N

N

Modulation de la carcinogenése hépatique par une
protéine de 'immunité innée REG3A
Nicolas Geoffre

» To cite this version:

Nicolas Geoffre. Modulation de la carcinogenese hépatique par une protéine de l'immunité innée
REG3A. Cancer. Université Paris-Saclay, 2020. Frangais. NNT : 2020UPASQ030 . tel-03506275

HAL Id: tel-03506275
https://theses.hal.science/tel-03506275

Submitted on 2 Jan 2022

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03506275
https://hal.archives-ouvertes.fr

These de doctorat

NNT : 2020UPASQO030

universite
PARIS-SACLAY

Modulation de la carcinogenese
hépatique par une protéine de
I'immunité innée REG3A

These de doctorat de lI'université Paris-Saclay

Ecole doctorale n°569, Innovation thérapeutique : du fondamental a I'appliqué (ITFA)
Spécialité de doctorat : Microbiologie

Unité de recherche : Université Paris-Saclay, Inserm, Physiopathogenese et traitement
des maladies du foie, 94800, Villejuif, France

Référent : Faculté de pharmacie

Theése présentée et soutenue a Villejuif, le 21/12/20, par

Nicolas GEOFFRE

Composition du Jury

Olivier ROSMORDUC

PU-PH, INSERM U1193, APHP, Président

Université Paris-Saclay

Tarik ISSAD

DR, INSERM U1016-CNRS UMR 8104, Rapporteur & Examinateur

Institut Cochin, Université Paris Descartes
Pascal PINEAU

DR, INSERM U993, Institut Pasteur
Sabine COLNOT

DR, INSERM U1138, Examinatrice
Centre de recherche des Cordeliers

Rapporteur & Examinateur

Jamila FAIVRE

PU-PH, INSERM U1193, APHP, Directrice de these
Université Paris-Saclay

Nicolas MONIAUX
CR, INSERM U1193

Co-Encadrant de thése



Table des matieres

TaADIE AES MATIEIES ...ttt bbbkttt 2
[T L0 L= T 0T =SSP 6
LiSte dES tABICAUX ....vi ettt 9
LiSte dES ADIEVIATIONS.....c.cuiievieiietceiietee ettt ettt ettt et s b e s st s e se s et ese s ebese s bese s esens 10
AVaNT-PrOPOS ..uuieiuiieiieiieiiuiieiiaiietietietiesietiasiestasiastastastastastastastastastastastastassassassassassassassassassassans 14
Premiére partie : INtroQUCLION......................ueeeeeeeuevevsscsseesssccsvesssssssrsssssssssssssssnnees 16
Le carcinome hépatocellulaire..........uveeeeiiiieeiiiii et e e e reee e e s e eea e e s e eane s eennsssssennnes 17
1.1 PhySiologie NEPATIGUE .....cueueeeieiii ettt 17
1.2 Epidémiologie et facteurs de risquUe du CHC .........cvurveecveseeereiecseeseseseeseese e 22
1.3 Mécanismes cellulaires et MOIECUIAIES ..........ciireiririeiee e 27
1.4 Classifications MolEculaires des CHES.........cocuiiiiiiirierieit et 46
1.5 Prise €N Charge MEICAIE .....c.ceuiiiii e 50
La O-GlIcNAcylation des protéines : régulateur de la signalisation cellulaire........cccccccerveennnnnnnee.. 57
2.1 GENBTAIITES ...ttt bbbttt bbbkttt 57
2.2 Voie de biosyntheése des heX0SamINES.........cocvriiieciiiiiinn s 59
2.3 ENZYMES FEGUIBLIICES ...ttt 61
2.4 Interaction phosphorylation/O-GICNACYIAtION ......cceiviiieiiieeee e 68
2.5 Roles de [a O-GICNACYIATION ...ttt 70
I =T ot Ty = S 82
3.1 FAMIIIE RO .ttt ettt 82
3.2 TS 7 SRS 86
3.3 Activités biologiques de REG3A ...ttt se e sens 89
Deuxieme partie : Matériel et methode.......................uucuuevcuvevcuvessuevieevseerseerceenans 99
Modeles eXPEriMENTAUX ....ccuuiiiiieuiiiiiiiiieiiinieiitniettensierttnssestensssssensssssssnsssssssssssssssnsssssssns 100
Analyse biochimique des échantillons ............cceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic s 103
Troisieme partie : RESUILALs ....................uueeueevueeveerieevceevciesciessisssesssaesssaessannans 109
1 L'activation de la voie c-Myc est réduite dans les CHCs de souris transgéniques MYC/REG3A-
TG. 110
2 REG3A ralentit le développement du carcinome hépatocellulaire chez la souris transgénique
IMYC-REG3A. .ttt bbbttt b bbbkttt bbbttt ettt bete 113
3 Les niveaux nucléaires de c-Myc sont réduits dans les CHCs de souris transgénique
MY C/REG3A-TG. oottt ettt bbb bbbttt b bbbttt nenes 118
4 Les foies prénéoplasiques et tumoraux de souris MYC/REG3A-TG présentent une réduction
de la O-GICNACYIation des ProtEINES. .....ciiiieeirieiiieieersie ettt sttt e s seneenas 122
5  Lasurexpression hépatique de REG3A retarde le développement de tumeurs du foie et est
associée a une réduction de la O-GIcNAcylation dans le modele DEN. ..........ccoceeeecccinnnnnene. 125
6  REG3A réduit la O-GIcNACylation des Protéines. .....cccccveieeerireenisieeineeese e 127
7  REG3A n’interagit pas avec 'UDP-GIcNACc ni avec les protéines O-GIcNAcylées. .................. 132
Quatrieme partie : Discussion & pPersPeCtiVves....................uuevveevsuvevvssssverisesssvennnnns 139

BiDIIOGIAPRI@ «.....eeeeeeeeeeeeeeererensereueeteuseerusierenssersnserenssessnssessnsssssssessnssssssssssnssessnssessnsnsen 145



« Il faut prendre de la hauteur. »



Remerciements

Quel trajet parcouru. Alors que je viens de débuter les études
meédicales, a la fin d'un cours de BMCP, un professeur propose de faire
visiter son labo aux étudiants intéressés et pourquoi pas d'y faire un stage...
Quelques jours plus tard je mets le pied pour la premiere fois au second
étage du CHB et débute une aventure qui durera cing années : une premiere
pour obtenir un financement, les trois suivantes pour obtenir des résultats
et une derniere pour les rédiger et les présenter.

Pour m’avoir donné cette opportunité je débute donc ces quelques
mots en remerciant le Professeur Jamila Faivre, sans qui je n'aurai peut-étre
pas méme eu l'idée d’entamer un doctorat en biologie. Je remercie ensuite
le Docteur Nicolas Moniaux qui a eu la patience de me faire découvrir la
paillasse et de répondre a mes questions, méme les plus naives mais dont
le « 42 » a toujours su encourager la rigueur dans le travail.

Elle m’a appris de nombreuses techniques et sa participation affleure
tout au long de ce mémoire, un grand merci a Alice Deshayes. De méme
Alexandre Dos Santos, par ailleurs le seul a me comprendre pour LaTeX et
les ninjas. Patrick Gonzalez, beaucoup de bon moments et quelques
récoltes a I'azote liquide infructueuses, le soir, a 21h, un vendredi.

We began this PhD together and we defended 24h apart, Dear Dr
Hala Shalhoub (Congratulations!), Thank you for these years we shared at
the lab.

Je remercie aussi Marie-Annick Buendia qui m’a encouragé des le
premier jour, Nassima Benzoubir, Emma Valentino, Slavka Kascakova et
Vanessa Bou-Malham pour ces années.

Merci enfin au personnel de I'animalerie, pour son travail essentiel et
toujours dispo, que ce soit pour répondre a mes question ou pour faire
rentrer d’'étranges constructions en carton par le sas. Pour finir, un coucou
a toute I'équipe du service d'anapath qui me voyait parfois furtivement
passer dans les volutes de xylene.



Liste des figures
Introduction :

Figure 1 - Segmentation et hile hépatique.

Figure 2 - Lobule hépatique et triade portale.

Figure 3 - Exemple histologique de foie sain.

Figure 4 - Zonation métabolique du foie.

Figure 5 — Schéma d'un hépatocyte.

Figure 6 - Populations cellulaires hépatique.

Figure 7 - Incidence globale du CHC.

Figure 8 - Prévalence et mortalité des cancers.

Figure 9 - Courbe de survie des patients atteints de CHC.

Figure 10 - Principales mutations présentes dans les CHCs

Figure 11 - Principaux SNP associés aux CHCs.

Figure 12 - Voie des MAPK.

Figure 13 - Voie Wnt/ 8 -caténine.

Figure 14 - Voie PI3K/AKT/mTOR.

Figure 15 - Voie JAK/STAT.

Figure 16 — Structure du gene et de la protéine c-Myc.

Figure 17 - Classification moléculaire en deux clusters. (Lee et al., 2004).
Figure 18 - Classification moléculaire en six groupes. (Calderaro et al,, 2017)
Figure 19 - Classification 2004 en deux groupes. (Breuhan et al., 2004)
Figure 20 - Classification 2010 en trois groupes. (Hoshida et al., 2010)
Figure 21 - Algorithme diagnostique du CHC.

Figure 22 - Architectures histologiques des CHCs.

Figure 23 - Score histo-pronostique d'Edmonson.

Figure 24 - Principales modifications post-traductionnelles des protéines et impacts
biologiques.

Figure 25 - Structure du N-Acetylglucosamine.

Figure 26 - Voie de biosynthese des hexosamines.

Figure 27 - Structure des isoformes de I'OGT.

Figure 28 - Constantes de Michaelis-Menten de I'OGT

Figure 29 - Mécanisme de spécificité des OGT

Figure 30 - Structure des isoformes de 'OGA

Figure 31 - Régulation de c-MYC par la balance phosphorylation/O-GlcNAcylation.
Figure 32 - Voie de I'insuline et GIcNAcylation.

Figure 33 - Mécanismes tumoraux favorisés par I'nyperGlcNAcylation.
Figure 34 - Lectines de type C.

Figure 35 - Structure tridimensionnelle de REG3A.

Figure 36 - Niveau d'expression d'oncogenes dans des cellules de cancer pancréatique

stimulées par REG3A

17
18
19
20
20
21
23
23
24
32
33
36
37
38
39
40
47
48
49
50
52
53
54

57
58
60
62
64
64
66
69
76
78
83
87

95



Figure 37 - Niveau d'expression de REG3A dans I'adénocarcinome gastrique.
Figure 38 - Niveau d'expression de REG3A dans le carcinome hépatocellulaire
et mutations dans la voie WNT/ 3 -caténine

Figure 39 - Effet pro-invasif gastrique de REG3A.

Figure 40 - Effet anti-invasif gastrique de REG3A.

Matériel et Méthode :
Figure 41 - Modeles expérimentaux murins.
Résultats expérimentaux :

Figure 42 - Analyses d'enrichissement moléculaire de CHCs murins

Figure 43 - Enrichissement de voies de signalisation dans des CHCs humains
exprimant REG3A

Figure 44 - Signature moléculaire associée aux CHCs REG3A positif

Figure 45 - Analyse d’enrichissement des voies de signalisation dans les CHCs murins
Figure 46 - Evolution temporelle du ratio poids du foie / poids de I'animal

Figure 47 - Evolution temporelle du pourcentage d'animaux porteurs d'un CHC
Figure 48 - Image macroscopique représentative des CHCs murins.

Figure 49 - Evolution du diamétre tumoral au cours de la maladie cancéreuse

Figure 50 - Taux de survie de souris transgéniques c-MYC et cMYC/REG3A

Figure 51 - Niveau d'expression protéique de régulateurs du cycle cellulaire.

Figure 52 - Marqueurs de prolifération, d'apoptose et de dommages a '’ADN dans
les foies tumoraux

Figure 53 - Niveau d'expression de 'ARNm c-Myc dans les foies murins

Figure 54 - Niveau d'expression des protéines c-Myc et REG3A dans les foies en
condition pré-néoplasique.

Figure 55 - Niveau d'expression des protéines c-Myc et REG3A dans les foies tumoraux
Figure 56 - Ratio nucléo-cytoplasmique de c-Myc dans les foies tumoraux.

Figure 57 - Niveau d'expression nucléo-cytoplasmique de c-Myc total et phosphorylé
dans les foies tumoraux.

Figure 58 - Niveau d'expression nucléo-cytoplasmique de c-Myc total et phosphorylé
dans les foies pré-néoplasiques.

Figure 59 - Niveau d'expression/activation des kinases GSK3 3 et ERK.

Figure 60 - Niveau global des protéines O-GIcNAcylées dans des foies sains,
pré-néoplasiques et tumoraux (modeéle génétique).

Figure 61 - Niveau global des protéines O-GIcNAcylées nucléocytoplasmiques dans
des foies pré-néoplasiques et tumoraux (modele génétique).

Figure 62 - Cinétique du développement des CHCs chimio-induits.

Figure 63 - Niveau global des protéines O-GIcNAcylées nucléocytoplasmiques dans
des foies tumoraux (modele chimio-induit).

Figure 64 - Immunoblot anti-REG3A dans des cellules HuH7 transfectées.

96

96
97
98

102

111

111
112
112
113
114
114
115
115
116

117
118

119
119
120
120

121
122

123

124
126

127
127



Figure 65 - Niveau d'expression de 'ARNm c-Myc dans des cellules HUH7 transfectées.
Figure 66 - Niveau d'expression protéique nucléocytoplasmique de c-Myc endogéne
total et phosphorylé dans des cellules HUH7 exprimant REG3A.

Figure 67 - Niveau d'expression protéique nucléocytoplasmique de c-Myc exogéne
total et phosphorylé dans des cellules HuUH7 exprimant REG3A.

Figure 68 - Niveau d'expression protéique de c-Myc total dans des cellules HUH7
stimulées par une protéine recombinante REG3A.

Figure 69 - Niveau d'expression protéique des kinases GSK3 3 et ERK dans des cellules
HuH7 exprimant REG3A.

Figure 70 - Niveau global des protéines O-GIcNAcylées nucléocytoplasmiques dans des
cellules HUH7 exprimant REG3A

Figure 71 - Index de prolifération des cellules HuH7 stimulees par REG3A.

Figure 72 - Niveau d'expression de '’ARNm OGT dans des foies tumoraux.

Figure 73 - Niveau d'expression protéique de OGT dans des foies pré-néoplasiques et
tumoraux.

Figure 74 - Analyse en slot blot de I'interaction de la protéine REG3A avec des sucres.
Figure 75 - Immunoblot anti-REG3A pour I'étude de l'interaction de REG3A avec les
protéines O-GlcNAcylées cellulaires.

Figure 76 - A Immunoblot anti-GIcNAc pour I'étude de I'interaction de REG3A avec les
protéines O-GlcNAcylées cellulaires.

Figure 77 - Mesure de la glycémie murine.

Figure 78 - Concentration hépatique en glycogene.

Figure 79 - Métabolisme énergétique de cellules HuH7 exprimant REG3A

128

129

130

130

131

131

132

133

133
134

135

136
137
137
138



Liste des tableaux

Introduction :

Tableau 1 - Nomenclature des protéines Reg. 82
Tableau 2 - Homologie des protéines REG humaines et murines 82
Tableau 3 - Sites de clivage de REG3A. 86
Tableau 4 - Profil d’expression de REG3A en condition normale et pathologique. 87
Tableau 5 - Publications traitant de REG3A dans le cancer. 92

Matériel et Méthode :

Tableau 6 - Schémas expérimentaux. 99
Tableau 7 - Liste des anticorps utilisés. 104
Tableau 8 - Liste des oligonucléotides utilisées. 106



Liste des Abréviations

AD
AFP
APC
APP

B
BAGDP

C
CCA
CCN
CD
CDH
CHC
ChREBP
CIN
CK
CMV
c-MYC
CRD
CTL

D
DEN
DNMT

E
EBV
EGF
eOGT
ERK

Maladie d'Alzheimer
alpha-feetoprotéine
Adenomatous Polyposis Coli
Protéine précurseur delamyloide

benzyl 2-acetamido-2-deoxy-a-D-galactopyranoside

Cholangiocarcinome

Cycline

Domaine catalytique

Cadhérine

Carcinome hépatocellulaire

protéine de liaison des éléments de réponse auxcarbohydrates
instabilité chromosomique

caséine kinase

cytomégalovirus

oncogene cellulaire myélocytose

domaine de reconnaissance des carbohydrates
lectines de type C

Diéthylnitrosamine
ADN méthyltransférases

Virus d'Epstein-Barr

Facteur de croissance épidermique
O-linked N-acetyl-glucosaminyltransferase
Extracellular signal-regulated kinases

10



G

G6P
GFAT
GIcNACc
GLUT
GS
GSH
GSK3
GSSG
GVHD

H
HAT
HB
HBP
HCF
HDAC
HIFU
HIP
HSF
hTERT

I
IFN
IGF
INR
IR
IRE

J
JAK

L
LOH
LYVET

glucose-6-phosphate

Glutamine Fructose-6-phosphate Amido Transférase
N-acétylglucosamine

Transporteur duglucose

glutamine synthétase

Glutathion réduit

glycogene synthase 3

Glutathion oxydé

Maladie du greffon contre I'h6te

histone acétyltransférase

hépatoblastome

Voie de biosynthése de I'hexosamine

Facteur de cellule hote

histone désacétylase

ultrasons focalisés de haute intensité
hépatocarcinome-intestin-pancréas

protéine protectrice facteur de choc thermique
Transcriptase inverse de la télomérase humaine

Interféron

facteur de croissance similaire a I'insuline
ratio normalisé international

récepteur de l'insuline

électroporation irréversible

kinase Janus

perte allélique
récepteur hyaluronique endothélial des vaisseaux lymphatiques

11



M
M6PR
MAPK
MEC
MELD
MEOS
mOGT
MSI
mTOR
MTS
MurNAc
MWA

N
NAFLD
NAPQI
NASH
NCOAT
ncOGA
ncOGT
NOD
NUP

o
OGA
OGT

P
PAP
PBH
PI3K
PIAS
PIP3
PKA
PKB
PP2A
PPO
PSP
PTEN
PTP

récepteur du mannose-6-phosphate

protéine kinase activée par la mitose MDA malondialdehyde

matrice extra-cellulaire

modele de maladie hépatique en phase terminale

systeme microsomial d’oxydation de I'alcool
OGT mitochondriale

instabilité microsatellite

cible mammifere de la rapamycine
séquence d’'adressage a la mitochondrie
N-acétylmuramique

ablation aux micro-ondes NAC N-acétylcystéine

maladie du foie gras non alcoolique
N-acetyl-P-benzoquinone-imine
stéatohépatite non alcoolique

O-GIcNAcase et acétyltransférase nucléocytoplasmique

OGA nucléo-cytoplasmique
OGT nucléo-cytoplasmique
diabéte non-obésogene

protéines du pore nucléaire

N-Acetyl-B-D glucosaminidase
Uridine diphosphate-N-acetylglucosamine
glucosaminyl-transférase

protéine associée a la pancréatite
ponction-biopsie hépatique
phosphoinositide-3-kinase
protéines inhibitrices de STAT activé
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate
protéine kinase A

Protéinekinase B

protéine phosphatase 2A

domaine de fixation des phosphoinositides
protéine du calcul pancréatique
homologue phosphatase et tensine
protéine des fibres pancréatiques

12

. polypeptide-N-acetyl



RB rétinoblastome

RCPG récepteur couplée a une protéine G

REG régénérant dérive d'llots

RFA ablation par radiofréquence

S

SEAT SErvice des Animaux Transgéniques

SEIVIL  Service d’Expéerimentation /7 vivo INSERM Lavoisier
SNP polymorphisme d'un seul nucléotide

SNP systéeme nerveux périphérique

SOCS suppresseur de signal cytokinique
sOGA OGA courte
sOGT OGT courte

STAT transducteurs de signal et activateurs de transcription
STZ streptozotocine

T

TACE chimio-embolisation trans-artérielle

TAP thoraco-abdomino-pelvien

Tau protéine unité associée a la tubuline

TET protéines déméthylases translocation dix-onze
TGFp facteur de croissance transformant beta

TIPS shunt intra-hépatique par voie transjugulaire
TNM tumeur-ganglion-métastase (classification)
TPR domaine a répétition tétratricopeptide

V)

UDP uridine diphosphate

UICC union internationale pour le contréle du cancer

UNOS  United Network for Organ Sharing

v

VEGF facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
VHB Virus de I'hépatite B

w
WGA wheat germ agglutinin
WHV hepatite virale de la marmotte

13



Avant-propos

La premiere utilisation de lectines dans la recherche sur le cancer a reposé sur
I'utilisation de leur capacité a fixer sélectivement différents composants glucidiques
spécifiques de glycoconjugués pour la détection de nouveaux biomarqueurs (Hashim
et al, 2017). Un nombre important d'études ont également relevé le rble de
nombreuses lectines dans la carcinogenese (Gonzalez de Mejia et a/, 2005 ; Ghazarian
et al, 2011). Par exemple, la concanavaline A, une lectine issue du haricot Canavalia
ensiformis, est capable d'initier I'autophagie de cellules cancéreuses dans un modele
murin de CHC en activant la voie de signalisation p73-FoxO1a-BIM (Lei et al, 2009).
D'autres lectines déploient des capacités antiprolifératives (Quiroga et a/, 2015 ; Jebali
et al, 2014) ou interviennent dans le déclenchement de I'apoptose (Liu et a/, 2010). Les
mécanismes mis en évidence débutent généralement par la fixation de la lectine a la
surface de cellules tumorales ou a un récepteur transmembranaire spécifique. L'effet
produit dépend de la lectine impliquée : Certaines dérégulent des voies de signalisation
intracellulaire, d'autres déclenchent |'apoptose, d'autres encore la nécrose ou
I'autophagie (Raz et a/, 2008 ; Li et a/, 2011 ; Shi et al, 2013 ; Jiang et al, 2014). Enfin,
certaines modulent la production de cytokines, leurs fonctionnalités et déclenchent
une réponse immunitaire (Gonzalez de Mejia et a/, 2005).

Nos travaux ont porté sur le rOle de la lectine humaine REG3A dans la
carcinogenese hépatique et les mécanismes moléculaires sous-jacents, ce rdle est
controversé. Le caractere versatile « pro-» ou « anti-oncogene » de REG3A varie d'une
situation expérimentale a une autre et en fonction des cellules ou de I'organe étudiés.
Il y a également souvent confusion entre |'existence de niveaux parfois trés importants
d'expression tumorale de REG3A (notamment dans les sous-classes inflammatoires de
cancer) et son supposé impact biologique davantage « pro-» qu'« anti-oncogene ».
Cette erreur d'interprétation peut aussi évidemment s'appliquer pour nombre de genes
identifiés dans les analyses transcriptomiques parce qu'ils font partie des Top10,
Top50... dans les signatures moléculaires. Comme I'ensemble des protéines REG,
REG3A déploie des activités biologiques anti-inflammatoires, anti-oxydantes et de
facteur de survie qui facilitent la régénération et la réparation de nombreux tissus
endommagés. Dans un contexte tumoral ces effets pourraient cependant stimuler la
croissance de cellules cancéreuses et leur dissémination métastatique. Au niveau
hépatique, il existe quelques études d'expression et peu d’'études fonctionnelles. Parmi
ces dernieres, les travaux de Cavard et a/. ont montré que la surexpression de REG3A
dans un sous-groupe de CHCs et d'hépatoblastome humains était associée a la
présence de mutations du gene CTNNB1 codant la B-caténine.

14




Nos objectifs de thése ont été les suivants: 1) étudier le phénotype tumoral
induit par REG3A dans deux modeles différents de carcinogenéese du foie, I'un chimique
(diéthylnitrosamine), I'autre génétique (transgene c-MYC) chez la souris. Une premiere
étude de I'équipe d'accueil avait montré des résultats encourageants en révélant une
réduction tumorale significative dans un modele de souris transgénique exprimant
REG3A. 2) Etudier les mécanismes moléculaires et cellulaires qui sont a I'ceuvre.

15



Premiere partie :

Introduction



Le carcinome hépatocellulaire

1.1 Physiologie hépatique
1.1.1 Présentation anatomique

Le foie est le plus gros organe solide de I'abdomen, pesant en moyenne 1,5 kg
chez 'Homme. Il se situe dans la partie supérieure de la cavité abdominale, au niveau
de I'hypochondre droit, sous la coupole diaphragmatique. Il présente une face
diaphragmatique et une face viscérale et est au contact des autres organes
abdominaux : a gauche se situe I'estomac, en dessous le duodénum et en arriere la
surrénale et le rein droit. Enfin la vésicule biliaire est insérée en arriere du parenchyme.

Il est formé de deux sous-ensembles asymétriques, les lobes droit et gauche,
séparés anatomiquement par l'insertion du ligament falciforme (Figure 1). Il peut aussi
étre divisé en deux parties appelées foies droit et gauche a partir de criteres structurels
internes distincts. Il est fractionné en 8 segments chirurgicaux, chacun correspondant
a une unité structurelle distincte de I'arbre vasculaire interne. Le foie droit est composé
des segments V, VI, VII et VIII, le lobe droit comprenant en plus le segment IV. Le foie
gauche comprend les segments II, Il et IV, le lobe gauche ne comportant donc que les
segments II et III. Le segment I est aussi appelé lobe caudé et la moitié inférieure du
segment IV le lobe carré.

Lobe droit Lobe gauche
AL Al
Foie droit Foie Gauche
= A

Voies nerveuses
\ Voie lymphatique
Artére hépatique Hile
Vole billiaire hépatique

commune

Veine porte

Figure T - Segmentation et hile hépatique.




Le foie est recouvert d'une couche de tissu conjonctif appelée capsule de
Glisson. Lors de douleurs siégeant au niveau hépatique, c'est en réalité celle-ci qui est
en cause car le parenchyme hépatique ne comporte pas de fibres nerveuses sensitives.

Cet organe a la particularité d'étre irrigué par le sang artériel venant de la
circulation systémique et par le sang veineux en provenance du systeme digestif via le
systeme porte. Ces vaisseaux sanguins, associés au canal biliaire commun, aux voies
nerveuses et aux vaisseaux lymphatiques hépatiques forment le hile hépatique (Figure
1). Le sang rejoint la circulation veineuse systémique par I'intermédiaire des trois veines
sus-hépatiques. Elles sont situées a la face diaphragmatique du foie ou elles
s'anastomosent pour se jeter dans la veine cave inférieure.

L'unité structurale fondamentale du foie est le lobule hépatique (Figure 2 et
Figure 3). De forme approximativement hexagonale, il est formé de travées
hépatocytaires unicellulaires, séparées par des capillaires sanguins confluant au milieu
du lobule pour former la veine centro-lobulaire. A chaque extrémité de I'hexagone se
trouve une triade portale composée d'une branche de la veine porte, d'une branche de
I'artére hépatique et d'un canal biliaire. Le sang qui irrigue le lobule depuis la veine
porte et I'artere hépatique circule a travers un réseau de capillaires fenétrés ou il peut
échanger avec les hépatocytes jusqu'a rejoindre la veine centro-lobulaire puis la
circulation veineuse systémique. La bile un trajet opposé : produite par les hépatocytes
et excrétée dans les canalicules biliaires, elle se dirige vers la triade portale puis transite
par le canal hépatique commun puis le canal cystique jusqu’a la vésicule biliaire ou elle
est stockée.

coflule da Kupffer
dans un sinusoide (jaune)

traveas
d'hépatocytes

hépatocyte

vaine caentro-lobulaire

travees &
dhépatocytes .
artare hapatique
vaina pore

conduit biliaire intarlobulaire -
condui biliaire interlobulaire biliairas

Figure 2 - Lobule hépatique et triade portale. (Netter, 20117)
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Figure 3 - Exemple histologique de foie sain, image centré sur la veine centro-
lobulaire.

L'activité métabolique des hépatocytes varie suivant leur localisation au sein du
lobule en fonction des gradients d'oxygene, de nutriments et d’hormones qui y sont
présents. Ceci définit la zonation métabolique du lobule (Jungermann et Keitzmann,
1996) (Figure 4).
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Figure 4 — A) lllustration d'une travée hépatocytaire, reliant la triade portale a la veine
centro-lobulaire. B) Représentation schématique de I'évolution de la concentration en
oxygéene et de l'activité métabolique hépatocytaire entre la zone péri-portale et la
zone péri-veineuse (Birchmeier, 2016).
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Le foie est composé a 70% d'hépatocytes (Si-Tayeb et al, 2010) (Figure 5). Ce
sont des cellules qui exercent une intense activité métabolique. Environ 30 a 40 % des
hépatocytes dans le foie adulte humain sont polyploides (4n a 8n). Dans le tissu sain,
les hépatocytes polyploides sont majoritairement binucléés. De forme cubique et
organisés en travées hépatocytaires de Remak, ils présentent une polarité complexe
avec des poles basolatéraux et apicaux. Entre le pOle basolatéral des hépatocytes et
I'endothélium vasculaire se situe I'espace de Disse. Il s'agit d'un interstice qui doit étre
franchi par les molécules échangées entre les hépatocytes et la circulation sanguine.
Afin de maximiser ces échanges, les hépatocytes présentent de nombreuses
microvillosités a ce pole. De |'autre cOté, les membranes plasmiques apicales de deux
hépatocytes adjacents forment le canalicule biliaire. Il n'y a pas de cholangiocytes a ce
niveau.

Cellule endothéliale

Espace de Disse
Sinusoide

Heépatocyte

Péle vasculaire

Pole biliaire

Canalicule biliaire

Figure 5 — Représentation schématique d’un hépatocyte.

D'autres cellules sont présentes dans le foie, dans des proportions moindres
(Figure 6). Le foie est un des rares organes a posséder une population de macrophages
résidents appelés cellules de Kipffer. Ces dernieres assurent la phagocytose des
microbes et des déchets présents localement et arrivant de I'intestin. Ils sont localisés
dans I'espace de Disse. Le parenchyme hépatique héberge également des lymphocytes
hépatocytaires (Bogdanos et a/, 2013) et des cellules stellaires, aussi appelées cellules
de Ito, qui ont pour fonction physiologique principale de stocker la vitamine A. Les
cholangiocytes et les cellules endothéliales forment la paroi des canaux biliaires et des
vaisseaux sanguins, respectivement.

Des fibroblastes portaux, normalement quiescents mais capables de synthétiser
des composants de matrice extra-cellulaire (MEC) en situation de stress inflammatoire,
métabolique ou génotoxique, se trouvent en périphérie des lobules (Lepreux et
Desmouliere, 2015). Enfin le foie contient un petit contingent de cellules progénitrices
bipotentes également appelées cellules ovales (Ji et a/, 2016).
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Figure 6 - Populations cellulaires hépatiques.
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1.1.1 Fonctions hépatiques

Selon les auteurs, le foie assure jusqu’a 500 fonctions essentielles différentes
(Zakim et Boyer, 2003), en particulier des fonctions endocrines et exocrines. Ces
fonctions peuvent étre regroupées en quatre grandes familles :

— Activité de détoxification des xénobiotiques : notamment, élimination
des toxiques et médicaments en provenance du systeme digestif, conversion de
I'ammoniac en urée et conjugaison de la bilirubine pour permettre son élimination
rénale.

— Activité de stockage : notamment stockage du glycogene, de vitamines
(A, D, E, K, B12), du fer et du cuivre.

—  Activité de synthése : notamment synthese et distribution de nutriments,
synthese de I'albumine, des facteurs de la coagulation [, III, V, VII IX, XI et de la bile a
partir du cholestérol.

— Activité nutritionnelle : métabolisme des acides aminés, régulation de
I'homéostasie glucidique via la néoglucogenése (formation de glucose a partir de
précurseurs non glucidiques), la glycogénolyse (libération de glucose par le foie) et la
glycogénogenese (synthese de glycogene a partir du glucose), régulation des lipides
via la synthése du cholestérol, des triglycérides et des lipoprotéines.

1.1.2 Régénération et réparation
Le foie possede la capacité de maintenir sa masse fonctionnelle totale non
seulement en condition physiologique mais aussi a la suite d'une résection chirurgicale

partielle ou d'une agression (toxique, médicamenteuse, virale, auto-immune, etc.). Les
hépatocytes ont une durée de vie de 200 a 300 jours (Duncan et al/, 2009) et leur
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mécanisme de renouvellement physiologique reste discuté. Des compartiments
hépatocytaires (périportaux et/ou périveineux) seraient a l'origine de ce
renouvellement du lobule hépatique, essentiellement sous le contrOle du statut
métabolique de I'organisme. Dans un foie sain, apres une hépatectomie des deux tiers
ou une agression modérée, le parenchyme restaure sa masse tissulaire fonctionnelle
en cing a sept jours chez le rongeur (rat et souris) et en huit a quinze jours chez
I'homme (Michalopoulos, 2007). Dans un foie sain cette croissance nécessite dans un
premier temps une hyperplasie et une hypertrophie des hépatocytes, puis dans un
second temps la prolifération des autres types cellulaires du foie.

Au décours d'une pathologique chronique ou de lésions hépatocytaires
massives comme [|'hépatite fulminante, les mécanismes cellulaires et moléculaires
favorisant la régénération restent discutés. Pendant longtemps, le dogme établi a
stipulé que la régénération était directement reliée a la prolifération et a la
différentiation des cellules progénitrices hépatiques bipotentes (Duncan et a/, 2009).
Or les spécialistes du sujet ont depuis remis ce dogme en question (Gilgenkrantz, 2015).
Ce processus régénératif est contrélé par un ensemble de médiateurs chimiques, en
particulier le TNFa et I'IL-6 (Ji et a/, 2016), qui participent a un réseau d'interactions
cellulaires regroupant I'ensemble des types cellulaires du foie ainsi que le reste de
I'organisme. Les hépatopathies chroniques étant caractérisées par I'action conjointe de
processus inflammatoires, fibrotiques et par la diminution des capacités de
régénération tissulaire, I'étude des mécanismes pro-régénératifs apparait essentielle a
la compréhension de la physiopathologie hépatique et au traitement des maladies du
foie.

1.2 Epidémiologie et facteurs de risque du CHC

1.2.1 Prévalence & Mortalité

Le carcinome hépatocellulaire est le principal cancer primitif du foie et le sixieme
cancer le plus frequent dans le monde avec un total de 841 080 cas nouvellement
déclarés en 2018 (Figure 8). Sa prévalence est particulierement élevée en Afrique de
I'Ouest et dans le sud-est asiatique (Figure 7). La prise en charge thérapeutique difficile
et souvent tardive de ce cancer en fait le second cancer le plus mortel avec 781 631
déces (Figure 8), derriere le cancer du poumon comptabilisant 1,6 million de morts par
an.

Le CHC représente entre 85 et 90% des tumeurs primitives du foie. Il se
caractérise par une incidence mondiale en augmentation constante et une
surreprésentation masculine : le ratio homme/femme s'échelonne entre 1 dans les pays
a faible prévalence et 4 dans ceux a forte prévalence. En France, il est de 4,8 malgré
une prévalence relativement peu élevée (Nordenstedt et a/, 2010). L'incidence et la
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mortalité annuelle du CHC sont trés proches, caractéristique commune aux cancers les
plus agressifs et de mauvais pronostic : la survie globale médiane des patients est
courte, de 11 mois. Les taux de survie a 3 et 5 ans sont de 19% et 8%, respectivement
(Figure 9).
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Figure 7 - Incidence globale du CHC chez les individus méles. (Globocan, 2079)

Number of new cases in 2018, both sexes, all ages

Lung
2093 876 (12.3%)

Breast
Other cancers 2088 849 (12.3%)

6711 890 (39.4%)

Cervix uteri Colorectum

560 847 (3.3%) 1849 518 (10.9%)
Oesophagus Prostate
572 034 (3.4%) 1276 106 (7.5%)

Liver Stomach
841 080 (4.9%) 1033701 (6.1%)

Total: 17 036 901 cases

Number of deaths in 2018, both sexes, all ages

Lung
1761 007 (18.6%)

Other cancers
3 357 262 (35.4%)
Colorectum
880 792 (9.3%)
Prostate Stomach
358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Pancreas Liver
432 242 (4.6%) 781 631 (8.2%)

Oesophagus Breast
508 585 (5.4%) 626 679 (6.6%)

Total: 9 489 872 deaths

Figure 8 - Prévalence et mortalité des cancers. (Globocan, 20179)
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Figure 9 - Courbe de survie des patients atteints de CHC.
1.2.2 Causes

Le carcinome hépatocellulaire se développe dans 75 a 80% des cas sur un foie
cirrhotique. Il apparait plus rarement au décours d'une hépatopathie chronique non
cirrhotique et exceptionnellement (<5%) sur un foie sain. C'est pourquoi les causes du
CHC recoupent celles de la cirrhose avec principalement la consommation éthylique
chronique, le syndrome métabolique et les hépatite virales B et C (Bralet et a/, 2000).
D’autres causes moins fréquentes sont aussi décrites : des causes génétiques comme
le déficit en a-1 antitrypsine, les maladies de surcharge en fer, en cuivre ou en
glycogene et des causes auto-immunes comme les hépatites auto-immunes de type 1
et 2.

Hépatites virales

Il existe 5 virus hépatotropes a l'origines des hépatites A, B, C, D et E. Chez les
patients non-immunodéprimés, seules les hépatites B et C sont a risque de se
chroniciser et de provoquer la formation d'un CHC. Ces deux hépatites se transmettent
par voie sanguine : materno-foetale, lors de rapports sexuels a risque, de transfusions
ou d'un accident d'exposition au sang. La répartition géographique du VHB et du VHC
est tres différente. Schématiquement, I'hépatite C est davantage présente dans les pays
occidentaux alors que I'hépatite B est surreprésenté dans les autres pays. Des
traitements sont disponibles pour ces deux infections.

Au cours de I'hépatite chronique, ce n'est pas l'infection en tant que telle qui est
responsable de la destruction des hépatocytes. L'hépatolyse est principalement
provoquée par le systeme immunitaire qui tente d'éliminer I'infection en détruisant les
hépatocytes infectés. 1l agit via I'activation de lymphocytes T cytotoxiques (CD-8) et
d'autres médiateurs de I'immunité innée et adaptative. Il provoque ainsi I'inflammation
puis a terme la fibrose de I'organe.
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Hépatites toxiques

Le foie possede un role majeur dans I'élimination des xénobiotiques et des
produits toxiques ingérés. Placé entre la circulation veineuse entérique et la circulation
sanguine systémique, il est confronté a une tres grande variété de produits
potentiellement toxiques a métaboliser, en provenance du tube digestif: alcool,
médicaments (paracétamol), toxines (aflatoxine B1), etc. Ceux-ci sont a I'origine d'un
important stress cellulaire et peuvent provoquer inflammation et stress oxydatif élevé
au niveau du parenchyme.

L'alcool est I'une des principales causes de cirrhose dans le monde et pres de
80% des déces liés a I'alcool sont dues a une complication hépatique (Testino et al,
2014). L'éthanol est dégradé par le parenchyme hépatique suivant trois mécanismes
distincts. L'alcool déshydrogénase est la principale enzyme utilisée, elle catalyse la
transformation de I'éthanol en acétaldéhyde (i.e. éthanal). Le systeme microsomial
d'oxydation de l'alcool (MEOS/CYP2E1) et la catalase sont deux voies secondaires
menant aussi a la production d'acétaldéhyde. Faiblement active chez les personnes en
bonne santé, ces deux voies sont activées lors d'épisodes d'alcoolisation massive ou au
décours de maladies hépatiques. L'acétaldéhyde déshydrogénase transforme ensuite
I'acétaldéhyde en acétyl-CoA. Si le mécanisme exact par lequel I'éthanol porte atteinte
au foie n'est pas encore completement élucidé, le réle des especes réactives de
I'oxygéne (ROS) produites au cours du métabolisme de [I'éthanol et plus
particulierement celui de l'acétaldéhyde dans l'altération de I'’ADN a été relevé (Dali-
Youcef et Schlienger, 2012).

L'aflatoxine B1 est une mycotoxine produite par certains champignons, en
particulier Aspergillus flavus. Ce dernier colonise de nombreux aliments végétaux (mais,
cacahuéte, blé, amandes, noix, cacao, etc.) lorsque ceux-ci sont stockés dans une
atmosphere inadaptée, chaude et humide. Aprés ingestion, l'aflatoxine B1 est
transformée en AFB1-ex0-8,9-epoxide par les hépatocytes (El-Serag et Rudolph, 2007).
L'intoxication aigué est a I'origine d'une hépatite pouvant conduire dans les cas les plus
graves au déces du patient. Consommeée de facon répétée, cette toxine a la capacité
de se fixer a 'ADN et de provoquer des mutations génétiques pouvant étre
responsables de cancers. Elle est en particulier associée a une mutation du gene
suppresseur de tumeur TP53, la mutation p53-249(ser) (Stern et a/, 2001).

Surcharge en métaux

L'hémochromatose et la maladie de Wilson sont des maladies génétiques de
surcharge en fer et en cuivre, respectivement. Une absorption intestinale trop élevée
de ces meétaux amene ceux-ci a se concentrer dans différents organes dont le foie,
augmentant son volume et détériorant son fonctionnement. A terme, le patient
développe une fibrose hépatique pouvant s'aggraver en cancer. Le risque de
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développer un CHC est par exemple multiplié par trois chez les patients atteints
d’hémochromatose. (Hellerbrand et a/, 2003).

Surcharge en lipides

La stéatose hépatique est définie par I'accumulation de lipides, en particulier
des triglycérides, dans les hépatocytes. Normalement présent a |'état de traces, les
lipides peuvent aller jusqu’a occuper la quasi-totalité du volume cellulaire. Deux
formes cytologiques de stéatose sont décrites, une forme micro- et une forme
macro-vésiculaire, correspondant a différentes étiologies. Dans le cas de la stéatose
micro-vésiculaire il s'agit principalement de la stéatose aigué gravidique et du
syndrome de Reye. Dans le cas macro-vésiculaire il s'agit de I'obésité, du diabete
et de l'alcool. Les deux causes majeures de stéatose restent la consommation
d’'alcool et l'insulino-résistance (Chao-Hung et a/, 2010 ; Donadon et a/, 2009).
Dans ce dernier cas, elle a été nommée NAFLD « maladie non alcoolique du foie
gras ». Elle peut régresser spontanément en cas de disparition du facteur
déclenchant.

La NAFLD est aujourd’hui considérée comme la manifestation hépatique du
syndrome métabolique. Ce syndrome consiste en une association de symptomes
lié a un trouble du métabolisme, en particulier celui des lipides, et corrélé a un
risque accru de pathologies cardio-vasculaires. La NAFLD regroupe un large
éventail d'atteintes histologiques allant de la stéatose isolée (simple accumulation
cytoplasmique de lipides dans plus de 5-10% des hépatocytes) a I'apparition de
signes inflammatoires et de souffrance hépatocytaire (hépatite) avec ou sans
fibrose, stade appelé « stéatohépatite non alcoolique » (NASH) (Brunt et a/, 1999).
Associée au mode de vie sédentaire, la NAFLD touche aujourd’hui entre 20% et
30% de la population avec une forte disparité nord-sud et entre populations
urbaines et rurales (Loomba et Sanyal, 2013). L'accumulation d'acides gras libres
en exces et le dysfonctionnement des mitochondries incapables d'assurer leur
dégradation par B-oxydation provoquent entre autres une augmentation de
meétabolites toxiques tels que le diacylglycérol et les céramides menant a
I'accumulation de ROS (Saponaro et a/, 2015).

Le stress oxydatif ainsi que I'augmentation de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, TNFa) contribuent au développement de la fibrose du
parenchyme hépatique (Park et a/, 2010). A ce stade chronique, les deux
syndromes que sont la NASH et la stéatose alcoolique convergent vers un méme
état cirrhotique du foie. Seule une rémission partielle est possible et, sans une prise
en charge thérapeutique, I'histoire naturelle de la maladie peut mener a la
formation du carcinome hépatocellulaire.
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1.3 Meécanismes cellulaires et moléculaires

1.3.1 Meécanismes inflammatoires et
fibrotiques

Inflammation

Le développement du carcinome hépatocellulaire est un processus séquentiel
et pres de 80% des carcinomes hépatocellulaires apparaissent dans un foie cirrhotique
dans les pays développés. Différents facteurs de nature génétique et environnementale
sont a l'origine d'un état inflammatoire chronique mis particulierement en évidence
par I'expression de nombreuses cytokines et chimiokines, parmi lesquels TNFq, IL-1 et
TGFp (Tarhuni et al, 2014 ; Wang et al, 2003 ; Migita et al, 2005). Ceci est associé a des
cycles de destruction, cicatrisation puis remodelage du tissu hépatique avec formation
de nodules de régénération inclus dans une matrice extracellulaire fibrotique
d’'extension et de gravité croissantes. L'accumulation d'altérations génétiques et
épigénétiques au cours de ce processus provoque |'émergence de nodules
dysplasiques de bas grade évoluant vers un statut de haut grade jusqu’a formation de
nodules carcinomateux (Zucman-Rossi et al, 2015).

Du fait de sa situation anatomique, le foie est par ailleurs exposé a de fortes
concentrations de produits provenant du systeme porte tels que les MAMP (microbe-
associated molecular patterns). Sa vulnérabilité est accrue lorsqu'il souffre de stéatose
hépatique non alcoolique (NAFLD), de stéato-hépatite (NASH) ou de cirrhose. Des
niveaux élevés de lipopolysaccharides (LPS), le MAMP majoritaire de I'axe intestin-foie,
sont présents chez les patients atteints de cirrhose en raison d'une augmentation de la
perméabilité de la muqueuse intestinale et de la translocation bactérienne. Les LPS sont
connus pour activer la voie NF-kB, la production de grandes quantités de cytokines
pro-inflammatoires (TNF-a, IL1-f et IL6) et entrainer des lésions hépatiques
inflammatoires et oxydatives. De nombreuses preuves expérimentales indiquent que le
microbiote intestinal et la voie LPS-TLR4 jouent un rdle important dans la
carcinogenese du foie dans un contexte de lésions chroniques du foie, mais ne
s'accordent pas sur la nature exacte du role (initiation ou promotion) joué par les LPS
(Yu et al, 2010; Dapito et al, 2012).

Fibrose hépatique

De nombreuses études ont souligné le rOle central du systeme immunitaire dans
I'instauration et la régression de la fibrose hépatique (Seki et al, 2015 ; Schuppan et al,
2013). Les macrophages sont I'une des cellules les plus étudiées dans ce contexte qu'ils
soient résidents (cellule de Kupffer) ou issus de la différentiation de monocytes
circulants (Ramachandran et a/, 2012). Ils se situent principalement dans les zones de
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tissus cicatriciels, a proximité des myofibroblastes activés (Liu et al, 2010). Une
importante étude a montré que I'élimination des macrophages au cours d'une fibrose
établie permettait de réduire le nombre de myofibroblastes et le degré de fibrose dans
un modele de souris transgénique, alors que leur élimination au cours d'une phase de
réparation du foie endommagé entrainait un échec de la dégradation de la matrice
(Duffield et al, 2005). Ceci démontre Iexistence de sous-populations
fonctionnellement distinctes de macrophages dans le foie et indiquent que ces
macrophages jouent un réle essentiel dans les phases Iésionnelles et de récupération
des cicatrices inflammatoires. Les cellules de Kupffer participent a la réponse initiale
aux lésions par la production de chimiokines pro-inflammatoires comme CCL2 et CCL5
(Tacke et al, 2014) ; leur nombre cependant diminue avec |'évolution de la maladie
chronique du foie; elles sont alors remplacées par des macrophages dérivés des
monocytes (Karlmark et a/, 2009). Le role pro-fibrogéne des macrophages a été révélé
dans d'autres organes que le foie, c'est le cas du coeur (Hayashidani et a/, 2003), des
reins (Lin et al, 2009), de la peau (Lucas et a/, 2010) et des poumons (Gibbons et a/,
2011). Certains mécanismes spécifiques ont été identifiés selon le type d’hépatite :
I'infection virale chronique se caractérise par l'activation précoce des cellules
immunitaires Natural Killer (NK) productrices notamment de cytokines pro-
inflammatoires (IFNy, TNFa) conduisant au recrutement et a l'activation de
lymphocytes T CD4+/CD8+ (Rehermann, 2015 ; Heim et al, 2014).

La matrice extra-cellulaire représente 0,5% du poids du foie en condition
physiologique (Rojkind et al, 1979). Elle est composée principalement de collagénes,
de glycoprotéines, d'élastine, d'acide hyaluronique et de protéoglycanes (Frizell et al,
1995; Kawashima et a/, 1999; Schuppan, 1990). La fibrose hépatique avec production
d'une matrice pathologique survient aprés dégradation de la matrice physiologique.
Les métalloprotéases matricielles (MMP) sont les principaux acteurs de cette
dégradation, leur activité est régulée par les inhibiteurs tissulaires des MMP (TIMP).
Plusieurs populations cellulaires hépatiques ont été identifiées comme ayant la
capacité de produire les MMP et les TIMP : hépatocytes, cellules de Kupffer, cellules
stellaires et myofibroblastes (Arthur et a/, 1989; Knittel et a/, 1999). En particulier,
I'activation et la prolifération des cellules stellaires participent de fagon majeure a la
production d'une fibrose. Cette derniere est principalement liée a I'action du facteur de
croissance plaquettaire PDGF et d'autres médiateurs paracrines produits par les cellules
de Kupffer (Heymann et al, 2009; Wang et al, 2009). Elles participent a la dégradation
du collagene de type IV physiologique en produisant les MMP-2, 9 et 13 (Arthur et al,
1992; Han et a/, 2007; Milani et al, 1994; Vyas et al, 1995) et a son remplacement en
synthétisant en exces le collagene de type I sous l'action du TGFB (Fabregat, 2019). Ces
cellules expriment un grand nombre de chimiokines comme CXCL2, CCL2, CCL5 et
CCL21 participant a linfiltration intra-parenchymateuse de cellules immunitaires
(Sprenger et al, 1999 ; Ohata et al, 1997 ; Bonacchi et a/, 2003). L'état cirrhotique du
foie persistera de nombreuses années avec un risque estimé de développer un CHC de
I'ordre de 5% par an.
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Inflammation non fibrotique

Dans de rares cas, le CHC se développe sur foie sain, non cirrhotique, a
partir d'un adénome hépatocellulaire (AHC). Le principal facteur de risque de cette
pathologie est I'administration prolongée de contraceptifs oraux (Bioulac-Sage et al,
2010). Environs 50% des AHC présentent une caractéristique inflammatoire (Nault et
al, 2013). L'analyse transcriptomique de ces adénomes montre une activation
importante de la voie JAK/STAT sous I'action de I'IL-6 (Rebouissou et al, 2009), résultant
de l'activation et de la translocation nucléaire de STAT3. Ceci favorise |'expression des
genes codant la protéine C-réactive et la protéine amyloide sérique A ainsi que
I'inhibition de I'apoptose, la prolifération et I'invasion cellulaires (Rebe et al, 2013 ; Teng
et al, 2014).

1.3.2 Altérations génétiques et épigénétiques

La formation du CHC repose sur une accumulation d'altérations génétiques
(instabilité chromosomique et mutations) et épigénétiques successives dérégulant de
nombreuses voies de signalisation conduisant les hépatocytes sains vers un état
transformé.

Instabilité chromosomique

Les instabilités chromosomiques (CIN) sont un ensemble d'altérations de '’ADN
se traduisant par des modifications quantitatives et qualitatives du caryotype. Elles sont
le fait d'erreurs d’'agrégation chromosomique au cours de la mitose. Ces modifications
correspondent aux gains, aux pertes ou aux réarrangements de fragments de
chromosomes voir de chromosomes entiers, a |'origine de I'aneuploidie fréquemment
observée dans le CHC. Elles coincident avec de nombreuses modifications comme les
translocations réciproques et conduisent a des inversions, des amplifications géniques,
de la chromothripsie (éclatement de quelques segments chromosomiques et
réassemblage aléatoire des fragments générés), des pertes d'hétérozygotie (LOH) la
formation de genes de fusion ou encore une instabilité microsatellite. Les CIN peuvent
étre associées a d'autres facteurs pro-oncogéniques. Les travaux de Pineau et al.
montrent une instabilité chromosomique plus élevée chez les patients exposés a
I'aflatoxine B1. Cet écart est particulierement important dans les tumeurs présentant
une mutation de TP53 (Pineau et a/, 2008). Les CIN sont des modifications tres
fréquentes qui participent a la tumorigenese, la progression tumorale, la dissémination
métastatique et au développement des résistances médicamenteuses (Bastians, 2015).

Dans le CHC, un gain sur le bras 1q est par exemple décrit dans 58% a 86% des
cas (Jia et al, 2011) et la perte complete du bras 13q est observée dans 30% des cas
(Laurent-Puig et al, 2001). Plus globalement, certains remaniements de bras
chromosomiques sont régulierement associés au CHC avec des gains récurrents sur les
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chromosomes 1q, 5p, 6p, 79, 8q, 17q et 20q et des pertes sur 1p, 4q, 69, 8p, 9p, 13q,
14q,16p-qg, 17p, 21p-q et 22q (Kan et a/, 2013 ; Nishida et a/, 2013 ; Roessler et al,
2012 ; Wang et al, 2013 ; Homayounfar et al, 2013 ; Fernandez-Banet et a/, 2014). Ces
réegions chromosomiques contiennent de trées nombreux oncogenes et genes
suppresseurs de tumeurs tels que la cycline A2 (CCNAZ2) (4q), le récepteur du mannose-
6-phosphate (IGFRII/M6PR) (6q), I'oncogene cellulaire myélocytose (c-MYC) (8q),
I'inhibiteur de CDK p16 Ink4A (9p), I'homologue phosphatase et tensine (PTEN) (10q),
la cycline D1 (CCND1) (11q), le gene du rétinoblastome 1 (RB1) (13q), la protéine AXIN1
(16p), la E-cadhérine (CDH1) (16q), le gene SOCS (suppressor of cytokine signalling)
(16p) ou encore le gene suppresseur de tumeur TP53 (17p).

La perte d'un des deux alleles d'un méme geéne (LOH) est également tres
fréquemment décrite dans les CHC. Par exemple, une LOH sur le bras 4q est fortement
corrélée a l'augmentation du taux d'AFP (Xia, 2009), une dédifférenciation plus
importante et une étiologie VHB (Moinzadeh et a/, 2005). Une LOH sur le bras 8p est
associée a la présence de nodules de haut grade de malignité (Tornillo et a/, 2002).
Selon les travaux de Marchio et al, la présence de LOH dans un cancer peut étre
déduite de la présence de mutations par insertion/délétion spécifiques (Marchio et al,
2012).

Les régions microsatellites sont des séquences répétées, entre 5 et 100 fois, d'un
motif d’ADN de 2 a 6 nucléotides, généralement localisées dans des régions non
codantes de I'ADN et hautement polymorphes chez les individus sains. Dans les cancers
présentant une déficience du systeme MMR de réparation des erreurs de réplication
de I’ADN, la forte instabilité microsatellite (MSI) observée dans les séquences codantes
de certains genes a des conséquences fonctionnelles dans la transformation cellulaire
et la progression tumorale. Déja présente dans le tissu hépatique de patients atteints
d'hépatite chronique ou de cirrhose (Kondo, 2000), les MSI ont été mises en évidence
dans le CHC des 1999 (Salvucci et al/, 1999). Cependant, leur impact sur la
carcinogénese reste encore débattu dans la littérature (Goumard et a/, 2017 ; Togni et
al, 2009).

Mutations

Un grand nombre de mutations génétiques ont été mises en évidence dans les
CHCs, ce qui modifie I'activité de plusieurs voies de signalisation (Figure 10). Celles-ci
peuvent provoquer des gains ou des pertes de fonction des protéines, modifier leur
stabilité ou encore empécher leur traduction. Des mutations localisées dans des
séquences réegulatrices ou des promoteurs peuvent aussi influencer le niveau
d'expression des protéines.

La protéine humaine hTERT (transcriptase inverse de la télomérase) joue un réle
majeur dans I'immortalisation des cellules tumorales. Elle limite le raccourcissement
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des télomeres a I'origine du phénomene de sénescence. Le gene hTERT est muté dans
90% des tumeurs humaines tout organes et étiologies confondus, il participe ainsi a
I'immortalisation des cellules tumorales (Bell et a/, 2015). Une mutation récurrente du
promoteur du gene hTERT a été retrouvée dans 60% des CHCs analysés (Nault et al,
2013). L'expression de la protéine hTERT a par ailleurs été fortement corrélée a
I'incidence et a la progression du CHC (Zhou et al, 2015).

Le gene suppresseur de tumeur TP53 code la protéine p53, I'un des principaux
régulateurs du cycle cellulaire et de I'apoptose (Prives et Manfredi, 1993). Une mutation
inactivatrice du gene TP53 est tres fréquente dans les CHCs. Elle a été décrite des 1991
(Hollstein et a/, 1991) et est retrouvée dans environ 30% des CHCs (Giaccia et Kastan,
1998). Les mutations du gene TP53 présentent une variabilité géographique en lien
avec les différentes étiologies de la maladie (Lerardi et a/, 2010). Enfin, deux méta-
analyses ont permis de conclure comme nous pouvions s'y attendre que les mutations
de TP53 étaient associées a un mauvais pronostic en termes de survie globale et de
survie sans aggravation (Liu et a/, 2012 ; Zhan et al, 2013). L'inactivation de p53 leve
I'inhibition du cycle cellulaire, favorise la prolifération cellulaire et la croissance
tumorale.

D’autres mutations sont fréquemment détectées dans les CHCs comme celles
du gene RB (Azechi et al, 2001), des genes AXINT et AXIN2 (Ishizaki et a/, 2004) ou
encore celles du gene CTNNB1 codant la B-caténine et conduisant a son activation
constitutive (Monga, 2015).
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Figure 10 - Principales mutations présentes dans les CHCs et fréquences d'apparition.

Un polymorphisme d'un seul nucléotide (SNP) correspond a une variation
génetique d'une seule paire de bases entre individus. Cette variation doit apparaitre
dans une proportion supérieure a 1% de la population et étre toujours située a une
méme localisation au sein du génome pour étre caractérisée comme SNP. Tres
fréquents, ils concernent en moyenne une paire de base sur mille (Figure 11). Plusieurs
SNP sont associés aux CHC comme celui de HMGB1 (Wang et a/, 2016). Rebbani et al.
rapportent que le polymorphisme R72P de TP53 modifie la méthylation de I'’ADN dans
le CHC (Rebbani et a/, 2015). D'autres SNP montrent des résultats contradictoires
suivant les études comme par exemple KIF1B (kinesin family member 1B) impliqué dans
le transporteur intracellulaire. Certaines études associent un SNP de KIF1B a un risque
accru de CHC au décours d'une infection par VHB (Zhang et a/, 2010), d'autres le
décrivent en association avec une consommation éthylique importante (Chen et al,
2016) et d'autres encore réfutent I'ensemble de ces résultats (Qu et a/, 2015). De fait,
si de trés nombreux SNP ont été identifiés (Nahon et Zucman-Rossi, 2012), la petite
taille des cohortes étudiées rend difficile I'obtention de résultats fiables et
reproductibles et il ne sera pas possible d'approfondir cet axe de recherche sans études
regroupant un nombre plus élevé de patients.
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Figure 17 - Principaux SNP associés aux CHCs.

Altérations épigénétiques

Plusieurs mécanismes de régulation épigénétique sont altérés au cours de la
carcinogenese hépatique. Cela concerne notamment les micro-ARNs, la méthylation
de 'ADN et les modifications des histones.

Les microARN, communément appelés miRNA, sont des petites séquences
d’ARN non codantes faisant en moyenne 23 nucléotides capables de réguler
négativement I'expression de nombreux genes cibles (Bartel, 2009). Leur importance
dans la physiopathologie humaine notamment dans les cancers a été tres largement
rapportée (Kusenda et al, 2006). Dans le cas du CHC, des miRNAs comme mir-122
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(Jopling et al, 2005), let7 (Lan et a/, 2010), mir-101 (Su et a/, 2009) ou mir-221/222
(Dai et al, 2010) présentent des profils d'expression altérés, certains étant régulés
positivement, d'autres négativement en fonction de leur activité pro ou anti-oncogene.
Ils sont considérés comme étant des cibles thérapeutiques prometteuses bien que le
développement clinique de tels traitements soit encore a venir.

La méthylation de I'ADN consiste en I'ajout d'un groupement méthyl sur des
flots CpG par I'une des quatre ADN méthyltransférases humaines (DNMTT1, 2, 3A, 3B).
L'hyper-méthylation de I'ADN, I'augmentation du nombre d‘ilots CpG méthylés dans le
tissu pathologique comparé a celles du tissu sain adjacent, est I'une des modifications
épigénétiques les plus fréquentes au cours de la carcinogenése (Nili et a/, 2008). La
méthylation de '’ADN au niveau des promoteurs et a proximité des sites d'initiation de
la transcription est associée a une répression de I'expression génique en modifiant le
recrutement de complexes de transcription et de protéines régulatrices (Kulis et
Esteller, 2010). De fait, elle est particulierement présente dans les CHCs au niveau de
genes suppresseurs de tumeur comme CDKN2, qui code les protéines inhibitrices de
CDK p14 et p16 (Nishida et Goel, 2011), ou encore RB, favorisant ainsi la croissance
tumorale (Roncalli, 2002). L'hyper-méthylation résulte d'une surexpression des
méthyltransférases (Saito, 2001); cette surexpression est associée a un mauvais
pronostic clinique (Saito et a/, 2003).

Les histones peuvent étre soumises a différentes modifications post-
traductionnelles au niveau de leurs extrémités N-terminales comme la méthylation,
I'acétylation et l'ubiquitination (Toh et a/, 2019). Cela affecte la transcription de
nombreux genes incluant les genes suppresseurs de tumeur comme p16 (Bachman et
al, 2003). L'acétylation est la modification la plus étudiée dans le cadre du CHC, elle est
régulée par deux groupes d'enzymes qui interviennent dans le remodelage de la
chromatine : les histones acétyltransférases (HAT) qui ajoutent un groupement acétyle
aux résidus lysine et les histones désacétylases (HDAC) qui catalysent la réaction
inverse. La présence de ce groupement induit une perte d'affinité entre I'histone et
I’ADN provoquant une hausse de la transcription des genes situés a cet endroit (Ropero
et Esteller, 2007). La dérégulation de l'acétylation des histones dans le CHC a été
rapportée dans plusieurs études, la surexpression de HDAC3 a par exemple été
proposée comme biomarqueur dans les CHCs associés au VHB (Wu et a/, 2010). La
surexpression de HDAC1 et HDAC2 a aussi été corrélée a une hausse de la mortalité
dans une cohorte de patients atteints de CHC (Ler et a/, 2015).

1.3.3 Dérégulation des voies de signalisation
Plusieurs voies de signalisation sont altérées au cours de la carcinogénese
hépatique et chaque tumeur est le produit d'une combinaison unique de mutations

survenant dans I'ensemble du génome, codant et non codant (Zucman-Rossi et a/,
2015). Entre 35 a 80 mutations sont retrouvées dans les régions codantes du génome
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tumoral et concernent a la fois des genes « inducteurs », qui ont une action directe
dans la carcinogénese hépatique mais aussi des genes « passagers » qui ne possedent
pas de role identifié dans la carcinogénese et sont la conséquence d'une mutagénese
aléatoire (McDermott et al, 2011 ; Stratton et al, 2009). En particulier, ces altérations
génétiques inductrices se concentrent sur un nombre restreint de voies signalétiques.
En particulier les voies MAPKinases, WNT/B-caténine, PI3K/AKT, JAK/STAT et c-Myc.
Nous présentons ces voies et les mécanismes de dérégulation actuellement identifiés,
en particulier au cours du CHC. Nous détaillons en particulier le cas de I'oncogene c-
Myc qui occupe une place centrale dans nos travaux.

Voie MAPKinases

La voie des MAPK (Figure 12), participe a la prolifération cellulaire, la
différentiation, au développement embryonnaire et intervient dans I'apoptose (Zhang
et Liu, 2002). Il s'agit d'une cascade de signalisation débutant par l'activation d'un
récepteur extracellulaire de type récepteur couplé a une protéine G (RCPG) ou de type
tyrosine/kinase. Trois différentes cascades d'activation peuvent alors avoir lieu, toutes
se font par I'activation de protéines MAP3K (RAF, ASK1/TAK1 et MUK) puis de MAP2K
(MEK, MKK 3/6, MKK 4/7) spécifiques et se termine par l'activation d'une MAPK:
Extracellular signal-regulated kinases (ERK), c-Jun N-terminal kinases (JNK) ou p38
mitogen-activated protein kinases (p38). Les MAPK agissent ensuite sur de nombreux
facteurs de transcription tels que NF-kB, CREB, c-JUN, c-Myc, p53, Elk1, Sap1a. Ils
modulent ainsi I'expression de nombreux genes cibles.

L'activation de cette voie dans le CHC est associée a un mauvais pronostic chez
les patients atteints de CHC associé au VHC (Schmitz et al/, 2008). Elle provoque
I'inhibition de lI'apoptose et favorise la prolifération cellulaire (Lavoie et a/, 2015). Elle
pourrait par ailleurs étre impliquée dans le développement de résistance au sorafenib
(un inhibiteur de plusieurs kinases de la voie MAPK) et au 5-Fluorouracile (5-FU)
comme cela a été montré /n vitro dans une lignée cellulaire dérivée de CHC (McCubrey
et al, 2007). Enfin l'inhibition de cette voie par ARN interférents anti-MAP2K stoppe la
croissance de lignées tumorales dérivées de CHC /n vitro (Gailhouste et a/, 2009).
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Figure 12 - Voie des MAPK (mitogen activated protein kinases).

Voie WNT/B-caténine

La voie WNT/B-caténine (Figure 13) participe a la morphogénese, la zonation
hépatique, I'homéostasie, la prolifération, la différentiation et la motilité cellulaires ainsi
qu'a I'apoptose (Nelson, 2004 ; Clever et al, 2012 ; Decaens et al, 2008). A I'état basal,
la B-caténine est localisée majoritairement au niveau des jonctions cellulaires et |'exces
de B-caténine produite est constamment dégradé. La voie Wnt/B-caténine n'est active
qu'apres liaison du ligand Wnt avec le récepteur Frizzled avec pour conséquence le
recrutement de la protéine Dishevelled, l'inhibition de la phosphorylation de la B-
caténine par la kinase glycogéne synthase 3B (GSK3), son accumulation dans le cytosol
puis sa translocation au noyau. Dans le cas contraire, la B-caténine phosphorylée est
adressée au protéasome par un complexe comprenant l'axine, la protéine APC
(adenomatous polyposis coli), la protéine phosphatase 2A (PP2A), la kinase GSK3b et
la caséine kinase 1a (CK1a) (Minde et al, 2011).

Cette voie est frequemment dérégulée dans le cancer, en particulier dans le CHC
(20-40%) ou elle est généralement mutée (Yang et al/, 2008 ; Coste et al, 1998 ;
Guichard et a/, 2012), il peut s'agir d'une mutation activatrice du gene la B-caténin,
CTNNBT (Coste et al, 1998) ou d'une mutation inhibitrice de APC (Takigawa et Brown,
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2008). Ces deux mécanismes entrainent I'accumulation et la translocation nucléaire non
contrblée de la B-caténine ou elle interagit avec des facteurs de transcription de la
famille LEF/TCF et stimule la transcription de ses genes cibles (Pez et a/, 2013). Il en
résulte une aggravation de la dédifférenciation tumorale, du potentiel métastatique et
de l'angiogenese via notamment l'expression fonctionnelle des meétalloprotéases
matricielles 2 et 9 et du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF)
(Herencia et al, 2012 ; Qu et al, 2014). La mutation isolée de la B-caténine ne suffit pas
a initier la tumorigenese : un modele murin présentant uniquement une mutation
activatrice de la B-caténine au niveau hépatique développe une hépatomégalie non
tumorale (Cadoret et al/, 2001). La coexpression d'une mutation activatrice de
I'oncogene HRAS et de la B-caténine provoque, elle, la formation de CHCs (Harada et
al, 2004). L'inhibition de APC au niveau hépatique initie aussi I'émergence du cancer
(Colnot et al, 2004) mais les mutations de ce géne restent plus rares et ne concernent
que 1 a 2% des CHC (Guichard et al, 2012).

RCPG :

Frizzled /

B-caténine

Dégradation par
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Transcription
des génes cibles

- -
QR R

Figure 13 - Voie Wnt/B-caténine.

Voie PI3K/AKT
La voie PI3K/AKT/mTOR (Figure 14) joue un role majeur dans la régulation de

I'apoptose, la croissance, le cycle cellulaire ainsi que I'angiogenese (Dreyer et al, 2009).
Cette voie est initiée par |'activation de récepteurs a tyrosine kinase tels que VEGFR,
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EGFR, PDGFR ou encore IGFR apres fixation a leur ligand spécifique. Le récepteur se
dimérise alors, effectue une trans-phosphorylation intracellulaire et recrute le
phosphoinositide-3-kinase (PI3K) composé de deux sous-unités catalytique p110 et
régulatrice p85. Le PI3K est a l'origine de la production de phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate (PIP3) dont le principal répresseur est PTEN qui est a ce titre classé comme
suppresseur de tumeur. Le PIP3 recrute le phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1
(PDK1) qui active AKT par phosphorylation. Enfin AKT inhibe TSC1 et TSC2 (tuberous
sclerosis protein 1 and 2) ce qui leve I'inhibition de Rheb (Ras homolog enriched in
brain) et active la kinase mTOR (mammalian target of rapamycin). Elle agit au sein du
complexe mTORC1 composé de mTOR, Raptor, Deptor, MLST8 et PRAS40. Ses deux
principales cibles sont S6k1 et elF4E, via la levee de l'inhibition de 4E-BPIL Ces deux
protéines sont impliquées dans la régulation de la croissance, du cycle cellulaire et de
I'apoptose.

L'activation de cette voie a été relevée dans plus de 40% des CHC (Sieghart et
al, 2007) mais le taux de mutation de cette voie dans le CHC est relativement faible
autour des 5% (Guichard et a/, 2012) et son activation résulte plus fréquemment de la
fixation constitutive d'un ligand sur I'un des récepteurs activateur de cette voie (Matter
et al, 2014). La suractivation de cette voie est associée a un mauvais pronostic pour les
patients (Zhou et al, 2009). La mutation la plus fréquemment retrouvée dans les CHCs
est celle de RPS6KA3, une serine / thréonine kinase impliquée dans la régulation de
PI3K/RAS (Guichard et a/, 2012). Une mutation inhibitrice de PTEN a aussi été rapportée
chez 1 a 3% des patients présentant CHC (Villanueva et a/, 2008).
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Figure 14 - Voie PI3K/AKT/mTOR.
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Voie JAK/STAT

La voie JAK / STAT (Janus kinases / Signal transducers and activators of
transcription) (Figure 15) estimpliquée dans la transduction d'une multitude de signaux
extracellulaires en réponse a de nombreux facteurs de croissance et cytokines. Son
activation induit des effets biologiques pléiotropes incluant le contréle de la
prolifération et la migration cellulaire, la différentiation, |'apoptose, la réponse
immunitaire. Apres fixation d'un ligand spécifique a son récepteur, celui-ci se dimérise
ce qui induit la phosphorylation des protéines JAK suivie de I'activation des protéines
STAT. lls forment des homo/hétérodimeres via leurs domaines SH2. C'est sous cette
forme que les protéines STAT migrent dans le noyau et induisent la transcription de
genes cibles. Trois familles de protéines inhibitrices de cette voie ont été identifiées :
les protéines inhibitrices de STAT activé (PIAS) a l'origine de la SUMOylation de p-STAT
et de sa dégradation, les protéine phosphatases a domaine SH2 (SHP) déphosphorylant
STAT et les suppresseurs de signalisation de cytokines (SOCS) a l'origine de la
polyubiquitinylation et de la dégradation de STAT. En conditions physiologiques ces 3
mécanismes régulent tres étroitement les signaux prolifératifs et anti-apoptotiques de
Ras et de JAK/STAT. Par conséquent, la dérégulation des inhibiteurs de Ras et JAK/STAT
joue un réle crucial dans le cancer et l'inactivation de RASSF1A et SOCS1 a été
fréequemment trouvée dans diverses tumeurs malignes, y compris le CHC (Nagai et al,
J Hepatol 2001 ; Okochi et a/, Clin Cancer Res 2003).

Les mutations de JAK1 sont rares ; une seule mutation a été retrouvée dans un
panel de 84 CHCs (Xie et al, 2009). Lorsque cette mutation est présente, |'activation de
la voie JAK/STAT est bien corrélée a 'oncogenése (Calvisi et a/, 2006). Cela serait di a
I'inactivation d'inhibiteurs, comme SOCS-1, inactivé par méthylation dans 65% des
CHCs étudiés (Yoshikawa et a/, 2001).
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Figure 15 - Voie JAK/STAT.
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1.3.4 Le facteur de transcription c-Myc
Généralités

MYC est une famille de facteurs de transcriptions comportant 3 génes . c-Myc,
/-Myc et n-Myc dont le nom provient du virus de la myélocytomatose aviaire aussi
appelé «v-Myc » avec lequel ils partagent une forte homologie. Leur role est de
coordonner l'expression transcriptionnelle de milliers d'autres génes. Les proto-
oncogenes MYC coordonnent normalement le cycle cellulaire, la croissance cellulaire,
I'auto-renouvellement, la survie, le métabolisme, la synthese des protéines et la
différenciation. C-Myc est le premier a avoir été décrit, en 1982 (Vennstrom et al, 1982).
Nous présentons plus particulierement cet oncogéne, au cceur de nos travaux
expérimentaux.

Le géne c-Myc se situe chez I'Homme sur le chromosome 8, il est constitué de
2 introns et 3 exons mais seuls les exons 2 et 3 codent la protéine c-Myc. Quatre
promoteurs, numérotés PO a P3, ont été identifiés. PO se situe dans la région 5'UTR, P1
et P2 dans le premier exon et P3 dans le premier intron (Figure 16). 75 a 90% de I'’ARNm
cytoplasmique détecté sont issus du promoteur P2 et 10 a 25% de P1. Les promoteurs
PO et P3 ne contribuent que d'environ 5% seulement (Ryan et Birnie, 1996).

Attenuation
site
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[ only i 1
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A
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Figure 16 - Représentation schématiqgue du gene et de la protéine c-Myc. NL =
localisateur nucléaire BR = région basique, HLH = hélice-boucle-hélice, LZ = glissiere
a leucine (Ryan et Birnie, 1996).

La fixation d’un grand nombre de facteurs de transcriptions au promoteur de c-
Myc a été largement décrite, par exemple NF-kB, STAT3 ou AP-1 (Wierstra et Alves,
2008). C-Myc peut aussi étre inhibé par la fixation de répresseurs transcriptionnels
comme OVOL1 (Takamichi et al, 2017).

Structurellement, la protéine c-Myc est constituée d’'un domaine de liaison a
I'ADN de type hélice-boucle-hélice (HBH) lui permettant de se lier a 'ADN cible ainsi
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que d'une glissiere a leucine (LZ) qui permet la dimérisation avec son partenaire Max
(Myc associated factor X), un autre facteur de transcription HBH (Blackwood et
Eisenman, 1991). La protéine c-Myc est essentielle, sa suppression est létale pour
I'embryon et altere grandement la survie, la croissance et la différenciation des cellules
matures.

Régulation transcriptionnelle

L'expression de c¢-Myc est régulée par un grand nombre de voies de
signalisation. Elle peut étre initiée par des hormones (testostérone, leptine) des facteurs
de croissance (CSF1, PDGF) ou encore des cytokines (IL-6, IFN-y, TGF-B). Ces ligands
sont a l'origine de l'activation de facteurs de transcription venant se fixer sur les
promoteurs de c-Myc et réguler sa transcription. Par exemple, les facteurs HOXB4,
BMAL1 et p53 régulent négativement I'expression de c-Myc alors que les protéines
STAT3 ou CSL sont des régulateurs positifs. Le role des protéines de la famille NF-«B
est plus complexe, en présentant des effets positifs et négatifs sur la transcription de
c-Myc en fonction des sous-unités impliquées. Les dimeres RelB/p52 et RelA/p50
activent le promoteur c-Myc, alors que I'homodimeére p50/p50 l'inactive (Wierstra et
Alves, 2008).

La protéine c-Myc est aussi capable d'agir comme son propre répresseur
transcriptionnel en agissant sur I'élément initiateur (Inr) de son promoteur P2. La
littérature rapporte que la protéine p107 est essentielle a ce mécanisme, sa mutation
provoquant une levée de l'inhibition de c-Myc par lui-méme. Or, p107 est capable de
se lier a c-Myc et a E2F, c'est pourquoi un modele de répression impliquant ces trois
protéines a été proposé. Dans |'ensemble, ce mécanisme d'auto-régulation globale
semble jouer un réle majeur dans le contréle de la prolifération cellulaire et son
dysfonctionnement dans les cellules contribue a leur transformation maligne (Luo et
al, 2004).

L'étude /n vitro de la lignée érythro-leucémique SCL traitée par le DMSO a
montré que I'hyperméthylation induite du gene ¢-My«c provoque I'extinction du gene
(Scarpa et al, 2001). Alors que I'hypométhylation du gene c-Myc dans les carcinomes
hépatocellulaires et gastriques est a I'origine d'une surexpression du gene et participe
a la transformation des cellules (Tsujiuchi et a/, 1999).

Régulation post-transcriptionnelle

La protéine c-Myc est constitutivement active et sa demi-vie est d'environ 30
minutes. Elle est régulée par plusieurs modifications post-traductionnelles agissant sur
sa stabilisation et sa dégradation comme la phosphorylation, la O-GlcNAcylation,
I'acétylation et I'ubiquitinylation.
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C-Myc peut étre phosphorylé sur quatorze sérines et thréonines : Thr58, Ser62,
Ser71, Ser81 a I'extrémité N-terminale, sur les 5 résidus Thr247, Thr248, Ser249, Ser250
et Ser252, et sur les Ser293, Thr343, Ser344, Ser347 et Ser348 a I'extrémité C-terminale.
Parmi ces sites, seul Thr58 et Ser62 et Ser71 présentent une signification fonctionnelle
identifiée. La phosphorylation de c-Myc en Ser62 par la kinase ERK permet une seconde
phosphorylation de c-Myc en Thr58 par la kinase GSK3pB. Cette phosphorylation
provoque le recrutement de l'isomérase peptidyl-prolyl cis/trans (Pin1) qui rend le
résidu Ser62 accessible a la déphosphorylation par la protéine phosphatase 2A (PP2A)
par un changement de conformation (Arnold et Sears, 2008). Cela permet ensuite au
suppresseur de tumeur FBW7 (WD repeat domain-containing 7) de se lier et de recruter
le complexe Skp1-Cullin-1-FBW7. Ce complexe est a I'origine de I'ubiquitination de c-
Myc et de sa dégradation par le protéasome (Meyer et Penn, 2008).

L'oncogene c¢-Myc possede plusieurs cofacteurs transcriptionnels HAT
(CBP/p300, GCN5 et TIP60) permettant de réguler I'acétylation des histones. Il a été
montré que c-Myc lui-méme pouvait étre acétylé par ces enzymes et 6 sites ont été
identifiés : K143, K157, K275, K317, K323 et K371. Le rOle biologique de ces
modifications post-traductionnelles, étant issues d'études /n vitro, reste cependant a
déterminer. C-Myc peut aussi étre la cible de la déacétylase SIRT1. (Farrell et Sears,
2014).

Enfin, c-Myc peut étre O-GlcNacylée sur le résidu Thr58, Cette glycosylation
empéche la phosphorylation et la dégradation de c-Myc (Itkonen et al/, 2013). Nous
reviendrons sur le réle de la O-GlcNAcylation sur I'activité de c-Myc dans une partie
dédiée.

Activité transcriptionnelle

La protéine c-Myc régule I'expression de genes par I'activation ou l'inhibition
directe de la transcription des genes, I'amplification transcriptionnelle, I'induction de
régulateurs chromatiniens et de micro-ARNs et la régulation globale de la biogenese
de I'ARN et des protéines.

L'association hétérodimérique de c-Myc et de Max est capable d'activer divers
groupes de genes en fixant une séquence spécifique d’ADN, E-Box, possédant la
sequence CANNTG (Blackwell et a/, 1990). C-Myc peut agir comme activateur ou
répresseur de la transcription.

Son activité activatrice est principalement liée au recrutement de protéines
histones acétyltransférases (HAT), comme CBP (CREB-binding protein), a l'origine d'une
modification de la structure de la chromatine. Pour interagir avec certaines HAT,
comme TIP60 (Tat Interacting Protein 60 kDa) ou GCN5 (General Control
Nonderepressible 5), c-Myc requiert la présence de la protéine d'échafaudage TRRAP
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(Transformation/transcription domain-associated protein). Il peut aussi recruter
d'autres facteurs comme P-TEFb (facteur positif d'élongation de la transcription) qui
phosphoryle le domaine carboxy-terminal de 'ARN polymeérase II. D'autres cofacteurs
régulateurs ont été identifiés, sans que leurs mécanismes d'activation n'aient été
identifiés comme Bin1, p107, et la nucleophosmine (Hann, 2020).

L'activité répressive de c-Myc peut se déployer via son interaction directe avec
la région promotrice de genes cibles ou par son interaction avec d'autres facteurs de
transcription. C'est par exemple le cas de HDAC3 avec lequel c-Myc interagit pour
réprimer des cibles spécifiques. (Chi Van Dang, 2010)

Roles biologiques de c-Myc
Prolifération et croissance

C-Myc est étroitement lié a la prolifération cellulaire. La progression de la phase
GO0/G1 a la phase S est contrdlée par I'activité des complexes cycline D/CDK4 et cycline
E/CDK2. Or c-Myc initie, entre autres, I'expression de la cycline D2 et de la kinase CDK4,
et permet aux complexes cycline D2/CDK4 de séquestrer I'inhibiteur de CDK p27. C-
Myc induit I'expression du complexe SCF (Skp-Cullin-F-box containing), qui participe a
la dégradation de p27. La levée de I'inhibition du complexe cycline E/CDK2 par p27
permet le passage en phase S. De plus, les inhibiteurs du cycle cellulaire p15 et p21
sont inactivés par l'interaction décrite précédemment entre I'hétérodimere c-Myc/Max
et MIZ1 (Bretones et a/, 2015).

c-Myc est aussi capable de réguler I'augmentation des cellules en taille et en
masse en favorisant la biogénése ribosomale. Pour cela c-Myc agit sur le contréle
transcriptionnel de I'ARN ribosomal et sur les composants protéiques des ribosomes
(Riggelen et al, 2010).

Apoptose

En plus de son role dans la prolifération, c-Myc est un important inducteur de
I'apoptose. De nombreux travaux ont décrit cette activité de c-Myc. Par exemple,
I'étude de la lignée cellulaire murine 32D, qui dépend de I'IL-3 pour assurer sa
croissance, montre que la privation en IL-3 provoque la diminution de I'expression de
c-Myc, l'arrét du cycle cellulaire en phase GO/G1 et I'apoptose des cellules. A contrario,
la surexpression de c-Myc dans ces cellules déprivées en IL-3 favorise et accélere
I'apoptose. De méme, |'expression constitutive de c-Myc par des fibroblastes initie leur
apoptose (McMahon, 2014).

L'initiation de [l'apoptose par c-Myc repose sur différentes voies de
signalisation : la voie dépendante de p53, la voie mitochondriale ou encore celle des
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récepteurs de mort cellulaire. La voie dépendante de p53 débute par I'activation de
p14ARF/CDKN2A. Il peut alors bloquer hMdm2, un inhibiteur de p53. P53 provoque
ensuite l'arrét du cycle cellulaire ou l'apoptose (Zindy et al/, 1998). La voie
mitochondriale repose sur la répression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-
XL et l'activation des protéines pro-apoptotiques Bak, Bax et PUMA. Elles induisent la
perméabilisation de la membrane mitochondriale et le relargage du cytochrome C dans
le cytosol, aboutissant a l'activation des caspases. C-Myc peut enfin déclencher
I'apoptose en altérant les voies signalétiques de récepteurs de mort comme DISC, Fas
ou TRAIL (Hoffman et Liebermann, 2008)

Métabolisme

C-Myc participe aussi a I'équilibre métabolique des cellules. Parmi les premieres
cibles identifiées de c-Myc se trouvent la lactate deshydrogénase A et I'ornithine
decarboxylase, deux enzymes impliquées respectivement dans la conversion du
pyruvate en lactate et dans la synthese des polyamines. Depuis il a été montré qu'un
grand nombre de génes impliqués dans le métabolisme énergétique, en particulier la
glycolyse et la glutaminolyse, posseédent un site consensus E-box de haute affinité pour
c-Myc. Cela permet a la cellule d'adapter ses ressources énergétiques a l'accroissement
des besoins au cours de la prolifération. C-Myc augmente I'activité du transporteur de
glucose GLUT1 (Osthus et a/, 2000), de plusieurs enzymes de la glycolyse dont HK2,
PFK, ENO1 et PKM2 (Kim et a/, 2007 ; Kim et al, 2004 ; Osthus et a/, 2000). Par ailleurs,
il a été montré chez le rat que la privation de glucose induit une diminution de la
concentration hépatique de c-Myc (Corcos et al, 1987). Cela pourrait signifier un auto-
entretien de la signalisation c-Myc par la concentration en glucose.

La hausse de la glycolyse provoque la concentration de ROS et d'acide lactique.
Or c-Myc favorise la production des enzymes de la voie des pentoses phosphates,
génératrice de NADPH et permet de limiter le stress oxydatif induit. L'acide lactique est
éliminé par le transporteur MCT1, une autre cible de c-Myc. D'autres travaux montrent
que c-Myc promeut la synthese des lipides, nécessaire a la production de la membrane,
et de nucléotides. Deux éléments clefs de la prolifération cellulaire. (Stine et a/, 2015).

Immunité

La réponse immunitaire adaptative repose sur la prolifération rapide de
lymphocytes B et T en réponse a leur stimulation par un antigene spécifique.
L'activation des récepteurs des cellules B et T (BCR et TCR) provoque I'expression de c-
Myc (Murn et al, 2009 ; Lindsten et a/, 1988). C-Myc enclenche alors la prolifération
lymphocytaire via Pi3K/NF-kB dans le lymphocyte B et pkc/nfat/NF-kB dans le
lymphocyte T (Grumont et a/, 2002 ; Grumont et a/, 2004).

La stimulation des macrophages par le CSF-1 provoque |'expression de c-Myc
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et favorise leur survie, prolifération, et maturation (Hamilton et a/, 1997). La
suppression de c-Myc dans ces cellules bloque I'expression du VEGF, de la MMP9, de
HIF-1a et du TGF-B réduisant I'angiogenése tumorale (Pello et a/, 2012 ; Baudino et al,
2002).

C-Myc et cancers
Tumorigénese

C-Myc est exprimé de facon aberrante dans environs 50% des cancers, en
particulier des CHC (Beroukhim et al, 2010 ; Dang et al, 2012). Son rble dans la
carcinogénese a été identifié pour la premiere fois dans le lymphome de Burkitt ou il
subit une translocation activatrice (Taub et al., 1982). Il a depuis été montré qu'il pouvait
aussi étre amplifié, muté ou simplement surexprimé au cours de la carcinogénese
(Beroukhim et a/, 2010 ; He, 1998 ; Shou et a/, 2000). L'extinction de c-Myc provoque
la régression de plusieurs modeles tumorauy, il est aujourd’hui étudié comme une cible
pharmacologique importante (Gabay et a/, 2014 ; Chanvorachote et a/, 2020).

C-Myc participe a l'invasion métastatique. Il favorise I'activation du complexe
protéique polycombe Bmi-1 et promeut la transition épithelio-mésenchymateuse
(EMT) (Song et al, 2009). Son expression inhibe celle de la E-cadherine au cours de
I'EMT via I'expression de miR-9 qui cible I'ARN messager de la E-Cadherine (Ma et a/,
2010).

Métabolisme

L'action protumorale de c-Myc ne se limite pas a son activité en faveur de la
prolifération cellulaire. Il est aussi impliqué dans les modifications métaboliques des
cellules tumorales, il participe directement a l'initiation de I'effet Warburg (Goetzman
et Prochownik, 2018 ; Hu et a/, 2011).

La glutaminolyse est fortement accrue par la carcinogénese (Deberardinis et a/,
2008). Or, les cellules tumorales dépendent de cet acide aminé pour leur croissance et
leur prolifération, c'est particulierement le cas des tumeurs exprimant c-Myc (Reitzer et
al, 1979 ; Wise et al, 2008 ; Dang, 2010 ; Kaadige et a/, 2010). Plusieurs études
montrent que c-Myc participe a la régulation de la glutaminolyse tumorale (Dang, 2013
; Miller et al, 2012; Goetzman et Prochownik, 2018). Il permet d'augmenter
I'absorption de glutamine en induisant I'expression des transporteurs dédiés : SLC7A1
et SLC5A1 (Gao et al, 2009). La suppression de l'acces a la glutamine (par déprivation
ou par inhibition de la GLS) dans les cellules tumorales hépatique exprimant c-Myc
suffit a provoquer leur apoptose (Klimberg et McClellan, 1996 ; Yuneva et a/,2007 ;
Yuneva et al, 2012).
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Réparation de 'ADN

Au cours de la carcinogénese, la forte production de c-Myc associée a la
prolifération tumorale est a l'origine d'une importante instabilité génétique:
amplification génique, mutagénese insertionnelle ou encore translocations (Taub et a/,
1982 ; Shen-Ong 1982 ; Pear et al, 1988). Or, paradoxalement, la concentration
tumorale en c-Myc est fortement corrélee a la résistance aux chimiothérapies
endommageant I'’ADN, en particulier dans le CHC. L'inhibition de c-Myc par le 0058-F4
rétablit la sensibilité cellulaire aux chimiothérapies (Lin et a/, 2007). Une étude a
montré dans une lignée cellulaire de rhabdomyosarcome que c-Myc protege de
I'apoptose induite par des dommages génétiques radio-induits, et favorise leur
réparation (Gravina et a/, 2016).

Expliquant ce role de c-Mycg, il a été montré que ce facteur de transcription est
capable de fixer les régions promotrices de plusieurs genes impliqués dans la
réparation des cassures de I'ADN double brins: NBS1, Ku70, Rad51, BRCA2, Rad50
(Chiang et al, 2003 ; Li et al, 2003 ; Luoto et a/, 2010). Par ailleurs c-Myc agit sur la
prolifération de concert avec d'autres facteurs de transcription en particulier E2F1, aussi
impliqué dans la formation du complexe MRN (Mre11, Rad50 et Nbs1) de réparation
de I'’ADN (Frame et al, 2006). Une collaboration entre ces deux facteurs de transcription
permettant d'expliquer les effets protecteurs de c-Myc a été proposée (Kumari et al,
2017).

1.4 Classifications moléculaires des CHCs

Les CHCs forment un ensemble tres hétérogene de cancers. Cette hétérogénéité
tumorale est liée a la grande variété des facteurs de risque et des mécanismes sous-
jacents de carcinogenese. A cette variété interindividuelle s'ajoute une variété
intraindividuelle caractérisée par la présence d'altérations génétiques et épigénétiques
différentes retrouvées au sein des nodules d'un méme CHC, d'un unique patient, et
parfois au sein d'un seul nodule (Bruix et a/, 2014). L'évolution clinique des patients est
également variable (Llovet et a/, 1999). Il est devenu important de proposer des criteres
biologiques de stratification des tumeurs a des fins pronostiques et thérapeutiques, le
seul classement par étiologie étant insuffisant. Les mutations « driver » peuvent étre
des caractéristiques de I'origine ethnique ou de I'héritage ancestral (Totoki et a/, 2014).

Un grand nombre de classifications moléculaires ont été proposées décrivant
des sous-groupes de CHC basés sur des criteres épidémiologiques, génétiques,
génomiques, histologiques et cliniques. Nous avons pris le parti dans ce mémoire de
ne présenter que quelques études pionnieres basées sur des données
transcriptomiques.
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1.4.1 Classification 2004 en deux clusters (Lee et al.)

En 2004, Lee et al. ont proposé une méthode de classification des CHCs en deux
groupes sur la base de leur profil d’expression génique (Lee et a/, 2004) (Figure 17).
Apres analyse de 91 tumeurs de CHC par puces a ADN et corrélation des résultats
transcriptomiques avec I'évolution clinique, les auteurs sont parvenus a extraire un
ensemble de genes permettant de stratifier les patients en fonction de la survie : les
patients du cluster A (44% des patients) présentent une survie de 30,3 + 8,02 mois et
les patients du cluster B (56% des patients) une survie de 83,7 + 10,3 mois.

l Cluster A
B Cluster B

Figure 17 - Classification moléculaire en deux clusters. (Lee et al,, 2004).

1.4.2 Classification 2007 en 6 groupes (Boyault et al.)

Cette classification a été construite en trois étapes successives a partir d’analyses
réalisées sur un total de 537 échantillons de CHC (Laurent-Puig et a/, 2001 ; Boyault et
al, 2007 ; Calderaro et al, 2017).

Les auteurs ont proposé de répartir les tumeurs analysées en deux clusters
suivant leur degré de stabilité génétique. Cette classification associe au cluster I a forte
instabilité des mutations de I'AXIN1 et de TP53 ainsi qu'une faible différentiation
tumorale, une forte expression de I'AFP et une étiologie virale (VHB). Le cluster II
faiblement instable sur le plan génétique est associé a des mutations du gene de la -
caténine (CTNNB1), des tumeurs plus volumineuses et non virales avec un meilleur
pronostic des patients. Ce dernier cluster contient I'ensemble des tumeurs exprimant
la lectine REG3A. Les auteurs rapportent également que les mutations de TP53 et de
CTNNB1 sont mutuellement exclusives et permettent, si I'une est présente, de
sélectionner un cluster.

Les clusters I et Il ont été divisés en 3 groupes (Cluster I : G1-G2-G3 ; Cluster II :
G4-G5-G6) comprenant pour Cluster I 9%, 9%, 12% des patients, et pour Cluster II 39%,
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19%, 12% des patients, respectivement. Les CHCs ont été répartis en fonction des
mutations détectées ainsi que des caractéristiques histologiques et cliniques dont
disposaient les auteurs : hausse des marqueurs KRT19 et EpCAM (G1), invasion macro-
vasculaire et expression de phospho-S6 (G3), hausse de la CRP (G4), production biliaire
cholestatique (G5-G6) (Figure 18).
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Figure 18 - Classification moléculaire en six groupes. (Calderaro et al, 2017)

1.4.3 Classification 2004 en deux groupes (Breuhahn
et al.)

Breuhahn et a/ ont proposé de classer les CHCs en deux catégories A et B
(Breuhahn et al, 2004) (Figure 19). Les auteurs proposent également une classification
moléculaire basée sur I'analyse du profil d'expression génique par puces a ADN de 43
échantillons tumoraux et de trois lignées cellulaires. Les auteurs réunissent dans le
groupe A (65% des patients) les CHCs présentant une surexpression des géenes de la
voie de l'interféron (IFN) et dans le groupe B (35% des patients) les CHCs dans lesquels
la voie de I'TFN est régulée négativement. Le groupe B est divisé en deux sous-groupes
B1 et B2, le sous-groupe B1 regroupant les tumeurs dans lesquelles la voie du facteur
de croissance similaire a l'insuline II (IGF-II) est régulée positivement, et le sous-groupe
B2 celles dans lesquelles cette voie est régulée négativement. Aucune analyse de
corrélation de cette classification aux données cliniques (progression/récidive, survie,
efficacité thérapeutique) n'a été réalisée dans cette étude.
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Figure 19 - Classification 2004 en deux groupes. (Breuhan et al,, 2004)

1.4.4 Classification 2010 en trois groupes (Hoshida et
al.)

Cette autre classification, que nous utiliserons par la suite, a proposé de répartir
les CHCs en 3 groupes sur la base d'une méta-analyse de données transcriptomiques
(Hoshida et al, 2010) (Figure 20). Les deux premiers groupes, S1 (30% des patients) et
S2 (25% des patients), sont caractérisés par une forte agressivité tumorale avec une
taille tumorale et une dédifférenciation importantes associées a une activation du
facteur de croissance épidermique 1 (EGF1) et une inactivation de TP53. S1 et S2 sont
apparentés au Cluster I de la classification de Boyault et a/. Le groupe S1 est de plus
associé a une activation de la voie du TGF-B (facteur de croissance transformant beta)
alors que le groupe S2 est associé a une activation du facteur de transcription c-MYC
et de la protéine kinase B (PKB / AKT) ainsi qu'a de fort taux d’AFP. Le groupe S3 (45%
des patients) comprend des tumeurs relativement moins agressives et bien
différenciées avec maintien d'une activité hépatocytaire et activation de la voie B-
caténine. Le groupe S3 est associé au Cluster II de la classification de Boyault et a/. et
contient une nouvelle fois les CHCs exprimant REG3A.
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Figure 20 - Classification 2010 en trois groupes. (Hoshida et a/, 2010), figure
adaptée de Dos Santos, 2019.

Une version révisée de cette classification intégrant les caractéristiques
histologiques de chaque groupe a été rapportée (Tan et al, 2015). Le groupe S1 inclut
les échantillons avec stéatohépatite et infiltrat immunitaire ainsi qu'un marquage
positif de la survivine. Le groupe S2 est associé a une infiltration vasculaire importante,
un profil macro-trabéculaire et un marquage positif au glypican 3 (GPC3). Le groupe
S3 présente une apparence pseudo-parenchymateuse, un profil micro-trabéculaire et
exprime les marqueurs LYVE1 (récepteur 1 de I'hyaluronane endothélial du vaisseau
lymphatique) et glutamine synthétase (GS).

1.5 Prise en charge médicale

1.5.1 Diagnostic & pronostic

Plusieurs modalités d'examen sont disponibles pour assurer le diagnostic et le
suivi des patients avec CHC. Il s'agit de I'imagerie (échographie, scanner, IRM), de
I'examen sanguin et de la biopsie.

L'échographie est I'examen de premiere intention utilisé pour le suivi de patients
cirrhotiques a risque de développer un CHC. Elle permet de mettre en évidence la
formation de nodules intra-parenchymateux et d'évaluer la faisabilité ultérieure d'une
biopsie. En cas d'apparition d'un nodule suspect, le premier examen réalisé est le
scanner injecté thoraco-abdomino-pelvien (scan TAP) aux trois temps de distribution
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du produit de contraste dans I'organisme : artériel, portal et tardif. Le caractéere tumoral
du nodule est mis en évidence par une hyper-vascularisation au temps artériel et un
phénomene de « lavage nodulaire » au temps portal et/ou tardif, c'est-a-dire une
hypodensité dans le nodule suspect comparativement au reste du parenchyme. Cet
examen permet aussi d'évaluer |'extension de la maladie au sein d'autres organes en
particulier des ganglions régionaux. Sauf contre-indication, I'RM est ensuite
systématique et permet de confirmer la prise de contraste et le lavage nodulaire et de
mieux caractériser les lésions.

L'alpha-foetoprotéine (AFP) est le seul marqueur tumoral sérique utilisé en
cancérologie hépatique. Anormal au-dessus de 20 ng/ml, il est un indice diagnostique
du CHC lors qu'il dépasse les 400 ng/ml mais ne peut suffire seul a établir le diagnostic
(Balogh et al, 2016). Il reste négatif dans 30% des CHC et peut étre positif dans d'autres
pathologies malignes ou non malignes digestives, pulmonaires ou testiculaires (Li et
al, 2001). La ponction-biopsie hépatique (PBH) participe au diagnostic en confirmant
la malignité du nodule et au pronostic en permettant la gradation histologique de la
lésion. Effectuée sous contrOle échographique, elle doit contenir des tissus sain et
pathologique. Une biopsie négative n'élimine pas la possibilité d'une tumeur maligne
et nécessite de maintenir la surveillance du nodule incriminé.

Consécutivement a la découverte d'un nodule suspect chez un patient,
I'algorithme de prise en charge diagnostique recommande, lorsque celui-ci mesure
moins d'un centimetre, de maintenir un contrdle échographique tous les trois mois. En
cas de modification de taille ou d'aspect ou si le nodule présente d’emblée un diametre
supérieur a 1 centimetre, un scanner ou une IRM devra étre effectué pour rechercher
une hyper-vascularisation et un phénomene de lavage nodulaire. En son absence, une
autre méthode d'imagerie pourra étre utilisé ou une PBH devra étre effectuée. En cas
de mise en évidence du lavage nodulaire ou si les criteres histologiques sont retenus
sur la biopsie, le diagnostic de CHC doit étre retenu (Figure 21).
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Figure 21 - Algorithme diagnostique du CHC.

Deux scores sont employés dans le suivi de patients cirrhotiques a risque de
développer un CHC : les scores de MELD (modele de maladie hépatique en phase
terminale) et de Child-Pugh.

Le CHC se développe presque toujours aux dépens d'un foie cirrhotique
constitué de nodules de régénération facilement identifiables en histologie. C'est au
sein d'un de ces nodules qu’apparait le carcinome. Encore bien différencié, celui-ci va
croitre et s'entourer d'une capsule fibreuse, jusqu'a sortir du nodule. Il va ensuite se
dédifférencier d'abord de facon modérée puis jusqu'a atteindre un niveau élevé
d'anaplasie (Kojiro et al, 1996). Dans les stades les plus avancés, la tumeur développe
autour d'elle des petits nodules de tissu tumoral dit « nodules satellites » jusqu’'a former
une structure multifocale dans I'ensemble du parenchyme. Dans le cas rare ou le CHC
se développe sur un foie non-cirrhotique, la présence de la capsule fibreuse est
beaucoup moins fréquente, la tumeur a tendance a prendre un aspect spiculé et a
envahir le tissu sain adjacent.

Sur le plan vasculaire, I'invasion micro- et macro-vasculaire est un phénomene

régulierement mis en évidence d'abord sur le versant portal. Cela participe a la
dissémination intra- et extra-hépatique de la maladie.
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Sur le plan architectural, si les cellules cancéreuses ont d'abord tendance a
conserver leur organisation originelle en travées, ; elles perdent rapidement leur
organisation a I'échelle lobulaire. Avec la perte de différenciation, c’est I'ensemble de
la structure hépatique qui finit par disparaitre pour étre remplacée par une autre
architecture, pathologique. La littérature en décrit quatre (Figure 22) : micro-
trabéculaire, pseudo-glandulaire, macro-trabéculaire et compacte (Schlageter et al,
2014).

Figure 22 - Architectures histologiques des CHCs. (A) Micro-trabéculaire (B) Pseudo-
glandulaire (C) Macro-trabéculaire (D) Compact. (Rastogi et al,, 2018)

Plusieurs classifications ont été proposées définissant des grades de tumeur en
fonction de caractéristiques histologiques. Les deux classifications les plus couramment
utilisées sont « OMS » et « Edmonson ».

La classification OMS décrit trois grades aux définitions succinctes :
— OMS 1 : Tumeur bien différenciée
— OMS 2 : Tumeur moyennement différenciée

— OMS 3 : Tumeur peu différenciée
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La classification d’'Edmonson décrit quatre grades (Figure 23) :

— Le grade I correspond a de petites cellules tumorales trabéculaires avec
un cytoplasme abondant et peu d'irrégularités nucléaires. Elles ne sont pas ou peu
différenciables des hépatocytes sains.

— Le grade II présente de volumineux nucléoles, un hyper-chromatisme et
un niveau plus important d'irrégularités nucléaires.

— Le grade III montre une hétérogénéité plus importante de taille et de
forme ainsi que des noyaux anguleux.

— Le grade IV possede une hétérogénéité massive associée a des cellules
géantes anaplasiques.

Figure 23 - Score histo-pronostique d’Edmonson. (A) Grade I (B) Grade II (C) Grade Il
(D) Grade 1V. (Rastogi et al,, 2018)
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1.5.2 Traitements

Chirurgie

A I'heure actuelle, le CHC concerne environ un tiers des patients en attente de
transplantation hépatique. Du fait de la pénurie de greffon et des risques importants
de récidive tumorale apres chirurgie, des criteres d'éligibilité a la transplantation ont
été établies sous l'appellation « criteres de Milan ». Ces derniers autorisent la
transplantation hépatique chez des patients présentant un nodule tumoral unique de
diamétre inférieur a 5 cm ou 2 a 3 lésions de moins de 3 cm, en l'absence d'invasion
thrombotique portale ou hépatique. Cette sélection des patients a permis d'atteindre
aujourd’'hui une survie a 5 ans de 75% apres transplantation (Sapisochin et a/, 2016).
Cependant, de fagon a traiter un plus grand nombre de patients, des criteres plus
souples sont expérimentées dans plusieurs centres et sous différentes dénominations
comme le « critere de San Francisco » ou le « critére jusqu'a sept » (Decaens et al,
2009 ; Mazzaferro et al, 2009). Enfin, 'usage en France du « Score AFP » présente des
résultats prometteurs (Duvoux et al, 2012).

La résection partielle présente I'avantage d'éviter au patient la longue attente
d'un greffon disponible et le risque d'aggravation subséquent, ainsi que les traitements
anti-rejet nécessaire par la suite. Néanmoins, celle-ci ne peut étre proposée que chez
des patients ayant une fonction hépatique suffisamment préservée et sans
hypertension portale. Un minimum de 40% de parenchyme hépatique doit étre
conservé (Vauthey et a/, 2010). La survie a 5 ans peut alors atteindre 72% (Cherqui et
al, 2009).

De nombreux patients ne sont pas éligibles a la transplantation ou a la résection.
Dans ces cas, plusieurs procédures ont été développées pour ralentir la progression et
réduire la taille des nodules tumoraux. Il s'agit d'interventions locorégionales
permettant au patient de devenir éligible aux chirurgies mentionnées précédemment
ou a visée palliative. Ces méthodes incluent |'ablation par radiofréquence (RFA), la
chimio-embolisation trans-artérielle (TACE), la radio-embolisation au Yttrium-90 (Y-
90), I'ablation aux micro-ondes (MWA), les ultrasons focalisés de haute intensité (HIFU)
et I'électroporation irréversible (IRE) (Lurje et a/, 2019).

Thérapie ciblée

Le sorafenib est le seul médicament de premiere ligne ayant obtenu une AMM
dans le traitement du CHC apres avoir fait preuve de son efficacité relative au cours de
I'essai SHARP (Llovet et a/, 2008). Il est aussi employé contre les carcinomes rénaux et
thyroidiens. Il s'agit d'un inhibiteur de kinase réduisant la prolifération cellulaire en
ciblant la proteine RAF. Il possede une fonction anti-VEGF (Wilhelm et a/, 2008). Son
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efficacité thérapeutique reste cependant limitée avec une survie médiane des patients
faiblement augmentée. Celle-ci passe de 7,9 mois dans le groupe contréle a 10,7 mois
dans le groupe traité (Wilhelm et a/, 2008). D'autres médicaments, ont recu un avis
favorable de la HAS en seconde ligne : le regorafenib et le cabozantinib. D'autres
traitements comme le lenvatinib sont en développement et toujours en attente
d’autorisations (Kudo et a/, 2018).

Chimio et radiothérapies

Le CHC est considéré comme étant un cancer chimio-résistant. Les
chimiothérapies classiques ont été largement utilisées sans résultat significatif, seules
certaines sont prescrites a titre palliatif afin d’améliorer le confort des patients. C'est le
cas de la doxorubicine, du 5-FU et du cisplatine administrés seuls ou en combinaison
(Brito et al, 2012). La radiothérapie conventionnelle n‘a pas non plus démontré d'effet
sur la progression de la pathologie et sur la survie des patients. Elle reste employée la
aussi uniqguement a titre palliatif. La radiothérapie stéréotaxique délivre une dose de
rayonnement tres élevée dans une volume restreint de fagon plus précise que la
radiothérapie conventionnelle. Elle semble avoir un effet positif pour les patients non-
résécables (Wahl et a/, 2016) mais reste difficile d'accés du fait du faible nombre
d'hdpitaux équipés.
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La O-GlcNAcylation des protéines :
regulateur de la signalisation cellulaire

2.1 Généralites

2.1.1 Présentation

De nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT) des protéines ont été
décrites dans la littérature (Figure 24): changement de structure (clivage, pont
disulfure, ...), ajout ou retrait d'un groupe fonctionnel (phosphorylation, méthylation,
acétylation, nitrosylation, palmitoylation, farnésylation, hydroxylation, oxydation, ...) ou
d'un polypeptide (sumoylation, ubiquitinylation, ...). Elles peuvent avoir de nombreuses
conséquences et modifier la stabilité des protéines, leur activité, leur localisation, les
interactions entre protéines au sein d'assemblages moléculaires, etc. Des modifications
post-traductionnelles différentes peuvent avoir un effet similaire sur une protéine, alors
gu'une méme modification peut avoir des effets différents, parfois opposés, en
fonction de la protéine cible.

apoptose

stabilité protéique

protéine-protéine

protéine-membrane

trafic protéique

cinétique protéique

activité protéique

export extracellulaire

signalisation

transcription

réparation de I'ADN

cycle cellulaire

réponse immune

chromosomes

.

Figure 24 - Principales modiifications post-traductionnelles des protéines et impacts
biologiques.
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La O-N-acétylglucosaminylation, abrégée en O-GlcNAcylation, est une MPT
consistant en l'ajout d'un résidu unique de N-acétylglucosamine (GIcNAc) sur le
groupement hydroxyle d'acides aminés sérine ou thréonine (Figure 25). Il s'agit d'une
MPT dynamique et réversible agissant comme un senseur métabolique du glucose
c'est-a-dire dont les niveaux dépendent de la disponibilité cellulaire en glucose. Elle
peut affecter des protéines cytosoliques, nucléaires ou mitochondriales comme des
facteurs de transcription, des histones, des phosphatases et kinases, des enzymes
métaboliques, des protéines de signalisation, des nucléoporines, des composants du
cytosquelette, etc. A ce jour plus de 4000 protéines OGIcNAcylées ont été décrites
(Baldini et a/, 2016).

OH
HO Q
HO OH
NH
0~
CHs

Figure 25 - Structure du N-Acetylglucosamine.

Cette MPT a été décrite pour la premiere fois en 1984 par G.W. Hart et C.R.
Torres (Torres et Hart, 1984). Elle a depuis été identifiée dans I'ensemble des 7 regnes
du vivant :

— Archébactérie : Pyrococcus furiosus (Mizanur et a/, 2005)
— Bactérie : Listeria monocytogenes (Schirm et a/, 2004)

— Protozoaire : Giardia intestinalis (Banerjee et a/, 2008)
— Chromiste : Toxoplasma gondii (Perez-Cervera et a/, 2010)
— Fungi : Aspergillus niger (Woosley et a/, 2006)

— Plantes : A. thaliana, N. Tabacum (Olszewski et a/, 2010 ; Schouppe et a/,
2011)

— Animaux : C. Elegans, D. Melanogaster (Lubas et a/, 1997 ;
Kelly et Hart, 1989)

Elle est aussi retrouvée dans plusieurs virus tels que le cytomégalovirus (GIcNAc-
CMV) et le virus simien 40 (SV40) (Medina et a/, 1998).
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Il existe une autre forme de O-GIcNAcylation ayant lieu dans la lumiere du
réticulum endoplasmique. Elle consiste en I'ajout d'un résidu GlcNAc sur le domaine
extracellulaire de protéines possédant un domaine EGF, en particulier les récepteurs
Notch et leurs ligands Delta et Serrate (Matsuura et a/, 2008). Cette MPT est médiée
par une forme spécifique d'enzyme transférase de O-GIcNAc dite eOGT (EGF
domainspecific O-linked N-acetylglucosamine transferase). Elle ne présente aucun
rapport avec I'OGT intracellulaire que nous présenterons plus loin (Sakaidani et a/,
2011). Un lien entre des mutations du gene codant eOGT et le syndrome de Adams-
Oliver, une maladie congénitale caractérisée par des malformations des membres,
cardiovasculaires, cérébrales et des anomalies vasculaires, a été établi en 2014 (Ogawa
et al, 2014). L'eOGT est fortement exprimée dans les cellules endothéliales ou elle
régule le développement et I'intégrité de I'axe vasculaire via la voie de signalisation
Notch. Aujourd'hui, onze protéines extracellulaires modifiées par la eOGT ont été
identifiées (Ogawa et Okajima, 2019).

2.1.2 Sites consensus

Le O-GIcNAc peut étre ajouté sur un tres grand nombre de sérine/thréonine,
mais aucune séquence peptidique consensus n'a été identifiée. Néanmoins, une
séquence de type « P/V P/V V gS/T S/T » est présente dans plus de 50% des sites de
O-GIcNAcylation identifiés (Wang et al, 2010) et les séquences « PX gT X A» et « PV
gS » ont aussi été associées a cette MPT (« g » indique ici le résidu O-GIcNAcylé) (Alfaro
et al, 2012).

2.2 Voie de biosynthese des hexosamines

Le résidu GIcNAc fixé au cours de la O-GIcNAcylation provient d'une
molécule d'uridine diphosphate N-acétylglucosamine, abrégé en UDP-GIcNAc.
La synthese de I'UDP-GIcNAc est effectuée par la voie de biosynthese de
I'hexosamine (HBP) (Figure 26).

Une fois entré dans la cellule par les transporteurs GLUT (GLUT1 et GLUT2
au niveau hépatique), le glucose est immédiatement phosphorylé par une
hexokinase en glucose-6-phosphate (G6P). Trois voies métaboliques sont alors
accessibles : celle du glycogene permettant le stockage des glucides, celle des
pentoses-phosphates menant a la production de NADPH et de ribose-5-P et
celle de la glycolyse. Cette derniere débute par la transformation du G6P en
fructose-6-phosphate (F6P) par I'action d'une isomérase et se poursuit jusqu’a
la formation de pyruvate, nécessaire a la production d’ATP via le cycle de Krebs
ou via la fermentation lactique. Entre 2 et 5% du F6P échappe a cette voie pour
rejoindre celle de I'HBP (Akella et a/, 2019).
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L'amorcage de I'HBP se fait sous l'action de la Glutamine Fructose-6-
phosphate Amido Transférase (GFAT) sur le F6P pour le convertir en
glucosamine-6-phosphate (GIcNH2-6-P). Le GIcNH2-6-P est lui-méme acétylé
en N-acétylglucosamine-6-phosphate (GIcNAc-6-P) par la Glucosamine-6-
phosphate Acétyltransférase a I'aide d'Acétyl-CoA. Le GIcNAc-6-P est ensuite
converti en N-acétylglucosamine-1-phosphate (GIcNAc-1-P) par
I'acétylglucosamine phosphomutase. Enfin le GIcNAc-1-P est transformé par
'UDP-N-acetylhexosamine pyrophosphorylase en Uridine-diphosphate N-
acetylglucosamine (UDP-GIcNACc). Le N-acétylglucosamine issu de I'hydrolyse
d'une protéine par 'OGA peut ré-entrer la voie des hexosamines sous forme
de O-GIcNAc-6-phosphate apres avoir été phosphorylé par la O-GIcNAc-
kinase.

Voie du glycogéne

05€ 6P — Voie des pentoses
ose 6P D —— Glycolyse
GFAT HBP

Acetyl-CoA

OGT

Protéine

Protéine-0O-

Recyclage du GIcNAc

Protéine

Figure 26 - Voie de biosynthese des hexosamines.
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L'enzyme GFAT est le principal régulateur de I'HBP. Directement regulée par
le taux d'UDP-GIcNAc, il se forme une boucle de rétroaction négative permettant
d’en contrdler la concentration cellulaire (Broschat et a/, 2002). Cependant, un
apport en glucosamine permet de passer outre la GFAT et d'augmenter le taux
d'UDP-GIcNACc présent.

2.3 Enzymes régulatrices

2.3.1 OGT
Généralités

Contrairement a d'autres MPT qui font appel a une grande variété d'enzymes,
en particulier pour assurer la phosphorylation/déphosphorylation, L'ajout et le retrait
du O-GIcNAc est effectué par un seul couple d’enzymes O-GIcNAc transférase (OGT)
et O-GIcNAcase (OGA). L'OGT a été identifiée en 1990 par I'équipe de Hart et a/. a partir
de réticulocytes de lapin et de foies de rat (Haltiwanger et a/, 1990, 1992). Sur le plan
structural, I'OGT fixe d'abord I'UDP-GIcNAc puis la protéine cible (Lazarus et a/, 2011 ;
Schimpl et a/, 2012).

Geéne et structure protéique

Le gene codant I'OGT est globalement bien conservé entre especes avec une
homologie de séquence de 80% entre I'Homme et le rat (Hanover et a/, 2003) et de
68% entre 'Homme et C. Elegans (Lubas et a/, 1997). Son activité est essentielle au
développement foetal, I'invalidation de I'homologue murin étant létale chez la souris
des le 4eme jour de développement embryonnaire (Shafi et a/, 2000). Elle est aussi
essentielle au bon fonctionnement de nombreux processus cellulaires, I'invalidation
conditionnelle du géne codant I'OGT dans les thymocytes, les fibroblastes ou les
neurones provoque l'apoptose des lymphocytes T thymiques, I'arrét de croissance des
fibroblastes et des modifications majeures de la signalisation neuronale (O-Donnell et
al, 2004).

Chez les mammiferes, le gene de I'OGT se situe sur le chromosome X au locus
g13.1 (Nolte et Muller, 2002). Cette région proche du centromere est réputée fragile et
est associée a des pathologies du systeme nerveux comme la maladie de Charcot-
Marie-Tooth (Shafi et a/, 2000 ; Haberhausen et a/, 1995 ; Kulshrestha et a/, 2017). Il
contient 23 exons et 21 introns dont la transcription est sous la dépendance de deux
promoteurs alternatifs P1 et P2 (Hanover et a/, 2003). Trois différents transcrits sont
issus du gene résultant en trois isoformes protéiques (Figure 27) :
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— ncOGT, 110 kDa. Forme nucléocytoplasmique, issu du promoteur P1. Elle
est la forme la plus abondante et est retrouvée a des niveaux variables
d’'expression dans tous les types cellulaires.

— mOGT, 103 kDa. Forme mitochondriale, issue du promoteur P1.

— sOGT, 78 kDa. Forme courte, issue du promoteur P2. Elle a aussi une
localisation nucléocytoplasmique et est exprimée de facon ubiquitaire.

TPR CDI_ CDII PPO
ncOGT (| 1 i L &0

moGT @ T 1 L N T0
sOGT e O [ 8 0

Figure 27 - Structure des isoformes de 'OGT. (Yang et Qian, 2017)

La protéine OGT est divisée en 4 domaines : du c6té C-terminal, les
domaines catalytiques I et II (CDI et CDII) et le domaine de fixation des
phosphoinositides (PPO) et, du c6té N-terminal, les domaines de répétition de
tricopeptides (TPRs) auxquels s'ajoute la séquence d'adressage a la
mitochondrie (MTS) dans le cas particulier de la mOGT.

Le mécanisme par lequel I'OGT reconnait ses substrats est encore
largement inconnu. L'hypothese actuelle propose qu’elle interagisse avec ses
cibles a l'aide de ses TPRs. En effet, différentes isoformes d'OGT avec des
longueurs différentes dans les TPRs présentent des spécificités de substrats
différentes. Une autre hypothese propose que I'OGT forme des holoenzymes
dynamiques avec divers partenaires protéiques qui facilitent la reconnaissance
des substrats (Butkinaree et a/, 2010 ; Chikanishi et a/, 2010). Par exemple,
I'interaction entre OGT et p38-MAPK active la O-GIcNAcylation du
neurofilament H (Cheung et Hart, 2008). Un mécanisme de régulation par des
protéines adaptatrices a aussi été proposé (cf. infra).

A l'exception du MTS, seul le nombre de domaines TPRs differe en
fonction des isoformes. Ils sont au nombre de 12, 9 et 3 dans ncOGT, mOGT et
sOGT, respectivement. Codés par les exons 1-4 et 7-13, il s'agit de motifs de 34
acides aminés qui interviennent dans les interactions protéine-protéine et dans
I'assemblage de complexes macromoléculaires. Ces domaines permettent la
multimérisation de I'OGT et sa liaison aux différentes cibles. Leurs délétions ne
diminuent pas l'activité enzymatique de 'OGT mais modifie le profil général de
O-GIcNAcylation des protéines (Iyer et Hart, 2003).
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L'extrémité C-terminale de I'OGT gouverne les fonctions catalytiques de
I'enzyme. Il a été proposé que le CDI fixe I'UDP-GIcNACc et que le CDII soit un motif
assimilé aux lectines par homologie avec d'autres glycosyltransférases (Roos and
Hanover, 2000). Le domaine de liaison aux phosphoinositides permet a I'OGT d'étre
recruté a la membrane par le PIP3 (Issad, 2010).

Modifications post-traductionnelles

Quatre différentes MPT de I'OGT ont été décrites, certaines de leurs fonctions
restent encore débattues. Il s'agit de la phosphorylation, la O-GlcNAcylation, la S-
Nitrosylation et ['ubiquitinylation.

— Phosphorylation : L'OGT est la cible de plusieurs kinases dont les calmodulines II
et IV et la protéine kinase A (PKA) (Song et a/, 2008 ; Olsen et al, 2010). Plusieurs
sites de phosphorylation ont été décrits au niveau des domaines TPRs sur la
thréonine 325 et sur les sérines 3, 4, 10, 11, 15 et 20 (Olsen et a/, 2010) ainsi que
sur la tyrosine 979 (Kreppel et al, 1997). La phosphorylation de I'OGT pourrait
entrainer une hausse de son activité enzymatique (Whelan et a/, 2008). En
particulier, cela a été montré concernant la phosphorylation de la sérine 3/4 par
la GSK3p (Kaasik et al, 2013).

— GIcNAcylation : I'OGT peut elle-méme étre O-GlcNAcylée, deux sites ont été
identifiés chez le rat (Kreppel et a/, 1997). Ce méme phénomeéne d'auto-
GIcNAcylation a été mis en évidence pour I'OGT humaine en 2010 (Lubas et
Hanover, 2000) et une étude sur des cellules d'insecte Sf9 a identifié deux sites
supplémentaires entre les résidus 390 et 406 et les résidus 1037 a 1046 (Tai et a/,
2004). Une autre étude sur des cellules Sf9 a montré que les formes ncOGT et
sOGT étaient glycosylées a 3,3% et 39,7%, respectivement (Rexach et a/, 2010). A
ce jour aucun role n'a pu étre attribué a cette modification de I'OGT.

— S-Nitrosylation : A I'état basal, 'OGT de macrophages murins est S-Nitrosylé, cela
réduit leur activité de 80%. La dénitrosylation peut étre provoquée par une
stimulation aux lipopolysaccharides (LPS) ce qui laisse penser aux auteurs que
I'OGT aurait un role dans la réponse immunitaire (Ryu et Do, 2011).

— Ubiquitinylation : une étude a montré que la surexpression combinée de I'OGT et

de l'ubiquitine provoque l'ubiquitinylation de 'OGT et augmente sa dégradation
par le protéasome (Park et al, 2014).
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Autres mécanismes de régulation

En premier lieu il est intéressant de noter que la concentration en UDP-GIcNAc
a un impact direct sur l'activité de I'OGT. En effet, la constante de Michaelis (Km) de
I'enzyme présente trois valeurs croissantes (6, 35, 217 uM) lorsque la concentration en
UDP-GIcNAc augmente (Kreppel et Hart, 1999) (Figure 28). Cela permet a 'OGT de
conserver une activité dose-dépendante a des niveaux de concentration d’'UDP-GIcNAc
extrémement variables.

Km2 = 35 pM 2
Km3=2174M -

o
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V/[UDP-BIcNAC) (U/mg/uM) (x10-3)
o

Figure 28 - Détermination des constantes de Michaelis-Menten de I'OGT. (Kreppel et
Hart 71999)

Plusieurs études indiquent que l'activité enzymatique de I'OGT dépend de
I'intervention d'autres protéines dites adaptatrices (Figure 29). L'usage de ces protéines
partenaires permet a I'OGT de présenter une certaine sélectivité (Laarse et al, 2018).
Parmi ces adaptateurs se trouvent : mSin3A (Yang et a/, 2002), OIP-106 et GRIF1 (Iyer
et Hart, 2003), la phosphatase PP1 (Wells et a/, 2004), I'ataxine-10 (Andrali et a/, 2005)
et plus récemment décrit le Mi2p (Zhang et a/, 2016) et UAP1L1 (Lai et a/, 2018).

UDP@  UDP
.

—t

Adapter Specific ubP@  uDp

protein substrate Addition of Complex
binding targetting 0-GlcNAc dissociation

Figure 29 - Mécanisme de spécificité des OGT via la formation de complexes avec des
protéines adaptatrices. (Laarse et al,, 2018)
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Inhibiteurs d’origine synthétique

Trois catégories d'inhibiteurs de I'OGT ont été décrites : les analogues de I'UDP-
GIcNACc, les molécules inhibitrices bi-substrats et les composés identifiés par criblage
haut débit. Le premier analogue de 'UDP-GIcNAc a eté découvert en 2002 (Konrad et
al, 2002). 1l s'agit d'un analogue de I'uracile, |'alloxane. De nombreux effets secondaires
lui sont associés en particulier I'accumulation de ROS (Marin et al, 2011). Pour y
remédier, de nouveaux analogues ont été développés : L'UDP-S-GIcNAc, I'UDP-C-
GIcNACc, le C-UDP et I'UDM-5S-GIcNAc (Dorfmueller et al, 2010 ; Gloster et a/, 2011).
Le benzyl 2-acetamido-2-deoxy-a-D-galactopyranoside (BAGDP) peut étre ajouté a
cette liste. Il s'agit d'un analogue du N-GalNAc a I'origine d'une inhibition faiblement
speécifique. Une seconde catégorie d'inhibiteurs bi-substrats regroupe les goblines 1 et
2 (Trapannone et al, 2016). Ces molécules ne passent pas la membrane cellulaire, ce
qui limite leur étude hors du domaine de la chimie. En passant en revue un ensemble
de 64 416 composés pharmacologiques, le criblage haut débit a mis en évidence 19
molécules candidates présentant une fonction inhibitrice de I'OGT tel que la protéine
BZX (Gross et al, 2005). Une autre étude a aussi identifié la protéine OSMI-1 (Ortiz-
Meoz et al, 2015).

2.3.2 OGA
Généralités

Le N-Acetyl-B-D glucosaminidase ou O-GlcNAcase, (OGA) est I'enzyme qui
catalyse la réaction inverse de I'OGT : elle hydrolyse le résidu O-GIcNAc fixé sur les
protéines. Découverte en 1994 chez le rat (Dong et Hart, 1994) et purifiée chez
I'Homme en 2001 (Gao et al, 2001), elle correspond aux protéines déja décrites sous
les noms de hexosaminidase C (Braidman et al, 1974) et MGEAS (Heckel et a/, 1998).
Il est aujourd’hui démontré que ces trois noms se rapportent a la méme protéine. Bien
gu'ubiquitaire, I'OGA est particulierement exprimée dans le pancréas, le cerveau et le
thymus (Hart et a/, 2011).

Geéne et structure protéique

Le gene codant I'OGA est bien conservé au sein du regne vivant avec une
homologie de séquence supérieure a 80% au sein du taxon mammifere. Une
homologie de 97,8% est retrouvée entre I'Homme et la souris. Cette homologie reste
présente méme entre especes phylogénétiquement éloignées avec par exemple une
homologie de 43% entre I'Homme et C. Elegans (Gao et a/, 2001). La délétion de
I'homologue murin de I'OGA est généralement |étale /n utero et toujours avant le 2eme
jour post-natal (Yang et a/, 2012 ; Keembiyehetty et a/, 2015).
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Le gene codant I'OGA est situe sur le chromosome 10 au locus 10g24. Ce locus
est impliqué dans certaines prédispositions a des maladies du systeme nerveux en
particulier la maladie d'Alzheimer (Myers, 2000) et au diabete de type 2 chez certaines
populations mexicano-américaines (Lehman et a/, 2005). Le gene OGA possede 16
exons et 15 introns (Comtesse et a/, 2001). Il est traduit en deux isoformes ncOGA et
sOGA par un épissage alternatif au niveau de I'intron 11 provoquant I'apparition d'un
codon STOP précoce (Comtesse et al, 2001) (Figure 30) :

— ncOGA, 130 kDa. Forme largement majoritaire, principalement présente
dans le cytoplasme et dans une moindre mesure dans le noyau.

— sOGA, 75 kDa. Forme peu présente dans le cytoplasme et surtout retrouvée
dans le noyau et a la surface des gouttelettes lipidiques (Keembiyehetty et

al, 2011).

O-GlcNAc hydrolase OGT-binding HAT-like
ncOGA ([ [T f 0
sOGA (T [ ( ( ¢

Figure 30 - Structure des isoformes de I'OGA. (Yang et Qian, 2017)

La protéine OGA est organisée en 3 domaines. Du c6té N-terminal se retrouve
le domaine hydrolase qui a pour réle de détacher le O-GIcNAc. Au centre, un site de
fixation capable de se lier aux 6 premiers domaines TPR de I'OGT et former ce que
Whisenhunt et a/ ont appelé le O-GIcNAczyme, capable d'ajouter et de retirer les
résidus GIcNAc de facon dynamique (Whisenhunt et a/, 2006). Dans la forme longue
(ncOGA), un domaine similaire a une histone acétyltransférase (HAT-like) est décrit du
coté C-terminal (Toleman, 2006). L'activité de ce domaine n'a été démontré qu'/n vitro
(Toleman et al/, 2004). Pour cette raison I'OGA est parfois appelée « O-GIcNAcase et
acétyltransférase nucléo-cytoplasmiques » (NCOAT). Il a été établi par cristallographie
que I'OGA peut se dimériser, ce qui modifierait sa capacité a fixer ses différents
substrats. (Elsen et a/, 2017 ; Li et al, 2017 ; Roth et a/, 2017).

Modification post-traductionnelles

Bien moins étudié que I'OGT, plusieurs MPT de 'OGA ont néanmoins été mises
en évidence. Ici encore le role de ces modifications n'a pas été élucidé a ce jour.

— Phosphorylation : Chez 'Homme comme chez le rat, les sérines 364, 859,

867 et 873 peuvent étre phosphorylées (Olsen et al, 2010). En particulier, la
Ser364 est la cible de la caséine kinase II (Rigbolt et a/, 2011).
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— O-GIcNAcylation : I'OGA peut étre O-GIcNAcylé sur la sérine 405. Cette
derniéere se situant dans le domaine OGT-binding, il a été proposé que cette
modification jouerait un role dans la formation de complexes O-
GIcNAczyme (Khidekel et a/, 2007).

— Acétylation, sumoylation et ubiquitinylation : Un ensemble d’'études du
protéome humain ont retrouvées ce type de modifications de I'OGA
(Wagner et al, 2011 ; Mertins et al, 2013, 2016 ; Kim et a/, 2011 ; Rigbolt et
al, 2011 ; Lumpkin et a/, 2017)

Autres mécanismes de régulation

L'OGA peut étre clivée par la caspase 3 sans que cela ne modifie I'activité
enzymatique des fragments hydrolase et HAT-like (Wells et a/, 2001). Ceci pourrait
indiquer un réle de I'OGA dans l'apoptose et la régulation des protéines pro-
apoptotiques.

Comme pour I'OGT, un certain nombre de protéines partenaires ont été
identifiés tels que des protéines de choc thermique Hsp110 et Hsp70, des
transducteurs de signaux intracellulaires comme la calcineurine, des protéines
intervenant dans l'ubiquitinylation comme la culline ou encore I'amphiphysine qui
intervient dans le positionnement nucléaire et DRP-2 dans la myélinisation axonale
(Wells et al, 2001). Leurs roles n'ont pas été identifiés.

Inhibiteurs de syntheése

Les premiers inhibiteurs pharmacologiques a avoir été utilisés en laboratoire
sont essentiellement le PUGNAc (Dong et Hart, 1994) et la streptozotocine (STZ)
(Toleman et al, 2006). Cependant, le PUGNACc n’est pas spécifique et inhibe aussi bien
les hexosaminidases lysosomales et la STZ est faiblement efficace mais fortement
toxique (Hurtado-Guerrero et al, 2008). Cela a conduit au développement de nouveaux
inhibiteurs de 'OGA. Les dérivés thiazoline du O-GIcNAc comme le ThiametG (Soulié
et al, 2019) et le NButGT (Ferron et al, 2018) sont désormais les plus utilisés en
recherche. Enfin, la famille des O-GIcNAcstatines proposée en 2006 (Dorfmueller et a/,
2006) présente une excellente sélectivité et inhibe 900 000 fois plus I'OGA que les
hexosaminidases lysosomales (Dorfmueller et al, 2010).
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2.4 Interaction phosphorylation/O-GlcNAcylation

2.4.1 Compétition pour les sites et conséquences
sur la transduction du signal

Certains sites ciblés par la O-GIcNAcylation peuvent aussi étre modifiés par la
phosphorylation. Ces deux MPT peuvent avoir lieu sur un méme acide aminé ou sur
des acides aminés voisins a |'origine d'un encombrement allostérique. De ce constat a
été développé le modele du «yin-yang » qui propose que la compétition entre ces
deux types de modifications post-traductionnelles soit un mécanisme de régulation de
I'activité de nombreux acteurs des voies de signalisation (Hart et a/, 1995).

L'oncogéne c-Myc est un exemple particulierement étudié de balance O-
GIcNAcylation/phosphorylation. La balance entre stabilisation et dégradation de la
protéine c-Myc est régulée par ces deux MPT sur des résidus Ser et Thr (Figure 31) : la
Thr58 peut étre phosphorylée ou O-GIcNAcylée et la Ser62 ne peut étre que
phosphorylée. La phosphorylation réversible de Ser62 par la kinase ERK entraine la
phosphorylation irréversible de Thr58 par la GSK3p. Le phosphate en position Ser62
est alors retiré par la phosphatase PP2A, entrainant la poly-ubiquitinylation de c-Myc
et son adressage/dégradation par le protéasome. La O-GIcNAcylation de la Thr58 par
I'OGT empéche sa dégradation ce qui stabilise c-Myc et maintient son activité
transcriptionnelle tant que 'OGA ne libére pas le résidu Thr58. L'activité mitogene et
pro-oncogénique de c-Myc est donc potentialisée par celle de I'OGT. L'inhibition de
I'OGT dans une lignée de cellules de cancer de prostate réduit la O-GIcNAcylation de
c-Myc, provoque une baisse de la concentration en protéines et ralentit la croissance
cellulaire (Itkonen et al, 2013).

D'autres équipes ont étudié l'interaction entre la phosphorylation et la O-
GIcNAcylation et son influence sur un large panel de protéines. Ces études montrent
que l'inhibition d'une des deux MPT favorise I'autre. Par exemple, I'activation dans une
population de neurones des protéines kinases A ou C réduit la O-GIcNAcylation des
protéines du cytosquelette, tandis que I'inhibition de ces deux kinases entraine une
hausse de la O-GIcNAcylation des mémes protéines du cytosquelette (Griffith et
Schmitz, 1999). Une balance similaire a été décrite au sujet de la séquence PEST du
récepteur murin B aux cestrogenes (Cheng et Hart, 2001). La O-GIlcNAcylation de la
protéine p53 sur la Ser149 est associée a une diminution de la phosphorylation de la
Thr155, ce qui stabilise p53 en limitant son ubiquitinylation (Yang et a/, 2006). Enfin,
I'inhibition de la GSK3p provoque une perturbation globale de la O-GIcNAcylation des
protéines (Wang et al, 2007).
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Figure 31 - Balance phosphorylation/O-GIcNAcylation régulant I'expression
fonctionnelle de la protéine c-Myc.

2.4.2 Nouveaux paradigmes

Le postulat précédent a été complété par plusieurs analyses, plus globales, du
profil de O-GIcNAcylation et de phosphorylation des protéines (Trinidad et a/, 2012 ;
Zhong et al, 2015). Elles montrent que la balance dynamique qui lie ces deux MPT joue
un réle crucial dans la régulation de nombreux processus cellulaires parmi lesquels la
transmission synaptique, la division cellulaire et la réparation de I'ADN. L'étude du
synaptosome murin menée par Trinidad et a/ a permis d'identifier 1750 sites de O-
GlcNAcylation et 16500 sites de phosphorylation. Cependant, ces études montrent
aussi que l'interaction entre ces deux MPT est plus complexe que précédemment
publié : Dans I'étude de Trinidad et a/, seuls 135 sites (7%) sont a la fois des cibles de
la O-GlcNAcylation et de la phosphorylation (Trinidad et al/, 2012). Zhong et al.
montrent dans une lignée de fibroblastes immortalisés que sur 5529 sites de
phosphorylation identifiés, 232 étaient régulés positivement et 133 régulés
négativement apres délétion de I'OGT. Ces résultats indiquent que l'interaction entre
O-GlcNAcylation et phosphorylation ne concerne qu’une fraction des sites ciblés par
ces MPT et qu’elle ne se traduit pas toujours par un mécanisme compétitif. Le modeéle
du « Yin-Yang » ne suffit pas a représenter la complexité de ces interactions entre MPT.
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2.5 Roles de la O-GIcNAcylation

La O-GIcNAcylation des protéines est un outil cellulaire majeur agissant en
premier lieu comme senseur métabolique du glucose. Elle participe a la régulation des
protéines en affectant leurs transcriptions, leurs activités, leurs localisations, leurs
interactions et leurs dégradations. Les protéines ciblées sont elles-mémes impliquées
dans différents processus biologiques comme la réponse aux stress, le trafic vésiculaire,
le cycle circadien, le cycle cellulaire, ou encore la régulation épigénétique. Des
altérations de la O-GlcNAcylation ont été retrouvées dans différentes maladies. C'est
par exemple le cas du diabete de type II, de I'obésité, de certaines maladies
neurodégénératives et des cancers.

2.5.1 Senseur métabolique

L'activité de I'OGT est directement dépendante de la concentration cellulaire en
UDP-GIcNAc qui résulte elle-méme de la quantité de glucose entrant dans la voie de
I'HBP. La production d'UDP-GIcNAc est aussi régulée par la disponibilité cellulaire en
glutamine, en ATP et en acétyl-CoA qui peut étre produit par le cycle de I'acide citrique
ou par la B-oxydation des acides-gras. La disponibilité en UDP-GIcNAc est donc liée a
I'environnement nutritionnel cellulaire dans son ensemble. C'est pourquoi I'OGT est
considérée comme un « senseur métabolique cellulaire » dont I'activité est le reflet de
I'état nutritionnel de la cellule.

2.5.2 Régulation des protéines

Transcription

La O-GlcNAcylation agit sur le domaine CTD (carboxy terminal domain) de I'’ARN
Polymérase II (Kelly et a/, 1993). Elle entraine un changement de conformation de
I'enzyme empéchant sa phosphorylation et conduisant a la formation du complexe
d'initiation nécessaire au démarrage de la transcription. Le résidu GIcNAc est ensuite
clivé et I'ARN Polymérase II est phosphorylée sur ce méme domaine CTD permettant
le démarrage de la phase d'élongation (Comer et Hart, 2001).

La O-GIcNAcylation agit aussi sur de nombreux facteurs de transcription. Outre
c-Myc que nous avons précédemment évoqué, d'autres facteurs de transcription sont
O-GlcNAcylés :

— La O-GIcNAcylation de la B-caténine augmente rapidement au cours de la

transition GO/G1 du cycle cellulaire dans des cellules Hela et l'inhibition de I'OGT
bloque cette transition (Stichelen et a/, 2012).
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— La phosphorylation de STATS5 et son activité pro-oncogénique est favorisée par la
O-GlcNAcylation. Dans ce cas, ces deux modifications agissent en synergie (Freund
et al, 2017).

— La O-GIcNAcylation de sites de la cAMP response element binding protein (CREB)
observée dans des adipocytes 3T3-L1 et dans des souris nourries avec un régime a
haute teneur en fer est diminuée, réduisant de 50% la fixation du facteur de
transcription sur le promoteur de la leptine (Liu et a/, 2018).

— La O-GIcNAcylation de NF-kB au niveau de la Thr352 de la sous-unité p65
augmente l'activité transcriptionnelle de NF-kB et est associée a des effets anti-
apoptotiques dans I'adénocarcinome canalaire du pancréas (Ma et a/, 2013). Elle
favorise également la libération de NF-kB de son répresseur IkB ce qui augmente
son activité transcriptionnelle dans des conditions d’'hyperglycémie (Yang et al,
2008).

— La carbohydrate response element binding protein (ChREBP) est un facteur de
transcription régulant plusieurs enzymes de la glycolyse et de la lipogenese au
niveau hépatique. La O-GIcNAcylation de ChREBP inhibe sa dégradation par le
protéasome et est associée a une augmentation de la résistance a l'insuline et de
la stéatose hépatique dans le modéle murin d'obésité db/db (Guinez et a/, 2011).

De nombreux autres facteurs de transcription sont modifiés par O-
GlcNAcylation tels que Sp1 (Zhang et al, 2017), p53 (de Queiroz et a/, 2016), YY1 (Zhu
et al, 2019), EIf-1 (Machacek et a/, 2018), pRb (Wells et a/, 2010), OCT4 (Constable et
al, 2017), etc.

D’autres mécanismes permettent a la O-GIcNAcylation d’avoir un impact sur la
transcription de genes. L'OGT peut modifier les histones H2A, H2B, H3 et H4 de facon
dynamique et en fonction des phases du cycle cellulaire. Cette modification post-
traductionnelle a un important impact sur le remodelage de la chromatine et la
transcription des genes du cycle cellulaire (Sakabe et al/, 2010 ; Fong et a/, 2012 ;
Sakabe and Hart, 2010).

La O-GIcNAcylation affecte les modifications épigénétiques via la régulation des
protéines HDAC, elle agit en synergie avec le répresseur de transcription mSin3A (Yang
et al, 2002). D'autres études montrent que I'OGT interagit directement avec les
enzymes de la famille Ten-Eleven-Translocation (TET) : les TETs dirigent I'OGT vers le
facteur HCF1, un composant du complexe SET1/COMPASS de la méthyltransférase
H3K4 (Deplus et al, 2013) et I'activité des protéines TET phosphorylées est inhibée par
la O-GIcNAcylation (Bauer et a/, 2015).
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Localisation subcellulaire

La O-GIcNAcylation des composants protéiques du complexe de pores
nucléaires (NPC - nuclear pore complex) a été évoquée a la fin des années 1980 (Davis
and Blobel, 1987 ; Hanover et a/, 1987). La moitié des trente types de protéines formant
le NPC sont O-GIcNAcylés (Ruba et Yang, 2016). Cela participe a l'intégrité du pore et
au passage sélectif des molécules. Plusieurs nucléoporines comme NUP62 et NUP98
sont O-GIcNAcylés au niveau de leur domaine phénylalanine-glycine (Starr, 1990), ceci
est nécessaire au passage vers le noyau des complexes cargorécepteurs de transport
nucléaire (RTN) (Labokha et a/, 2012).

La O-GlcNAcylation d'une protéine peut aussi directement influencer sa
localisation subcellulaire. C'est le cas par exemple des protéines PAX6, STAT5 ou
NeuroD1 qui entrent dans le noyau apres avoir été O-GIcNAcylées (Lefebvre et al, 2002
; Nanashima et a/, 2005 ; Andrali et al, 2007 ; Nagaraj et al, 2017). A l'inverse la -
caténine O-GIcNAcylée se concentre dans le compartiment cytoplasmique (Ha et al,
2014). D'autres types de localisation subcellulaire sont régulées par O-GIcNAcylation
comme la localisation synaptique de la synapsine 1 (Skorobogatko et a/, 2013).

Interactions protéine-protéine

De nombreuses interactions protéine-protéine sont régulées par la O-
GIcNAcylation. Selon les cas ces interactions peuvent étre inhibées ou favorisées
(Tarbet et a/, 2017). Nous avons déja évoqué le cas de NF-kB dont la O-GIcNAcylation
lui permet de se libérer de son répresseur IkB (Yang et a/, 2008). Dans des hépatocytes
stimulés par hyperglycémie, le CREB regulated transcription coactivator 2 (CRTC2)
migre vers le noyau une fois O-GIcNAcylé sur les sérines 70 et 171 alors qu'il est
maintenu séquestré dans le cytoplasme par les protéines 14-3-3 dans sa forme
phosphorylée (Dentin et a/, 2008). Seule la forme O-GIcNAcylée de STAT5 est capable
d'interagir avec le co-activateur de transcription CBP, une interaction essentielle a la
transcription des genes cibles de STAT5 (Gewinner et al, 2003). Enfin, La O-
GlcNAcylation et la phosphorylation du suppresseur de tumeur RB, au cours de la
phase G1 du cycle cellulaire, contribuent a la régulation du facteur de transcription E2F-
1 et au controle de I'entrée des cellules en phase S (Wells et a/, 2010).

Dégradation protéolytique

La O-GIcNAcylation régule la dégradation des protéines en modulant leur
ubiquitinylation et le protéasome. L'augmentation des niveaux de O-GIcNAc par I'ajout
de glucosamine ou de PUGNACc renforce l'ubiquitinylation des protéines. Inversement,
lorsque les niveaux de O-GIcNAc sont réduits par la forskoline ou par une privation de
glucose, I'ubiquitinylation diminue (Guinez et a/, 2008). Ce type de régulation globale
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peut aussi cibler certaines protéines spécifiquement. Nous avons déja présenté le cas
de c-Myc, dont la dégradation est limitée par la O-GlcNAcylation de son résidu Thr58.
De méme p53 ne peut étre poly-ubiquitinylée qu'apres avoir été O-GIcNAcylée en
Ser149 (Yang et al, 2006). L'OGT régule l'activité de neurones GABAergiques en
interagissant avec l'ubiquitine ligase HUWE1, cette activité est indispensable a I'activité
des neurones GABAergiques. (Giles et a/, 2019). L'OGT peut aussi agir via le
recrutement d’'une déubiquitinylase comme la BRCA1-associated protein 1 (BAP1) dont
le recrutement est facilité par le complexe OGT-HCF-1 (Ruan et a/, 2012).

La O-GIcNAcylation des protéines est aussi I'une des nombreuses MPT ayant
pour cible le protéasome, ce qui illustre son couplage avec le métabolisme (Zhang et
al, 2003 ; Kors et al, 2019). L'étude du protéasome 26S de Drosophila melanogaster a
montré que les sous-unités régulatrice 19S et catalytique 20S étaient largement O-
GIcNAcylées (Simegi et a/, 2003). La O-GlcNAcylation de I'ATPase Rpt2 du protéasome
19S de mammifere inhibe le fonctionnement du protéasome (Liu et a/, 2014).

2.5.3 Régulation des processus cellulaires

Réponse au stress

L'étude de cellules HelLa et Cos-7 montre que la O-GIcNAcylation des protéines
augmente rapidement dans de nombreuses situations de stress (choc thermique,
éthanol, UV, hypoxie, stress oxydo-réducteur et osmotique) (Zachara et a/, 2004). Dans
ces lignées, la délétion de I'OGT sensibilise les cellules aux stress, tandis que I'inhibition
de I'OGA ou la surexpression de I'OGT augmentent leur résistance.

Depuis cette étude pionniere, de nouvelles publications ont renforcées
I'nypothese selon laquelle les modifications de la O-GIcNAcylation participent a la
transduction des signaux de stress : Lors d'un choc thermique, la protéine facteur de
choc thermique 1 (HSF1) est activée en réaction a la O-GIcNAcylation de GSK3p
(Kazemi et al, 2010). En cas de stress hypoxique, Liu et a/. montrent que l'inflammation
est médiée par une diminution de la O-GlcNAcylation des protéines (Liu et a/, 2014)
et, en cas stress oxydatif, la O-GIcNAcylation des protéines augmentent fortement
(Chen et al, 2018).

Cycle circadien

Plusieurs études montrent que la O-GIlcNAcylation est impliquée dans le
contréle du cycle circadien. Kaasik et a/. montrent que I'OGT et la GSK3p agissent
ensemble de facon cyclique pour rythmer la phosphorylation de certains de leurs
substrats suivant le modele du Yin-Yang. C'est par exemple le cas de la protéine de
I'horloge centrale (PER) qui participe chez 'Homme a la régulation des phases de
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sommeil. Les auteurs montrent que la modulation des niveaux de O-GIcNAcylation de
PER modifie la durée de la période circadienne chez la souris et la drosophile (Kaasik
etal, 2013). La O-GIcNAcylation en position Ser942 de PER, réduit les interactions entre
PER et CLOCK et modifie I'expression de genes circadiens (Li et a/, 2019).

Au niveau hépatique la O-GIcNAcylation de BMAL1 et CLOCK, deux protéines
aussi impliquées dans le rythme circadien, stabilise ces protéines en inhibant leur
ubiquitinylation (Li et a/, 2013). Des souris génétiquement modifiées présentant une
réduction de I'expression hépatique de I'OGT présentent une altération des rythmes
circadiens de I'homéostasie du glucose.

Cycle cellulaire

La O-GIcNAcylation des protéines participe a la régulation du cycle cellulaire. Sa
perturbation affecte la progression du cycle et la division cellulaire (Liu et Li, 2018). Les
auteurs rapportent que OGT et OGA se localisent et s'expriment de maniére
différentielle dans les cellules au fur et a mesure que celles-ci progressent dans les
différentes étapes du cycle cellulaire. Ils montrent que les deux enzymes participent a
la composition du fuseau mitotique et que ce dernier est régulé par le dialogue entre
OGT/OGA et le chromosome passenger complex (CPC). Le méme mécanisme intervient
dans le controle de la méiose. La O-GIcNAcylation régule également la stabilité de
facteurs de transcription impliqués dans le cycle cellulaire comme c-Myc et p53 (cf.
supra).

2.5.4 Implication de la O-GIcNAcylation dans les
pathologies

La dérégulation de la O-GIcNAcylation des protéines est associée a diverses
maladies humaines telles que le cancer, le diabéte et les maladies neuro-dégénératives.
Cependant, les mécanismes moléculaires exacts par lesquels la O-GIcNAcylation
contribue a ces maladies restent largement méconnus.

Diabeéte de type 2

En conditions physiologiques, la O-GlcNAcylation adaptée des protéines
participe a la transduction optimale du signal de I'insuline dans les tissus cibles. Le
diabete de type 2 se caractérise par une résistance a l'insuline, définie comme une
diminution de l'efficacité de I'action de I'insuline sur les cellules cibles. L'augmentation
pathologique de la glycémie active la voie de biosynthése des hexosamines et favorise
la O-GIcNAcylation des protéines par I'OGT. Autrement dit, I'excés de glucose entraine
une élévation aberrante de la O-GIcNAcylation et compromet la signalisation de
I'insuline (Yang et Qian, 2017).

74



Le rOle de la voie de biosynthese des hexosamines (HBP) dans l'insulino-
résistance a été proposé des 1991 lorsqu’il a été montré qu'une diminution de la
sensibilité a I'insuline pouvait étre induite dans des adipocytes en culture primaire par
I'ajout dans le milieu de culture de substrats de I'HBP (Traxinger et Marshall, 1991).
Cette hypothese a été renforcée par McClain et a/ qui montrent qu’une surexpression
de I'OGT dans le muscle et le tissu adipeux provoque /n vivo une hyper-insulinémie et
une hyper-leptinémie sans hyperglycémie ni obésité associées (McClain et al, 2002).
Le role de la O-GlcNAcylation dans le diabéte et I'insulinorésistance reste cependant
controversé : des résultats contradictoires ont été publiés, notamment ceux de
Macauley et a/. Ces derniers montrent qu'une augmentation pharmacologique de la O-
GIcNAcylation des protéines par l'administration d'un inhibiteur sélectif de la O-
GIcNAcase chez des rongeurs ne perturbe pas leur sensibilité a I'insuline ni n'altére
I'homéostasie du glucose. (ling Dai et a/, 2018 ; Macauley et a/, 2010).

De nombreuses protéines impliquées dans la signalisation de I'insuline sont
sensibles a la O-GIcNAcylation (Figure 32). C'est le cas des sous-unités intracellulaires
IRS1 et IRS2 du récepteur de l'insuline, des sous-unités p85 et p110 de la PI-3 Kinase,
de PDK-1 (3-phosphoinositide-dependent kinase-1), de la protéine kinase PKB/AKT, de
GSK3 et du facteur de transcription FoxO1 (Issad et a/, 2010). Au repos, I'OGT est
essentiellement localisée dans les compartiments cytosolique et nucléaire. Sous l'action
de I'insuline, la production membranaire de PIP3 par la PI3K permet de recruter 'OGT
a la membrane plasmique ce qui va favoriser la O-GlcNAcylation d'AKT et de IRS1 qui
interviennent dans la signalisation précoce. Cela va provoquer l'inhibition de la
phosphorylation d’AKT sur la Thr308 et favoriser la phosphorylation d'IRS1 sur plusieurs
sérines.

Plusieurs mécanismes permettant de lier glucotoxicité, insulinorésistance et O-
GlcNAcylation sont proposés : 1) Le traitement a la glucosamine des cellules 3T3-L1
augmente la O-GIcNAcylation de Munc18c, un composant essentiel du complexe
protéique de fusion des vésicules synaptiques. Simultanément, ce traitement inhibe la
translocation de GLUT4 initialement provoquée par l'insuline (Chen et a/, 2002) mais il
n'est pas encore démontré que la O-GIcNAcylation de Munc18c soit directement
responsable du défaut de translocation de GLUT4. 2) La O-GIcNAcylation de CRTC2 sur
des sites nécessaires a sa séquestration dans le cytoplasme est a l'origine d'une
néoglucogenese inadaptée (Dentin et a/, 2008). En présence de glucose, I'OGT
hépatique favorise la néoglucogenese en activant FoxO1 via PGCla (Housley et al,
2008). 3) La O-GIcNAcylation d’AKT sur les Thr305 et Thr312 dissocie le complexe
AKT/PDK1 et atténue le signal de l'insuline (Wang et a/, 2012). 4) Dans les ilots B du
pancréas, la transcription de NeuroD1, PDX-1 et MafA est accrue lorsqu’ils sont O-
GIcNAcylés (Andrali et al, 2007 ; Gao et al, 2003 ; Vanderford et al, 2006).
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Récepteur de
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Figure 32 - Voie de l'insuline et GIcNAcylation.

Maladies neurodégénératives

Plusieurs études ont montrées un lien entre les troubles du métabolisme des
glucides et les maladies neurodégénératives (Daulatzai, 2016) : le diabéte de type 2
augmente de 50 a 100% le risque de développer une maladie neurodégénérative
(Biessels et al, 2006). Comme nous l'avons indiqué plus haut, les genes codant 'OGT
et 'OGA se situent sur des locus associés a la maladie de Charcot-Marie-Tooth
(Kulshrestha et al, 2017) ou a la maladie d'Alzheimer (AD) (Myers, 2000).

Le role de la O-GIcNAcylation dans la pathogenése de la maladie d'Alzheimer
(AD) a été suspecté des lors qu'il a été montré que les protéines Tau et APP peuvent
étre O-GIcNAcylées (Arnold et al, 1996 ; Griffith et Schmitz, 1995). La baisse du taux de
glucose dans les neurones, décrite au cours de I'AD (Hoyer, 2004), est associée a une
diminution du niveau global de O-GlcNAcylation (Liu et a/, 2004), conduisant a une
hyperphosphorylation de la protéine Tau, une caractéristique moléculaire majeure de
I’AD conduisant a son agrégation et a sa neurotoxicité (Morris et a/, 2015 ; Gong et al,
2016). A l'inverse, I'augmentation de la O-GIcNAcylation de Tau par l'inhibition de
I'OGA réduit sa phosphorylation et son agrégation (Yuzwa et a/, 2012). L'inhibition de
I'OGA augmente aussi la O-GIcNAcylation de APP ce qui a pour effet de réduire
I'agrégation de la protéine amyloide toxique B (AB) qui est également impliquée dans
la pathogénie de I'AD (Jacobsen et Iverfeldt, 2011). Enfin, il a été montré que
I"augmentation de la O-GIcNAcylation /n vivo a I'aide d'inhibiteurs de I'OGA réduit
I'hyper-phosphorylation de Tau chez des rats sains (Yuzwa et a/, 2008) et ralentit la
neuro-dégénérescence dans un modele murin de maladie d'AD (Yuzwa et a/, 2012).
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L'influence de la O-GIlcNAcylation est suspectée dans d'autres maladies
neurodégéneératives comme la maladie de Parkinson. Il a ainsi été montré que
I'agrégation de I'a-synucleine était bloquée par la O-GIcNAcylation de sites spécifiques
(Marotta et al, 2015).

O-GlcNAcylation et cancer

Précédemment, nous avons détaillé les effets de la O-GIcNAcylation sur un
ensemble de protéines cibles impliquées dans la carcinogenése comme c-Myc et [3-
caténine. Des modifications globales du taux de O-GlcNAcylation des protéines ont
également été rapportées dans différents cancers.

Plusieurs études portant sur des modifications du fonctionnement cellulaire
provoquées par la O-GIcNAcylation ont décrit une hausse de l'activité de I'enzyme OGA
dans des cancers du sein et de la thyroide (Slawson et a/, 2001 ; Krzeslak, 2010). De
nombreux cancers (sein, poumons, colon, pancréas, prostate, foie) présentent
fréequemment une hausse du taux global de OGIcNAcylation (Barkovskaya et a/, 2017;
Mi et al, 2011 ; Shimizu et Tanaka, 2018 ; Sharma et a/, 2019 ; Iltkonen et a/, 2019 ; Xu
et al, 2017). Ce taux n'est cependant pas nécessairement corrélé a la gravité de la
maladie. Au moins dans le cas de la leucémie lymphoide chronique (LLC), ou le profil
de O-GIcNAcylation est constamment augmenté, une élévation importante du taux de
O-GlcNAcylation est associée a un meilleur pronostic qu'une élévation plus modérée
(Shi et al, 2010). Concernant le CHC, I'étude de Xu et a/. montre une surexpression de
I'enzyme OGT dans 66% des tumeurs associées a une NAFLD et un effet pro-
oncogénique en lien avec le métabolisme lipidique, le stress du RE et |'activation de
voies oncogéniques particulieres comme précédemment décrit.

Un mécanisme a l'origine de I'hyper-O-GlcNAcylation dans les cancers repose
sur |'effet Warburg (Ma et Vosseller, 2013) c'est-a-dire I'augmentation de la part d'ATP
produite par la fermentation lactique par les cellules cancéreuses. Cette modification
métabolique augmente la production totale d’ATP au détriment du rendement afin de
répondre aux besoins croissants des cellules cancéreuses. Celles-ci augmentent
fortement leur consommation de glucose. Cela provoque en parallele une hausse de la
concentration intracellulaire du substrat de I'OGT, 'UDP-GIcNAc, et une augmentation
de l'activité enzymatique de I'OGT. La hausse de l'activité de I'OGA apparait
secondairement assurant un nouvel équilibre avec I'OGT a un niveau plus élevé de O-
GlcNAcylation des protéines. Cette hausse de la O-GlcNAcylation des protéines a un
impact majeur sur un grand nombre de processus pro-tumoraux (Figure 33). Elle
favorise la prolifération et la survie des cellules, améliore la résistance au stress, la
reprogrammation cellulaire et la formation d'un microenvironnement tumoral
favorisant I'angiogenese et la formation de métastases (Ma et Vosseller, 2013).
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Figure 33 - Mécanismes pro-tumoraux favorisés par I'hyper-GIcNAcylation des
protéines. Les protéines indiquées sont disposées suivant leur action dans les grands
processus biologiques altérés dans le cancer. Celles indiguées en rouge ont leur
activité, stabilité et/ou expression accrue par la O-GIcNAcylation. Ces mémes
paramétres sont diminués dans les protéines indiquées en vert. Icéne « G » : O-
GIcNAcylation des protéines indiguées (Ma et Vosseller, 2013)

NF-kB est un facteur de transcription essentiel de la réponse au stress et du
contréle de I'apoptose. Son étude dans la lignée cellulaire pancréatique PDAC a mis en
évidence I'hyper-O-GlcNAcylation de sa sous-unité p65. L'inhibition de cette MPT
atténue la phosphorylation du résidu Ser536 de NF-«kB, sa translocation nucléaire et
son activité transcriptionnelle. A l'inverse, augmenter le niveau d'O-GIcNAcylation de
NF-kB par un moyen pharmacologique accroit son activité anti-apoptotique
notamment via Bcl-xL (Ma et a/, 2013). L'inhibition de la O-GlcNAcylation diminue
I'expression de la cycline D1 et de FoxM1. Cette derniere est a l'origine d'une
augmentation de l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire p27 (Caldwell et al,
2010 ; Ma et al, 2013). La O-GIlcNAcylation globale des protéines conduit donc a des
effets anti-apoptotiques et pro-prolifératifs. Les protéines de choc thermique (HSP)
forment une famille de protéines participant a la réponse au stress cellulaire. Leur
expression est sous le contrdle transcriptionnel du facteur de choc thermique HSF1.
L'hyper-O-GlcNAcylation globale des protéines est associée a une hausse de
I'expression de HSF1, HSP70 et HSP90 (Singleton et Wischmeyer, 2008 ; Gong et Jing,
2011). De méme, l'activité transcriptionnelle de FoxO4, un important médiateur de la
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réponse au stress oxydatif, est augmentée par la O-GIcNAcylation spécifique du résidu
Ser193 (Ho et al 2010). Ces travaux illustrent le rble protecteur de I'hyper-O-
GlcNAcylation dans la survie des cellules tumorales. L'hyper-O-GlcNAcylation est
associée a la diminution de [l'activité de la pyruvate kinase (PK) et de la
phosphofructokinase 1 (PFK1) (Yi et al, 2012). Il a été proposé que ces processus
servent a rediriger le glucose vers des voies de synthese anabolique et vers la voie des
pentoses phosphates, respectivement. Ceci dans le but de soutenir la croissance
tumorale et la production de NADPH, effecteur majeur de I'élimination des ROS (Ma et
Vosseller, 2013).

Comme mentionné précédemment, les quatre facteurs de transcription c-Myc,
Oct4, Sox2 et KLF4 identifiés par |'équipe de Yamanaka participent a la
reprogrammation de cellules somatiques différenciées en cellules pluripotentes
induites iPSC (Takahashi et Yamanaka, 2006). Trois de ces facteurs de pluripotence (c-
Myc, Oct4 et Sox2) peuvent étre O-GIcNAcylés. Il a été montré que la O-GIcNAcylation
de Oct4 favorisait I'auto-renouvellement et la pluripotence en condition tumorale. Le
role de Sox2 O-GIcNAcylé n'est pas encore élucidé. Concernant c-Myc, nous avons
décrit lI'importance de sa stabilisation par O-GIcNAcylation et ses effets majeurs
pleiotropiques dans la carcinogenese.

Il a été montré que la réduction de I'hyper-O-GlcNAcylation dans le modéle
cellulaire de carcinome prostatique (PC3-ML) entrainait une extinction de I'expression
des génes des métalloprotéases matricielles MMP-2 et 9 nécessaires a la dégradation
de la matrice extracellulaire préalable a I'angiogenese (Lynch et al, 2012). Les auteurs
montrent qu‘une diminution de I'hyper-OGIcNAcylation dans ces cellules provoquait
une baisse de I'expression du facteur de croissance VEGF. Ce travail suggéere que la O-
GlcNAcylation participerait a I'invasion métastatique et a I'angiogenese tumorale par
différents mécanismes médiés par des composants de la matrice extracellulaire et des
facteurs secrétés. La réduction de L'hyper-O-GlcNAcylation est associée a une
augmentation de I'expression du marqueur épithélial E-cadhérine et une diminution
de I'expression du marqueur mésenchymateux vimentine, ce qui souligne un lien entre
O-GIcNAcylation et transition épithélio-mésenchymateuse (Gu et a/, 2010 ; Park et al,
2010). Le facteur de transcription Snail, stabilisé par O-GIcNAcylation du résidu Ser112,
fixe et réprime le promoteur de la E-cadhérine et pourrait étre I'un des médiateurs de
ce mécanisme essentiel de la dissémination tumorale (Park et a/. 2010 ; Peinado et a/.
2007).

O-GIcNAcylation et CHC

L'hyper-GlcNAcylation a été décrite dans les CHCs, notamment ceux développés
sur NAFLD, et les cholangiocarcinomes ou elle est associée au processus d'invasion
métastatique (Zhu et a/, 2011 ; Ma et Vosseller, 2013 ; Phoomak et a/, 2019). Une
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surexpression de I'OGT, similaire a celle observée dans les cancers du sein, poumon,
colon, vessie et prostate, a été révélée dans les parties tumorales des cancers du foie
compareées aux tissus adjacents non tumoraux. Les niveaux de O-GIcNAcylation sont
en revanche tres réduits dans les foies normaux. Les conséquences fonctionnelles d'une
O-GIcNAcylation aberrante incluent la levée de linhibition du cycle cellulaire,
I'activation de la synthese protéique ou encore l'activation de protéines et de voies
oncogéniques.

La O-GIcNAcylation entraine une diminution de |'action des inhibiteurs du cycle
cellulaire p27 et p21. Quatre sites de O-GIcNAcylation de p27 ont été caractérisés dans
les lignées de CHC HepG2 et Huh7. La O-GIcNAcylation du résidu Ser2 provoque la
phosphorylation du résidu Ser10 et est a I'origine de la poly-ubiquitinylation et de la
dégradation de p27 (Qiu et al, 2017). L'activite de HDAC1 est accrue par O-
GlcNAcylation et conduit a I"inhibition de I'expression du suppresseur de tumeur p21
(Zhu et al, 2011). Ces deux mécanismes favorisent la progression du cycle cellulaire et
la prolifération tumorale.

La O-GlIcNacylation de la protéine ribosomale RACK1 augmente sa stabilité et la
traduction des protéines au cours de la carcinogenese alors que I'inhibition de cette
modification post-traductionnelle décroit fortement la tumorigenese, I'angiogenese et
le pouvoir métastatique /n vitro et in vivo (Duan et al, 2018). La O-GlcNAcylation du
facteur d'initiation eIF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E), une protéine clé
dans le contrdle de la synthése protéique, empéche sa dégradation par le protéasome
et favorise la encore la production ribosomale de protéines. Une étude portant sur une
cohorte de 232 patients atteints de CHC montre une corrélation entre un taux élevé de
protéines elF4E et une plus faible survie globale des patients (Cao et a/, 2019).

L'activation de I'enzyme OGT dans un modele de xénogreffe orthotopique chez
la souris participe a la carcinogenese du foie associant une NAFLD en induisant la
production d'acide palmitique qui augmente de maniere significative le stress du
réticulum endoplasmique (RE). Les auteurs montrent que cela a pour conséquence
I'activation de voies oncogenes déclenchées par le stress du RE, telles que JNK/c-
jun/AP-1 et NF-xB (Xu et al, 2017) suggérant un role de promoteur de tumeur de I'OGT
médié par la régulation du métabolisme des lipides et le stress du RE dans le
développement du NAFLD-HCC. L'oncogene YB-1 peut étre O-GIcNAcylé, ce qui
accroit son activité proliférative dans la lignée cellulaire HepG2 (Liu et a/, 2016). SIX1,
le facteur de transcription clé qui régule I'effet Warburg dans le cancer, est également
modifié par O-GlcNAcylation ce qui entraine sa stabilité et favorise la prolifération des
cellules de CHC (Chu et a/, 2020). Enfin, la surexpression de I'Acyl-CoAligase 4 (ACSL4),
une enzyme du métabolisme lipidique, est corrélée a la prolifération cellulaire et a
I'inhibition de I'apoptose via I'activation de la voie mTOR et la surexpression du
transporteur GLUT1. La O-GIcNAcylation de ACSL4 favorise ce mécanisme (Wang et al,
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2020). En situation de stress cellulaire, la protéine de choc thermique HSP27 est
phosphorylée et migre dans le noyau (Bryantsev et a/, 2007). Les travaux de Guo et a/.
montrent une translocation similaire dans le noyau apres O-GlcNAcylation de HSP27
suggérant l'interaction entre glycosylation et phosphorylation de HSP27 dans la
régulation de sa localisation subcellulaire et ses fonctions biologiques dans le cancer
du foie. (Guo et al, 2012). Rab3A, une petite GTPase de type Ras, essentielle pour le
trafic membranaire, inhibe les métastases en augmentant la phosphorylation oxydative
mitochondriale (OXPHOS) dans le CHC, ceci est atténué par I'O-GIcNAcylation de
Rab3A (Wu, CDD 2018).

L'O-GIlcNAcylation peut améliorer I'expression, la stabilité et la fonction
de la protéine YAP (Yes-associated protein) qui est le régulateur transcriptionnel en
aval de la voie Hippo et un puissant facteur oncogene dans les cancers du foie. Un site
O-GIcNAc de YAP a été identifié en Thr241, et la mutation de ce site diminue la O-
GIcNAcylation, la stabilité et les capacités pro-tumorigenes de YAP, tout en
augmentant sa phosphorylation. De plus, I'O-GIcNAcylation de YAP est nécessaire a la
carcinogenese hépatique induite par un haut niveau de glucose /n vitro et dans un
modele de souris diabétique (Zhang et a/, 2017). Des taux élevés de glucose peuvent
aussi stimuler la O-GlcNAcylation du proto-oncogéne c-Jun sur le résidu Ser73 (et
inhiber sa phosphorylation sur ce méme site) ce qui conduit a sa plus forte activation
et stabilité dans des cellules de CHC (Qiao et a/, 2016)

La variation des niveaux de O-GIcNAcylation a par ailleurs été corrélée a d'autres
mécanismes déléteres pour les patients atteints de CHC. Zhu et a/ montrent que
I"élévation de la O-GIcNAcylation dans les échantillons tumoraux de CHC de 60 patients
ayant bénéficié d'une greffe hépatique était associée a un risque plus important de
récidive tumorale. Les auteurs ajoutent que la faible expression de I'OGA est un
marqueur indépendant de cette récidive. (Zhu et al, 2011). Le O-GIcNAc fait partie d'un
ensemble de 13 types de glycosylation identifiées dans le sérum de patients atteints
de CHC dont la réduction des taux est corrélée avec I'apparition d'une encéphalopathie
hépatique précoce (Liu et al, 2016).
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La lectine REG3A

3.1 Famille Reg

3.1.1 Nomenclature

Les protéines REG (Regenerating-islet derived proteins) appartiennent a la
superfamille des lectines et plus particulierement a celle des lectines de type C (CTL).
Ces lectines possedent un ou plusieurs domaines de reconnaissance des carbohydrates
(CRD) leur permettant de fixer différentes cibles glucidiques de facon réversible et
généralement calcium-dépendante. Certaines CTL sont mannose/fucose-spécifiques et
possedent un motif EPN (Glu Pro Asn) ; d'autres sont galactose-spécifiques avec un
motif QPD (GIn-Pro-Asp). Les lectines de type C sont classées en 17 familles de
protéines en fonction de leur structure (transmembranaire, type, nombre et ordre des
CRDs - Figure 34) (Zelensky et Gready, 2005).

Parmi ces 17 familles, 10 d'entre elles sont constituées de lectines
transmembranaires. Les 7 autres sont secrétées, il s'agit des familles [, III, VII, IX, XII, XVI,
XVIL Ces CTL solubles agissent comme facteurs de croissance, opsonines, protéines
antimicrobiennes ou composants de la matrice extracellulaire (MEC). Elles participent a
la régulation du développement in utero, de la respiration, la coagulation,
I'angiogenese et l'inflammation (Cummings et al/, 2009). Ces activités se regroupent
généralement dans deux catégories : les activités liées a I'immunité et celles liées a la
MEC.

Les protéines REG sont classées au sein de la famille VIL Elles ne possedent qu'un
seul domaine CRD et n'ont pas besoin de calcium pour lier leurs cibles glucidiques. La
dénomination des protéines de la famille REG a beaucoup évolué ce qui a longtemps
introduit une certaine confusion dans la nomenclature (Parikh et a/, 2012). Les
premieres protéines de cette famille ont été identifiees lors de pathologies
pancréatiques (lithiase, pancréatite). Ceci leur a valu les noms initiaux de: PSP
(pancreatic stone protein) (Multigner et al, 1983), PAP (pancreatitis-associated protein)
(Keim et al, 1984), PTP (pancreatic thread protein) (Gross et a/, 1985) et lithostathine
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(Sarles et al, 1990). Le nom de Reg a été proposé pour la premiere fois en 1988 pour
la proteine Reg. Elle avait été identifiee dans un modele de régéneération du pancréas
apres pancréatectomie partielle suivie d'un traitement au nicotinamide chez le rat
(Terazono et al, 1988) Une augmentation du nombre de cellules B pancréatiques est
associée a la surexpression du gene codant Reg1.
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Figure 34 - Lectines de type C. (Zelensky et Gready, 2005)

De nombreuses protéines sont rattachées a la famille REG, retrouvées dans
différentes espéces. Face a la multiplicité de leur dénomination, une nomenclature
unique est proposée en 1993. Elle a été complétée a de multiples reprises (Unno et al,
1993 ; Abe et al, 2000 ; Hartupee et al, 2001). Aujourd’hui la famille REG est divisée en
4 sous-familles (Reg1, Reg2, Reg3, Reg4) et les différents membres sont classés en
fonction de leur structure primaire. La classification actuelle ainsi que les différents
noms attribués a ces protéines sont récapitulées ci-apres (Tableau 1).

Cette classification ne permet cependant pas d'identifier de fagon intuitive et
certaine les protéines orthologues. Par exemple, les protéines murines Reg1 et Reg?2
sont les orthologues de REG1A et REG1B chez 'Homme (NCBI homology map, 2010).
La protéine humaine REG3A est I'orthologue de Reg3b et Reg3g murins selon les
publications mais pas de Reg3a. Les protéines Reg présentent une homologie de
séquence variable (de 26 a 87%), au sein des especes et entre especes (Tableau 2).
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PSP, PTP, Lithostathine, PSPS, ICRF, P19
REGH, REGL, Lithostathine, RS, PSP-2
REG3B, HIP, PAP, HIP/PAP, PAP1, PTP
Reg3, PAP IB, PAP Il, PAP Ill, UNQ42S
REG IV, GISP, RELP

Reg, PSP, PTP, Lithostathine

PTP2, PSP2, Lithostathine 2
PAP II

PAP I, PAP, HIP

PAP Il

INGAP-rp, INGAP

RELP

Reg, PSP, PTP, Lithostathine
Reg3, PAPII

PAP, PAP |, HIP, Peptide 23
PAP 111

Reg IV

Tableau 1 - Unification de la nomenclature des protéines Reg.

66,00% 93,00% 38,00%

76% 83,00%

Tableau 2 - Homologie de séquence des protéines REG. (A) REG3 humains (B) Reg3
murins
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Geénes et structures protéiques

Les génes codant les différentes protéines Reg font environ 3kb et possedent 6
exons et 5 introns (Lasserre et al, 1994). Ils sont regroupés au locus 2p12 chez 'Homme
et 6C3 chez la souris (Nata et a/, 2004) a |'exception des génes REG4/Reg4 situés au
locus 1p12 chez 'Homme et 3F3 chez la souris (Hartupee et a/, 2001 ; Chen et al,
2019). La forte similarité intra et inter-especes des genes Reg suggere qu'ils seraient
issus d'un unique gene ancestral. (Narushima et a/, 1997 ; Laurine et al, 2005 ; Gurr,
2011).

Les proteines Reg ont un poids allant de 16 a 17 kDa et présentent des structures
tres similaires entre elles. Elles comprennent un unique CRD associé a un peptide signal
de 20 a 30 acides aminés a I'extrémité N-terminale permettant leur sécrétion (Zhao et
al, 2013). Le motif EPN des lectines fixe préférentiellement le mannose et le GIcNAc
(East et al, 2002). L'affinité de REG3A pour ces deux sucres sous leur forme
monomeériques est faible, en revanche REG3A possede une forte affinité pour les
polysaccharides complexes composés de mannose et de GIcNAc tels que la chitine, le
mannane et le peptidoglycane (Cash, 2006).

3.1.2 Récepteurs cellulaires

A ce jour, seul EXTL3 (exostosin like glycosyltransferase) a été identifié comme
étant un récepteur de REGT1A / Reg1 (Kobayashi et a/, 2000 ; Ba et a/, 2011). Il s'agit
d'une glycosyltransférase qui régule la biosynthese de I|'héparane sulfate pour
notamment soutenir le développement du squelette et de I'hématopoiese en formant
des protéoglycanes. EXTL3 a une expression ubiquitaire, localisée dans le réticulum
endoplasmique et le golgi (Takasawa, 2015). Il posséde une forte homologie de
séquence avec la famille EXT et I'activation de EXTL3 dans les cellules pancréatiques f3
induit leur prolifération avec un effet positif dans le diabete (Akiyama, 2000). EXTL3 est
nécessaire a la fonction de REG3A dans la régulation de la prolifération et de la
différenciation des kératinocytes (Lai et al/, 2012). Certains auteurs suggérent que
EXTL3 serait aussi un récepteur de REG3A (Lai et a/, 2012 ; Wu et al, 2016).

Moniaux et a/. ont montré que le réseau de fibrine et de fibronectine de la MEC
formé en conditions inflammatoires interagit avec REG3A et que cette interaction
diminuait les dommages oxydatifs extracellulaires (Moniaux et a/, 2015). La protéine
gp130, de la famille des récepteurs a I' est évoquée par certains auteurs comme
possible récepteur des protéines Reg, en particulier des protéines REG3 (Loncle et al,
2015). Aucun résultat expérimental n'est venu étayer cette hypothese qui est largement
controversée (Li et al, 2016).
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3.2 REG3A

Dans la suite de ce chapitre nous traiteront spécifiquement de REG3A et de ses
homologues murins Reg3b et Reg3g (INGAP chez le hamster).

3.2.1 Présentation

La protéine REG3A a été découverte par plusieurs équipes indépendamment les
unes des autres. La premiere mise en évidence en 1986 a été effectuée a partir d'extraits
d'hypophyse de rat sous la dénomination de peptide 23 (Yokoya et Frisen, 1986 ;
Tachibana et a/, 1988). Elle est redécouverte en 1991 dans le suc pancréatique de rat
au cours de la pancréatite aigué sous le nom de protéine associée a la pancréatite (PAP)
(Keim et al, 1991). En 1992, le criblage d'une banque de cDNAs de CHC humain permet
d'identifier une nouvelle fois la protéine REG3A, cette fois-ci sous le nom de
Hepatocarcinoma-Intestin-Pancreas (HIP) (Lasserre et al, 1992). L'homologue de
hamster INGAP est découvert indépendamment en 1997 (Rafaeloff et a/, 1997). Les
protéines HIP et PAP se révelent identiques ainsi que le Peptide 23 et sont ensuite
dénommées HIP/PAP (Lasserre et al, 1994 ; Katsumata et a/, 1995). A partir des année
2000, la dénomination REG3A s'impose dans la littérature.

3.2.2 Reégulation génétique et structure protéique

Plusieurs mécanismes participent a la régulation de la transcription du géne
REG3A. Certaines interleukines, comme I'IL-17 et I'IL-33 provoquent I'augmentation de
la transcription de REG3A qui assure alors le contréle de l'inflammation dans un
contexte de dommages tissulaires (Wu et a/, 2016 ; Lai et a/, 2012). Liu et a/, montrent
/n vitro que le signal de I'IL-6 utilise la voie de signalisation JAK/STAT pour accroitre les
niveaux d'expression de REG3A (Liu et a/, 2015). L'activation de la voie WNT/B-caténine
induit I'expression de REG3A dans la lignée de cellules HuUH7 dérivées de CHC (Cavard
et al, 2015). Cho et a/ montrent que la co-culture de cellules stromales (cellules
stellaires activées) et de cellules tumorales dérivées de CHC induit une expression plus
forte de REG3A qu'une monoculture de cellules cancéreuses. La diminution de REG3A
par siRNA décroit la prolifération des cellules tumorales en co-culture /n vitro et in vivo.
(Cho et al, 2020).

REG3A est synthétisé sous la forme d'un pré-pro-peptide de 175 acides aminés
(aa) et 19 kDa (Tableau 3). Le peptide signal de 26 aa en position N-terminale est clivé
ce qui libere un pro-peptide de 149 aa et 16 kDa. Ce dernier est présent dans tous les
organes ou |'expression de REG3A est observée. Dans la lumiére digestive, un second
clivage de 9 ou 11 aa est effectué par des protéases digestives : les trypsines au niveau
de la liaison peptidique Arg37-Ile38 ou les élastases au niveau de la liaison peptidique
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Ser35-Ala36. Ce clivage est a 'origine d'une forme courte de 15 kDa.

La protéine ne peut alors plus étre digérée par aucune autre protéase. Elle
acquiert la capacité de s'agréger en oligomeres pour former une structure insoluble,
fibrillaire, précipitant en présence d'un pH supérieur a 6,5 (Graf et a/, 2001 ; Schiesser
et al, 2001). Hormis ces deux clivages, aucune autre modification post-traductionnelle
de REG3A n'a été décrite.

En 1999 Ila structure tridimensionnelle de REG3A est obtenue par
cristallographie puis confirmée par résonance magnétique nucléaire (Abergel et al,
1999) (Figure 35). Sa structure secondaire est composée de deux hélices a et de huit
feuillets B, sa structure tertiaire est maintenue par trois ponts disulfure en positions 40-
51, 68-171 et 146-163. Les deux premiers ponts sont typiques des CRD de lectine, le
troisieme est spécifique du groupe VII. REG3A possede un CRD formé de deux boucles :
la boucle 1 s'étend des résidus 107 a 121 et contient un motif EPN en position 114-
116. La boucle 2 s'étend des résidus 130 a 145 et est dépourvue de motif EPN (Lehotzky
et al, 2010). Ceci est une différence notable comparé aux autres CTL ou ce motif est
aussi présent sur la boucle 2, il permet la fixation calcium-dépendante des sucres cibles
(Weis et al, 1992). Un motif ND habituellement présent sur le feuillet B4 des CTL n’est
pas conservé chez REG3A (Lehotzky et a/, 2010). Il était jusqu’alors considéré comme
nécessaire a la fixation de I'extrémité 4-OH des glucides. Bien que de charge neutre,
REG3A présente une structure polaire avec sur une face de la protéine 9 des 11 résidus
acides et 12 des 13 résidus basiques a I'opposé (Ho et a/, 2006).

Boucle 2

Boucle 1

Extrémité C-Terminale

Figure 35 - Structure tridimensionnelle de REG3A. (https .//www.rcsb.org/3d-
view,/2G0O0/0)
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Peptide signal 1-26 26

propeptide 27 - 175 149
2nd clivage 27 - 37 11
Forme courte 38-175 138

Tableau 3 - Clivages de REG3A par les élastases.

3.2.3 Profil d’'expression

Chez I'Homme, REG3A est exprimé en condition physiologique dans un certain
nombre de tissus et types cellulaires bien définis suggérant une régulation tissu
spécifique. REG3A est détectée dans les cellules B des ilots de Langherans, les cellules
épithéliales, pyloriques et fovéolaires de la muqueuse gastrique, les cellules de Paneth
de l'intestin gréle, les cholangiocytes, I'épithélium utérin, les motoneurones, le cervelet
et les cellules mélanotropes de I'hypophyse (Livesey et al, 1997 ; Choi et a/, 2007 ;
Christa et al, 1996, 1999 ; Chakraborty et a/, 1995 ; Nishimune et a/, 2000 ; Bartoli et
al, 1998). Au cours du développement, REG3A est détecté dans le pancréas, le jéjunum,
le colon, I'hypophyse, le lobe frontal et le cervelet (Bartoli et a/, 1998). REG3A n'est pas
détecté ni dans le colon ni dans le foie sain (Christa et a/, 1996) (Tableau 4). Dans les
modeles murins, Reg3b et Reg3g sont exprimés dans le pancréas (Bimmler et a/, 2004
; Narushima et a/, 1997). Chez le rat, Reg3g a été détecté dans des cellules souches
embryonnaires (Jing et a/, 2010).

En condition inflammatoire, REG3A est surexprimé dans les acini pancréatiques,
le colon, mais aussi dans les kératinocytes (Gironella et a/, 2007 ; Dieckgraefe et al,
2000 ; Lawrance, 2001 ; Ogawa et a/, 2003 ; Lai et a/, 2012 ; Jiang et al, 2017 ; Fan et
al, 2019). REG3A est détectée dans les motoneurones en régénération ainsi que dans
les plaques amyloides au cours de la maladie d'Alzheimer (Namikawa et a/, 2005 ; de
la Monte et a/, 1990) (Tableau 4). Reg3b et Reg3g sont détectés dans le pancréas
inflammatoire et en situation régénérative dans les neurones sensoriels et moteurs de
rat (Namikawa et a/, 2005 ; Bimmler et a/, 2004 ; Graf et a/, 2002).

REG3A est exprimée au cours de plusieurs maladies tumorales comme
I'adénocarcinome pancréatique, le cancer colorectal, les cancers hépatiques, 'adénome
hypophysaire et les tumeurs de la sphere ORL (Xie et a/, 2003 ; Ye et al, 2015 ; Yuan,
2005 ; Christa et al, 1999 ; Bartoli et a/, 1998 ; Mikami et a/, 2019 ; Masui et a/, 2013).
En revanche son expression serait éteinte au cours de I'adénocarcinome gastrique
(Choi et al, 2007) (Tableau 4). Nous reviendrons sur le réle de REG3A dans le cancer
dans une section spécifique.
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Conditions

Organes 2 = :
Physiologique Inflammatoire Tumorale
Pancréas Cellules a pancréatite (acini) adénocarcinome
Estomac Mugqueuse
Intestin grele Cellules de Paneth Dysbiose (C. Paneth)

Colon Colite (C. épithéliales) cancer colorectal
Foie Cholangiocytes Hépatites (hepatocytes) CHC / cholangiocarcinome
Peau Plaie (keratinocytes)

utérus Cellules épitheliales

Cerveau Motoneurones et melanotropes Alzheimer Adénome hypophysaire

Tableau 4 - Profil d’expression de REG3A.

Le taux sanguin circulant de REG3A apparait étre un bon marqueur prédictif de
la maladie du greffon contre I'héte (GVHD) apres greffe de moelle osseuse (Ferrara et
al, 2011). La concentration physiologique de REG3A dans le sérum est inférieure a 10
ng/mL, la concentration seuil prédictive d'une complication a été fixée a 150 ng/mL. Il
s'agit d'une maladie au cours de laquelle les lymphocytes T issus du donneur agressent
les tissus du receveur et provoquent une importante inflammation de certains organes.
L'atteinte du tractus digestif est la complication grave la plus fréquente de la GVHD
(Kakihana et a/, 2016). La surexpression pharmacologique de REG3A est proposée
comme étant une possible solution thérapeutique non-immunosuppressive de la
GVHD (Zhao et al, 2018).

3.3 Activités biologiques de REG3A

Un grand nombre d'activités biologiques différentes selon I'organe étudié et la
pathologie considérée ont été révélées par différentes équipes. Elles concernent
essentiellement le contréle de l'inflammation et de la réparation/régénération des
tissus ainsi que le contrdle de I'oncogenese. Nous avons sélectionné dans cette partie
de notre exposé un ensemble de preuves expérimentales non exhaustives venant
confirmer la capacité d'accélération du processus de réparation par REG3A dans un
contexte inflammatoire.

3.3.1 Activité anti-inflammatoire et de réparation
tissulaire

Maladies digestives aigués

Les effets bénéfiques anti-inflammatoires de REG3A ont été rapportés dans
plusieurs modeles de pancréatite aigué, d'hépatite aigué et de colite aigué.
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Il a par exemple été montre /n vivo que RelA/p65, membre de la famille NF-«B,
réegule positivement Reg3b et protege les cellules pancréatiques acineuses de
I'inflammation aigué (Algul et al/, 2007). Concernant le foie sur lequel nous nous
étendrons davantage, Lieu et a/. ont montré que l'injection de protéine recombinante
humaine REG3A a des souris sauvages C57BI/6 entraine une moindre sensibilité a
I'hnépatite aigué induite par I'acétaminophene ou encore qu’une injection de protéine
REG3A avant hépatectomie partielle stimule la régénération hépatique (Simon et al/,
2003 ; Lieu et al, 2005 ; Moniaux et al, 2010). Les souris invalidées pour I'orthologue
murin Reg3b présentent une survie diminuée et un ralentissement de la régénération
hépatique au décours d'une hépatite aigué induite (Lieu et a/, 2006).

L'ensemble des études de REG3A dans des modeles /n vivo de souffrance
hépatique et d’hépatite ont révélées une fonction anti-oxydante de la protéine REG3A.
REG3A atténue les dommages mitochondriaux provoqués par les ROS produits lors
d’'une intoxication a I'acétaminophene chez la souris (Lieu et a/, 2005). Il a été montré
que REG3A induisait une forte diminution des niveaux de peroxydation lipidique et de
carbonylation des protéines dans des hépatocytes stressés /n vitro et dans des foies de
modeles d’'hépatite (Moniaux et a/, 2010). Les auteurs montrent que REG3A posséde
une fonction de piégeage des ROS, en particulier du radical hydroxyle. REG3A est
capable de diminuer significativement le niveau extracellulaire de ROS en fixant les
radicaux libres présents dans la matrice extracellulaire inflammatoire (Moniaux et a/,
2015). Cette activité anti-oxydante extracellulaire améliore grandement Ila
fonctionnalité des voies de signalisation impliquées dans la survie et la prolifération
des cellules hépatiques.

Un essai clinique de phase I a démontré l'innocuité de la protéine
recombinante humaine REG3A (ALF5755) administrée par voie veineuse a des
volontaires sains (Moniaux et a/, 2010). Un essai de phase Il chez des patients atteints
d'hépatites aigués séveres et fulminantes a conclu a une absence d'effet sur I'ensemble
de la cohorte de patients traités mais une efficacité significative dans un sous-ensemble
de patients ayant une hépatite auto-immune ou une hépatite d'origine virale (VHB)
(Nalpas et a/, 2016).

Chez le rat, la surexpression colique de REG3A via un adénovirus véhiculant
REG3A protege les animaux d'une colite induite en inhibant les cytokines TNFa et IL-6
(Lv et al, 2012 ; Carvalho et a/, 2017). La délivrance entérique du transgene REG3A
favorise, d'une part, la résistance contre une colite induite chez la souris et, d'autre part,
la présence dans le microbiote de ces animaux d'une plus grande proportion de
symbionts comme les Clostridiales (Ruminococcaceae, Lachnospiraceae) aux dépens
des Bacteroidetes (Prevotellaceae). L'activité anti-oxydante de REG3A agit sur les
communautés bactériennes formant le microbiote intestinal en protégeant de la
toxicité ROS les commensaux sensibles a l'oxygene et sur la barriere mucosale

90



intestinale limitant la translocation bactérienne locale et systémique (Darnaud et a/,
2018). L'activité bactéricide directe de REG3A vis-a-vis de bactéries Gram-positif révélé
dans I'étude de Cash et a/. en 2006 n'est pas retrouvée dans cette étude. Il n'est pas
clairement établi si les modifications de composition du microbiote intestinal
provoquées par les protéines REG sont a attribuer a leurs fonctions antimicrobienne,
antioxydante ou de maintenance de la barriere mucosale intestinale (Shin et Seeley,
2019 ; Darnaud et a/, 2018 ; Wang et a/, 2016).

Maladies inflammatoires de la peau, maladies du myocarde

Les travaux de Lai et a/l ont montré les effets bénéfiques de REG3A dans
I'hnoméostasie tissulaire cutanée (Lai et a/, 2012 ; Wu et al, 2016). REG3A est fortement
exprimée dans les kératinocytes au cours du psoriasis humain et dans un modéle
d'inflammation cutanée de type psoriasique induit par I'imiquimod ainsi que lors de la
réparation des plaies, cette expression est augmentée sous l'action des cytokines IL-
17,1L-33 et IL-36. Les auteurs ont découvert que REG3A favorise la cicatrisation cutanée
en inhibant la différentiation terminale des kératinocytes et en soutenant leur
prolifération. Ces résultats suggerent que REG3A pourrait étre un des médiateurs de
I'hyper-prolifération épidermique observée au cours de la réparation physiologique
des plaies et dans le psoriasis.

Lorchner et al ont démontré que les cardiomyocytes survivant situés en
périphérie d'une zone d'infarctus étaient des « senseurs » essentiels du contréle de
I'inflammation et de la réparation post-infarctus (Lorchner et al, 2015). Les auteurs
rapportent que ces cardiomyocytes périphériques favorisent la réparation du myocarde
en libérant la protéine Reg3b en exces. Cette derniére participe a la protection de la
matrice extracellulaire en stimulant le recrutement local de macrophages ce qui limite
I'infiltration délétere des polynucléaires neutrophiles. L'extinction de Reg3b entraine a
contrario la dérégulation de la population de neutrophiles dans la zone infarcie et
accentue la dégradation de la matrice, les risques de dilatation ventriculaire et de
rupture cardiaque. Ces résultats suggerent un role crucial de Reg3b dans
I'immunomodulation (par chémoattraction) pour assurer la réparation tissulaire
cardiaque en limitant I'inflammation du microenvironnement dans la zone non infarcie.

Neuro-inflammation et régénération

Dans le systeme nerveux central, la surexpression de certains membres de la
famille Reg est associée aux processus neurodégénératifs avec un effet potentiellement
délétére. Au cours de la maladie d'Alzheimer, les taux de REGTA et REG3A sont
augmentés précocement dans le liquide céphalo-rachidien, au sein des plaques
amyloides et des enchevétrements neuro-fibrillaires de protéines Tau (Duplan, 2001).
Les auteurs de cette étude supposent que la structuration en fibrilles insolubles de
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REG3A faciliterait la précipitation hétérogene d'autres protéines et participerait a la
formation de ces amas pathologiques. Des dépdts similaires de REG1A ont été
retrouveés dans les plaques amyloides de patients atteints de la maladie de Creutzfeld-
Jacob (Laurine et a/, 2003).

Dans le systeme nerveux périphérique, la phagocytose par les macrophages est
necessaire a |'élimination des débris de myéline et d'axone, étape préliminaire a la
régénération nerveuse. Namikawa et a/. montrent que REG3A est capable de recruter
les macrophages au méme titre que les chimiokines LIF et MCP1 (Namikawa et al,
2006). REG3A peut aussi directement interagir avec des macrophages ce qui provoque
leur agrégation et entretient la réponse inflammatoire (Viterbo et a/, 2008). REG3A
favorise la surexpression par les macrophages des cytokines pro-inflammatoires II-1§3,
IL-6 et TNFa (Viterbo et a/, 2008). Chez le rat, les expressions de Reg3b et Reg3g sont
fortement augmentées en périphérie de la Iésion apres un traumatisme cranien (Ampo
et al, 2009). Les auteurs soulignent le réle potentiellement anti-inflammatoire de ces
deux protéines. REG3A réduit le phénomene d'excitotoxicité postnatale : I'injection
intracérébrale de protéine recombinante humaine REG3A et d'ibotenate, un agoniste
des récepteurs NMDA, a un effet protecteur sur le parenchyme cérébral. /n vitro, cette
protection est associée a une réduction du stress oxydatif affectant les neurones.
REG3A protége les neurones corticaux, hippocampaux et cérébelleux du stress oxydatif
induit par le peroxyde d'hydrogene chez le rat (Haldipur et a/, 2014). Vingt-quatre
heures apres section du nerf sciatique chez le rat, une forte hausse de la concentration
en protéines Reg3b est observée localement au niveau de la section. L'injection d'un
anticorps dirigé contre Reg3b ralentit le processus de régénération. Les auteurs ont
constaté un effet mitogene de Reg3b sur les cellules de Schwann /n vitro (Livesey et al,
1997). Les motoneurones sont tres sensibles a la section en période post-natale. Ils ont
une forte tendance a 'apoptose comparé a des motoneurones matures (Greensmith et
Vrbova, 1996). L'étude de Livesey et a/ montre qu'une section de nerf périphérique
chez des rats nouveau-nés provoque une forte diminution des niveaux de Reg3b et est
associée a l'apoptose des cellules nerveuses (Livesey et al, 1997). Il est également
rapporté que Reg3b est un intermédiaire de signalisation dans la voie de survie des
neurones médiée par le CNTF, une cytokine de la famille de I'lL-6 (Nishimune et al,
2000). REG3A pourrait aussi favoriser la survie des neurones, leur régénération et leur
plasticité, en les protégeant du stress oxydatif (Haldipur et a/, 2014).

3.1.1  Promoteur ou inhibiteur de carcinogenése ?

Les effets de REG3A au cours de la carcinogenése ne sont pas clairement
démontrés. Concernant le cancer du pancréas il semble que les résultats obtenus par
quelques équipes soient globalement homogénes avec une action pro-tumorale et
pro-invasive de REG3A. Cela est différent concernant les études réalisées dans les
cancers gastriques, coliques et hépatiques ou les articles publiés présentent des
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résultats contradictoires (Tableau 5). Il est a noter que la majorité de ces études ont été
réalisées /n vitro, y compris les études a propos du pancréas, et que les modeles et
protocoles expérimentaux employés different largement suivant les auteurs. Aucune
étude n'a réellement exploré le role de REG3A /n vivo chez le mammifere. De plus, nous
notons que les résultats publiés ne permettent pas de distinguer les effets autocrines
des effets paracrines de la protéine REG3A ce qui est difficile expérimentalement et
contribue probablement a la variabilité des résultats. Pour ces raisons, les différents
résultats publiés contiennent une part d'incertitude et leurs comparaisons restent
sujettes a caution.

Globalement les niveaux d'expression de REG3A sont généralement augmentés
dans les tissus tumoraux comparés aux tissus non-tumoraux adjacents et aux tissus
sains que ce soit dans le pancréas, le foie, le colon et I'estomac (Tableau 5). Cependant,
I'expression tumorale de REG3A est tres variable d'un échantillon a I'autre, pouvant
aller d'une quasi-absence d'expression a une augmentation de plusieurs ordres de
grandeur. Cette variabilité d'expression peut notamment correspondre a des degrés
différents d'activation transcriptionnelle du géne REG3A plus ou moins facilitée par un
environnement tumoral pro- inflammatoire.

Le pancréas est I'organe ou REG3A a le plus été étudié. Elle y est fortement
exprimée au cours du cancer et y est corrélée a l'invasion métastatique ainsi qu’'a une
plus faible survie des patients (Xie et a/, 2003). REG3A y est détectée a des taux 24 fois
supérieurs a ceux de patients atteints d'autres maladies pancréatiques en général et 16
fois supérieurs a ceux de patients atteints de pancréatite chronique (Rosty et a/, 2002).
Cette activité pro-tumorale de REG3A est inhibée par la protéine suppresseur de signal
cytokinique SOCS3 (Wang et al, 2014). Les auteurs montrent que la réduction de
SOCS3 par un siRNA accroit le potentiel pro-tumoral de REG3A et, qu'a l'inverse, la
surexpression de SOCS3 entraine un effet protecteur dans 5 lignées cellulaires
humaines. L'exposition de cellules SW1990 a I'IL-6 active la voie JAK/STAT, responsable
d'une hausse de l'expression de REG3A. Elle engendre a son tour une hausse de
I'activité de JAK/STAT, provoquant une boucle de rétroaction positive d'expression et
d'inflammation qui accroit l'agressivité tumorale (Liu et al, 2015). L'eckol, un
phlorotanin étudié pour ses effets anti-ROS (Kang et a/, 2005), est capable d'inhiber /n
vitro cet effet pro-prolifératif de REG3A (Zhang et a/, 2019). L'activation de JAK/STAT
par REG3A favorise l'invasion péri-neurale au cours de I'adénocarcinome ductulaire
pancréatique (Nigri et a/, 2017). Les investigateurs de cette derniere étude proposent
d'utiliser le taux sérique de REG3A comme biomarqueur pronostique chez les patients
cancéreux traités. Ils associent un taux élevé de REG3A a une faible réponse a la
chirurgie, une faible survie sans progression et une faible espérance de vie totale des
patients. L'analyse sur puce a ADN du transcriptome de cellules SW1990 montre que
I'expression de plusieurs génes pro-tumoraux est augmentée en présence de REG3A,
en particulier JAK1, STAT3, IL10, FOXM1, KRAS, c-MYC, Cycline D1 et c-FOS. (Xu et a/,
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2016) (Figure 36).

Nature de la preuve

Organe Observation mentionnée s : : S Auteurs Annee
Biopsies| In-vivo | In-vitro | In-silico
Surexpression de REG3A dans le cancer du pancréas. X Rosty et al. 2002
Forte expression de REG34 dans le cancer du .
: X Xieetal. 2003
pancréas.
50C53 inhibe I'activité protumorale de REG3A. X Wanget al. 2014
i REG3A favorise la progression tumorale en présence % i Gia T
iu et al.
d'IL-6& via JAK/STAT.
REG3A promeut I'expression de génes pro-tumoraus. X Xu et al. 2016
REG3A favorise 'invasion tumorale périneurale via x Nt kil o
rietal.
JAK/STAT. ig
L'eckel inhibe la prolifération tumorale induite par % h ral i
I
HeEsn angeta 2
L'expression de REG3A est réegulée negativement dans .
E X Choi etal. 2007
le tisssu tumoral.
REG3A est un margueur potentiel du cancer
i X Matsumura et al. | 2011
gastrique,
Une catégorie de patients atteints de cancer
d ] ’ ? X Xuetal. 2012
Estomac |gastrique exprime des anticorps anti-REG3A
REG3A est suexprimée dans le cancer gastrique. Elle
o : A . ) X X Chenetal. 2017
favorise la prolifération et I'invasion tumorale.
Deéfaut d'expression de REG3A dans le tisssu tumoral.
REG3A inhibe la prolifération et favorise 'apoptse X X Qiu et al. 2018
des cellules tumorales.
Expression de REG3A dans le cancer du colon. X Motoo et al. 1948
L'expression de REG3A est correlée a une faible
: H P 2 3 : ! X Zheng et al. 2011
invazion tissulaire et @ un meilleur pronostic.
REG3A est un marqueur potentiel du cancer .
X Nagaraj et al. 2011
colorectal.
REG3A est sur-exprimée dans le cancer du colon et
Colon |, . L T X X ve et al. 2015
favorise la prolifération tumorale.
REG3A est correlée a la colonisation coligue par
% X Lennard et al. 2016
Fusobacterium.
surexpression de REG3A dans le cancer du colon. X Xuetal 2017
Protection contre l'inflamation et Ia tumorigénére % ity etsl —
iu et al.
colique par Reg3b via l'inhibition de STAT3. :
surexpression de REG3A dans le CHC. X Cavard et al. 2006
Foie
Effet protumoral de REG3A dans CHC via le stroma. X Cho et al. 2019

Comme mentionné précédemment, la littérature décrit également des niveaux
d'expression élevés de REG3A dans les tissus tumoraux gastriques, coliques et
hépatiques. L'équipe de Chen et a/ a montré que l'expression de REG3A est plus
importante dans le tissu tumoral gastrique de 41 patients comparativement au tissus
sain (Chen et al, 2017) (Figure 37 - A). Toujours au niveau gastrique, I'étude de Xu et

Tableau 5 - Liste des publications traitant de REG3A dans le cancer.
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al. a montré que des auto-anticorps anti-REG3A étaient retrouvés chez 22,9% de
patients atteints d'adénocarcinome gastrique mais absents chez les patients témoins
(Xu et al, 2012). Au niveau colorectal, REG3A est retrouvé dans 21% (6/28) des cancers
par hybridation in-situ (Motoo et a/, 1998). Une autre étude rapporte que la
surexpression de REG3A, mesurée par RT-PCR est présente dans 70,7% (58/82) des
biopsies analysées (Ye et a/, 2015). En comparant 79 biopsies de tumeurs coliques aux
tissus sains adjacents, un autre article rapporte une expression de REG3A 23 fois
supérieure dans les tissus pathologiques (Xu et a/, 2017). Enfin, au niveau hépatique,
76% (32/42) des tumeurs expriment REG3A selon une étude menée par RT-PCR. Ce
profil d’expression tumoral est surtout détecté dans les CHCs présentant des mutations
de la voie WNT/B-caténine : 62% (20/32) des tumeurs exprimant REG3A étaient mutées
contre 10% (1/10) des tumeurs REG3A négatif (Cavard et a/, 2005) (Figure 38).
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Figure 36 - Niveau d'expression de 'ARN messager des génes indiqués dans des
cellules cancéreuses pancréatiqgues SW1990 stimulés par REG3A. (Xu et al,, 2016)

Ces résultats ont encouragé plusieurs équipes a étudier REG3A comme
marqueur diagnostic de cancer. L'équipe de Matsumura et a/. a proposé un panel de 5
protéines (REG3A, TSPANS8, EPCAM, MMP12, MMP7) permettant de détecter les
cellules cancéreuses circulantes et de suspecter le diagnostic d'adénocarcinome
gastrique (Matsumura et a/, 2011). Nagaraj et al. ont identifié REG3A in-silico comme
un marqueur diagnostic potentiel du cancer colorectal (Nagaraj and Reverter, 2011).
Enfin, I'expression de REG3A a été corrélée a la colonisation colique par la bactérie
Fusobacterium nucleatum, une bactérie déja associée au cancer colorectal (Lennard et
al, 2016).
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Figure 37 - Niveau d’expression normalisée de REG3A dans l'adénocarcinome
gastrigue. A) Travaux de Chen et al, 2017. B) Travaux de Qiu et al, 2018.

Ces résultats sont contestés par d'autres études. Les travaux de Choi et al.
rapportent que |'expression de REG3A mesurée par RT-PCR est diminuée dans 20
biopsies d'adénocarcinomes gastriques sur un panel de 30, comparativement aux tissus
gastriques sains. Les auteurs ne détectent pas d’ARNm REG3A dans la lignée de cancer
gastrique du panel SNU. IIs rapportent que la déméthylation /n vitro de I’ADN par le 5-
aza-2'-deoxycytidine restaure |'expression de REG3A (Choi et a/, 2007). L'étude menée
par Qiu et al. affirme que I'expression de REG3A dans le cancer gastrique est plus faible
dans le tissu tumoral que dans le tissus sain (Qiu et a/, 2018) (Figure 37 - B).
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Figure 38 - (A) Niveau d'expression de REG3A dans le carcinome hépatocellulaire
(CHC). Rectangle plein/vide : présence/absence de mutations dans la voie WNT/B-
caténine. (B) Inmunomarquage tissulaire de REG3A dans le CHC, 'adénome (Ad) et le
tissu non-tumoral (NT). (Cavard et al,, 2005)
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Cette controverse sur |'expression de REG3A en condition tumorale n'est pas la
seule soulevée par la littérature. Le role de REG3A est lui aussi débattu (Zhang et 4/,
2019). Un premier ensemble d'articles soutient que REG3A favorise la croissance
tumorale. Dans le cancer gastrique, Chen et a/ rapportent que l'invalidation de REG3A
a l'aide d'un siRNA diminue la prolifération, I'invasion et la migration de cellules
cancéreuses de la lignée SGC-7901 /n vitro (Chen et al, 2017) (Figure 39). Au niveau
colique, Ye et al. décrivent un effet pro-prolifératif et pro-tumoral de REG3A, sa délétion
provoquant I'arrét de la prolifération en phase G1 et déclenchant I'apoptose (Ye et al,
2015). Selon Cho et al, I'expression de REG3A /n vitro par les cellules hépatiques
tumorales Huh-7, HepG2 et SNU761 n"augmente qu’en présence d'une co-culture avec
des cellules hépatiques stellaires. Cette surexpression est alors associée a une hausse
de la prolifération cellulaire (Cho et a/, 2020). L'inhibition par un siRNA REG3A ramene
la prolifération cellulaire a son niveau basal en absence de cellules stellaires. Les auteurs
rapportent que ce mécanisme utilise la signalisation de PDGF-[3f3 et de p42/44-MAPK.
Ils montrent que l'inhibition de REG3A diminue I'activité de ces voies de signalisation
et que la sur-activation exogene de celles-ci reproduit les effets de REG3A.
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Figure 39 - Effet pro-invasif de REG3A dans la lignée cellulaire gastrique SGC7901
(Chen et al, 2017). **: p<0.01.

A contrario, Qiu et al. rapportent que la surexpression de REG3A a l'aide d'un
lentivirus favorise I'apoptose et ralentit la prolifération et I'invasion tumorale dans les
lignées gastriques MGC-803, BGC-823 et SGC-7901. IlIs affirment que cet effet passe
par l'activation de la voie PI3K/AKT (Qiu et a/, 2018) (Figure 40). Au niveau colique,
Zheng et al. montrent que I'expression de REG3A est corrélée a une plus faible invasion
tissulaire et est associée a un meilleur pronostic pour le patient (Zheng et a/, 2011). Cet
effet serait d0 a une inhibition par REG3A de la protéine STAT3 dans les entérocytes
(Liu et al, 2017).
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Modeles expérimentaux

Modeles animaux

Les souris utilisées dans ces travaux sont toutes de fond génétique C57BL\6N.
Elles ont été hébergées au SEAT (SErvice des Animaux Transgéniques, CNRS, Université
Paris-Sud, Villejuif) et au SEIVIL (Service d'Expérimentation /n vivo INSERM Lavoisier,
INSERM, Université Paris-Saclay, Villejuif). Les animaux ont été élevés dans un
environnement conventionnel dans des cages ventilées regroupant un maximum de 5
animaux sur un rythme jour/nuit de 12h. Elles ont eu un acces a l'eau et a de la
nourriture RM1 et RM3 (Special Diet Service) ad /ibitum. Nous avons utilisé les quatre
lignées d'animaux suivantes :

— REG3A-TG : La lignée transgénique homozygote REG3A-TG est issue des
travaux de Simon et al. (Simon et a/, 2003). La protéine humaine REG3A est
spécifiquement exprimée dans les hépatocytes sous la dépendance du
promoteur murin du gene de I'albumine.

— MYC-TG : Dans ce modele, I'expression hépatique spécifique de c-Myc,
induite par les séquences régulatrices du virus de I'hépatite de la marmotte
(WHV), provoque le cancer du foie chez tous les animaux (Etiemble et a/,
1994). Une lignée homozygote MYC-TG a été généré a partir de la lignée
hétérozygote décrite par Etiemble et al.

— MYC/REG3A-TG : Nous avons croisé les deux lignées de souris REG3A-TG
et MYC-TG pour établir la lignée homozygote MYC/REG3A-TG.

— WT : Cette lignée est issue du croisement de souris C57BL/6N et de souris
REG3A-TG. Les animaux REG3A -/- issus de la seconde génération de ces

croisements ont été sélectionnés pour nos études.

Les expériences menées sur ces lignées se répartissent suivant deux modeles de
carcinogénese (Tableau 6) :

— Un modele génétique reposant sur les deux lignées MYC-TG et
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MYC/REG3A-TG. Deux expériences ont été effectuées avec ces lignées
(Figure 41 - A).

o Une étude de survie impliquant 74 animaux MYC-TG et
136 MYC/REG3A-TG.

o Une cinétique de carcinogenese avec un sacrifice tous les
3 mois pendant 18 mois pour un total de 166 animaux
MYC-TG et 226 MYC/REG3A-TG.

— Un modele chimique résultant de l'injection intrapéritonéale d'une dose
unique de 10 pg/g de diethylnitrosamine (DEN) au quatorziéme jour de vie
des animaux. Un total de 73 animaux sauvages et 75 animaux REG3A-TG
ont été inclus dans le protocole et sacrifiés par étapes a 2, 3,4, 5, 6,8 et 9
mois (Figure 41 - B).

bras REG3A - 74
Survie
bras REG3A + 136
Modéle ]
o, Mois 3 6 9 12 18 Total
genetique
Sacrifices | bras REG3A - 25 30 39 51 21 166
bras REG3A+| 33 48 31 70 44 226
Mois 2 3 4 5 6 8 9 Total
Modéle .
DEN Sacrifices | bras REG3A - 10 10 10 10 9 14 10 73
bras REG3A+| 10 10 10 10 9 16 10 75
Tableau 6 - Nombre d'animaux par lignée et par expérience.
Au sacrifice, les animaux ont été pesés, le sang collecté et les organes prélevés.

Les foies ont été pesés et disséqués afin de déterminer la présence, le nombre et la
taille des nodules tumoraux. Des échantillons de foie ont été fixés en formaldéhyde ou
congelés immédiatement dans I'azote liquide.
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Figure 47 - A) Genése de la lignée MYC/REG3A-TG et protocoles expérimentaux
transgéniques. B) Protocoles expérimentaux chimiques.

Modeéles cellulaires

Les lignées hépatiques cancéreuses humaines HuH-7 et HepG2 ont été cultivées
dans du milieu DMEM GlutaMAX 4,5g/L de glucose (Gibco Ref: 11584516) en présence
de pénicilline (1%), de streptomycine (1%) et de sérum de veau feetal (10%) (Gibco Ref :
26140). Elles ont été conservées en incubateur a 37°C avec 5% de CO2. Toutes les
transfections ont été effectuées a l'aide du kit ViromerRED (biotech Ref : VR-01LB-03)
suivant le protocole établi par le fabricant en utilisant 4 ug de plasmide contréle pcDNA
3.1 ou de plasmide contenant REG3A (pcDNA 3.1-REG3A) par boite de Pétri de 10 cm.
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Analyse biochimique des échantillons

Histologie

Les fragments hépatiques fixés en formaline puis inclus en paraffine ont été
coupés au microtome en sections de 5 um et les coupes ont été déposées sur une lame
de verre. Les échantillons ont ensuite été déparaffinés au xylene et réhydratés en
éthanol. Les antigenes d'intérét ont été révélés suivant deux procédures distinctes en
fonction de I'anticorps utilisé :

— Les lames ont été plongées en tampon citrate pH6 et placées dans une
enceinte fermée a la température de 120°C a la pression de deux
atmospheres pendant 10 min. (anticorps anti-Ki-67 et anti-Caspase 3)

— Les lames ont été plongées en tampon TE-pH9 et montées a la température
de 100°C au micro-onde, 3x5 min. (anticorps anti-yH2AX)

TE-pH9 :

Tris base Tris base : 1,219

EDTA anhydre : 0,37g / disodique : 0,479
Eau distillée : gqsp 1L

NaOH : ajuster au pH 9

Tween : 500 pL

Les peroxydases endogénes ont été bloquées par une solution de peroxyde
d'hydrogene a 3% pendant 30 min puis les lames ont été incubées avec I'anticorps
primaire pendant la nuit a 4°C a la concentration recommandée par le fabricant
(Tableau 7). Apres lavages en tampon phosphate salin (PBS), les lames ont été incubées
avec I'anticorps secondaire 30 min a température ambiante puis lavées et révélées au
3,3’-Diaminobenzidine (DAB) (Dako Liquid DAB+ Substrate Ref : K3468). Les lames ont
ensuite été contre-colorées a I'hématoxyline puis montées avec une lamelle. Elles ont
été conservées a I'abri de la lumiere a température ambiante jusqu'a leur lecture.

103




Les colorations hématoxyline, éosine et safran (HES) ont été effectuées sur
I'automate du service d'anatomopathologie de I'hdpital du Kremlin-Bicétre.

Analyse des protéines
Les protéines ont été extraites suivant deux protocoles distincts :

— Extraction totale : Les fragments de tissus congelés ont été lysés en tampon
RIPA a l'aide du TissuLyser (Quiagen) a 30Hz pendant 3x1 min, les
échantillons cellulaires en culture ont été resuspendu en tampon RIPA et
homogénéisés pendant 10s. Tous les échantillons ont ensuite été laissés sur
glace 30 min puis '’ADN fragmenté par aspiration-refoulement a travers
une aiguille 26G. Apres avoir été congelés une nuit a -80°C, ils ont été
centrifugés 15 min a 12 000g. Les surnageants ont été conservés a -80°C.

— Fractionnement nucléo-cytoplasmique : La séparation des protéines
cytoplasmiques et nucléaires a été effectuée a I'aide du kit NE-PER : Nuclear
and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo scientific Ref 78835) suivant
le protocole du fabricant.

Pour I'analyse par immunodétection sur membrane, 30 ug de chaque extrait
protéique ont été séparés par SDS-PAGE et transférés sur une membrane de
nitrocellulose (GE healthcare). Les membranes ont été incubées 12h a 4°C en présence
des différents anticorps primaires dilués en blotto (TBST + 5% de protéines de lait) a la
concentration spécifiée par le fabricant, apres validation de celle-ci (Tableau 7). Les
anticorps secondaires ont été incubés 1h a température ambiante. Les protéines ont
été révélées par chimioluminescence a l'aide du Kit Pierce ECL Plus (Thermo scientific
Ref 32123). Le signal a été acquis sur film autoradiographique (GE Amersham Hyperfilm
ECL) et quantifié a I'aide du logiciel ImageJ.

En condition non fractionnée, les résultats ont été normalisés en faisant le ratio
signal de la protéine d'intérét sur signal de I'a/B-tubuline. En condition fractionnée ils
ont été normalisés avec I'a-tubuline pour la fraction cytoplasmique et avec la lamine
B1 pour la fraction nucléaire.

Un échantillon de référence a été déposé sur I'ensemble des membranes afin de
comparer entre elles les mesures issues de différentes expériences.

Slot Blot : 0.3ug de différents carbohydrates et 0,8ng de protéine recombinante

REG3A ont été déposé sous vide sur une membrane de nitrocellulose et liés par une
exposition aux UV de 1 minute. La membrane a ensuite été incubée avec 15ml d'une
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solution contenant 1 pg/ml de protéine recombinante REG3A diluée en TBST pendant
2h a température ambiante puis lavée en PBS. La présence de protéine REG3A fixée aux
sucres a été révélée par immunodétection suivant la méme procédure que ci-dessus.

Co-immunoprécipitation : Les lysats cellulaires ont été collectés en tampon RIPA.
100 pg de chaque échantillon ont été incubés pendant 2h a 4°C avec 15ml d'une
solution de RIPA contenant Tug/ml d'anticorps anti REG3A ou d'IgG polyclonal de lapin
(contréle négatif). Les anticorps ont été agrégés par I'ajout de billes magnétiques
couplée a la protéine A/G (Pierce Ref #88802S). Les billes agrégées ont été récupérées
avec un aimant et lavées en tampon WB-CoIP. Les extraits ont été montés a 100°C pour
détacher les anticorps des billes puis centrifugés a 16000g. Les surnageants ont été
récoltés et immunodétectés sur membrane.

WB-ColP :
NaCl 300mmol/L
0.1% TRITON x100
50 mmol/L TRIS
5mmo/L EDTA
TBST :
TRIS pH 7,5 TM : 50 ml
NaCl 5M : 30 ml
Tween: 10 ml
Eau distillée : gsp 1L
Pré-RIPA :
TRIS pH 7,5 1M : 1,21 g
NaCl: 1,75 ¢
IGEPAL 100% : 2,0 ml
Na-deoxycholate : 0,50 g
Eau stérile : qsp 200 ml
RIPA :

Pre-RIPA : 1040 L

NAF : 75 pL

B-Glycerophosphate : 75 pL

Cocktail d'inhibiteurs de protéases (PIC) : 30 pL
Orthovanadate de sodium (Na3VvVO4) : 15 uL
Fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) : 15 pL

105



. . Référence . . | Espéce | Espece o e
Anticorps Fabricant . clonalité ; dilution WB | dilution IHC
fabricant source cible
a/B-tubuline Cell Signalling 2148 poly Rabbit |Mouse 1/2000e X
a-tubuline Sigma T6199 mono Mouse |Mouse 1/1000e X
Caspase-3 clivéee |Cell Signalling 9661 ploy Rabbit |Mouse X 1/200e
c-MYC Cell Signalling 5605 mono Rabbit |Mouse 1/2000e X
c-MYC - pT58 MyBioSource 821193 |poly Rabbit |Mouse 1/500e X
Cycline A Santa Cruz sc-596 poly Rabbit |Mouse 1/200e X
Cycline B1 Santa Cruz sc-752 poly Rabbit |Mouse 1/200e X
Cycline D3 Santa Cruz sc-182 poly Rabbit |Mouse 1/200e X
ERK Cell Signalling 9102 poly Rabbit |Mouse 1/1000e X
ERK - pT202/Y204 |Cell Signalling 9101 poly Rabbit |Mouse 1/1000e X
GSK3p Cell Signalling 12456 mono Rabbit |Mouse 1/1000e X
GSK3P - pS9 Cell Signalling 55585 mono Rabbit |Mouse 1/1000e X
H2AX - p5139 Merck 05-636 mono Mouse Mouse 1/1000e X
H2AX - p5139 Cell Signalling 9718 mono Rabbit |Mouse X 1/300e
KI-67 FisherScientific 9106 mono Rabbit Human X 1/100e
Lamine B1 Cell Signalling 13435 mono Rabbit |Mouse 1/1000e X
O-GlcNAc ThermoFisher MA1-072 |mono Mouse |Mouse 1/1000e X
0OGT Sigma 06014 poly Rabbit |Mouse 1/1000e X
p21 Santa Cruz sc-397 poly Rabbit |Mouse 1/200e X
p27 Santa Cruz sc-1641 mono Mouse Mouse 1/100e X
REG3A UMR-1193 R03-300 |ploly Rabbit |Human Tpg/ul X

Tableau 7 - Liste des anticorps utilisés.

Analyse des acides nucléiques

L'ARN des échantillons a été extrait en TRIzol a 4°C. Chaque échantillon de
cellules a été immergé avec 1 mL de TRIzol pour 5-10x10° cellules et chaque échantillon
de tissu de 1 mm? avec 500 pL de TRIzol. Les échantillons ont ensuite été homogénéisés
avec 200 pL de chloroforme, laissés reposer 3 min et centrifugés 15 min a 16 000 g. La
phase supérieure a été récupérée, homogénéisée dans 500 uL d'isopropanol, laissée
reposer 10 min et centrifugée 10 min a 16 000 g. Le culot a été récupéré, resuspendu
dans 1 ml d'éthanol a 75% et centrifugé 15 min a 5 000 g. Le culot d'acides nucléiques
a été resuspendu dans 50 pL d'eau RNA-free autoclavée.

L'’ADN présent dans les échantillons a ensuite été dégradé a I'aide du kit RNAse
Free : Turbo DNA-free (Invitrogen, Ref AM1907) afin de ne conserver que les ARNS.
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Les ARNs ont été exploités suivant différentes procédures :

— PCR en temps réel : 2 ug d’ARN ont été répliqués en ADN complémentaire a 'aide
du kit RevertAid RT Reverse Transcription (ThermoFisher, Ref K1691). L'analyse par
gPCR a été effectuée avec le mélange SYBR green sur un automate LightCycler 96
(Roche). La liste des olygonucléotides utilisés est disponible dans le Tableau 8. Les
mesures ont été faites en duplicats et les résultats ont été normalisés avec la B-
Actine.

— Analyses transcriptomiques : 200 ng d'ARN ont été répliqués en ADN
complémentaire a I'aide du kit Ambion WT Expression (ThermoFisher, ref 4411974)
et étiquetés avec le kit Affymetrix GeneChip WT Terminal Labeling (ThermoFisher,
ref 900671). Les cDNA ont ensuite été hybridés pendant 16h a 45°C sur une puce
Affymetrix (GeneChip Mouse Gene 2.0 ST arrays). Les données brutes ont été
extraites par le logiciel Affymetrix GeneChip Command Console V4.1.2 et traitées
via Affymetrix Expression Console V1.4.1. L'ensemble de ces analyses ont été
effectuées par la plateforme Biopuces et Séquencage de I'IGBMC.

— Séquencgage : Les ARN d'intérét ont été amplifiés par gPCR et transmis a la société
Beckman Coulter Genomics afin d'étre séquencés par la méthode de Sanger.

Glycémie et quantification du glycogéne

La glycémie des animaux a été mesurée sur les échantillons de sérum prélevés
lors du sacrifice a lI'aide d'un lecteur de glycémie conventionnel (AccuCheck).

Le niveau de glycogene hépatique a été mesuré par absorptiométrie. Chaque
échantillon tissulaire (100 mg) est dissout en hydroxyde de potassium, précipité en
éthanol et centrifugé 10 min a 1700 g. Le culot de glycogene est resuspendu en phénol.
Les échantillons obtenus sont dilués en acide sulfurique et leur absorbance est mesurée
a la longueur d'onde de 490 nm.

SeaHorse

Toutes les mesures ont été effectuée sur un automate Seahorse Bioscience XFp.
Les cellules ont préalablement été cultivées en puits de 0.32cm? (format de plaque 96
puits), transfecté avec les vecteurs correspondants et laissées incuber 48h. Elles ont
ensuite été décollées a la trypsine, comptées et 1,5x10* cellules ont été ensemencées
dans chaque puits de la plaque fournit par le fabricant. Apres 24h d'incubation les
plaques ont été insérées dans l'automate. Tous les kits utilisés ont été fournis par
Seahorse Bioscience et ont été mis en ceuvre suivant les protocoles du fabricant.
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Oligonucléotide Séquence animal
B-actin F CAGATGTCGATCAGCAAGCAGGAG
: Mus musculus

B-actin R TCAGTAACAGTCCGCCTAGAAGCA
ALDOCF GCCCGCTATGCCAGCATCT

Mus musculus
ALDOCR AGCCAGGACCTTCTCTGTAA
c-MYCF AGACCTGAGCGCCGCCC

Mus musculus
c-MYCR GAGGACTCCGTGGAGGAGA
ENO1F AGTACGGGAAGGACGCCACCA

Mus musculus
ENO1R GCAGCCACATCCATGCCGAT
GAPDF CCTCAACTACATGGTCTACA

Mus musculus
GAPDR CTCCTGGAAGATGGTGAT
GPI F CCTGTCTACGAACACGGCCAA

Mus musculus
GPIR TACCCAATCCCAGAACTC
HK2 F GGGCATGAAGGGCGTGTCCC

Mus musculus
HKZ R TCTTCACCCTCGCAGCCGGA
PGK1 F GAAGCGGGTCGTGATGAG

Mus musculus
PGK1R GCCTTGATCCITTGGTTGTT
PKM2Z F CCACTTGCAGCTATTCGAGGAA

Mus musculus
PKM2 R GTGAGCACTCCTGCCAGACT
TPI1F GATCATTTATGGAGGTTCTG

Mus musculus
TPI1 R ATTGATGATGTCCACAAATT

Tableau 8 - Liste des oligonucléotides utilisées.

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide de I'application en ligne
biostaTGV (http ://biostatgv.sentiweb.fr). Pour de comparer deux groupes nous avons
utilisé le test de Student, lorsque nous avons comparé plus de deux groupes dans une
méme analyse nous avons utilisé le test de Mann-Whitney. Les données sont
représentées par leur moyenne +/- erreur type.

Les données de survie sont représentées suivant la méthode de Kaplan-Meier
et la significativité des résultats et calculée a I'aide du test du Log-Rank.

Transcriptomique : Nous utilisons la matrice complete des genes et de leurs
expressions et soumettons I'ensemble de ces données a l'algorithme GSEA (Gene Set
Enrichment Analysis). Il identifie les groupes fonctionnels de genes dont la différence
d'expression est due uniquement aux caracteres d'intéréts et leurs attribue un score
d'enrichissement. Seuls les groupes enrichis avec un taux de fausses découvertes
inférieur a 5% ont été retenus. Les données d'expression sont centrées réduites et
visualisées par une analyse en composante principale.

Une valeur de P < 0.05 est considérée comme statistiquement significative.
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1 L'activation de la voie c-Myc est réduite dans les
CHCs de souris transgéniques MYC/REG3A-TG.

Au cours de ce travail, notre objectif était d'étudier I'influence de REG3A sur la
carcinogenese hépatique a I'aide de différents modeles expérimentaux. Nous avons
tout d'abord analysé le développement spontané de tumeurs dans une lignée murine
transgénique exprimant la protéine REG3A humaine dans les hépatocytes (REG3A-TG,
n=>58) et une lignée de souris contréles de méme fond génétique C57BL/6 (WT, n=53)
agés de 24 mois et vivant dans les méme conditions d'hébergement. Globalement, peu
de cancers spontanés ont été relevés sur ce fond génétique que ce soit chez les souris
WT ou chez les souris transgéniques : 1/58 souris REG3A-TG a développé un CHC
comparé a 5/53 souris WT qui ont développées des tumeurs de type CHC (n=3),
lymphome (n=1) et sarcome (n=1). Nous avons par la suite étudié I'action de REG3A
dans un modele murin de carcinogenese génétique exprimant I'oncogene c-Myc dans
les hépatocytes (MYC-TG) (Etiemble et al/, 1994) et avons généré une lignée
transgénique doublement homozygote pour c-Myc et REG3A (MYC/REG3A-TG).

Nous avons étudié les profils moléculaires de foies précancéreux et cancéreux
en analysant les transcriptomes de souris MYC-TG et MYC/REG3A-TG. Les profils
d’'expression de genes ont été obtenus par I'analyse d'échantillons d’ARN tumoraux et
non-tumoraux collectés a différents temps sur une période de 18 mois.

Nous avons mené une analyse comparative entre les transcriptomes murins
obtenus et les transcriptomes humains correspondant aux trois groupes S1, S2 et S3
décrits dans la classification moléculaire proposée par Hoshida et a/. (Introduction :
chapitre 1.4.4, page 49). Les tumeurs humaines caractérisées par une activation de la
voie MYC sont connues pour étre concentrées dans le groupe S2. Nous confirmons par
une analyse fonctionnelle que I'identité moléculaire de CHCs développés chez les
souris MYC-TG est proche de celle de CHCs humains activées par c-MYC. Les signatures
transcriptionelles spécifiques des sous-groupes moléculaires prolifératifs S1 et c-MYC-
activé S2, sont enrichies dans les tumeurs hépatiques de souris MYC-TG mais pas celle
du sous-groupe S3, non-prolifératif et muté [-caténine. Le profil moléculaire des
tumeurs de souris MYC/REG3A-TG recoupe celui du sous-groupe S3 de la classification
de Hoshida et a/, groupe incluant les CHCs humains mutés pour le gene CTNNB1 et
exprimant fortement REG3A (Figure 42).

Nous montrons également qu'un ensemble de genes cibles de c-MYC identifiés

expérimentalement par Zeller et a/. est significativement enrichi dans les tumeurs de
souris MYC-TG mais non dans les tumeurs de souris MYC/REG3A-TG (Zeller et a/, 2006).
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Figure 42 - Analyses d’enrichissement moléculaire de CHCs de souris MYC-TG et
MYC/REG3A-TG. Les genes spécifiques des sous-classes moléculaires S1-53 (Hoshida
et al, 2010) et une liste de 86 genes cibles de c-MYC (Zeller et al, 2006) ont été
utilisés pour réaliser ces analyses. Score NES (Normalized Enrichment Score)

Dans le but de mieux caractériser les CHCs exprimant REG3A chez I'Homme,
nous avons stratifié les 371 CHCs humains de la cohorte TCGA en fonction de leur
niveau d'expression de REG3A hépatique et comparé le profil d'expression des tumeurs
exprimant fortement REG3A (premier quartile) a celui des tumeurs n'exprimant pas ou
faiblement REG3A (troisieme et quatrieme quartile). Nous avons généré une signature
de 100 genes humains spécifiques du sous-groupe exprimant fortement REG3A, ceux-
ci sont caractéristiques de plusieurs voies de signalisation hépatocytaire, en particulier
des voies de transport et de métabolisme (Figure 43). Cette signature est
spécifiquement enrichie dans les tumeurs de souris MYC/REG3A-TG (Figure 44).

CTNNB1 targets
Wnt signaling pathway

Cobalamin (Cbl, vitamin B12)
transport and metabolism

Amine compound SLC transporters

response to peptide hormone
Transport of glucose and other sugars,
bile salts and organic acids,
metal ions and amine compounds
Zinc efflux and compartmentalization
by the SLC30 family
peptidoglycan binding

0 200 400 600

Enrichment score

Figure 43 - Enrichissement de voies de signalisation du Top 100 genes surexprimés
dans les CHCs humains du TCGA exprimant fortement REG3A
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Figure 44 - Représentation graphique de I'enrichissement d’expression et score NES
(Normalized Enrichment Score) du Top 700 génes dans les tumeurs exprimant
fortement REG3A.

Nous avons ensuite comparé entre eux les transcriptomes tumoraux issus des
lignées MYC-TG et MYC/REG3A-TG et identifié les voies de signalisation
préférentiellement activées dans chaque lignée (Figure 45). Les tumeurs de la lignée
MYC-TG sur-expriment les voies de signalisation liées au cycle cellulaire, en particulier
des cibles de c-MYC, des cibles de E2F, de P53 et du checkpoint G2M. Les tumeurs de
la lignée MYC/REG3A-TG expriment préférentiellement la voie WNT/B-caténine ainsi
que des voies caractéristiques d'une activité hépatocytaire physiologique : le
métabolisme des acides biliaires, des acides gras et des xénobiotiques.

MYC-TG
I Y C targets V1
I Y C targets V2
I ::r targets
I s pathway
I G2M checkpoint

MYC/REG3A-TG

Bile acid metabolism
WNT beta catenin signaling

Fatty acid metabolism
Xenobiotic metabolism

3 25 2 45 1 -05 0 05 1 15 2 25
Normalised Enrichment Score (NES)
Figure 45 - Représentation graphique de I'enrichissement d’expression des
principales voies de signalisation modulées dans les CHCs développées chez des

souris MYC-TG et MYC/REG3A-TG. Voies de signalisation issues de la base de donnée
KEGG. NES : Normalized Enrichment Score.
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Au total, ces résultats montrent que les CHCs issus des souris MYC-TG et
MYC/REG3A-TG presentent une activité transcriptionnelle similaires aux CHCs humains
des sous-classes moléculaires prolifératives S1 / c-MYC-activé S2 et non-proliférative
S3, respectivement. En particulier, I'expression de nombreux genes cibles de
I'oncogene c-Myc est réduite dans les CHCs issues des animaux MYC/REG3A-TG que
dans celles des animaux MYC-TG.

2 REG3A ralentit le développement du carcinome

hépatocellulaire chez la souris transgénique Myc-
REG3A.

La mesure au cours du temps du rapport poids du foie / poids de I'animal
(LW/BW) montre une croissance nette de ce ratio chez les souris MYC-TG : il est de
11,8%+1,3,13,9%+1,7 et 17,8%+3,0 2 9, 12 et 18 mois, respectivement. Chez les souris
MYC/REG3A-TG, ce ratio croit plus faiblement et atteint aux mémes ages les valeurs de
7.2%+0,9, 8,7%+1,2 et 9,1%+1,0. Le ratio LW/BW murin normal est aux environs de 4
a 5%, valeur retrouvée chez tous les animaux agés de 3 et 6 mois. Ce ratio double chez
les animaux MYC/REG3A-TG pour se stabiliser autour de 10% alors qu’il augmente
jusqu'a approcher 20% chez les animaux MYC-TG (Figure 46).
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MYC-TG 20 | 30 | 29 | 34 | 19
MYC/REG3A-TG 32 | 41 | 31 | 38 | 44

Figure 46 - Evolution du ratio poids du foie / poids de 'animal (LW/BW) au cours du
temps. *P<0.05, **P<0.01

Les premieres tumeurs visibles macroscopiquement ont été détectées chez des
animaux MYC-TG et MYC/REG3A-TG agés de 6 mois. Le nombre d'animaux qui
présentaient au moins une tumeur maligne a augmenté progressivement au cours des
18 mois d'observation atteignant 40% puis 82% des souris MYC-TG et seulement 13%
puis 42% des souris MYC/REG3A-TG a 6 et 9 mois, respectivement (Figure 47). Cette
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difféerence disparait aux temps tres tardifs. Un exemple représentatif des tumeurs
observées est présenté sur la Figure 48.

5 1004 ® MYC-TG -
5? 80 ® MYC/REG3A-TG
£ 3 60-
;g 40+
S 207
3 Eli 9 1I2 1l8months
MYC-TG 25 | 30 | 39 | 34 | 21

MYC/REG3A-TG 33 | 48 | 31 | 39 | 44

Figure 47 - Evolution du pourcentage d‘animaux ayant développé une tumeur
maligne du foie au cours du temps. *P<0.05, **P<0.07

MYC-TG MYC/REG3A-TG

Figure 48 - Photographie macroscopique représentative de tumeurs du foie
développées chez des animaux MYC-TG et MYC/REG3A-TG agés de 9 mois.

Nous notons également que les diametres cumulés des nodules tumoraux sont
moins importants chez les souris MYC/REG3A-TG que les souris MYC-TG a 18 mois
(Figure 49), ce qui est cohérent avec le nombre réduit (n=2,7+0,3) de nodules tumoraux
présents par animal MYC/REG3A-TG comparé aux animaux MYC-TG (n=4,5+0,7) a cet
age. Ce phénotype tumoral est associé a une meilleure survie des animaux
MYC/REG3A-TG comparativement aux animaux MYC-TG (Figure 50).
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Figure 49 - Evolution du diamétre tumoral cumulé au cours de la maladie cancéreuse.
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Figure 50 - Graphique de survie de Kaplan-Meyer de souris transgéniques c-Myc
(MYC-TG) et de souris transgéniques c-Myc et REG3A (MYC/REG3A-TG).

Les analyses d'index de prolifération (marquage KI-67, expression de cyclines et
d'inhibiteurs de CDK, p21 et p27), d'apoptose (caspase 3 clivée) et de dommages de
I’ADN (marquage yH2AX) n'ont pas montré de différence entre échantillons de foie
provenant de souris MYC-TG ou MYC/REG3A-TG (Figure 51 et Figure 52).
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Figure 57 - Gauche : Immunoblots anti-cyclines D3, A2, BT et p21, p27. Droite :
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Figure 52 - Analyse de la prolifération, de I'apoptose et des dommages de 'ADN dans
des échantillons de foie tumoral de souris MYC-TG et MYC/REG3A-TG aprés
coloration a I'hématoxyline-éosine (H&E) et immunohistochimiques avec les
anticorps Ki-67, y-HZAX et Caspase 3. Barre d’échelle : 200um. Chaque point

correspond a une souris. ns : non significatif.

Au total, nous montrons que le nombre et le volume des tumeurs des animaux
MYC/REG3A-TG sont moins important que ceux des animaux MYC/REG3A-TG.
L'analyse des échantillons tumoraux ne montre pas de différence d'index de
prolifération ni de mort cellulaire suggérant un effet de REG3A sur l'initiation de la
carcinogénese du foie et non pas sur la progression tumorale, dans ce modéle
expérimental.
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3 Les niveaux nucléaires de c-Myc sont réduits dans
les CHCs de souris transgénique MYC/REG3A-TG.

Nous nous sommes demandé si la réduction tumorale associée a REG3A était
liée a des variations de la régulation de c-Myc aux niveaux transcriptionnel et
protéique. La mesure par qPCR du niveau de I'ARN messager c-MYC a montré que,
bien qu’augmenté dans les échantillons de foie tumoraux comparativement aux foies
sains et non-tumoraux appariés, ce niveau était du méme ordre de grandeur dans les
foies de souris MYC-TG et MYC/REG3A-TG a tous les temps analysés ( Figure 53).
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Figure 53 - Quantification par gPCR de 'expression de 'ARN
messager c-Myc dans des échantillons de foie tumoral (T) et non-
tumoral (NT) provenant de souris MYC-TG et MYC/REG3A-TG aux
différents temps indiqués. Chaque point correspond a une souris.

Concernant la protéine c-Myc, elle est, comme attendue, tres faiblement
détectée dans les foies sains. En contexte tumoral, son expression est fortement
augmentée dans les échantillons tumoraux comparés aux échantillons non-tumoraux
appariés. Mais aucune différence d'expression n'a été relevée dans les extraits globaux,
préparés a partir d'échantillons de foie de souris MYC-TG et MYC/REG3A-TG (Figure
54 et Figure 55).

Cependant, des analyses d'expression apres fractionnement subcellulaire ont
révélé des taux substantiellement plus élevés de protéine c-Myc dans les fractions
hépatiques nucléaires d'échantillons tumoraux de souris MYC-TG que dans celles de
souris MYC/REG3A-TG (Figure 56 et Figure 57). Nous notons également que le pool de
protéine c-Myc phosphorylée sur le résidu Thr58 est plus important dans les
échantillons tumoraux de souris MYC/REG3A-TG que de souris MYC-TG. Cette
modification post-traductionnelle conduisant a la protéolyse de c-Myc par le
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protéasome (Figure 31), ce résultat suggere un rdle possible de REG3A dans les
mécanismes de régulation de la stabilité de c-Myc. Aucune différence d’'expression de
c-Myc totale et phosphorylée sur la Thr58 n’est retrouvee dans les fractions tumorales
cytoplasmiques quelle que soit la lignée murine étudiée. Nous n'avons pas non plus
observé de différence significative d'expression de ces protéines, expression par ailleurs
faible et essentiellement nucléaire, dans les parties non-tumorales adjacentes aux
tumeurs ni dans les échantillons de tissus sains ou pré-néoplasiques ou I'expression de
c-Myc est essentiellement cytoplasmique (Figure 58).
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Figure 54 - Quantification dimmunoblots de I'expression des protéines c-Myc et
REG3A dans des échantillons de foie non-tumoral (NT) provenant de souris MYC-TG
et MYC/REG3A-TG dgées de 6 mois. Chaque point correspond a une souris. ns : non

significatif.
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Figure 55 - Quantification dimmunoblots de 'expression des protéines indiquées
dans des échantillons de foie tumoral (T) et non-tumoral (NT) provenant de souris
MYC-TG et MYC/REG3A-TG agées de 12 mois. Chaque point correspond a une souris.
ns . non significatif.
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Figure 58 -Immunoblots détectant les protéines indiquées dans des fractions
nucléaires (Nuc) et cytoplasmiques (Cyt) provenant d‘échantillons de foie sain (6
mois) et non-tumoral (12 mois). Droite : Quantification par densitométrie. Chaque
point correspond a une souris. ns . non significatif.

Comme mentionné précédemment, les modifications post-traductionnelles qui
régulent la stabilité de c-MYC comprennent la phosphorylation et la O-GlcNAcylation.
Les kinases ERK1 et GSK3f étant connues pour étre impliquées dans la phosphorylation
respective des résidus Ser62, entrainant la stabilisation de c-MYC, et Thr58 signalant sa
dégradation, nous avons analysé leurs niveaux d'expression et d'activation dans des
échantillons de foie non tumoral et tumoral. Nous n'observons aucune différence
d'expression ni d'activation des kinases ERK1 et GSK3[ dans les échantillons tumoraux
de souris MYC-TG et MYC/REG3A-TG. Ceci indique que ces régulateurs de la stabilité
de MYC ne semblent pas impliqués dans la régulation négative de MYC par REG3A

(Figure 59).
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Figure 59 - Quantification par densitométrie d’immunoblots détectant les protéines
indiquées dans des échantillons de foie non-tumoral (NT) et tumoral (T) d'animaux
MYC-TG et MYC/REG3A-TG a 12 mois. Chaque point correspond a une souris. ns :
non significatif.

4 Les foies prénéoplasiques et tumoraux de souris
MYC/REG3A-TG présentent une réduction de la O-
GlcNAcylation des protéines.

La phosphorylation de c-Myc sur la Thr58 est mutuellement exclusive de la O-
GIcNAcylation. Cette derniere favorisant la stabilité de la protéine MYC, nous avons
émis I'nypothése que I'augmentation de la protéine c-Myc phosphorylée sur Thr58
dans les tumeurs des souris MYC/REG3A-TG pouvait étre associée a une diminution de
la O-GIcNAcylation.

A I'heure actuelle, des raisons techniques nous ont empéché de détecter la
forme O-GIcNAcylée de c-Myc. Nous avons voulu contourner cette difficulté en
mesurant le niveau global de O-GIcNAcylation des protéines dans un ensemble
d'échantillons de foie sain, pré-néoplasique et tumoral. Nous montrons que les niveaux
de O-GlcNAcylation des protéines augmentent significativement au cours de la
carcinogenese induite par c-Myc, et que ce niveau est sensiblement le méme dans les
parties tumorales et les parties adjacentes non-tumorales de foie de souris MYC-TG et
MYC/REG3A-TG agées de 12 mois. De maniere intéressante, nous observons a 6 mois
une diminution significative de 47% de la O-GlcNAcylation globale des protéines dans
les échantillons de foie pré-néoplasique de souris MYC/REG3A-TG comparé a celui de
souris MYC-TG. Une tendance a la baisse de 50% est aussi observée chez les souris
REG3A-TG comparativement aux souris sauvages (Figure 60).
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Figure 60 - Niveau global des protéines O-GIcNAcylées dans des
échantillons de foie sain (WT, REG3A-TG), pré-néoplasique (MYC-TG,
MYC/REG3A-TG, 6 mois) et tumoral (MYC-TG, MYC/REG3A-TG, 12
mois). Gauche : immunoblot (IB) pour O-GIcNAc. Coloration au rouge
Ponceau pour la normalisation des Western blots. Droite .
Quantification par densitométrie. NT : non tumoral,; T : tumoral.
*P<0.05, ***P <0.001.

Apres fractionnement subcellulaire, nous observons une nette réduction de la
O-GlcNAcylation des protéines dans les fractions nucléaires de foies pré-néoplasiques
(6 et 12 mois) et néoplasiques (12 mois) des animaux MYC/REG3A-TG comparé aux
animaux MYC-TG (Figure 61). Cette réduction est de 72% dans les foies pre-
néoplasiques (n=6, p<0.005), de 60% dans les tissus non-tumoraux adjacents a la
tumeur (n=6, p<0.05) et de 19% dans les tissus tumoraux appariés (n=12, p=0.026).
Une réduction d'environ 40% des protéines O-GIcNAcylées est également retrouvée
dans les fractions cytoplasmiques de foies pré-néoplasiques chez des souris
MYC/REG3A-TG comparé a des souris MYC-TG agées de 6 et 12 mois. En revanche,
aucune différence des niveaux de O-GlcNAcylation n'a été observée entre les fractions
cytoplasmiques tumorales de souris MYC-TG et MYC/REG3A-TG. Ces résultats
indiquent que le retard de l'apparition et du développement des tumeurs induit par
REG3A est associé a une franche diminution de la O-GIcNAcylation globale des
protéines dans ce modele expérimental de CHC induit par c-Myc.
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5 La surexpression hépatique de REG3A retarde le
développement de tumeurs du foie et est associée a
une réduction de la O-GIlcNAcylation dans le modéle
DEN.

Nous avons établi un deuxieme modele de carcinogenése hépatique chimio-
induit et étudié les effets de REG3A sur la croissance tumorale et la O-GIcNAcylation
des protéines hépatiques chez des souris sauvages C57BL/6 (n=75 ; WT) et des souris
transgéniques REG3A (n=73 ; REG3A-TG) ayant requ a I'age de 14 jours une injection
unique de 10pg/g de l'agent alkylant diéthylnitrosamine (DEN). Cette méthode
provoque le développement d'un CHC de maniere reproductible chez plus de 80% des
souris sauvages a 9 mois (Teoh et al, 2008). Neuf a seize souris de chaque génotype
injectées de DEN ont été examinées tous les mois pendant 9 mois afin de détecter
la présence de tumeurs hépatiques. A 5 mois, ces tumeurs étaient
macroscopiquement et histologiquement observables chez 40% des souris
sauvages (Figure 62 - A, B) alors qu'aucune des souris REG3A-TG ne développaient
de nodules hépatiques (p : 0,043). Une tendance a la baisse, bien qu'elle ne soit pas
statistiquement significative, a également été observée a I'dage de 6 mois. A ce
temps d'analyse, la taille des nodules tumoraux était millimétrique chez les animaux
REG3A-TG et centimétrique chez les souris sauvages (Figure 62 - D). Ces résultats
montrent que la surexpression hépatique de REG3A dans un contexte de
carcinogenese chimique provoque un retard au développement des tumeurs du
foie.
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Figure 62 - Cinétique du développement tumoral hépatique dans le
modéle chimio-induit par le DEN chez des souris sauvages (WT) et
transgéniques REG3A (REG3A-TG). A) Evolution du pourcentage
d‘animaux présentant une tumeur hépatique. B) Photographie
macroscopique représentative de tumeurs du foie. Chez des animaux
4gés de 6 mois. C-D) Evolution du diamétre tumoral cumulé. WT :
sauvage; REG3A-TG : souris transgéniques pour REG3A.
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Apres fractionnement subcellulaire, nous montrons que les fractions nucléaires
des foies de souris REG3A-TG agées de 6 mois présentaient une nette réduction de la
O-GlcNAcylation des protéines comparée a celle des souris sauvages (Figure 63).
Aucune différence de niveau de O-GIlcNAcylation n'a été observée dans les fractions
cytoplasmiques. Ces résultats combinés a ceux obtenus dans le modele c-Myc
renforcent I'hypothese d'une régulation négative de la voie des O-GIcNAc par REG3A
ce qui aurait pour conséquence de réduire le développement tumoral du CHC.
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Figure 63 - Immunoblot du taux de O-GIcNAcylation des protéines
dans des fractions nucléaires (Nuc) et cytoplasmiques (Cyt) provenant
d'échantillons de foie de souris sauvages (WT) et transgéniques
REG3A (REG3A-TG) dgées de 6 mois exposées au DEN. Coloration au
rouge Ponceau pour la normalisation des Western blots. Droite :
Quantification par densitométrie. Chaque point correspond a une
souris. Chaque point correspond a une souris. ns . non significatif.

6 REG3A réduit la O-GIlcNAcylation des protéines.

Pour avancer dans la compréhension des mécanismes de régulation de la O-
GIcNAcylation des protéines par REG3A, nous avons exprimé REG3A par transfection
dans la lignée cancéreuse dérivée de CHC humain HuH7 (Figure 64) et étudié
I'expression de MYC et les niveaux des protéines O-GlcNAcylées. Nous observons que
REG3A est significativement exprimé apres un délai de 48h apres la transfection. Nous
avons conservé ce délai dans I'ensemble des études /n vitro que nous vous présentons
dans ce mémoire.

REG3A

Tubulin

Vecteur vide + - + -

Vecteur REG3A - + - +

Figure 64 -Immunoblot anti-REG3A a 24 et 48h apres transfection dans des cellules
HuH?7.
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Nous montrons qu'il n'y a aucune différence d'expression de I'ARN c-MYC
endogene dans les cellules HuH7, qu'elles expriment ou non REG3A 48h apres
transfection (Figure 65). En revanche, nous observons une réduction significative du
taux endogene de protéine c-MYC total associée a une augmentation du taux de
protéine c-MYC phosphorylé sur la Thr58 dans la fraction nucléaire de cellules
exprimant REG3A comparé aux cellules controles (Figure 66). La co-transfection de
REG3A et de c-MYC réduit également le taux nucléaire de protéine c-MYC total
exogene dans les cellules HuH7 (Figure 67). Aucune différence de niveau d'expression
de c-MYC total et phosphorylé endogene ou exogene n'est observée dans les fractions
cytoplasmiques des cellules, qu’elles expriment ou non REG3A. Pour déterminer si cet
effet de REG3A sur I'expression de MYC est médié par une action autocrine de la
protéine, nous avons stimulé les cellules HuUH7 avec 1ug de protéine recombinante
humaine REG3A puis mesuré le taux de la protéine c-MYC total. Nous montrons que
ce dernier reste similaire que les cellules aient été incubées avec de la protéine REG3A
ou le tampon contréle (Figure 68). Ce résultat montre que I'effet observé sur les niveaux
de c-MYC est da a I'action de la protéine REG3A intracellulaire.

[l Vecteur vide

Vecteur REG3A
n.s.

1.2 7 T

0.8 -

0.4 -

Relative mRNA levels

Figure 65 - Quantification par gPCR de l'expression de 'ARN C-Myc dans des cellules
HuH7 exprimant ou non REG3A. ns : non significatif.
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Figure 66 -Immunoblots détectant I'expression des protéines indiguées
dans les fractions nucléaires (Nuc) et cytoplasmiques (Cyt) de cellules
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Figure 67 - Immunoblots détectant I'expression des protéines
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de cellules HuH7 co-exprimant ou non REG3A et c-MYC. Droite :
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Figure 68 -Immunoblots détectant I'expression des protéines
indiquées dans les fractions nucléaires (Nuc) et cytoplasmiques (Cyt)
de cellules HuH7 incubées ou non avec une protéine recombinante
humaine REG3A.

Les niveaux d'expression et d'activation des kinases ERK1 et GSK3f n‘ont pas été
retrouvés modulés de maniere différente dans les cellules HuH7 exprimant REG3A et
dans les cellules contrOles (Figure 69). Les cellules HuH7 exprimant REG3A présentaient
une diminution significative de 20% de la O-GlcNAcylation des protéines (p<0.002) 48h
apres transfection supportant I'idée que REG3A est impliqué dans la réduction de la O-
GlIcNAcylation (Figure 70). L'expression de REG3A est associée a une diminution de la
prolifération cellulaire (Figure 71 A) contrairement a |'ajout de protéine recombinante
REG3A qui est sans effet sur la prolifération cellulaire (Figure 71 B).
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Figure 70 -Immunoblot évaluant les niveaux de O-GIcNAcylation des
protéines cytoplasmiques (Cyt) et nucléaires (Nuc) dans des cellules
HuH7 exprimant ou non le vecteur REG3A.
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Figure 71 - Index de prolifération au cristal violet A) Dans des cellules HuH7
exprimant le vecteur REG3A ou non. B) Dans des cellules HuH?7 incubées avec de la
protéine recombinante humaine REG3A ou le tampon contréle. Ns . non significatif.

Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent que la O-GIcNAcylation des
protéines hépatiques est réduite dans les cellules et les tissus exprimant REG3A et que
cet effet est associé a une diminution de la prolifération cellulaire /n vitro et une
importante réduction tumorale dans deux modeles expérimentaux de carcinogenese
génétique et chimio-induite. Dans le modele génétique, nous faisons I'hypothese que
REG3A favoriserait la dégradation de |I'oncogéne c-Myc via une réduction de sa O-
GlcNAcylation qu'il reste a démontrer.

7 REG3A n’interagit pas avec I'UDP-GIcNACc ni avec les
protéines O-GlcNAcylées.

La question que nous avons par la suite abordée était de comprendre comment
REG3A régule la O-GIcNAcylation des protéines. Celle-ci dépend de deux enzymes
I'OGT et 'OGA et de la quantité de substrat disponible, 'UDP-GIcNAc. Nous avons
mesuré les niveaux de ces enzymes dans des échantillons de foie sain (souris agées de
6 mois) et tumoral (paires appariées tumeur et non-tumeur de souris agées de 12 mois).
Nous n'avons pas trouvé de différence significative de |'expression de I'’ARN et de la
protéine OGT entre souris MYC-TG et MYC/REG3A-TG (Figure 72 et Figure 73).
Concernant I'OGA, nous n'avons pas été jusqu’a présent en mesure de détecter 'ARN
et la protéine OGA. Ces analyses sont actuellement en cours avec l'utilisation d'autres
amorces PCR et d'autres anticorps spécifiques.
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Figure 73 - Quantification par immunoblot du niveau de la protéine
OGT dans des échantillons de foie non-tumoraux (NT) et tumoraux (T)
d'animaux dagés de 6 et 12 mois. ns : non significatif.

Parallelement, nous avons étudié la fonction lectine de REG3A en analysant sa
capacité a reconnaitre différents sucres, dont I'UDP-GIcNAc. L'hypothese ici étant
qgu'une éventuelle titration de I'UDP-GIcNAc par la lectine REG3A contribuerait a la
diminution globale des protéines O-GIcNAcylées. L'analyse par slot-blot a révélé
I'activité attendue lectine de REG3A qui reconnait le sucrose (disaccharide formé de
fructose et de glucose) mais pas les monomeres de glucose ou de fructose et reconnait
également le mannane mais pas le monomere de mannose. Cette analyse montre que
REG3A ne reconnait pas le GIcNAc ni I'UDP-GIcNAc (Figure 74).
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Figure 74 - Analyse en slot blot de l'interaction de la protéine REG3A avec différents
sucres. GIcNAc : N-acétyl-D-glucosamine ; rcREG3A : Protéine recombinante REG3A.

Nous avons ensuite étudié la capacité de REG3A a reconnaitre le monomere de
GIcNACc lié aux protéines cellulaires. Nous avons séparé sur gel électrophorétique des
extraits protéiques provenant de foie tumoral de souris MYC-TG puis, apres transfert
sur membranes de nitrocellulose, incubé celles-ci avec la protéine recombinante REG3A
ou son tampon de formulation. La fixation de REG3A sur des cibles protéiques O-
GIcNAcylées a été révélé par immunoblot en utilisant un anticorps spécifique de
REG3A. Le profil des bandes détectées par I'anticorps anti-REG3A est tres différent de
celui détecté par les anticorps anti-O-GIcNAc et présenté précédemment (voir Figure
60). Nous montrons que REG3A semble ne pas interagir avec les protéines O-
GlcNAcylées dont les poids moléculaires sont habituellement aux environs de 50-80
kDa (Figure 75). Les seules protéines reconnues sont de bas poids moléculaire (16-20
kDa) et pourraient correspondre aux protéines endogenes de la famille REG3.
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Figure 75 - Immunoblot (IB) anti-REG3A pour I'étude de l'interaction de REG3A avec
les protéines O-GIcNAcylées dans des échantillons de foie non-tumoral (NT) et
tumoral (T) de souris MYC.

Ce résultat négatif est confirmé par une autre série d'expériences ou nous

montrons que les protéines immunoprécipitées avec un anticorps anti-REG3A ne sont
pas des protéines O-GlcNAcylées (Figure 76).
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Figure 76 - Analyse de l'interaction potentielle de REG3A avec des
protéines O-GIcNAcylées. Les protéines extraites d’échantillons de
foie non tumoral et tumoral de souris MYC ont été
Immunoprécipitées avec un anticorps anti-REG3A puis détectées par
immunoblot (IB) avec des anticorps anti-O-GIcNAc (Haut) et anti-
REG3A (Bas). A noter que les seules bandes détectées dans I'IB anti-
O-GIcNAc correspondent a des immunoglobulines.

Pris dans leur ensemble, ces résultats semblent montrer que REG3A ne titre pas
I'UDP-GIcNACc ni ninteragit avec les protéines O-GIcNAcylées. REG3A pourrait donc
agir en amont sur le métabolisme de 'UDP-GIcNAC lui-méme.

Pour rappel, une fois entré dans la cellule, le glucose est phosphorylé en
glucose-6-phosphate. Trois voies métaboliques sont alors accessibles : celle du
glycogene permettant le stockage des glucides, celle des pentoses-phosphates menant
a la production de NADPH et de ribose-5-P, et celle de la glycolyse. Cette derniere
débute par la transformation du glucose-6-phosphate (G6P) en fructose-6-phosphate
(F6P) jusqu'a la formation de pyruvate. Entre 2 et 5% du F6P échappe a cette voie pour
rejoindre celle de biosynthese des hexosamines (HBP) (Akella et a/, 2019).

Nous montrons que la glycémie basale est similaire chez les animaux MYC-TG
et MYC/REG3A-TG agés de 6 et 12 mois (Figure 77). Concernant la production du
glycogéne, nous observons une diminution du glycogene hépatique dans les tissus
pré-néoplasiques (6 mois) et tumoraux (12 mois) d'animaux MYC/REG3A-TG comparé
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a des animaux MYC-TG (Figure 78). Ces résultats montrent que la réduction de O-
GIcNACylation associée a REG3A ne peut étre expliquée par un stockage excessif de
glucose sous la forme de glycogéne ce qui dans ce cas entrainerait une diminution de
la voie de I'HBP.
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Figure 77 - Mesure de la glycémie capillaire de souris dgées de 6 et 12 mois.
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Figure 78 - Analyse par absorptiométrie de la concentration en glycogene dans des
foies non-tumoraux (NT) et tumoraux (T) d'animaux MYC-TG et MYC/REG3A-TG.

Comme cette voie métabolique est directement reliée a l'activité glycolytique
des cellules, nous avons poursuivi les investigations en étudiant le métabolisme
énergetique global des cellules a I'aide de I'analyseur Seahorse. Il permet de mesurer
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simultanément la consommation d’'oxygene par des cellules vivantes et I'acidification
de leur I'environnement, ce qui procure des informations sur l'activité de la chaine
OXPHOS mitochondriale et de la glycolyse, respectivement. Nous montrons que des
cellules HUH7 exprimant REG3A présentent une réduction de la vitesse de production
de I'ATP par la chaine OXPHOS mitochondriale et par la voie de la glycolyse comparé
aux cellules contréles (Figure 79). Ces données préliminaires suggerent que REG3A
contribue a une moindre activité de la voie de la glycolyse et, par-la, de la voie des
hexosamines qui dépend de cette derniere. Ces résultats sont a valider /n vivo par une
analyse Seahorse réalisée sur des biopsies fraiches de tissus tumoraux issus de souris
MYC-TG et MYC/REG3A-TG.
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Figure 79 - Analyse du métabolisme énergétique cellulaire par la technique du
« SeaHorse » Haut) Evolution des parameétres OCR (oxygen consumption rate) et
ECAR (extra-cellular acidification rate). Bas) Taux de production d’ATP mesureés.
(Oligomycine : inhibiteur de I'ATP synthétase. Roteonone & Antimycine A . inhibiteurs
de la chaine respiratoire, complexes I et Ill respectivement.,)
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Quatrieme partie :
Discussion &

perspectives
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Un nombre important de travaux ont décrit une corrélation entre elévation de
la O-GIcNAcylation des protéines et transformation/progression tumorale dans
différents tissus cancéreux (sein, prostate, foie, colon, poumons, la vessie, pancréas)
humains. Il a ainsi été suggéré qu'une O-GlcNAcylation anormalement régulée pourrait
contribuer a la pathologie des cancers. Cette élévation globale de la O-GIcNAcylation
des protéines est corrélée a de nombreux facteurs péjoratifs, parmi lesquels le grade
tumoral, la récidive tumorale, les métastases et un mauvais pronostic. Par exemple, une
étude réalisée sur des biopsies de tissu prostatique a établi un lien entre forte O-
GIcNAcylation et mauvais pronostic dans une cohorte de 56 patients cancéreux
(Kamigaito et a/, 2013). Dans un ensemble de 70 biopsies de carcinome ductulaire
mammaire, I'augmentation de I'expression de I'OGT est corrélée aux tumeurs peu
différenciées de grade II et IlI (Krzeslak et a/, 2011). D'autres études montrent des taux
élevés de O-GIcNAcylation dans des séries de 60 CHC (Zhu et al, 2011) et 44
cholangiocarcinomes (Indramanee et al, 2012) comparés a des foies sains. Les auteurs
rapportent que cette élévation est corrélée avec la récidive tumorale apres
transplantation hépatique et avec la présence d'un phénotype aggravé, définie par une
migration, une invasion et une viabilité accrues des cellules cancéreuses in vitro (Zhu
et al, 2011). Par ailleurs, 'ARNm de I'OGT a été proposé comme marqueur diagnostic
du cancer de la vessie. En effet une étude portant sur 143 individus sains et 176 patients
atteints de cancer de la vessie montre que I'’ARNm OGT est spécifiquement détecté
dans les urines des patients cancéreux (Rozanski et al, 2012).

Des études réalisées /n vitro sur différentes lignées cellulaires montrent que la
O-GlcNAcylation globale des protéines apporte un avantage sélectif a la prolifération
cellulaire et au développement tumoral. L'inhibition de I'OGT dans les lignées
tumorales coliques HCT116 et HT29 diminue la prolifération cellulaire, la migration et
I'adhésion cellulaires (Steenackers et al, 2016). L'inhibition de 'OGA dans les cellules
tumorales thyroidiennes 8305C accroit le phénotype invasif des cellules (Zhang et al,
2015). Certaines études identifient des protéines particulieres dont le niveau de O-
GlcNAcylation module des voies de signalisation impliquées dans la carcinogenése. Par
exemple, les index mitotiques des lignées mammaire MCF10a et gastrique MKN45 sont
augmentés suite a la stabilisation du facteur FoxM1 O-GIcNAcylé ce qui, en activant
Skp2, inhibe l'inhibiteur de CDK p27 (Inoue et al, 2018 ; Caldwell et al, 2010).
L'inhibition pharmacologique de I'OGT provoque l'apoptose de cellules tumorales
mammaires suite a la dégradation du proto-oncogéne HIF-1a (Ferrer et al, 2014) et un
ralentissement de la prolifération de cellules cancéreuses prostatiques associé a une
diminution dose-dépendante de c-Myc (Itkonen et a/, 2013).

Globalement, nos résultats montrent que I'expression hépatique de la lectine
REG3A est associée a une réduction de la O-GIcNAcylation des protéines et a un retard
a l'apparition du cancer du foie, ce qui est a rapprocher des propriétés similaires
constatées apres administration d'inhibiteurs pharmacologiques de I'OGT. Dans le
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modele de carcinogenese hépatique induit par c-Myc, la réduction de la O-
GlcNAcylation globale associée a REG3A pourrait reduire la glycosylation spécifique de
c-Myc favorisant ainsi sa dégradation. Cette hypothése n’est cependant pas encore
veérifiée. La régulation de la carcinogenese hépatique par REG3A par le biais d'une
modulation de la O-GIcNAcylation ne serait pas restreinte a 'oncogene c-Myc puisque
des résultats équivalents ont été révélés dans un autre modéle de carcinogenese
chimio-induit ou la voie MYC n’est pas activée.

Nos résultats suggerent que la O-GIcNAcylation des protéines est impliquée
dans l'initiation de la carcinogenése hépatique. A notre connaissance, le role direct de
la O-GIcNAcylation des protéines dans l'initiation tumorale n'a pas été clairement mis
en évidence, I'ensemble des travaux réalisés jusque-la l'ont été dans des lignées
cellulaires ou des échantillons de tissus cancéreux. Dans nos travaux, nous montrons
que le retard a I'apparition des tumeurs en présence de REG3A était associé a une
diminution de la O-GIcNAcylation des protéines de 72% dans les tissus pré-
néoplasiques, 60% dans les tissus non-tumoraux adjacents aux tumeurs et 20% dans
les tissus tumoraux. En I'état, nos résultats ne nous permettent pas d'établir si REG3A
réduit la O-GIcNAcylation globale des protéines ou si REG3A régule le niveau d'O-
GIcNAcylation de protéine(s) particuliere(s), ayant un réle clé dans l'initiation et la
transformation tumorales. Cette question fera I'objet de travaux a venir a moyen terme
dans notre laboratoire.

Une question fondamentale est celle des mécanismes de régulation de la O-
GIcNAcylation des protéines par REG3A. Cette question peut étre abordée suivant deux
aspects : 1) du point de vue de REG3A et de ses fonctions connues ; 2) du point de vue
de la O-GIcNAcylation elle-méme et de ses mécanismes de régulation.

S'agissant du premier aspect, seules deux fonctions sont a ce jour attribuées a
REG3A : une fonction lectine et une fonction anti-oxydante. Ainsi, REG3A pourrait titrer
le glucose, le GIcNACc, 'UDP-GIcNACc ou tout autre sucre intermédiaire dans la chaine
de I'HBP, et ainsi limiter la disponibilité en substrat. Il est connu que certaines lectines
sont capables de fixer les résidus GIcNAc. Ce sont par exemple les cas de I'agglutinine
de germe de blé (WGA), de la lectine recombinante du champignon Psathyrella
Velutina (rPVL) (Kubota et al 2017). Chez I'Homme, les ficolines comme P35,
d’'expression hépatique, ont la capacité de fixer les résidus GIcNAc (Matsushita et a/,
2013). Cette famille présente une forte similarité fonctionnelle et structurelle avec les
collectines (groupe III des lectines de type C), en particulier avec la lectine liant le
mannose (MBL) (Matsushita et a/, 1996). Cette derniere reconnait la fraction GIcNAc
du peptidoglycane et participe ainsi a 'immunité innée (Nadesalingam et a/, 2005). 1I
est bien établi que la fonction lectine de REG3A lui permet de fixer différents sucres,
avec une nette affinité pour les multimeres (mannane, peptidoglycane - un polymere
contenant du GIcNAc). Nos résultats montrent que REG3A n’est pas capable de fixer
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les différentes formes cellulaires du GIcNAc comme I'UDP-GIcNAc ou les résidus
GIcNAC fixés aux protéines. Des expériences sont en cours pour évaluer l'interaction de
REG3A avec différentes formes de sucre (G6P, F6P ou tout autre molécule intermédiaire
de la voie de I'HBP) issues de la transformation du glucose en UDP-GIcNAc. Turano et
al. ont montré |'existence de polymeres d'UDP-GIcNAc/GIcNAc dans les neurones et la
microglie dans la maladie d'Alzheimer (Turano et a/, 2015). A ce jour, I'existence dans
le foie sain ou pathologique de polymeres d'UDP-GIcNAc n'a pas été recherchée,
I'action préférentielle de REG3A pour des polymeres de sucres pouvant faire penser
que ce type de cible, si elle existait, serait un potentiel candidat pour REG3A.

REG3A présente également la capacité d'éliminer les ROS, en particulier le
radical hydroxyle, ce qui a pour conséquence de diminuer le stress oxydatif cellulaire
et tissulaire dans un modeéle murin d'hépatite aigué (Moniaux et a/, 2010). Il existe
aujourd'hui des arguments expérimentaux montrant que le stress oxydatif favorise la
O-GIcNAcylation des protéines. En condition de stress oxydatif, au décours par
exemple d'une hyperglycémie, le radical superoxyde produit par les mitochondries
provoque une baisse de l'activité de la GAPDH. Cette enzyme transforme le G3P en 1,3-
BPG et la baisse de son activité se traduit par une accumulation de F6P. Il est alors
réorienté vers la voie de I'HBP, ce qui a pour conséquence une hausse de la O-
GlcNAcylation des protéines (Du et a/, 2000). Des résultats similaires d'inhibition de la
GAPDH ont été obtenus au cours du stress oxydatif qui accompagne l'insuffisance
rénale chronique (D'Apolito et a/, 2015). Les auteurs montrent que la normalisation des
taux de ROS suffit pour diminuer la O-GIcNAcylation des protéines. Notre connaissance
de la biologie de REG3A combinée aux données de la littérature nous incite a penser
que la fonction anti-oxydante de REG3A pourrait faciliter I'activité de la GAPDH et ainsi
limiter la quantité de F6P disponible pour la synthese de 'UDP-GIcNAc. D'autre part,
en condition d'inflammation hépatique sévere induite par une intoxication a
I'acétaminophéne, la O-GlcNAcylation des protéines limite le réapprovisionnement en
gluthation réduit (GSH), favorisant ainsi les dommages oxydatifs du parenchyme
hépatique (McGreal et a/, 2018). Un mécanisme identique pourrait étre a I'ceuvre dans
les hépatite chronique de maniere plus insidieuse et participer a l'initiation de la
carcinogénese hépatique chez les patients cirrhotiques. En réduisant la O-
GlcNAcylation des protéines via sa fonction anti-oxydante, dans les tissus de patients
atteints de cirrhose, REG3A pourrait retarder I'apparition du cancer.

Concernant le second aspect, il est largement décrit dans la littérature que 'OGT
est un senseur du métabolisme énergétique. Un travail approfondi a montré que I'OGT
régulée par la chaperonne URI conférait des fonctions de survie dépendantes de c-Myc
en réponse a des fluctuations de glucose (Buren et a/, 2016). Un taux élevé de glucose
maintient un complexe fonctionnel entre URI la phosphatase PP1y et I'OGT. En
présence de glucose, URI lié¢ a PP1y maintient I'activité de I'OGT et le taux de c-Myc.
Cependant, lors d'une diminution du glucose disponible, la production d’ATP diminue
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et le taux de cAMP augmente, provoquant l'activation de la kinase PKA. Elle
phosphoryle URI, entrainant la libération de PP1y et l'inhibition de I'OGT, ce qui
augmente la dégradation de c-Myc pour permettre aux cellules de s'adapter et de
survivre sous |'effet du stress métabolique. En conséquence, les souris exprimant une
protéine URI hépatique modifiée, non phosphorylable, présentent une forte activité
OGT et une stabilisation de c-Myc, accélérant la carcinogenese hépatique en accord
avec les fonctions oncogenes de c-Myc (Buren et a/, 2016). Il a été montré que REG3A
interagit avec la sous-unité régulatrice Rlla de la PKA et que REG3A peut activer la
signalisation PKA /n vitro et dans le foie en régénération chez la souris (Simon et a/,
2003 ; Demaugre et al, 2004). Nos résultats obtenus avec la méthode Seahorse
montrent que REG3A diminue le niveau total d’ATP produit par la glycolyse et la
respiration mitochondriale. REG3A pourrait donc réduire la O-GlcNAcylation des
protéines en influencant la signalisation PKA. Reproduisant la signalisation activée par
la diminution de la production d’ATP au cours de la restriction en glucose. Dans cette
hypothese, la présence de REG3A pourrait expliquer une diminution de la O-
GlcANylation sans interférer avec I'expression de I'OGT mais en affectant son activité
par deux points clefs : la synthese d'ATP et I'activation de la PKA. Cette hypothese reste
encore a démontrer.

Nous ne pouvons exclure a I'heure actuelle que d'autres mécanismes de
régulation de la O-GIcNAcylation des protéines soient impliqués. Des variations de O-
GlcNAcylation peuvent étre causées par une augmentation du niveau de 'OGT comme
montré dans le cancer du colon (Mi et al, 2011) ou une diminution du niveau de 'OGA,
comme dans le cancer du sein (Krzeslak et a/, 2011). Ces variations peuvent étre
provoquées par la fixation de facteurs de transcription sur la région du promoteur du
gene OGT, comme Nrf2 dans des macrophages de colon (Li et a/, 2017) ou E2F1 dans
des cellules rénales (Muthusamy et a/, 2015). La dégradation de I'OGT par le systéeme
ubiquitine-protéasome peut aussi étre régulée : Host Cell Factor 1 (HCF-1) se lie a 'OGT
et la O-GIlcNAcylation de HCF-1 est un signal pour sa protéolyse (Daou et a/, 2011)
alors que l'activité ubiquitine ligase (et non déméthylase) de I'histone déméthylase
LSD2 favorise la dégradation par ubiquitinylation de 'OGT (Yang et a/, 2015). D'autres
travaux montrent que les modifications post-traductionnelles de I'OGT peuvent
moduler son activité : sa phosphorylation, sous I'action des calmodulines Il et IV ou de
GSK3B, accroit son activité (Song et al, 2008 ; Kaasik et a/, 2013) alors que sa S-
nitrosylation la réduit (Ryu et Do, 2011).

En conclusion, nos travaux ont eu pour objectif de caractériser le phénotype
tumoral associé a REG3A et I'impact moléculaire de REG3A sur la carcinogenése
hépatique dans des modeles /n vivo. Nos résultats indiquent que I'expression
hépatique de REG3A retarde le développement tumoral dans deux modeles de
carcinogenese hépatique et que cet effet est associé dans les deux cas a une diminution
de la O-GIlcNAcylation globale des protéines. Bien que le mécanisme exact par lequel
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REG3A régule cette modification post-traductionnelle reste a clarifier, ces résultats
ouvrent des perspectives originales dans la compréhension du mode d'action de
REG3A au stade pré-néoplasique et dans le développement de candidats médicaments
dans la prévention du cancer dans des populations a risque telles les patients
cirrhotiques.
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Résumé : Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la
tumeur primitive la plus fréquente dans le foie se
développant essentiellement sur un foie cirrhotique.
Le CHC est au 6°™ rang en termes d'incidence et au
2" en termes de mortalité. La compréhension
imparfaite des mécanismes impliqués dans le CHC
empéche le développement de traitements efficaces
contre ce cancer.

Notre étude a porté sur les effets d'une lectine
humaine de type C, REG3A, sur la carcinogenese
hépatique. Il s'agit d'une protéine secrétée de 16 kDa
liant certains poly-oligosaccharides agissant par voie
autocrine et paracrine sur différents organes
inflammatoires et tumoraux. REG3A déploie des
activités biologiques variées dans la prolifération et
la survie des cellules, le controle de I'inflammation et
du stress oxydatif.

Son réle dans la carcinogenése est controversé.
Nous montrons que la surexpression de REG3A
retarde l'apparition du CHC dans deux modéles
murins de carcinogenese chimique et génétique.
Nous montrons que cet effet de REG3A est associé
a une réduction significative des protéines O-
GIcNAcylées. Nous décrivons comment la O-
GlIcNAcylation via REG3A déséquilibre la balance
stabilité / dégradation de I'oncogéne c-Myg,
favorise la dégradation de c-Myc et freine le
développement tumoral dans les modeéles étudiés.
Au total, notre étude révéle un lien entre cette
lectine, la O-GIcNAcylation et le contrdle tumoral.
Les mécanismes par lesquels REG3A régule la O-
GIcNAcylation des protéines restent cependant a
élucider.

Title: Modulation of liver carcinogenesis by an innate immune protein REG3A
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Abstract: The hepatocellular carcinoma (HCC) is the
most common hepatic tumor, developing mainly on
a cirrhotic background. HCC is the 6" most
commonly occurring and the 2nd most deadly cancer
in the world. Little is known about the mechanisms
involved in HCC making it difficult to develop
effective treatments against this aggressive cancer.
Our study investigated the effects of a human C-type
lectin, REG3A, on hepatic carcinogenesis. REG3A is a
secreted 16 kDa protein, which binds specific
poly/oligosaccharides targets and acts on various
inflamed and cancerous organs in autocrine and
paracrine manner. REG3A displays several biological
activities in cell growth and survival, protection
against inflammation and oxidative stress. Its role in
carcinogenesis is still controversial.

We demonstrated that the overexpression of
REG3A delayed the onset of HCC in two murine
models of chemical and genetic carcinogenesis. We
showed that the slow-down effect of REG3A was
associated with a significant reduction of O-linked
N-acetylglucosamine (O-GlcNAcylation) of
proteins. We described how this phenomenon
unbalances the stability / degradation of the c-Myc
oncogene, promotes c-Myc degradation and slows
tumor development at least in our experimental
models. Overall, our study reveals a link between
lectin, O-GIcNAcylation and carcinogenesis.
However, the mechanisms by which REG3A
regulates  O-GlcNAcylation remain  to be
elucidated.
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