT-PGK-Neo-FRT-LoxP cassette (amplified from pL451 with
flanking Xhol sites) was cloned in the newly generated Xhol site downstream of exon 2,
resulting in the “deletion construct”. The orientation was confirmed by the generation of 2.2 kb
Nhe1 and 3.4 kb BamHI sites. Functionality of the two recombination sites was tested as
follows: the FRT site was confirmed by recombination in E.coli strain SW105 with inducible
FIpE recombinase expression, deleting the FRT-Neo cassette and generating a 1.4 kb BamHI
fragment; and the resulting plasmid was transformed in E.coli strain SW106 with inducible Cre
recombinase expression, deleting exon 2 and resulting in a 1.1 kb BamHI fragment. The Notl
linearized fragment of the deletion construct was transfected by electroporation into 129/Sv
embryonic stem cells. 244 Neomycin-resistant colonies were genotyped by PCR and Southern
blotting. Two probes were used: one outside the 3’ end of the deletion construct, with Hindlll
digestion giving a single 9kb fragment for the WT and a 7kb fragment for the correctly-
integrated deletion cassette, and one to the 5’ end of the deletion cassette, again giving the
same 9kb fragment for the WT but a 3.5 kb fragment for the deletion cassette. 10 colonies
showed a correct integration by homologous recombination. These ES cells were injected into
blastocysts obtained from pregnant Balb/c mice, and chimeric mice were crossed with
C57/BI6J mice constitutively expressing FIpE recombinase, removing the FRT-Neo cassette.
Agouti mice were genotyped by PCR, showing correct insertion of the loxP sites around exon
2. Alb-Cre mice were described previously (29).

Allografts: Athymic Nude mice (Hsd:Athymic Nude-Foxn1™, Envigo) or CDK8™" mice were
anesthetized with intra-peritoneal injection of Xylazine-Ketamine mixture. After incision of

abdominal wall and peritoneum, the left lateral lobe of the liver was pulled out of the mouse
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body. 50000 cells, resuspended in 5 yL of 25% Matrigel (BD) - PBS, were injected using a
10uL Hamilton syringe in the left lobe of the liver. After injection, liver was put back in normal
position and the abdomen was sutured. Tumors were allowed to grow out for 4 weeks, then
collected and fixed following classical procedures.

DEN induced carcinogenesis: Diethylnitrosamine (DEN) (30 mg/kg) was injected intra-
peritoneally in 14 days old male mice. Mice were sacrificed and livers collected after a period
of 8 months.

Hydrodynamic Gene Delivery: Hydrodynamic injections were performed in 6-8 week-old
female mice as described previously (35). Briefly, 0.1 mL/g of a solution of sterile saline (0.9%
NaCl) containing plasmids of interest were injected into lateral tail vein in 8-10 s.
LentiCRISPRv2-sgTp53 (12.5 pg) and pT3-EF1a-N-RASC'?P_GFP (12.5 ug) were injected
together with sleeping beauty transposase SB100X (2.5 ug, ratio of 5:1). pCMV(CAT)T7-
SB100 was a gift from Zsuzsanna lzsvak (Addgene plasmid # 34879).

Cell lines

BMEL (Bipotential Mouse Embryonic Liver) cell line was isolated from CDK8F mouse. Cells
were grown on collagen-coated plates in RPMI medium (Gibco/Life Technologies)
supplemented with 10% fetal calf serum (Pan-Biotech), insulin 10 pg/mL (Sigma), IGFIl 30
ng/mL (Peprotech), EGF 50 ng/mL (Peprotech), 100 units/ml penicillin, and 100 mg/ml
streptomycin. Other cell lines used, HepG2, Huh7, and HEK293T, were grown in Dulbecco
modified Eagle medium (DMEM-high glucose, pyruvate, GlutaMAX-Gibco® LifeTechnologies)
supplemented with 10% fetal bovine serum (Pan-Biotech). Cells were grown under standard
conditions at 37°C in a humidified incubator containing 5% CO.. All cells were routinely tested

to confirm absence of mycoplasma contamination.

Generation of cell lines

pMSCYV retroviral vectors (Clontech) encoding CRE recombinase, tamoxifen-inducible CRE-
ERT2 (addgene plasmid #22776) or human H-Ras®'?Y were used to generate stable BMEL
cell lines. For induction of CRE-ERT2 activity, 4-OH tamoxifen was added to culture medium
at a concentration of 2 uM for two weeks. CRISPR subgenomic RNA (sgRNA) targeting murine
or human Cdk8, Cdk19 or Trp53 (CDK8 Mouse: 5’-ATCCCTGTGCAACACCCAGT-3'.
CDK8_Human 5-CGAGGACCTGTTTGAATACG-3 CDK19_Mouse: 5'-
AAAGTGGGACGCGGCACCTA-3, CDK19_Human, 5-ATTATGCAGAGCATGACTTG-3’
Trp53 5-ATAAGCCTGAAAATGTCTCC-3' ; all sequences from Zhang lab database) were
cloned as synthetic dsDNA into lentiCRISPRv2 vector as described (51) (provided by F.
Zhang, Addgene plasmid #52961). Generation of lentiviral particles and infection of BMEL,
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Huh7 or HepG2 cells were carried out following classical procedures, and described previously
(52). Successfully infected cells were selected with puromycin (2 pug/mL) or hygromycin (150
ug/mL) during 48h. Cell lines were further propagated and transgene expression or effects of
targeted deletions verified by Western blot. Polyclonal cell lines were used for all subsequent

experiments.

Soft agar

10° cells for each cell line were mixed with medium supplemented with 0.5% agarose and
placed on top of the 1% agarose layer. 1 mL medium was added to the solidified layer and
changed every 2-3 days. After 4 to 6 weeks, soft agar was stained with crystal violet 0,005%

in 4% PFA for 1h. Colonies visible to the naked eye were counted manually.

Immunohistochemistry

Livers were fixed for 24 h in 10% neutral buffered formalin, embedded in paraffin, sectioned at
4 um and stained with haematoxylin-eosin safran (HES) or subjected to immunohistochemical
staining. Immunohistochemistry staining of GS (BD Transduction Laboratories, 610517, 1:200)
and CDK8 (Santa Cruz, sc-1521, 1:400) were performed using classical procedures, with
antigen retrieval in citrate buffer, and biotinylated secondary antibody coupled to streptavidin—
peroxidase complex (ABC Vectastain kit; Vector Laboratories). Slides were digitally processed

using the Nanozoomer scanner (Hamamatsu).

Protein isolation and Western blotting

Protein lysates of cells or tissues were prepared with lysis buffer (150mM NaCl, 50mM Tris pH
7.5, 0.2% Triton, 1mM EDTA,; freshly added 1mM DTT and protease inhibitors cocktail
(Roche)) and incubated on ice for 30 min. Samples were centrifuged for 10 min at 13000rpm
and supernatant collected. Protein concentrations were determined by BCA protein assay
(Pierce Biotechnology). All the samples were mixed 1:1 with Laemmli buffer and heated at
95°C for 5 min. Equal amounts of proteins were separated by SDS-PAGE (Biorad; usually
12% gels). Proteins were transferred onto PVDF membranes (Milipore). Red ponceau or
amidoblack staining was done to check transfer efficiency and equal amount of protein loading.
Primary antibodies used were: Cdk8 (Santa Cruz #sc1521, dilution 1:1000); Cdk19 (Abcam,
dilution 1:1000); p53 (Cell signalling #2524 1:1000), Actin (Sigma A1978, 1:20000), Tubulin
(DSHB, 1:400). Antibodies were diluted in 5% BSA in TBS-Tween and incubated overnight at
4°C. Secondary antibodies were either anti-goat IgG-HRP or anti-mouse antibodies IgG-HRP

(Jackson immunoresearch). Band intensities were calculated using imagedJ Lane Analysis.
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RNA isolation, qPCR and RNA-Seq analysis

The RNA was extracted from either cells or liver tissue and purified using RNeasy mini kit
(Qiagen) according to manufacturer’s protocol. Reverse transcription of total RNA (1ug) was
done with QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen), and cDNA quantified using LC Fast
stard DNA Master SYBR Green | Mix (Roche) with primers detailed below on LightCycler480
apparatus (Roche). Gene expression levels were normalized with hypoxanthine phospho-
ribosyltransferase (HPRT). Primer  pairs used for  qPCR: Cdk8 5'-
GAATTTCTATGTCGGCATGCAG-3’ and 5-ATAGTCAAAGAGAAGCCATACTTTCC-3’, Glul
5-TAGCTGTCACAAAGCGGGTGTA-3’ and 5-AGTGGAAATGTCAATCTCAGCC-3’, Axin2
5-ACCGGTCACAGGATGTC-3' and 5-GACTCCAATGGGTAGCTCTTTC-3, c-myc 5'-
CCGAGTGCATTGACCCCTCA-3' and 5- GAGAAGGCCGTGGAATCGGA-3'. Hprt 5'-
GCAGTACAGCCCCAAAATGG-3 and 5-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3'.

For RNA-Seq analysis, RNA was extracted from exponentially growing subconfluent BMEL
cells in three independent experiments for each cell line, using RNeasy mini kit (Qiagen) with
DNAse treatment. RNA integrity was validated using RNA BioAnalyzer (Agilent), all RIN >9.5.
The preparation of the library was done with the TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation
kit (lllumina). The sequencing was performed in an lllumina Hiseq 2500 sequencer by
the Sequencing Platform of Montpellier (GenomiX, MGX, France; www.mgx.cnrs.fr), with 50
base pairs (bp) single end reads to an estimated depth of 25 million reads per sample. In order
to perform a quality control of the sequencing, FastQC over the fastq files containing the raw
reads. All the reads that passed the quality control were aligned to the mouse reference
genome (GRCm38.p6) and the counts per gene were quantified using the tool STAR 2.6.0a(2).
The Ensembl mouse genome annotations (release 93) were used for establishing the
coordinates of each gene and their corresponding transcripts. Differential gene expression
analysis was performed in R using the DESeq?2 library. After normalization of the read counts
per gene, a negative binomial generalized linear model was fitted considering single factor
design for assessing the differential expression between CDK8/CDK19 knock-out BMEL
Ras®'?Y transformed cells and BMEL Ras®'?" transformed cells (as the control group). Wald
test are performed for assessing statistical significance on the differential expression of each
gene, then test are independently filtered and corrected by multiple hypothesis testing

(Benjamini—Hochberg).

Statistical Analysis

Data sets were tested with 2-tailed unpaired Studentftests or Mann-Whitney U tests,
correlations were analyzed with Pearson's x? test using Prism Software version 8 (GraphPad).
Significant P values are shown as: *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, and ****P <0.0001.
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Human samples: Data visualization and statistical analysis were performed using R software
version 3.5.1 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. https://www.R-
project.org) and Bioconductor packages. Comparisons of the mRNA expression levels
between groups were assessed using Mann-Whitney U test. Spearman's rank-order
correlation was used to test the association between continuous variables. Univariate survival
analysis was performed using Kaplan-Meier curve with log-rank test. The median CDK8 and
CDK19 expression levels on the total number of analyzed samples was used to determine the

low- and high- expression groups. P-value < 0.05 was considered as significant.

Data availability
The RNA-sequencing data have been deposited in the Gene Expression Omnibus (GEO,
NCBI) repository.
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Figure 1: CDK8 and CDK19 are highly expressed in human HCC and associated with mutated p53 status. (A)
Levels of CDK8 and CDK19 mRNA quantified by gPCR in control liver, non-tumoral part or malignant (HCC) tumor of
patients. The fold change (LogFC) in gene expression is presented relative to mean expression level of the correspon-
ding gene in five normal liver samples. Data are represented as Tukey’s boxplots where box indicates the first and third
quartiles, bar indicates median, whiskers indicate 1.5 interquartile range (IQR). P-values obtained with the Wilcoxon
rank-sum test are indicated. (B) Correlation between the expression of CDK8 and CDK19 mRNA levels in human HCC
samples (n=268) using Spearman's rank-order correlation (C-F) Levels of CDK8 and CDK19 mRNA in HCC classified
according to molecular classification of HCC (Boyault et al., 2007), mutated status of p53, 5 gene score (Nault et al.,
2013), or presence of macroscopic vascular invasion (histological identification), respectively. The number of patients in
each class is indicated. The fold change (LogFC) in gene expression is presented relative to mean expression level of
the corresponding gene in five normal liver samples. Data are represented as Tukey’s boxplots where box indicates the
first and third quartiles, bar indicates median, whiskers indicate 1.5 interquartile range (IQR). P-values obtained with the
Wilcoxon rank-sum test are indicated. (G) Kaplan-Meier plots of overall survival in HCC patients (from(Nault et al.,
2013)) with high or low expression of CDK8 or CDK19 mRNA. High/low expression groups were defined by the median
expression levels of the total number of analyzed samples. Statistical differences were assessed by Log-rank Test.
P-value obtained are indicated.
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Figure 2: Hepato-specific ablation of CDK8 does not affect liver homeostasis, but induces stea-
tosis. (A) Map of CDK8 genomic locus and strategy used to generate CDK8FF transgenic mouse. See
material & methods section for details. (B) gPCR, Western-blot and immunohistochemical analysis of
CDK8 removal in hepatocytes of CDK8*HEP mice. For gPCR quantification, males and females mice of
different ages were used. CDK8 FF (n=34) or CDK8%"" (n=30). WB and IHC show results for 3 month
old female mice. No differences were observed depending on sex or age of the animal. (C) HE staining
of, GS staining, and qPCR analysis of p-catenin target genes (Glul, axin2, c-myc) in wild-type and
CDKS8 depleted 3 months old mice. n.s: not significant (t-test). (D) Body weight and steatosis grade
score of 6 months old CDK8"F and CDK8*"EF female mice. P value of Fisher’'s exact test is indicated.
Representative liver sections (HES staining) of mice from both genotypes are shown.



bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/789586; this version posted October 1, 2019. The copyright holder for this preprint (which was
not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is made
available under aCC-BY-NC-ND 4.0 International license.

A B + empty vector + CRE
CDK8 FIF r
... DEN (30mglkg) Collont
CDK8 injecti ollec E
IP injection BMEL .
* ¢ CDK8 fF
r‘ — Ly
0 2 30 weeks
CDK8 FF CDKS8 4HEP 5 L
xe’&é}o & &y = cOKB--
*p=0.04 N\ o x x
n=9/17  n=1/11 § 100-
Loading =
control (actin) 8 507
04
NT 0o 1 2 3 4
CDK8 7F  CDK8 AP days
C CREERT2+ H_RaSG12V
+empty +CRE Tamoxifen: - + : BEFORE + AFTER
vector + H-Ras®'® + H-Ras®"? Ras expression

Ras expression

BMEL
CDK8 F*F
softagar ) 305 + 97 13+8 18918
colonies:
D 5.10° BMEL cells E BMEL CDKS8 FF HepG2
crispr: Ctl Cdk8 crispr:
:ﬁ CDKg 5| = === coxs|
Loading control — Loading
CDKS8™F + H-Ras®?Y CDK8" + H-Ras®™ (tubulin) control
+ crispr-ctl + crispr-Cdk8
+ H-Ras®'?Y + H-Ras®'?Y + crispr-ctl + crispr-Cdk8

soft agar —
colonies: 144 £53 00 19+12 1+1

n= 6/7 n= 0/6

Figure 3: CDKS is required for hepatic carcinogenesis. (A) Effect of CDK8 depletion on DEN-induced hepa-
tic carcinogenesis. Pictures of representative livers for each genotype are shown. Arrowheads indicate tumors.
Graph represents the repartition of the 28 DEN-injected animals, in each genotype depending if the liver
presents a visible tumor (T) or not (NT). P-value of Fisher’s exact test is indicated. (B) Pictures and growth
curve of CDK8FF hepatic progenitors (BMEL) WT or depleted of CDK8 by CRE recombination. (C) Soft agar
growth of different BMEL cell lines. A representative well for each cell line is shown. Mean number of colonies
per well £ SD from at least three independent experiments are indicated. Tamoxifen treatment (+Tam) was
realized before or after transformation induced by H-Ras®'?V expression. (D) Result of orthotopic allografts of
Ras expressing BMEL depleted or not of CDK8. A representative liver is shown, and the number of livers
carrying a tumor out of total liver injected is indicated. Arrowhead points out to the tumor. (E) Western-blot
characterization of CDK8 removal by crispr/cas9 gene editing and consequences on growth in soft agar for
BMEL (left panel) and HepG2 (right panel) cells. Asterisk indicates an aspecific band sometimes detected in
BMEL cells. Mean + SD number of colonies per well from at least three independent experiments are indicated.
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Figure 4: p53 deficiency abrogates CDK8 requirement for hepatic transformation. (A) Western Blot and quantifi-
cation of p53 protein levels in BMEL cell lines, showing stabilization of p53 in absence of CDK8. Arepresentative wes-
tern blot and quantification from 4 independent experiments (mean + SD) are shown. For each experiment, the band
intensity value of the CDK8"F sample was normalized to 1. P-value from one-sample t test is indicated. (B) Soft agar
test for indicated BMEL cell lines. (C) Hydrodynamic gene delivery of N-Ras®'?® and crispr-p53 vectors into livers of
CDK&8F or CDK84HE" female mice. Representative HES staining of tumors are shown. For each genotype, number or
mice presenting liver tumors out of number of mice injected is indicated. (D) orthotopic allografts of tumor cell lines
derived from CDK8F or CDK8*"EF Ras crispr-p53. White dashed lines indicated tumor periphery. Representative
HES staining of tumors are shown. For each genotype, number or mice presenting liver tumors out of number of mice
injected is indicated.
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Figure 5: CDK19 and CDKS8 are both required for transformation by H-Ras®'?V . (A) Pictures, western blot and quanti-
fication of BMEL cell lines depleted of CDK19 by crispr/Cas9. A representative western blot and quantification from 4
independent experiments (mean x SD) are shown. * indicates an aspecific band sometimes detected with CDK8 antibo-
dy. For each experiment, the band intensity value or cDNA content of the crispr-Ctl sample was normalized to 1. P-value
from one-sample t test is indicated. (B) Soft agar test for indicated BMEL cell lines. A representative well for each cell line
is shown. Mean number of colonies per well + SD from at least three independent experiments are indicated. (C) Heat-
map for the RNASeq experiments. The raw counts were transform using the regularized log and the variance was calcu-
lated between all the samples for all the genes. We selected the 100 genes with the higher variance. Distance between
genes and samples were computed using the euclidean measure and the hierarchical cluster analysis was perform in
order to set the distance trees. Two level of colors were set to describe the sample genotypes for RAS transformation
(Violet: wild type; Blue: RAS®'?Y mutation) and for Cdk8 or Cdk19 knock-outs (Gray: Control; Green: Cdk8 KO; Orange:
Cdk19 KO). (D) Volcano plots for the differential gene expression. The values of the minus logarithm in base ten versus
the logarithm in base two of the counts are plotted for each gene and two levels of significance are showed in red (genes
with adjusted p-value less than 0.05) and in purple (genes with adjusted p-value less than 0.05 and with absolute values
of the log2 of the fold change greater than one).



Oncogenic Cooperation and Metabolic Effects of FGF19 in Hepatocellular
Carcinoma

Abstract:

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary hepatic malignancy
and ranks 6th and 3rd in terms of frequency and cancer mortality, respectively.
Overexpression of FGF19 is a common event in human HCC and compounds
targeting FGF19 or its receptor tyrosine kinase in the liver (Fibroblast Growth
Factor Receptor 4 FGFR4) are being investigated. Studies in mice have shown that
long term exposure to high levels of FGF19 causes hepatic tumorigenesis. In
addition, FGF19 exerts numerous metabolic effects resulting in protection against
insulin resistance. Thus, FGF19 analogs are under evaluation for treatment of
metabolic diseases, such as non-alcoholic steatohepatitis (NASH). The aim of our
study was to further characterize the oncogenic and metabolic effects of FGF19 in
an immunocompetent mouse model.

Using the technique of hydrodynamic gene transfer, we obtained C57BI6/] mice
with persistent hepatic expression of FGF19, displaying supra-physiological
circulating concentrations of the hormone, associated with inhibition of the bile
acid synthesis pathway. We discovered that these mice display a phenotype of
diabetes insipidus, characterized by polydipsia and urine dilution persisting over
time. This effect resembles that already described for FGF21, a molecule belonging
to the same family as FGF19. However, the effect of FGF19 is independent of
FGF21 and is also present when a tumor overexpressing FGF19 is injected
orthotopically.

Furthermore, FGF19 expression, alone or with simultaneous invalidation of p53 by
CRISPR-Cas9 technology, gives rise to well-differentiated HCC after 9-12 months.
The combination of FGF19 with C-Myc overexpression, with or without the
invalidation of p53, induces the development of large, moderately differentiated
tumors appearing after only 2-3 weeks. Comparison with tumorigenesis triggered
by C-Myc alone or by C-Myc/ CRISPR-p53, reveals oncogenic cooperation between
Myc and FGF19, resulting in a very significant acceleration of oncogenesis by
FGF19. Transcriptomic and histological analyses of these tumors show that FGF19
stimulates neoangiogenesis. Finally, in a NASH-inducing diet model, tumor
expression of FGF19 exerts a paradoxical effect: while accelerating tumor growth,
it is accompanied by histological improvement of NASH.

Keywords: FGF19, hepatocellular carcinoma, non-alcoholic steatohepatitis,
oncogenic cooperation.



Coopération oncogénique et effets métaboliques de FGF19 dans le
carcinome hépatocellulaire

Résumeé :

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la tumeur maligne primitive hépatique la
plus fréquente et se situe au 6° et 3°™ rang en termes de fréquence et de mortalité
liées au cancer, respectivement. La surexpression de FGF19 est un évenement
fréguent dans les CHC humains et des molécules ciblant FGF19 ou son récepteur
tyrosine kinase dans le foie (Fibroblast Growth Factor Receptor 4 FGFR4) sont en
cours d’étude. Chez la souris I'exposition a des concentrations élevées de FGF19
au long cours provoque une tumorigénese hépatique. Par ailleurs, FGF19 exerce
de nombreux effets métaboliques ayant pour conséquence une protection contre
I'insulinorésistance. Ainsi, des molécules analogues a FGF19 sont également en
cours d’étude pour traitement de maladies métaboliques, comme la stéatohépatite
non alcoolique (ou NASH pour Non alcoholic steatohepatitis). Dans ce contexte,
notre projet avait pour but de mieux caractériser les effets oncogéniques et
métaboliques de FGF19 dans un modele de souris immunocompétentes.

En utilisant la technique de transfection hydrodynamique des hépatocytes, nous
avons obtenu des souris C57BI6/] ayant une expression de FGF19 persistante,
avec des concentrations circulantes supra-physiologiques, associée a l'inhibition
de la voie de synthése des acides biliaires. Nous avons découvert chez ces souris
un phénotype de diabete insipide, caractérisé par une polydipsie et une dilution
des urines persistant dans le temps. Cet effet est similaire a celui qui a déja été
décrit pour FGF21, une molécule appartenant a la méme famille que FGF19.
Cependant, I'effet de FGF19 est indépendant de FGF21 et est retrouvé également
lorsqu’une tumeur surexprimant FGF19 est injectée par voie orthotopique.

Par ailleurs, I'expression de FGF19, seule ou avec l'invalidation simultanée de p53
par la technique de CRISPR-Cas9, donne des CHC bien différenciés apres 9-12
mois. La combinaison FGF19 avec une surexpression de C-Myc, avec ou sans
I'invalidation de p53, induit le développement de volumineuses tumeurs
moyennement différenciées apparaissant aprés 2-3 semaines seulement. La
comparaison avec la tumorigeneése déclenchée par C-Myc seul ou par C-Myc/
CRISPR-p53, fait apparaitre une coopération entre Myc et FGF19 donnant lieu a
I'accélération trés significative de I'oncogenése par FGF19. L’analyse
transcriptomique et histologique de ces tumeurs met en évidence une stimulation
de la néoangiogénése par FGF19. Enfin, dans un modele de régime pourvoyeur de
NASH, l'expression tumorale de FGF19 exerce un effet paradoxal : tout en
accélérant la croissance tumorale, elle s’accompagne d’'une amélioration
histologique de la NASH.

Mots-clés : FGF19, carcinome hépatocellulaire, stéatohépatite non-alcoolique,
coopération oncogénique.



