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Résumé

PPARYy est un récepteur nucléaire ligand-activé qui contrdle, dans différents organes,
de nombreuses fonctions cellulaires, impliquées notamment dans le contréle de
I’inflammation, de la carcinogenése ou du métabolisme. Au niveau de la cellule épithéliale
intestinale, certaines fonctions de PPARYy, comme son role métabolique, reste méconnu. Les
effets génomiques des ligands de PPARy sont eux aussi trés mal connus dans cette cellule.
L’objectif de ce travail était de comparer 1’expression génomique induite par différents
agonistes de PPARy dans la cellule épithéliale intestinale par la technique de microarrays, et
ainsi identifier de nouveaux genes cibles de PPARYy et les différentes fonctions cellulaires
contrdlées par ce récepteur nucléaire. Nous avons pu identifier le géne lactase, dont le déficit
d’expression est responsable de 1’intolérance au lactose, comme un géne cible de PPARY.
Nous avons ensuite pu montrer que les agonistes de PPARy étaient capables d’augmenter
I’expression et 1’activité de la lactase in vitro et in vivo, ainsi que d’améliorer les symptomes
d’intolérance au lactose dans un modé¢le animal ; identifiant les agonistes de PPARy comme
potentiellement le premier traitement pharmacologique de I’intolérance au lactose. Nous
avons pu ensuite confirmer 1’effet antinéoplasique du SASA au niveau de la cellule épithéliale
intestinale, in vivo et in vitro, et confirmer que cette action était dépendante de PPARYy.
Comme dans d’autres organes, PPARy régule dans la cellule épithéliale intestinale les voies
de l’inflammation, la différenciation et la maturation cellulaire mais aussi des fonctions
métaboliques, confirmant le réle clé de PPARy dans le controle I’homéostasie intestinale, et le

potentiel thérapeutique des agonistes de PPARY.



Abstract

PPARYy is a ligand-activated nuclear receptor that controls, in various organs, numerous
cellular functions, involved in the control of inflammation, carcinogenesis or metabolism. In
intestinal epithelial cell, some functions of PPARY, as its metabolic role, remain unknown.
The genomic effects of PPARy ligands are also poorly known in this cell. Our objective was
to compare the genomic expression induced by different PPARy agonists in the intestinal
epithelial cells by a microarrays technique, and thus to identify new PPARY target genes and
the different cellular functions controlled by this nuclear receptor. We have identified the
lactase gene, whose lack of expression is responsible for lactose intolerance, as a target gene
of PPARYy. We then showed that PPARYy agonists were able to increase lactase expression and
activity in vitro and in vivo, identifying PPARy agonists as potentially the first
pharmacological treatment of lactose intolerance. We then confirmed the antineoplastic effect
of SASA in intestinal epithelial cell, both in vivo and in vitro, and confirmed that this action
was PPARy-dependent. As in other organs, PPARy regulates in intestinal epithelial cell
inflammation, cell differentiation and maturation as well as metabolic functions, confirming
the key role of PPARY in the control of intestinal homeostasis, and the potential therapeutic

effect of PPARYy agonists.



Mots clés : PPARY, intolerance au lactose, cellule épitheliale intestinale, cancer

colorectal

Keywords : PPARY, lactose intolerance, intestinal epithelial cell, colorectal cancer



Abréviations

ALA : acide a-linoléique

AGCC : acides gras a courtes chaines

AOM: azoxymethane

CA : cryptes aberrantes

CCR : cancer colo-rectal

CHIP : test d'immunoprécipitation de la chromatine
CLA : acide linoléique conjugué

CTEN : C-terminal tensin-like

DHA : acide docosahexaenoique

DR : direct repeat

EPA : acide eicosapentaenoique

FCA : foyer de cryptes aberrantes

GED : minophenyl-alpha-methoxypropionic acid
LCT : lactase

MICI : maladies inflammatoires chroniques intestinales
PB : paires de bases

PCR : polymerase chain reaction

PIO : pioglitazone

PPARY : peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PPRE : peroxisome proliferator response element
PUFA : acides gras polyinsaturés

ROSI : rosiglitazone



RXR : retinoid-x-receptor
TLR : toll like receptor

5-ASA : acide 5-aminosalicylique
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1. Le récepteur nucléaire PPARy

1.1 Structure moléculaire et role de PPARy

PPARYy (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) est un récepteur nucléaire
de la superfamille des facteurs de transcription ligands-activés, un groupe comprenant une
cinquantaine de facteurs impliqués dans différents processus biologiques. Il appartient a la
famille PPAR qui comprend différents isotypes: PPARa, PPARB / 6 et PPARY (Figure 1). Ces
trois membres sont codés par différents geénes situés sur différents chromosomes. Malgré un
niveau ¢levé de séquences et d’homologies structurelles, les différents sous-types de PPARs

ont des profils d’expression tissulaire unique (Shearer and Billin, 2007).

Figure 1. Représentation tridimensionnelle de PPARa, PPARP et PPARYy avec leurs sites de
liaison au ligand
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Deux isoformes de PPARy (PPARy1, PPARY2) existent, avec des sites d’expression et donc
des fonctions physiologiques différentes. PPARY controle I'expression d'un grand nombre de
genes régulant le métabolisme des lipides, la sensibilité a l'insuline, ainsi que 1'inflammation
et la prolifération cellulaire. Ainsi PPARy a été li¢ a diverses pathologies chroniques telles
que l'athérosclérose, la polyarthrite rhumatoide, la maladie d'Alzheimer, différents cancers
(i.e. sein, colon) et les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) (Dubuquoy et
al. 2002). Ces récepteurs nucléaires constituent donc une cible thérapeutique importante dans
ces différentes pathologies (Greschik and Moras, 2003; Dubuquoy et al. 2002 ; Whright et al.
2014).

PPARY peut avoir différents roles au sein de la cellule :

1) Co-répression ligand indépendant de géne cible : en I’absence de ligand, PPAR interagit
avec corépresseur qui, a l'état dé-acétylé, inhibe la transcription de I’ADN (Figure 2A)

(Nolteetal et al. 1998).

2) Trans-activation ligand dépendant de géne cible : aprés activation par un de ses ligands,
PPARYy forme un hétérodimére dans le noyau cellulaire avec un autre récepteur nucléaire le
Retinoid-X-Receptor alpha (RXRa), recrute un co-activateur tel que PPARy coactivatorl-a
(PGC-10) ou la E1A Protéine 300 (EP300) contenant une activité histone acétylase. Cet
hétérodimere se fixe a un site de réponse spécifique sur I’ADN, situé sur le promoteur du gene
cible, le peroxisome proliferator response element (PPRE). Un PPRE est composé de la
répétition d’une séquence consensus : AGGTCA, généralement espacée par un, deux ou trois
nucléotides. Ces PPRE prendront le nom de direct repeat 1 (DR1) lorsqu’il n’y aura qu’un
nucléotide qui sépare les deux séquences consensus, DR2 si deux nucléotides, etc.
(Schoonjans et al. 1996). Ce complexe va entrainer des modifications structurelles de la
chromatine pour faciliter 1’assemblage de la machinerie transcriptionnelle au niveau du

promoteur, aboutissant a 1’activation ligand-dépendant des geénes cibles (Figure 2B).
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3) Un role de trans-répression ligand-dépendant. i1 s’agit d’une régulation négative de
I’expression de génes cibles de maniére ligand-dépendante. Contrairement a 1’activation ou la
répression des geénes cibles, 1’hétérodimére PPAR/RXR ne se fixe pas sur son élément de

réponse pour agir lors de la trans-répression (Ricote et al. 2007). Son action répressive se fait

directement sur d’autres facteurs de transcriptions (Figure 2C) (Glass et al. 2006; Pascual et

al. 2006).

Adipogenesis Antinflammation
Insulin sensitivity Antiproliferation
Lipid matabolism 2 . ) antiatherosclerosis

NFKB, AP1

Ligand-independent repression Ligand-dependent transactivation Ligand-dependent repression

Figure 2. Différents mécanismes d’action de PPARY sur ses génes cibles : (A)
Répression ligand-indépendante ; (B) Transactivation ligand-dépendante ; (C) Répression

ligand-dépendante (d’apreés Ruan et al. 2008)

13



1.2 Expression de PPARy

PPARY?2 est exprimé uniquement dans le tissu adipeux. PPARy1 est fortement exprimé

dans les tissus adipeux, mais aussi dans le colon. Au niveau colique, I’expression de PPARY est

maximale au niveau du c6lon distal puis diminue progressivement vers le cdlon proximal et est

beaucoup plus faible dans I’intestin gréle (Su et al. 2007). Son expression a aussi été mise en

¢vidence dans I'estomac, l'intestin gréle, le foie, le pancréas, la peau, les reins (Figure 3).

Dans le tube digestif, divers types de cellules tels que les cellules épithéliales intestinales, les

monocytes ou les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules B et cellules T, expriment

PPARY (Dubuquoy et al. 2003).
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Figure 3. Localisation d’expression de I’ARNm de PPARY dans différents tissus
(d’apres Dubuquoy et al. 2003).



1.3 Agonistes de PPARy

Contrairement a la majorité des récepteurs nucléaires, de nombreux agonistes naturels
et synthétiques peuvent se lier a PPARY et ainsi changer sa conformation, pour aboutir a son

activation (Figure 4).

I1 faut cependant souligner que beaucoup de ces ligands n’ont qu’une faible affinité¢ avec le
récepteur. Pour certains d’entre eux, les concentrations nécessaires pour activer PPARY in
vitro sont supé€rieures aux concentrations physiologiques, ce qui amene a se questionner sur

leur véritable role in vivo.

15



Naturels Synthétiques
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S-157

Figure 4. Structure chimique des principaux ligands naturels et synthétiques de PPARY.

1.3.1 Ligands naturels de PPARy

De nombreux ligands endogenes tels que les acides gras polyinsaturés (PUFA) et leurs
dérivés appelés eicosanoides ont été identifiés comme ligands naturels de PPARy. Les

principaux ligands naturels de PPARYy sont détaillés dans le Tableau 1.

Le role des ses ligands naturels comme activateur de PPARY au niveau du tube digestif reste

méconnu. Pourtant, des quantités micro-molaires de PUFA suffisent pour activer PPARY et
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ces molécules sont détectées a des concentrations fonctionnelles dans le plasma humain
(Dubuquoy et al. 2003, Marion-Tellier 2015). Ainsi, ces PUFA pourraient avoir un role
physiologique dans les tissus exprimant PPARY.

Acides-gras polyinsaturés

La position de la premicre double liaison a partir de I’extrémité méthylée de I’acide
gras (AG) définit les AG polyinsaturés comme n-3 ou n-6. Certains sont considérés comme
essentiels car ils ne peuvent pas étre synthétisés par voie endogéne et doivent donc étre

apportés par I’alimentation tels que I’acide a-linoléique et 1’acide linoléique.

L’acide linoléique (AL), un n-6 PUFA, et ses dérivés, tels que Pacide
droxyoctadecadienoique (HODE), sont capables de transactiver PPARy de facon dose-
dépendante dans des cellules entérocytaire en culture Caco-2 et HCT-116 (Bull et al. 2003), et
ainsi exercer des propriétés anti-inflammatoires et apoptotiques (Altmann et al. 2007,
Vangaveli et al. 2014). L’AL et ses dérivés sont aussi capables de transactiver PPARy de
fagon dose-dépendante dans des cellules enterocytes-like (Bull et al. 2003).

De méme, I’acide a-linoléique (ALA) et ’acide docosahexaenoique (DHA), des n-3 PUFA
sont capables d’inhiber la synthese de cytokines pro-inflammatoires via 1’inhibition de NF-xB
par PPARy dans des cellules monocytaires (Zhao et al. 2005). Dans la cellule épithéliale
intestinale en culture (Caco2), le DHA et I’acide eicosapentaenoique (EPA) sont capables de
diminuer la production de cytokines pro-inflammatoires (IL1b, IL6, TNFa) par un mécanisme
PPARYy dépendant (Marion-Letellier et al. 2008). Plus récemment, il a ét¢ démontré qu’un
régime a faible ratio n-6/n-3 PUFA ¢était efficace pour réduire l'inflammation dans les modeles
animaux de colite (Huang et al. 2014). Il semble aussi que I’effet anti-inflammatoire des n-3
PUFA passe aussi par I’inhibition du Toll Like Receptor de type 4 (TLR4) (Lee JY et al.
2003, Weathrill AR et al. 2005). Ces molécules pourraient aussi moduler la composition en

des phospholipides membranaires en acides gras et ainsi diminuer certains eicosanoides pro-
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inflammatoires et augmenter certains composés anti-inflammatoires tels que les resolvines

(Arita et al. 2005).

Il faut noter que certains ¢léments du microbiote intestinal sont capables de synthétiser des
métabolites a partir de PUFA non digérés. Ces métabolites ont de nombreuses propriétés

physiologiques dont celle de se fixer a PPARy (Gotoetal et al. 2015).

Du fait de ses propriétés anti-inflammatoires, les PUFA ont ét¢ évalués dans des essais
cliniques chez des patients atteints de maladies inflammatoires chroniques intestinales. Les
données actuelles ne permettent pas de conclure a un éventuel bénéfice de ces derniers que ce

soit dans la maladie de Crohn ou la rectocolite hémorragique (Feagan et al. 2008)

Les eicosanoides

Les eicosanoides sont des substances dérivées de 1'acide arachidonique (AA) libéré a
partir de phospholipides membranaires a courte durée de vie. Elles comprennent notamment
des prostaglandines, des leucotriénes, et des thromboxanes. La prostaglandine 15dPGJ2 a la
dose de 1mM est capable d’activer PPARy dans différentes cellules dérivées de cancer du
sein, du poumon mais aussi du colon (Allred et al. 2005). Cette méme molécule a aussi

montré des propriétés anti-inflammatoires au niveau colique chez le rat (Ponferrada et al.

2007).

Acide linoléique conjugué

L'acide linoléique conjugué (CLA) est un acide gras essentiel. Les bactéries présentes
dans le rumen des ruminants convertissent l'acide linoléique en CLA, dont il existe quatre
isomeres (cis-9, cis-10, trans-11, et trans-12). Ainsi on retrouve surtout ces composés dans

les matic¢res grasses du lait et de la viande des ruminants, notamment le boeuf et le mouton
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(Marion-Letellier et al. 2015).

Il a ét¢ montré que le CLA était capable d’améliorer les colites induites chez la souris
(Bassaganya-Rieraetal et al. 2004, Hontecillasetal et al. 2002) ainsi que d’inhiber la
carcinogenese colique via l'activation de PPARY (Hiroyuki Kohno et al. 2004). De méme, il a
¢té observé que les effets anti-inflammatoires et antinéoplasiques du CLA sont médiés par
PPARYy dans de nombreux types cellulaires dont les cellules épithéliales intestinales (Caco-2)
(Yasuietal et al. 2005). D’autres isomeres du CLA sont capables, via PPARy, d’influencer
positivement 'homéostasie du glucose et d'inhiber certains médiateurs inflammatoires tels que

le TNFa (Hontecillasetal et al. 2009).

Acides gras polyinsaturés (PUFA)

n-6 Acide arachidonique (AA)
Acide linoléique (AL) Huiles
n-3 Acide a-linoléique (ALA) Légumes verts, lin

Acide docosahexaenoique (DHA) | Poisson
Acide eicosapentaenoique (EPA) | Poisson

Eicosanoides Prostaglandines (PG)
(dérivés de I’acide arachidonique) Leucotrienes (LT)
Thromboxanes (TX).

Isomeéres de I’acide linoléique Acide linoléique conjugué (CLA) | Beeuf, lait de bovin
conjugué

Tableau 1. Principaux ligands naturels de PPARY et sources alimentaires pour les acides gras

essentiels
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1.3.2 Ligands synthétiques de PPARy

La plupart des agonistes de PPARy ont été initialement développés pour le traitement

du diabete ou du cancer.

La famille des thiazolidinediones a été la premicre classe d’agonistes synthétiques spécifiques
de PPARy. La troglitazone a été la premieére glitazone développée pour un usage
thérapeutique chez les patients diabétiques mais elle a été retirée du marché en raison de sa
toxicité (Dubuquoy et al. 2006). De nombreuses autres glitazones ont ensuite été développées
et certaines ont ét¢ depuis approuvées pour le traitement du diabéete de type 2 (i.e rosiglitazone
(avandia) et pioglitazone (actos)), avant d’étre, elles aussi, retirées du marché pour leur
toxicité hépatique et cardiovasculaire, avec une augmentation du risque d’accident vasculaire-
cérébral (AVC) et d’infarctus du myocarde (IDM), et de cancer de vessie (Consoli et al. 2013,
Neumann et 2012, Ravinuthala et al. 2000).

Un essai pilote en ouvert a évalué l'efficacité de la rosiglitazone (4 mg par voie orale deux
fois par jour) chez 15 patients atteints de rectocolite hémorragique réfractaires aux SASA
et/ou aux corticoides et/ou aux immunosuppresseurs. Apres 12 semaines de traitement, une
rémission clinique et endoscopique étaient observées chez respectivement 27% et 20% des
patients (Lewis et al. 2008). Du fait de cette faible efficacité et surtout des effets systémiques
de cette classe thérapeutique, cette molécule a ¢été abandonnée dans les maladies

inflammatoires chroniques intestinales.

Malgré tout, ces résultats ont aboutit au développement de nouveaux agonistes de PPARy
avec une mécanisme d’action plus ciblé. Récemment, il a été mis en évidence au laboratoire
que PPARY était la cible des aminosalicylés, une des plus anciennes molécules utilisées dans

le traitement des maladies inflammatoires intestinales dont les mécanismes d’action étaient
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jusqu’alors inconnu. Il a ét¢ montré que le 5-ASA était capable de se lier a PPARY, d'induire
sa translocation du cytosol au noyau des cellules épithéliales, responsable d’un changement
conformationnel de PPARY, et du recrutement d’un co-activateur nommé DRIP (Dubuquoy et
al. 2003 ; Rousseaux et al. 2005). Le 5-ASA est aussi capable d'induire 1’expression de
PPARYy et son activation dans la cellule épithéliale intestinale. Aussi, il a ét¢ montré chez des
souris que I’efficacité du SASA sur les colites expérimentales était dépendante de I’expression

de PPARYy (Rousseaux C et al. 2005).

Cette découverte a aboutit au développement de nouveaux analogues du 5ASA avec un plus
grand pouvoir d’activation de PPARy. L’action de plusieurs dizaines de nouveaux agonistes
de PPARY au niveau des cellules épithéliales coliques, a déja été mise en évidence. Une de
ces dernieres molécules est une nouvelle entit¢ chimique, développée au laboratoire, le
aminophenyl-alpha-methoxypropionic acid family appelé¢ GED-0507-34-Levo (GED) (Speca
et al. 2016 ; Rousseaux et al. 2010). Dans des modeles de colite induite chez la souris, un
premier travail a montré un effet anti-inflammatoire du GED (1mM) 30 fois supérieur a 1’effet
du 5-ASA au dosage optimal (30 mM), diminuant I’inflammation intestinale de 50 a 70%. Le
GED (ImM) a également des propriétés antalgiques viscérales similaires a la morphine, avec
une activité plus précoce et plus longue en comparaison au 5-ASA. Aucune toxicité n’a été
mise en évidence jusqu’a des dosages de 2000mg/kg/j ainsi qu’aucune génotoxicité ou
aberration chromosomique. Une étude de phase I a rapporté une excellence tolérance et une

¢tude de phase II est en cours (Rousseaux et al. 2010).
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Figure 5. Actions des agonistes naturels et synthétiques sur les genes cibles de PPARY.



1.4 Fonction de PPARYy dans I’organisme et au niveau intestinal

Apres le tissu adipocytaire, le colon est le principal site d’expression de PPARY dans
lequel les cellules épithéliales en sont la principale source. PPARY y est aussi exprimé, dans un
degré moindre, par les macrophages et les lymphocytes. L'estomac, l'intestin gréle, le foie, le

pancréas, expriment aussi PPARy avec de plus faible concentration (Dubuquoy et al. 2003).
Au niveau intestinal, PPARYy contrdle I’expression de nombreux génes et régule des fonctions

cellulaires tres différentes telles que 1’inflammation intestinale, et la prolifération cellulaire. Au

niveau intestinal, le role métabolique de PPARYy est méconnu.
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1.4.1 PPARYy et inflammation

PPARy agit sur les voies de I’inflammation via une interaction avec différents facteurs
de transcription tels que NF-kB, AP-1 (activating protein-1), STAT (signal transducer and
activator of transcription) ou encore NFAT (nuclear factor activated T cell) (Hou et al. 2012,
Dubuquoy et al. Gut 2006). L’effet anti-inflammatoire de PPARy a été observé dans les
macrophages (Shoelson et al. 2003), au niveau de la plaque d’athérome (Nagy et al. 1997,
Tontonoz et al. 1998). PPARy est aussi capable d’inhiber la maturation des cellules
dendritiques (Szanto et al. 2008, Kiss et al. 2013) et la survie et I’activation des Lymphocytes T
et est capable de favoriser la réponses immunitaire TH2 aux dépends de la voie TH1 (da Rocha

Junior et al. 2013, Tontonoz et al. 2008).

Les agonistes naturels de PPARy, tels que les PUFA, ont démontré des activités anti
inflammatoires dans différents modeles d’inflammation notamment au niveau hépatique (Chen

etal. 2014, Lian et a. 2015).

Dans la cellule épithéliale intestinale en culture HT-29, PPARy est capable de controler la
réaction inflammatoire en formant un complexe avec NF-kb, ce complexe est ensuite transporté
dans le noyau ou il inhibe la transcription de nombreux genes impliqués dans la cascade
inflammatoire (Hou et al. 2012). Les propriétés anti-inflammatoires des agonistes de PPARy
naturels et synthétiques ont été clairement démontrées dans la cellule épithéliale intestinale. Le
DHA et I’EPA sont capables de diminuer I’expression de cytokines pro-inflammatoires telles
que IL-6 et IL-8 dans les Caco2 (Marion-Letellier et al. 2008). Les agonistes naturels et
synthétiques de PPARy ont des effet bénéfiques dans plusieurs modéles de colites chez le
rongeur (Bassaganya-Riera et al. 2004 ; Bassaganya-Riera et al. 2006 ; Cuzzocrea S et al.

2003).

Le déficit du récepteur nucléaire PPARy au niveau des cellules épithéliales intestinales chez la
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souris augmente 1’inflammation lors d’une colite expérimentale et a I’inverse, les agonistes de
PPARy améliorent les lésions induites (Adachi et al. 2006 ; Desreumaux et al. 2001). Chez
I’homme, le laboratoire a mis en évidence un déficit significatif de I’expression et de ’activité
de PPARY dans les cellules épithéliales intestinales coliques de patients atteints de rectocolite
hémorragique (Dubuquoy et al. 2003). Ce déficit, dont I’origine est encore inconnue, est limité
au colon et n’existe pas au cours de la maladie de Crohn. Le niveau d’expression de PPARy

influence aussi la réponse au traitement.

Différentes équipes, dont la notre, ont mis en évidence que la flore intestinale colique, et
certains produits bactériens, tels que le LPS, le butyrate, ou les probiotiques étaient capables de
moduler I’expression de PPARYy via la cellule épithéliale intestinale (Dubuquoy et al. 2003 ;
Dubuquoy et al. 2003 ; Wéchtershduser et al. 2000 ; Eun et al. 2007; Lee et al. 2005; Voltan et
al. 2008). Enfin, PPARY régule I’expression de b-defensin, un peptide antimicrobien et jouerait
un role clé dans les activités bactéricides et candidacides au niveau de la muqueuse colique

(Peyrin-Biroulet et al. 2010).
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1.4.2 PPARYy et cancer

PPARYy est exprimé dans différents types de cancers tels que le colon, le sein, le poumon
ou la prostate. Différentes études ont mise en évidence que PPARYy était capable d’inhiber in
vitro et/ou in vivo la progression de ces cancers (Bren-Mattison et al. 2008 ; Bonofiglio et al.
2006 ; Cesario et al. 2006 ; Sikka et al. 2012). Les cellules cancéreuses pulmonaires exprimant
PPARYy semblent plus chimio-sensibles (Jeong et al. 2012). Pour le cancer du colon, la survie

semble méme corrélée a I’expression de PPARy (Ogino et al. 2009).

De méme, les agonistes de PPARY sont capables d’influencer positivement la tumoregénese.
Les agonistes de PPARy sont capables d’induire I’arrét du cycle cellulaire et de favoriser
I’apoptose dans des cellules en culture dérivées de cancer du pancréas ou de cancer du sein
(Matomura et al. 2000). Des résultats similaires ont été observés dans le cancer du colon. Dans
une ¢étude de phase II chez 41 patients atteints de cancer prostate, la troglitazone était associée a

une stabilisation durable du PSA (prostatic specific antigen) (Mueller et al. 2000).

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer les fonctions antinéoplasiques de PPARy. Ces
mécanismes ont €té largement étudiés dans différents types cellulaires dont la cellule épithéliale
intestinale, dans laquelle PPARYy joue finalement un rdéle de géne suppresseur de tumeur en
controlant notamment la maturation, 1’adhésion et la motilité entérocytaire (Gupta et al. 2001)

L’activation de PPARy par un agoniste :

1) inhibe la prolifération cellulaire et l'entrée en phase S du cycle cellulaire en favorisant la

dégradation de la cycline D1 (Sarraf et al. 1998 ; Fajas et al. 2003),

2) stimule la différenciation cellulaire (Sarraf et al. 1998),
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3) favorise I’apoptose en induisant 1’expression du Death Receptor 5 (DRS), en inhibant la
protéine anti-apoptotique c-flip, en diminuant 1’expression de la protéine anti-apoptotique bcl2,

et en inhibant I’expression de NF-xB (Elrod HA et al. 2008),

4) active la dégradation de B-caténine et en conséquence de c-Myc (Fujisawa T et al. 2008 ;

Liu J. et al. 2006),

5) inhibe I’activité¢ de la voie de ’EGF-R (epidermal groth factor receptor) en augmentant

I’activité de la phosphatase SH-PTP2,

5) réduit I'expression de Cox2 (Yang et al. Carcinogenesis 2001),

6) induit l'expression du répresseur transcriptionnel TSC22 et du géne suppresseur de tumeur
PTEN (Phosphatase and Tensin homolog at chromosome Ten) et réduit la survie cellulaire via

un mécanisme caspase-dépendant (Patel L. et al. 2001) et,

7) inhibe 1'angiogenese (Bisho-bailey et al. 2011).

Récemment, le 5-ASA a été décrit, a une concentration cliniquement pertinente, comme un
nouveau ligand synthétique de PPARY, capable d'induire son expression et son activation dans
les cellules épithéliales intestinales (Rousseaux et al. 2005). Dans les cellules épithéliales
coliques HT-29, le 5-ASA induit l'expression de PPARy, inhibe la prolifération et induit
l'apoptose des cellules épithéliales par un mécanisme PPARy dépendant (Schwab M et al.
2008). L'effet antinéoplasique du 5-ASA a ensuite €t€¢ confirmé dans les modeles animaux de
cancer colorectal. Dans un modéle de cancer colorectal induit par la 1,2-diméthylhydrazine
(DMH 40 mg/kg) chez des rats, le 5-ASA a 60 mg/kg/j réduisait la taille de la tumeur de plus
de 60% par rapport aux animaux non traités (Kim et al. 2014). Le balsalazide, une prodrogues

du 5ASA, était capable de réduire significativement le nombre de foyers de cryptes aberrantes
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induits par 'azoxymethane (AOM) de fagon dose dépendante. Un effet chimioprotecteur du 5-
ASA (administration intra-rectale) a également été confirmé en dans un modéle de cancer du

cblon induit par le NMNU chez les rats F344 (Narisawa et al. 2003).

Les mécanismes par lesquels les agonistes de PPARY sont capables d’inhiber la cancérogenése
colique in vivo restent finalement méconnue. De nouvelles études devront confirmer le
caractere PPARy-dépendant par lequel ces agonistes exercent, au moins en partie, leurs effets

antinéoplasiques.
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1.4.3 PPARy et métabolisme glucidique et lipidique

PPARy est un régulateur essentiel du métabolisme comme en témoigne son role dans
I’obésité, le diabete, ou I’athérosclérose. PPARy régule I’expression de nombreux genes
impliqués dans la sensibilit¢ a I’insuline, la synthése des lipides et la différenciation
adipocytaire, comme CD36, FABP4 (fatty acid binding protein 4), I’adiponectine, le CEBPA
(CCAAT/enhancer bonding protein alpha), etc (Kim et al. 2015).

Le contrdle de I’adipogenése est finalement le rdole physiologique de PPARY le plus connu ou il
semble jouer un rdle de chef d’orchestre. L’activation de PPARY entraine la différenciation des
pre-adipocytes en adipocytes et induit un phénotype adipocytes-like chez les fibroblastes.
PPARY est aussi capable de contrdler I’apoptose des adipocytes (Auwerxs et al. 1999). PPARy
peut induire la synthése de geénes qui vont modifier la matrice extra-cellulaire et favoriser le
développement du tissu adipeux (Hong et al. 2010). L’activation de PPARy diminue
I’expression de la leptine, favorisant alors une hyperphagie (Hollenberg et al. 1997). Aussi,
I’activation de PPARY va induire I’expression des génes codant les enzymes lipogenes telles
que I’acétyl CoA carboxylase ou I’acides gras synthétase, et les protéines de transport des

acides gras (Tontonoz et al. 1998).

Des mutations de PPARY ont été associées au diabete et a I’insulino-résistance (Tontonoz et al.
2008). Les ligands synthétiques de PPARy comme les glitazones améliorent la sensibilité a
I’insuline et ont été utilisés dans le traitement du diabéte avant leur retrait pour des effets
indésirables graves. Les agonistes de PPARy naturels tels que ’EPA et ses dérivés sont aussi

capables d’augmenter la sécrétion d’adiponectine par les adipocytes.

PPARy a aussi des fonctions métaboliques dans d’autres tissus. Dans le muscle, PPARy
controle la répartition des lipides, la sécrétion des adipokines (Tontonoz et al. 2008) et la

sensibilit¢ a 1’insuline (Norris et al. 2003). L’expression de PPARY est augmentée dans la
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stéatose hépatique (Grilova et al. 2003) et un déficit d’expression de PPARy dans le foie

diminue la sensibilité a I’insuline dans les modéles de souris diabétiques.
Alors que I’activation de PPARy semble moduler I’expression de nombreux geénes impliqués

dans le métabolisme, le role métabolique de PPARy au niveau de la cellule épithéliale

intestinale reste largement méconnu.
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2. Hypothéses de travail

PPARy présente des effets pléiotropiques, essentiellement dans le controle de
I’inflammation, de la cancérogénése et du métabolisme. Ces effets sont observés dans des types
cellulaires trés différents. Alors que les différents ligands de PPARYy semblent avoir des effets
communs, des effets trés différents sont aussi observés, dont certains sont responsables d’effets
indésirables. Les effets génomiques de ces différentes familles de ligands sont trés mal connus
en particulier au niveau de la cellule épithéliale intestinale. Certaines fonctions de PPARY,

comme son role métabolique reste méconnu au niveau de la cellule épithéliale intestinale.

C’est pourquoi 1’objectif de ce travail était initialement de comparer 1’expression génomique
induite par différents agonistes de PPARy dans la cellule épithéliale intestinale par la technique
de microarrays afin de mieux comprendre le mode d’action de ces différentes molécules et de

découvrir des nouveaux génes cibles de PPARy dans la cellule épithéliale intestinale.

Ce projet s’inscrit dans la dynamique de recherche de notre laboratoire. Au cours des deux
derniéres décennies, celui-ci a pu mettre en évidence les propriétés anti-inflammatoires de
PPARY dans la cellule épithéliale intestinale (Desreumaux et al. 2001), et le déficit de PPARY
dans la muqueuse colique des patients atteints de rectocolite hémorragique (Dubuquoy et al.
2003). Apres la découverte du mécanisme d’action du 5-ASA, notre laboratoire a développé de
nouveaux agonistes de PPARYy tel que le GED. L’¢étude des profils d’expression génomique de
la cellule épithéliale intestinale induite par ces différents agonistes devaient aussi mieux nous
faire comprendre leurs mécanismes d’actions thérapeutiques et aussi le risque d’effets

indésirables.
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3. Découverte de nouveaux génes cibles de PPARYy

3.1 Matériels et méthodes

3.1.1 Culture cellulaire

La lignée Caco-2 dérivée de cellules épithéliales d'adénocarcinome colique a été
utilisée dans ce projet. Ces cellules sont capables de se différencier spontanément avec un
phénotype entérocytes-like aprés confluence. Les cellules Caco2 différenciées expriment
plusieurs marqueurs de différenciation entérocytaire, y compris la lactase. Ces cellules Caco-2
¢taient mises en culture dans un milieu de Eagle modifié¢ par Dulbecco (DMEM, Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France) supplémenté avec du sérum de veau foetal décomplémenté a 20%
(SVF, Dutscher, Brumath, France), 1% de pénicilline-streptomycine (5 ml/l) (Invitrogen) et
1% de acides aminés non-essentiels (5 ml/l) (Invitrogen). Toutes les lignées cellulaires étaient
cultivées en monocouches confluentes a 37°C dans un environnement contrdlé a 5% de CO?2.
Chaque semaine, les monocouches confluentes ont été traitées a la trypsine (Invitrogen) puis
réensemencées apres une dilution de 1/10. Pour les expériences de stimulation, les cellules ont
été placées dans des plaques 6-puits a une densité de 1x10° cellules par puits. Une privation

en sérum ¢tait réalisée 16 heures avant la stimulation afin de synchroniser les cellules.

3.1.2 Traitement des cellules

Les cellules ont été traitées avec du GED (1 mM et 30 mM, Guliani, Italie), du 5-ASA
(30 mM, Sigma), ou de la pioglitazone (1 uM, Sigma). Du milieu seul a été utilisé comme
témoin (Ctrl) des conditions GED et 5ASA, et le DMSO (Sigma) comme témoin de la
pioglitazone. Apres 24 heures de stimulation, les puits ont été rincés trois fois avec du tampon
phosphate alcalin (PBS) stérile a 4°C. Les cellules ont ensuite été lysées avec un tampon de

lyse (RA1, Macherey-Nagel) contenant 1% B-mercaptoéthanol. Les stimulations cellulaires
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¢taient réalisées en quadriplicatas.

3.1.3 Extraction de 'ARN

Les ARN totaux ont été extraits a 1’aide d’un kit Nucleospin RNA (Macherey Nagel).
Apres inactivation des RNAses, les ARN totaux ont été¢ débarrassés des traces d’ADN
génomique par un traitement a la DNAse, et élués dans de I’eau RNAse-free. La qualité des
ARN a été évaluée a 1’aide du spectre UV sur Nanodrop de 220 a 350 nm puis par profil sur
BioAnalyzer Agilent 2100. 1pg d’ARN total a été utilisé (concentration minimale 50ng/ul).

3.1.4 Microarray

La technique de puces d'expression en deux couleurs a été utilisée afin de comparer les
ARNc de deux échantillons (cellules traitées par le contréle vs cellules traitées par un
agoniste) (figure supplémentaire 1). Brievement les ARN des échantillons ont été, dans une
premicre étape, rétrotranscrits en ADNc griace a une rétrotranscriptase (Affinity-Script RT,
Agilent). Cet ADNc sert de matrice pour la synthese et ’amplification des ARNc grace a une
T7 RNA polymérase en présence de cyanine3-CTP pour le Ctrl (fluorescence verte) ou de
cyanine5-CTP pour 1’agoniste (fluorescence rouge). Les deux ARNc marqués ont été
mélangés et hybridés sur une seule lame (G4851A Agilent 8x44K) qui a été scannée (Agilent
G2505B scanner). La fluorescence a été visualis€ée apres excitation par un laser et les
intensités relatives des deux fluorophores ont €té¢ analysées en ratios qui donneront I'état de

sur ou sous expression de chaque gene grace au logiciel GeneSpring (Agilent).
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3.2 Résultats

Les résultats du microarrays sont disponibles en ligne a partir du lien suivant :
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE68852); GEO Series accession
number GSE68852).

Les profils d’expression génomique des cellules Caco2 stimulées avec le GED ImM et 30
mM, le SASA 30 mM ou la pioglitazone 1 uM ont donc été comparés grace a une puce a ADN.
Dans ces conditions, respectivement 46, 355, 1574 et 121 génes ont montré une expression de

plus de 2 fois supérieure a leurs contrdles respectifs.

Parmi ces genes, le géne de la lactase, était celui qui a bénéficié de I’induction la plus
importante dans les conditions GED 1mM, GED 30mM, et pioglitazone, avec des
augmentations d’expression de respectivement 5.28, 8.28 et 17.9 fois. Dans la condition SASA
30mM, la lactase est le 16éme gene dont I’induction d’expression est la plus importante, avec

une augmentation de 8,76 fois en comparaison au contrdle.

A D'inverse, la tensine 4 (TSN4 ou CTEN) était le géne dont I’expression était la plus réprimée
dans les conditions SASA et GED 30mM avec des diminutions d’expression de respectivement

19 et 18 fois.
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Figure 7. A. Exemple de résultats d’une partie de la puce a ADN pour différents génes cibles
pour les trois conditions : SASA 30 mM, GED 30 mM et pioglitazone ImM. B. Représentation
schématique du nombre de génes up-regulés dans 1’analyse en microarray dans les différentes

stimulations (SASA, GED 1mM et 30mM et pioglitazone).
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4. PPARY régule I’expression et I’activité intestinale

de la lactase

4.1 Introduction

4.1.1 La lactase et I’hypolactasie

Le lactose est présent en quantité importante dans les produits laitiers, notamment
dans le lait indispensable a I’alimentation du nouveau né. Ce disaccharide est hydrolysé en
glucose et galactose par une disaccharidase (B-galactosidase), la lactase-phlorizin hydrolase,
communément appelée lactase. Apres son absorption, le galactose participe a la synthese de
glycoprotéines et de glycolipides, il peut aussi étre isomerisé en glucose au niveau hépatique.
Le glucose peut lui étre utilis¢ comme source directe d’énergie par de nombreux tissus dont
les muscles et le cerveau. Il peut aussi étre stocké sous forme de glycogéne au niveau

hépatique.

La lactase est située au niveau de la bordure en brosse entérocytaire, exprimée de fagon
maximale au niveau du jéjunum médian (Figure 8) (Montgomery. 1999 ; Troelsen. 2005 ;

Newcomer et al. 1966).
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Figure 8. Représentation schématique de 1’expression de la lactase au niveau des différents segments
de I’intestin gréle (d’aprés Troelsen et al. 2005).

L’expression et ’activité de la lactase sont finement régulées de manicre spatio-temporelle.
Ainsi la lactase est reconnue comme un marqueur de I’entérocyte différencié (Troelsen.
2005). Chez certains nouveau-nés 1’activité lactase est absente a la naissance. Cette situation
incompatible avec la vie définit 1’hypolactasie primaire congénitale. Normalement, son
activité est maximale durant la période post natale et chez le nourrisson (Rings et al. 1992).
Deux phénotypes émergent ensuite aprés le sevrage: (i) le phénotype « lactase non
persistant » avec une activité lactase qui devient faible (hypolactasie primaire acquise) et (ii)
le phénotype « lactase persistant » qui est associé¢ a une activité lactasique adaptée a I’age
adulte (>10 Ul/g) (Troelsen. 2005). Le phénotype lactase persistant est considéré comme
ancestral et est observé chez les autres mammiféres (Sebastio et al. 1989 ; Troelsen. 2005). La
mutation ayant aboutie au phénotype lactase persistant semble étre un phénomeéne adaptatif
apparu il y a environ 5000-10000 ans de fagon contemporaine a la domestication des bovins et
a l’utilisation du lait dans D’alimentation a 1’age adulte (Hollow et al. 2001). Deux
polymorphismes du geéne de la lactase ont été identifiés et corrélés a ces deux phénotypes

(Vesa et al. 2000). Les polymorphismes C/T13910 et G/A22018 sont étroitement corrélés au
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phénotype « lactase persistant ». Les génotypes CC13910 et GG22018 sont associés au
phénotype « lactase non-persistant » et a I’intolérance au lactose (Lomer MC et al. 2008). La
présence de ces SNPs ne suffisent cependant pas a contrdler toute la machinerie
transcriptionnelle du geéne lactase. Des mécanismes dynamiques, temps dépendant semblent
aussi €tre en jeu. Le lien fonctionnel entre 1’alléle C -13910 et la non-persistance de la lactase
a été¢ récemment établi (Labrie et al, 2016). Labrie et al. ont montré que des facteurs
épigénétiques, contrdlés par ces SNPs, modulait de fagon temps-dépendant 1’expression de la

lactase chez la souris et chez 1’homme.

La régulation transcriptionnelle de la lactase est finalement méconnue et semble complexe.
L’expression du geéne de la lactase différe en fonction de I’état de différenciation cellulaire, du
segment d’intestin gréle concerné et de 1’age de I’individu. Des études fonctionnelles ont
montré qu’une zone de 150pb sur le promoteur de la lactase semblait trés importante pour le
contrdle de I’expression de la lactase. Ces 150 pb sont trés bien conservés a travers les
différentes especes telles que I’homme, la souris, le rat ou le cochon (Troelsen et al. 2003).
Sur cette région du promoteur peut se lier différents facteurs de transcription, tels que les
récepteurs nucléaires appartenant 8 HNF (hépatocyte famille nucléaire), les facteurs Cdx-2,
GATA, ou Oct-1 (Troelsen, 2005; Jarvela et al, 2009) qui semblent influencer I’expression de
la lactase. Ces différents facteurs ne sont pas spécifiques, et sont impliqués notamment dans le
controle de la différenciation et I’identité cellulaire ainsi que dans le maintien de 1’épithélium

intestinal (Troelsen et al. 2003).

ussi, une régulation post-traductionnelle du géne de la lactase a été mise en évidence. Elle a
Aussi, lat t-traduct lle d de la lact t d Ell
par exemple été observée chez des enfants dénutris ou une diminution d’expression de la

lactase a été retrouvée.

Bien que de significatifs progres ont été réalisés, les mécanismes moléculaires sous-jacents de
ce modele complexe d'expression sont encore incompletement compris (Enattah et al. 2002;

Tishkoff et al. 2007 ; Lewinsky et al. 2005).
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Figure 9. Biosynthése de la lactase. Dans la cellule épithéliale intestinale différenciée, la
transcription du géne lactase aboutit a la translocation dans le réticulum endoplasmique d’une pre-pro-
lactase (I). Apres un clivage et une N-glycosylation, la pro-lactase arrive dans 1’appareil de Golgi (1I).

Une nouvelle glycosylation intervient et la pro-région N est clivée & son tour. La protéine lactase
mature est ensuite transportée et externalisée au niveau de la bordure en brosse entérocytaire (d’apres

Troelsen JT et al. 2005).

41



La prévalence de I’hypolactasie primaire est évaluée aujourd’hui a 70% de la population
mondiale adulte avec d’importantes différences géographiques. Elle serait observée chez 90%
des asiatiques, 70% des africains, 40% des européens du sud et 20% des européens du nord
(Sahi T et al. 2000). En France, on estime que 10 a 30% de la population sont
hypolactasiques.

11 faut aussi noter que le déficit en lactose peut étre aussi temporaire. C’est le cas dans
les 1ésions de I’épithélium de I’intestin gréle comme dans la maladie de Crohn du gréle ou les
ischémies du gréle. Dans ce cas, le déficit est temporaire et I’activité lactasique reprend sa

valeur initiale quand 1’épithélium cicatrise (Vasa et al. 2000).

4.1.2 L’intolérance au lactose

L’intolérance au lactose est décrite depuis 1’antiquité. Aprés la deuxiéme guerre
mondiale, D’exposition au lactose a augmenté du fait de la découverte de propriétés
fonctionnelles du lactose qui a un role de fixation des aromes, de gélification, d’émulsion, de
cristallisation et de coloration (Barbut et al. 2010). Ainsi on retrouve aujourd’hui du lactose
de facon « caché » dans de nombreux préparations manufacturés tels que les viennoiseries, la
charcuterie, pates a pizza/gateaux, céréales, soupes,...), ainsi que dans le conditionnement de

certains médicaments.

Une activité lactase insuffisante (hypolactasie) entraine une maldigestion du lactose et donc
une malabsorption. Le lactose arrive donc intact au niveau du colon ou la flore anaérobie
hydrolytique et glycolitique va produire par fermentation des sucres réducteurs, des acides
gras a courte chaine, des gaz et d’autres métabolites intermédiaires (Arola et al. 1994). Les

gaz produits vont favoriser le météorisme abdominal et les douleurs tandis que les acides gras
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a courtes chaines et les métabolites intermédiaires vont entrainer une diarrhée osmotique.
Certains patients hypolactasiques restent asymptomatiques grace a des phénomenes
adaptatifs. L’exposition réguliére au lactose pourrait modifier la flore colique, de fagon
quantitative et qualitative, qui serait alors capable de métaboliser les sucres réducteurs, les

acides gras et les acides organiques (Szilagyi et al. 2010 ; Arola et al. 1994).

Chez le sujet hypolactasique, la malabsorption pourra, dans certains cas, s’exprimer par des
symptomes digestifs aspécifiques apparaissant 30 min a 2h aprés 1’ingestion de lactose. Les
douleurs abdominales, ballonnements, borborygmes et flatulences sont toujours présents.
Deux tiers des patients atteints d’intolérance au lactose présentent des nausées/vomissements
ou de la diarrhée (Matthews SB et al. 2005). L’intensité de ces symptomes est corrélée au
niveau d’expression de la lactase et de la quantité de lactose ingérée (tableau 2) (Lomer MC et
al. 2008). A charge identique, le lactose sous forme solide est associé a moins de symptomes,
probablement du fait d’une vidange gastrique prolongée pour les aliments solides qui

échelonne I’arrivée du lactose dans I’intestin (Vesa et al. 1997).

A la différence de I’intolérance, différentes méthodes permettent de diagnostiquer une
hypolactasie. Le dosage de la lactase a partir de biopsies de muqueuse par voie endoscopique
a longtemps été la référence. Le diagnostic est défini par un ratio lactase/sucrase < 0,3 et une
activité lactase < 10 Ul/g de protéines (Dahlquist et al. 1970). Cette méthode est cependant
peu sensible car soumise a 1’échantillonnage des biopsies. Un test rapide basé sur une
réaction colorimétrique a récemment été¢ développé. Il semble présenter une sensibilité et une
spécificité satisfaisante (Kuokkannen et al. 2006). La mise en évidence de variants génétiques
associé¢ au phénotype lactase non-persistant a permis de développer des tests génétiques par
PCR qui présentent une tres bonne sensibilité (93 a 100%) et spécificité (95 a 100%). Ils se
pratiquent sur de I’ADN constitutionnel qui peut étre obtenu a partir d’un frottis buccal. Les
polymorphismes C/T-13910 et T/T-13910 sont étroitement associés au phénotype tolérant
alors que le génotype C/C-13910 est associe au phénotype intolérant (Rasinpera et al. Gut

2004).
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D’autres tests permettent non pas de diagnostiquer 1’hypolactasie mais la malabsorption du
lactose. Plusieurs test ont été proposés tels que 1’analyse du PH des selles (Soeparto et al.
1972), le dosage du galactose dans les urines (Aroloa et al. 1994), ou encore le dosage
dynamique de la glycémie aprés ingestion du lactose (Jarvela. 2005). Du fait de leur
complexité ou de leur faible sensibilité/spécificité, ces tests sont peu utilis€s en pratique
clinique. Le test respiratoire a ’hydrogéne, qui est un test simple, non invasif et peu colteux,
est aujourd’hui le plus utilisé. En cas de malabsorption d’un sucre, une partiec de la dose
ingérée parvient au colon et I’H2 expiré augmente. Les sensibilités et spécificités rapportées

par ce test varient respectivement de 80 a 100% et de 70 a 100% (Rosado et al. 1983).

L’intolérance au lactose est plus difficile a caractériser. Un test d’exclusion et de
réintroduction est souvent utilisé en pratique clinique. Un questionnaire a été validé afin
d’évaluer les symptomes déclenchés par I’ingestion de 25 g de lactose (Cassellas et al. 2010).

Du fait de I’absence de symptomes spécifiques, ses performances diagnostiques sont faibles.

44



Aliments Teneur en lactose
pour 100g/100 ml
Laits
Lait entier en poudre 38g
Lait condensé sucré 12g
Lait de brebis 4-5g
Lait de chévre 4-5g
Lait écrémeé 4-5g
Lait entier 4-5g
Lait sans lactose 0.5g
Produits laitiers
Riz au lait 18g
Creme glace’e g
Creme dessert 3-bg
Yaourt nature 3g
Creme fraiche, créme fouettée 2-4g
Fromage blanc 2-4g
Roguefort 2-4g
Parmesan 1-3g
Beurre <1g
Camembert <lg
Emmental <lg
Produits industriels
Charcuteries 4g
Gauffres, pancakes, biscuits, cookies 2-4g
Purées et soupes instantanées 2-4g
Viennoiseries 2g
Céréales petit-déjeuner 1-3g

Tableau 2. Teneur en lactase de principaux aliments (d’aprés Alexandre et al. 2011)




4.1.3 Traitement de l’intolérance au lactose

L’exclusion compléte du lactose de 1’alimentation est & 1’heure actuelle le principal
traitement de I’intolérance au lactose (Wooten et al. 2004). Nombreux patients utilisent alors
des produits laitiers pauvres en lactose (i.e lait végétaux) ou des produits sans lactose. En plus
de son caractére contraignant, ce régime expose a un risque de carences en vitamines et en
oligo-¢léments comme le calcium, la vitamine D, le magnésium, le potassium ou encore le
phosphore ou la vitamine A (Tableau 3). Cette stratégie thérapeutique va aboutir & une
consommation inférieure aux besoins journaliers recommandés (AJR). Ainsi 86% des noirs-
américains consomment a peine la moiti¢ des AJR en calcium. L’intolérance au lactose va
aboutir a une réduction de la densité minérale osseuse problématique chez les enfants et
adolescents ou chez la femme ménopausée, favorisant ostéoporose et fractures. Aussi, le
défaut de consommation de produits laitiers a été associé a I’hypertension artérielle (Wooten
et al. 2004 ; Appel et al. 1997 ; Appel et al. 2003), a la prise de poids (Zemel et al. 2004 ;

Zemel et al. 2004), ou encore a un sur-risque de cancer colique (Wooten et al. 2004).

Aujourd’hui, le traitement le plus efficace semble finalement étre 1’utilisation de compléments
alimentaires enrichis en lactase extraite de champignons ou de levures. Cette enzymothérapie
a montré son efficacité sur les symptomes d’intolérance au lactose et sur les tests respiratoires

(Portincasa et al. 2008 ; Montalto et al. 2005).

Il n’existe a I’heure actuelle aucun traitement pharmacologique permettant de moduler et

restaurer 1’expression et 1’activité de la lactase.
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Nutriments Part des apports journaliers apportée par les
produits laitiers

Calcium 72%
Phosphore 32%
Vitamine B2 26%
Vitamine A 23%
Vitamine B12 20%
Protéines 19%
Potassium 18%
Zinc 16,5%

Magnésium 15%

Tableau 3. Part des apports journaliers en différents nutriments apportés pour les produits laitiers
(d’aprés Wooten et al. 2004)



4.2 Article 1: PPARY régule I’expression et ’activité de la lactase dans

P’intestin

4.2.1 Objectifs

Notre analyse transcriptomique ayant identifié la lactase comme un nouveau gene cible de

PPARYy. L’objectif de notre étude était donc :

- de confirmer que les agonistes synthétiques de PPARYy étaient capables d’augmenter

I’expression de I’ARNm et de la protéine lactase in vitro et in vivo

- d’évaluer I’'impact des agonistes naturels de PPARy sur I’expression de la lactase in vitro et

in vivo

- de confirmer le caractere de PPARY dépendant de I’effet des agonistes de PPARY sur

I’expression de la lactase

- d’évaluer I’'impact des agonistes de PPARY sur les symptomes d’intolérance au lactose
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4.2.2 Mateériels et Méthodes

Les modalités de culture des cellules Caco-2, de traitement par les différents agonistes

synthétiques de PPARY, et d’extraction de I’ADN ont été décrits ci-dessus.

Stimulation cellulaire

Comme précédemment décrit plus haut, les cellules ont été traitées avec du GED (1 mM et 30
mM, Guliani, Italie), du 5-ASA (30 mM, Sigma), ou de la pioglitazone (1 uM, Sigma) mais
aussi avec du CLA (1mM, Sigma), de la rosiglitazone (ImM, Sigma) et du Fenofibrate
(Sigma). Pour ces expériences, les stimulations étaient réalisées en triplicatas. Afin d’évaluer
I’influence de la durée de la stimulation, des stimulations par du GED 1mM durant 6 et 12h
ont été effectuées. Afin de rechercher la dose minimale efficace et la dose permettant
I’expression maximale, chaque stimulation a été effectuée pour chaque condition a différentes
posologies : GED 0.1, 1 et 30mM, 5ASA 1, 30 et 100mM et pioglitazone 0.1, 1 et 10uM.
Afin de mettre en évidence le caractére PPARy dépendant de I’expression de la lactase, une
stimulation comme décrite précédemment a été¢ effectuée apres traitement 1 heure par le

GW9662 10uM, antagoniste irréversible de PPARy .

PCR quantitative

L’expression des genes a été évaluée par PCR quantitative (qQPCR) afin de confirmer les
résultats du microarray. La qPCR a ét¢ effectuée en utilisant un systtme ABI PRISM 7000
(Applied Biosystem) a l'aide de Power SYBR ® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystem). Les paires d'amorces pour chaque transcription ont été identifiées grace au
logiciel qPrimer depot software (http://primerdepot.nci.nih.gov). La quantification des

signaux qPCR était effectuée a 1'aide d’'une méthode de quantification relative en utilisant la
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GAPDH comme gene de référence pour les extraits humains et la b-Actine pour les extraits de
rongeurs. Les valeurs étaient représentées en terme de quantité relative de variation

d’expression de 'ARNm (exprimée en ACt) ou de multiplication par rapport au témoin (Fold).

Western blot

6x10° cellules Caco-2 ont été traitées 24 h avec les différents agonistes de PPARY, 5-ASA (30
mM), Pio (1 mM), rosiglitazone (Rosi) (1 mM), GED (30 mM) et CLA (1 mM). La protéine
totale était extraite dans du tampon RIPA contenant du Tris-HCl 50 mM pH 7.6, NaCl 150
mM, MgCl12 1.5 mM, 5 mM EDTA, 1% de Triton X-100 et 10% de glycérol, complétés par
du fluorure de sodium 100 mM (NaF), orthovanadate de sodium 2 mM (Na3VO4),
pyrophosphate de sodium 10 mM (NaPPi), phénylméthanesulfonyle 1 mM fluorure (PMSF),
et un cocktail d’inhibiteur de la protéase (Complete Mini, sans EDTA, Roche). Pour chaque
¢chantillon 50 ug de protéines étaient séparés par électrophorése et transférés dans des
membranes de nitrocellulose. Apres deux lavages Tampon TBS-Tween contenant du Tris-HCI
30 mM pH 8, NaCl 300 mM, et 0,1% de Tween-20, les membranes €taient fixées 2 h dans du
lait 5% avec du TBS et 0,05% de Tween-20 et laissées 2 h a température ambiante avec des
anticorps primaires anti-lactase (Novus Biological, monoclonal mice, clone 3C105.1, 1:200),
PPARy (Cell signaling, monoclonal rabbit, clone C6H12, 1:1000), et la b-actine (Sigma,
monoclonal mice, clone AC-15, 1/5 000) diluées dans du lait 1% avec 0,05% de TBS-Tween.
Les membranes étaient ensuite incubées avec un anticorps secondaire conjugué¢ a la
peroxydase de raifort [anti-rabbit (Jackson ImmunoResearch) ; anti-mouse (Sigma)], a
1:10,000 dans du lait 1% dans 0,05% de TBS-T pendant 1 h a température ambiante.
L'immunodétection était réalisée grace a un substrat chimiluminescent SuperSignal West Pico
(Thermo Scientific Pierce, Erembodegem) selon le protocole du fabricant. Les signaux
chimiluminescent étaient capturés par une caméra CCD, et la densité optique des bandes était
déterminée en utilisant un densitomeétre assisté par ordinateur et le logiciel public ImageJ (W.

S., Rasband, ImageJ, US National Institutes of Health, Bethesda, MD;
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http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2011). Les niveaux de protéines pour chaque échantillon
¢taient exprimés en unités de densité optique (DO) / quantité de protéines totales. Les

résultats étaient exprimés par rapport aux groupes témoins.

Immunofluorescence

Apres 24 h de stimulation par du GED 1 mM, de la Pio 1 mM, de la Rosi 1 mM, ou du CLA 1
mM, les cellules Caco-2 étaient fixées dans du paraformaldehyde a 4% 10 min,
perméabilisées dans du PBS 0,1% Triton X-100 pendant 15 min a température ambiante, puis
incubées avec du tampon de blocage [3% de sérum albumine bovine (BSA) dans du PBS].
Une incubation avec un anticorps lactase primaire (Atlas Antibodies, HPA007408; dilution
1:200) était réalisée pendant une nuit a 4 © C puis une incubation avec anticorps secondaire
(Invitrogen, anti-rabbit Alexa 488; dilution 1: 100) était réalisée 1 h a température ambiante.
Les noyaux étaient colorés avec une solution de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, 0.125
mg/ml). Les cellules étaient visualisées sous un microscope a fluorescence (Leica, Bensheim,
Allemagne). Les expressions de PPARy et de lactase étaient aussi évaluées dans des coupes
histologiques de biopsies duodénales humaines (collection biologique locale approuvée par le
comité d’éthique local (No DC-2008-642)). Les échantillons de tissus étaient fixés dans une
solution de paraformaldehyde, puis déshydratés, et incorporés dans de la paraffine. Les
coupes de 4 um d'épaisseur ¢€tait traitées 10 min avec une solution bloquant les peroxydases
endogenes (GeneTex) et 15 min avec une solution de blocage streptavidine/biotine (Vector
Labs). Les coupes étaient ensuite incubées 10 min dans du TBS avec 0,1% de Triton X-100, a
4°C et bloquées 10 min a température ambiante avec du sérum de veau a 5% dans du TBS
avec Tween- 20 0.05% puis 10 min a température ambiante avec BSA 3% dans du lait 5%.
Les coupes ¢étaient ensuite incubées une nuit a 4°C avec des anticorps primaires anti-lactase
ou anti-PPARy (Novus Biological) aux dilutions de respectivement 1:100 et 1:50. Apres deux
lavages dans du Tween 0.05% dans du TBS, les coupes ont été incubées 1 h a température

ambiante avec un anticorps secondaire dilué a 1:1000 (Jackson Immuno Research) et 30 mina
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température ambiante avec de la Streptavidine-HRP diluée a 1:2000. Les protéines étudiées
¢taient détectées comme des précipités bruns visualisés apres une courte incubation (3-5 min)

avec 3,30-Diaminobenzidine (DAB) (Dako LSAB Corporation).

Evaluation de I'activité lactase

L’activité lactase des cellules Caco?2 a été évaluée en utilisant une méthode dérivée de celle de
Dahlquist (Glucose Assay Kit, Gago2, Sigma). Ce dosage en lactase est basé sur la quantité
de glucose produite par l'action de la lactase aprés incubation d’une monocouche de cellules
Caco2 avec une solution tampon de lactose (0.056mol/L de lactose dans un tampon
0.1mol/Na-maleate). Le surnageant était ensuite dilué avec le réactif glucose oxydase a 37°c
dans une plaque a 96 puits. Aprés 60 minutes, la réaction était arrétée avec de I’acide
sulfurique. La plaque était alors lue par spectrophotométrie a 540 nm. Lorsque 1'activité de la
lactase était déterminée a partir d’échantillons d'intestin, ils étaient d'abord homogénéisés sur
de la glace pilée dans du NaCl a 0,9%. Ces homogénats étaient ensuite dilués dans du NaCl a
0,9% (1/500), et 50 ul de cette dilution étaient incubés avec du tampon lactose pour

déterminer l'activité de la lactase.

Génération des cellules Sh PPARy « PPARy knock down »

Les cellules épithéliales PPARg « knock-down » (ShPPARg) sont une lignée cellulaire
disponible au laboratoire (Bouguen et al. 2015). Elles expriment de fagon stable un ARN anti-
sens contre PPARy conduisant une diminution spécifique et significative de 1’expression de
PPARy. Le déficit d’expression de PPARy était confirmé par qPCR et western-blot en

comparaison a la lignée contrdle ShLuc.
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Géne rapporteur

Le fragment correspondant aux premicéres 321 paires de bases (pb) en amont du site
d'initiation de la transcription du géne de la lactase humaine était obtenu par PCR a partir
d'’ADN génomique de cellules Caco-2 en utilisant les oligonucléotides "Hs-Prom-0.3Kb sens"
et "Hs-Prom-0.3Kb anti-sens". Les produits de PCR étaient ensuite clonés dans un vecteur
TOPO pCR4 (TOPO TA cloning, Invitrogen) puis séquencés afin de rechercher la présence
¢ventuelle d’erreur de Taq Polymerase. Un fragment sans mutation était cloné dans un
vecteur pGL4.10 [Luc2] (Promega). Cette construction et le témoin vectoriel vide étaient
ensuite transfectés dans des cellules Caco-2 en utilisant la technologie Nucleofector™
(Solution SE, programme DS 123). Les cellules transfectées étaient ensuite traitées par un

agoniste de PPARY pendant 24 heures. L’activité Luciferase était mesurée en utilisant le kit

Promega et un compteur multilac Wallac Victor2™ 1420 (Perkin Elmer).

Mutagenese dirigée

Les constructions "pGL4LucPromLCT MUT" et "pGL4Luc-PromLCT DEL " étaient crées en
utilisant le kit QuickChange Site-directed Mutagenese (Stratagene) selon les instructions du
fabricant, en utilisant le vecteur "pGL4LucPromLCT" comme mode¢le et les oligonucleotides
"0.3 kb Mut Fwd"/"0.3 kb Mut Rev" pour la syntheése du "pGL4LucPromLCT MUT" et les
oligonucleotides "0.3 kb Del Fwd"/"0.3 kb Del Rev" pour la synthése de "pGL4LucPromLCT

DEL". Apres la vérification des séquences, les clones positifs étaient utilisés en transfection.

Immunoprécipitation a la chromatine (ChIP)

La liaison physique de PPARYy sur le promoteur du gene de la lactase a été étudiée par des
expériences de ChIP dans les cellules Caco-2 stimulées pendant 24 heures avec le GED 1mM.

Les cellules Caco2 ont été platées a une densité de 5 millions de cellules par boite (de 10 cm
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diametre). Ces cellules ont été synchronisées par ajout d’un milieu sans sérum pendant 16h
puis stimulées 24h selon le protocole décrit ci-dessus. Les cellules ont ensuite été rincées au
PBS puis les complexes ADN-Protéines ont été fixés par ajout de PAF 1% 30 minutes a
température ambiante. Cette fixation a été stoppée grace a I’ajout de glycine 0.125M 5 min a
température ambiante. Apres cette étape, le travail a été effectué a 4°C (sur glace). La lyse
cellulaire a été réalisée par décollement avec du PBS avec inhibiteurs de protéases (SIGMA).
Le culot cellulaire obtenu par centrifugation a été repris dans un tampon SDS (1% SDS,
10mM EDTA, 50mM Tris-HCI pHS, inhibiteurs de protéases) et soniqué, a 1’aide d’un
sonicateur (Diagenode, Bioruptor UCD200TM-EX) afin d’obtenir des fragments de
chromatine de 100pb a 1kb. L’input a été prélevé a ce moment (controle qui représente la
chromatine totale de 1’échantillon et qui sert ensuite a calculer le pourcentage de chromatine
immunoprécipitée). Il a été réalisé ensuite une immunoprécipitation des complexes avec
I’anticorps spécifique anti-PPARy (PPARy, mouse monoclonal IgG2a, clone K8713, R&D
systems ; PPARa mouse monoclonal antibody, clone 3B6, Thermo Fisher Scientific) par
incubation une nuit a 4°c. Une étape de « préclearing » a été réalisée afin d’éliminer les
complexes « billes de sepharoses-chromatine non spécifiques ». Le lendemain, 4 lavages ont
¢été effectués afin de détacher les complexes non-spécifiques. L’ADN co-immunoprécipité a
ensuite €té extrait grace au tampon d’extraction (0.1M NaHCO3, 1% SDS). Le dépontage des
complexes ADN-Protéines est enfin réalisé par incubation toute la nuit a 65°C. L’ADN est

alors purifié grace au kit PCR Clean-up (Macherey-Nagel) et analysé par PCR.

Expérimentation animale

Les expérimentations animales étaient réalisées a I’animalerie de 1'Institut Pasteur Lille
accrédité pour les expérimentations animales (Institut Pasteur de Lille, France; 35009)
conformément aux directives gouvernementales (no 2010/63 / UE; Décret 2013-118). Ces
expérimentations étaient validées par le comité d'éthique animale (protocole 05273.01). Des
souris males C57BL/6 et des rats Sprague Dawley ont été obtenus aupres de Janvier Labs
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(France). Afin d'évaluer l'effet du GED et du CLA sur I'expression et I’activité de la lactase,
les souris C57BL/6 sevrées (agées de 8 semaines) et les rats Sprague Dawley sevrés (agés de
plus de 2 mois) étaient randomisés en deux groupes recevant un gavage intra-gastrique
quotidien de 30 mg/kg de GED, 200 mg/kg de CLA, ou du placebo (CMC 0.5%, Tween-80
1%). Apres 7 jours de traitement, les animaux étaient euthanasiés et le tube digestif était
extrait par laparotomie médiane. Des sections de 0,5 cm d’intestin proximal était extraites et
congelées. L'expression de 'ARNm de lactase et l'activit¢ de la lactase étaient évaluées
comme décrit ci-dessus. L'effet du GED sur les symptomes associés a l'intolérance au lactose
était évalué chez des rats sevrés nourris avec un régime enrichi en lactose fourni par Ssniff
Spezialdiaten GmbH (Soest, Allemagne). Les animaux étaient surveillés quotidiennement,
pesés et la consistance des selles était évaluée a grace a une échelle de Bristol modifiée
(Heaton et al. 1992). Des échantillons des différents segments de tube digestif de 5 souris KO
PPAREAEC et de 5 souris témoins nous ont été fournis gracieusement par le Pr Metzger
Daniel (Institut de génétique, de biologie moléculaire et cellulaire, Strasbourg). Ces souris
présentent une abolition de I’expression de PPARy spécifiquement dans les cellules
¢pithéliales. Cette abolition de I’expression de PPARy a été induite a I’instant souhaité par

exposition au tamoxiféne.

Quantification SCFA

Les acides gras a chaine courte ont €té extraits et quantifiés comme décrit dans Alexandre et
al. (2013).

Génotypage

Le génotypage des polymorphismes C/T-13910 et G/A-22018 du gene de lactase dans cellules

Caco-2 ont été déterminées comme décrit dans Matthews et al (2005).
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Analyse statistique

Les données sont présentées en moyenne, avec 1’erreur type de la moyenne (SEM) ou écart
type (SD). Tous les graphiques ont été tracés et analysés avec le logiciel GraphPad Prism 5
(San Diego, CA, USA) en utilisant un test non paramétrique Mann-Whitney. Les tests
statistiques ont été validés avec le soutien d'un statisticien. Les valeurs de p <0,05 ont été
considérées comme statistiquement significatives. Les valeurs P exactes étaient indiquées

(sauf lorsque P <0,0001).
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4.2.3 Résultats

L'expression de ’ARNm, de la protéine et de I'activité de la lactase est induite par les

agonistes de PPARYy dans les cellules Caco-2

Les résultats du microarray ont été confirmés par qRT-PCR. Une surexpression significative
de la lactase était observée dans les conditions GED 1mM (fold change 5,76 +/- 0,89), Pio
ImM (fold change 14,77 +/- 1,37), et 5-ASA 30 mM (fold change 9,57 +/- 1,96) (figure 10A).
Afin de confirmer ces résultats, nous avons également étudi¢ deux autres agonistes du
PPARY: la rosiglitazone (Rosi, 1 uM), autre ligand de la classe de médicaments TZD, et le
CLA a 1 mM, un agoniste naturel de PPARy. Les deux ont significativement augmenté
l'expression de 'ARNm de la lactase (Rosi, fold change 12,08 +/- 2,00 ; CLA, 4,03 +/- 0,27)
(Figure 10A). L'étude de dose a montré que 1’induction de I'ARNm de la lactase était optimale
avec GED 1mM, la Pio 1 mM, le CLA 1mM, et la Rosi 10 uM dans des cellules Caco-2.

L'immunohistochimie et I'analyse en Western blot ont montré que 1’expression de la protéine
lactase étaient aussi induite dans le cellules Caco-2 stimulées par les différents agonistes de

PPARY (GED, Pio, Rosi et CLA ; Figure 10B et C).

L’étape suivante était de confirmer que ces agonistes étaient capables d’augmenter I’activité
de I’enzyme lactase dans ces mémes cellules. Pour cela, nous avons utilisé¢ la méthode de
Dahlquist grace a laquelle nous étions capables d’évaluer le taux de glucose produit dans le
surnageant de culture d'une monocouche de cellules Caco-2 apres incubation avec du lactose
(Dahlgvist. 1968). Le GED 1mM, Pio 1mM, Rosi ImM et CLA ImM augmentaient
significativement 1’activité lactase par rapport aux cellules non traitées (fold change 2 a 9)
(Figure 10D), sans modification du glucose I'absorption des cellules Caco-2. Cet effet des
agonistes de PPARy sur ’expression de la lactase n'a pas été observé pour les autres

disaccharidases exprimées par des cellules Caco-2 telles que la sucrase-isomaltase (SIM) et la
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maltase-glucoamylase (MGAM).

De facon intéressante, les cellules Caco-2 se sont révélées présenter un génotype C/C-13910
et G/G-22018, suggérant que les agonistes PPARY sont capables d’induire I'expression de la

lactase dans les génotypes lactase non-persistants (Enattah et al, 2002 ; Troelsen, 2005).
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Figure 10. Les agonistes de PPARy augmentent I'expression et I'activité de la lactase

dans des cellules Caco-2.

A. Analyse par PCR quantitative (qQPCR) de l'expression du gene lactase (LCT) dans des

cellules Caco-2 stimulées par les différents agonistes de PPARy.

B. Evaluation de I’expression de la protéine lactase (vert) par immunofluorescence des
cellules Caco-2 stimulées par les différents agonistes de PPARY. Les noyaux sont colorés

avec du DAPI (bleu).

C. Evaluation de I’expression de la protéine lactase par Western Blot dans des cellules Caco-2

stimulées par les différents agonistes de PPARy

D. Evaluation de I'activité lactase dans des cellules Caco-2 stimulées par les différents

agonistes de PPARY selon la méthode de Dalhlquist.
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PPARY est un régulateur transcriptionnel du gene lactase

Nous nous sommes ensuite attachés a étudier la présence de PPRE dans le promoteur du géne
lactase. L analyse in silico des 3000 pb en amont du site de d’initiation de la transcription du
gene humain lactase a révélé la présence de plusieurs PPRE potentiels, DR1 et DR2, par
lesquels PPARY pourrait réguler I’expression de la LCT (Figure 11A). L’analyse de ces PPRE
en immunoprécipitation a la chromatine a révélé qu'un DR2 situé entre -223 et -210 pb en
amont du site d’initiation de la transcription pouvait étre 1i¢ 8 PPARy au sein du promoteur
lactase dans des cellules Caco-2 stimulées pendant 24 h par du GED 1mM. L'analyse en PCR
quantitative a montré que la quantit¢ de PPARYy li¢ a ce PPRE doublait aprés stimulation par
du GED 1mM (Figure 11A). Un fragment génomique contenant ce DR2 a ensuite été cloné en
amont du geéne de la luciférase dans un vecteur pGL4 (construction pGL4Luc-promLCT).
Dans ces cellules transfectées, l'activité luciferase était significativement augmentée apres

stimulation par du GED 1mM (Figure 11B).

Afin de poursuive 1’étude de cet ¢lément de réponse, nous avons ensuite modifié¢ sa séquence
par mutagenese dirigée dans la construction pGL4LucpromLCT. Nous avons créé¢ deux
nouveaux plasmides rapporteurs: dans le premier, la séquence "AGG" dans le DR2 a été
mutée en "TTT" (construction pGL4Luc-promLCT MUT), dans la seconde, la séquence
"AGG" était entierement supprimée (construction pGL4Luc-promLCT DEL) (Figure 11B).
Bien que ces deux constructions étaient encore sensibles au GED, l'induction de 1’activité
luciférase était significativement plus faible par rapport a la construction non-mutée
pGL4Luc-promLCT (Figure 11B), confirmant le role fonctionnel de I’élément de réponse

DR2 dans le promoteur du gene lactase.

L’expression de la lactase est dépendante de PPARYy

Pour confirmer davantage le role et la spécificité de PPARYy dans la contrdle de I'expression

du géne LCT, nous avons construit une lignée Caco-2 ShPPARy exprimant de maniére stable
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un ARN anti-sens en épingle contre PPARY, régulant négativement son expression (Bouguen
et al. 2015). Dans ces cellules, I’expression en ARN et l'activit¢ de la lactase étaient
significativement réduites comparativement aux cellules témoins Caco-2 ShLuc (Figure 11C).
De méme, l'induction de 1’activité lactase par le GED et le CLA était fortement réduite dans
cette méme lignée (Figure 11C). L'induction de I'expression de la lactase par le GED était
¢galement significativement réduite par le GW9662, un antagoniste spécifique de PPARy
(Figure 11D).

L'expression du gene lactase était significativement diminuée dans la partie proximale de
l'intestin gréle des souris présentant une délétion spécifique de PPARy dans les cellules
épithéliales intestinales (souris PPARY*EC; Figure 11E) par rapport aux animaux témoins.
Les expressions des génes PPARy et lactase étaient significativement corrélées dans le
duodénum et jéjunum de rats Sprague-Dawley de type sauvage (Figure 12). Nous avons aussi
observé que PPARY et la lactase étaient co-exprimés dans les entérocytes du duodénum

humain (Figure 13).

Le fénofibrate, un agoniste spécifique du PPARGa, était incapable de moduler l'activité LCT et
la transcription du geéne lactase dans Cellules Caco-2 (figure 11F) confirmant le caractére
PPARy spécifique de I’expression de la lactase. De plus, les analyses en ChIP utilisant un
anticorps PPARa n'ont pas entrainé la détection du fragment 8a-8b (Figure 11A). Nous avons
¢galement observé que l'expression de PPARa n’était pas modifiée dans la lignée cellulaire
ShPPARYy ou dans l'intestin gréle des souris PPARY*EC (Figure 12G). Finalement, afin
d’éliminer définitivement l'implication éventuelle de PPARo dans la modulation de
l'expression du gene LCT, nous avons évalué l'induction de 'ARNm de lactase dans des
cellules Caco-2 traitées avec GW6471, un inhibiteur PPARa spécifique (Figure 11H). Aucune
différence des niveaux d'ARNm LCT , n’était observée dans les cellules Caco-2 stimulées par
le GED, le CLA, la Pio ou la Rosi apres un prétraitement par du GW6471 et les cellules
témoins (figure 11H).
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Figure 11. L’expression de la lactase est dépendante de PPARYy

A. Test d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Sur la partie supérieure de la figure

est représenté le PPRE mis en évidence par 1’analyse in Silico.

B. Activité luciférase dans des cellules Caco-2 transfectées avec le pGL4Luc-PromLCT,
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pGLALuc-PromLCT MUT et le pGL4Luc-PromLCT DEL. Les cellules transfectées avec la

construction pGL4Luc vide était utilisées comme témoin.

C. Expression du géne lactase et de son 1'activité dans les cellules Caco-2 knock-out PPARY

(ShPPAR) par rapport aux cellules témoins (ShLuc).

D. Effet du GW9662 sur I'induction de I’expression du géne lactase (mARN) dans les Caco-2
stimulées par du GED.

E. Expression de I'ARNm lactase dans l'intestin gréle proximal de souris PPARyAEC,

F. Expression de I'ARNm lactase et activité de I’enzyme lactase dans les cellules Caco-2

stimulées avec le fénofibrate.

G. Expression de I’ARNm de PPARY dans l'intestin gréle de souris PPARY*EC et dans des
cellules Caco-2 ShPPARc/ShLuc.

H. Effet du GW6471 sur l'induction de I’expression du gene lactase dans les Caco-2 par le
GED, le CLA, la Pioglitazone et la Rosiglitazone.
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Figure 12. A. Evaluation de I’expression de ’ARNm de la lactase et de PPARy dans
P’intestin gréle de rongeurs sevrés et non sevrés. B et C. Corrélation entre I’expression

de PARNm Lactase et PPARY chez les rongeurs.

65



66

Indiv. #1

Indiv. #2

Indiv. #3
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duodénums humains par immunohistochimie.



PPARY controle ’expression de la lactase chez les rongeurs

Pour explorer davantage in vivo la relation entre PPARY et la lactase, nous avons évalué
I’impact des agonistes de PPARY sur de l'expression du gene lactase chez les rongeurs. Ainsi,
30 mg/kg de GED ou 200 mg/kg de CLA ¢étaient administrés quotidiennement par gavage
pendant 7 jours a des Souris C57BL/6 ou a des rats Sprague Dawley sevrés. L’expression en
ARNm et Iactivité LCT étaient évaluées dans la partie proximale de l'intestin gréle. Les deux
agonistes de PPARy augmentaient significativement 1'expression de la LCT et son activité in

vivo (Figures 13A et B).

Les agonistes de PPARy améliorent les symptomes de P’intolérance au lactose chez le

rongeur

Nous avons ensuite voulu évaluer I’impact de ces agonistes sur les symptdmes d’intolérance
au lactose. A cette fin, nous avons d’abord di mettre en place un modéle d’intolérance au
lactose. Des rats sevrés, naturellement lactase non persistants (Figure 13A), étaient nourris
avec une alimentation enrichie en lactose (15% ou 60% de la ration totale). En comparaison
aux animaux témoins, qui avaient recu un régime iso-calorique sans lactose, les rats du groupe
lactose présentaient une perte de poids et une diarrhée. Une augmentation significative du
poids et de la taille du caecum était aussi observée (Figure 3C-E), reflétant une augmentation
de l'activit¢ de fermentation du lactose non digéré comme en témoigne l'augmentation
marquée de la concentration d’acides gras a chaine courte (SCFA) dans le caecum (Figure

3F).

Nous avons ensuite évalué¢ I’impact des agonistes de PPARy dans notre modele. La
consistance des selles et le poids du caecum ont été rapidement et significativement améliorés

apres gavage par du GED (40 et 20% d'amélioration moyenne, respectivement, Figure 3D et
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E). Le GED diminuait aussi significativement la concentration caecale en AGCC induite par

le régime lactose (Figure 3F).

Ces résultats suggerent donc que les agonistes de PPARYy pourraient améliorer les symptomes
d’intolérance au lactose qui associent habituellement diarrhées, douleurs abdominales, et

météorisme abdominal apres 1'ingestion de lactose chez 'homme.
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Figure 12. PPARY contréle I’expression de la lactase chez les rongeurs

A - B. L'expression du gene lactase (QPCR) et de l'activité lactase évaluées dans l'intestin
gréle proximal de souris C57BL/6 (A) et de rats Sprague-Dawley (B) sevrés traités avec du
GED par voie orale (30 mg/kg) pendant 7 jours. Les résultats représentent la somme de trois

expériences indépendantes.

C. Les scores de consistance des selles (selon 1’échelle de Bristol modifiée) au cours du temps

69



chez les rats sevrés nourris avec des régimes enrichis en lactose a 10% et 60%.

D. Score de consistance des selles (selon 1’échelle de Bristol modifiée) chez les rats avec et
sans régime enrichi en lactose traités ou non avec du GED par voie orale a 30 mg/Kg. Les

résultats représentent la somme de deux expériences indépendantes (n = 20 pour chaque

groupe).

E. La dilatation de caecum induite par le régime riche lactose était amélioré par le GED oral.
Les photographies montrent des images représentatives de la morphologie du caecum dans les

divers groupes (n = 10 pour chaque groupe).

F. Concentration totale d'acides gras a courtes chaines (mmol/l) dans le contenu caecal (n =10

pour chaque groupe).
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4.2.4 Conclusion

1. Les agonistes synthétiques et naturels de PPARY sont capables d’induire 1’expression de
I'ARNm LCT, de la protéine lactase et d’augmenter son activité dans les cellules Caco-2,

malgré leur génotype « lactase non-persistant ».

2. L’induction de I’expression du géne de la lactase par les agonistes de PPARY in vitro et in
vivo est PPARYy-dépendante. Le géne Lactase est identifié ici pour la premiére fois comme un

gene cible de PPARY.

3. PPARYy est identifié ici pour la premicre fois comme un géne contrélant 1’homéostasie du

glucose dans I’intestin.

4. Nous décrivons pour la premiere fois un mécanisme pharmacologique capable de moduler
I'expression du géne Lactase. Les agonistes de PPARy synthétiques ou naturels pourraient

améliorer les symptdmes de I’intolérance en lactose en diminuant la malabsorption du lactose.
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Result s and Discussion

Lact.ase mRNA,. prott In , and activity are Ind u ced by PPARy
agonistsin Caco-2 cells

Gene e."'pression pro files of lhe cac-o 2 intestinal epilhelial cell line
stimulated by PPARy agonisls were first ass.ess.ed by microarray
analysis. \Ve us.ed lhree differen t PPARy agonist: Ihe weU-characters
iz.ed pioglitazone (Pio; 1 uM) belonging to tbe TZD drug cla'-'
(Momose er al, 1991), 5+amino salicylic add (5-ASA, 30 mM)
(Rousseaux er al. 2005). and a new PPARy modulator M developed
and named GED-050734-Levo(GED; 1 and 30 mM) (Pirat er al,
2012; Mastrofrancescoer al , 2014). Among the 44, 000 genes tested,
M observed lhat lhe LCT gene was lhe most upregulated gene in
cells treated with Pio and GED. The LCT gene was significantly
5.23-fdd (+ 0.55; P <0.05) upregulated by I mM GED, 8.23-fold
(£ 1.7, P<0.05) upregulated by 30 mM GED and 17.93 fold
(+ 5.1; P < 0.05) upregulated for Pio compared to unstimulated
cells. S-ASA also upregulated LCT mRNA ¢"'pression 10 the same
extend (8.76-fold & 2.06, P < 0.05) (GEO Series accession number
GSE68852; hnp:// www.ncbi.nlm.nih.gov/ geo/ query/ acc.cgi?acce
GSE68852). These resullS were confirmed in independent experi®
menlS by evaluating LCT gene expression by quantitative RT-PCR
(qRT-PCR). Significant LCT overe.,pression was induced by I mM
GED (5.76 £ 0.89 fold change) 1puM Pio (14.77 % 1.37-fold
change), and 30 mM 5°ASA (9.57 £ 1.96-fold change) (Fig IA).In
order to strengthen lhese resullS, we also evaluated lhe abilily of
rwoolher PPARyagonislS 10increase LCT ¢"'pression: rosigl.ita20ne
(Rosi, 1 uM), ano tber TZD drug class ligand, and the trans<10, d s
12-conjugated linoleic acid (CLA, 1 mM) isomer , a natural PPARy
modulator. Both of lhem significantly increased LCT mRNA €' 'prese
sion (Rosi, 12.ce £ 2.00-!old change; CLA 4.03 + 0.27-!old change)
(I'ig IA). Dose-response evaluation showed that LCT mRNA upreg *
ulation was optimal with I mM GED, 1 uM Pio, 1 mM CLA, and
10 uM Rosi in Caco-2 ce lls ( Fig EV!). In addition, immunostaining
and Western blot analysis demonstrated induction of LCT pro te in
¢"'pression levels in cac-02 cells stimulated by CFD. Pio. Rosi. and
CLA (I'ig 1B and C). We then evaluated the potential induction or
LCT ac tivil y in Caco-2 e lls by PPARy agonists by measuring the
rate of glucose production in culture supematant resulting fromlhe
action of LCT afier incubation of a monolayer of Caco2 cells wilh
lactose (Dablqvist, 1968).Stimulation or Caco*2 e lls by I mM GED,
1 uM Pio, 1 pM Rosi, and I mM CLA signifi cantly increased LCT
aclivity compared to untreated cells (from more lhan rwofold and

up to morelhan ninefold) (Fig 10 ). wilhout modification of glucose
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uptake or ca co 2 cells (AppendL, Fig SI). This PPARy errect on LCT
gene induction was note."tended to other disaccharidases e."'pressed
by Caco-2 cells such as sucras.e-iso maltase (SIM) and maltase®
glucoamylase (MGAM) (I'igEV2).

Severa! elements of lhe genetic control of LCT gene e."'pression
have been elud dated (Troelsen, 2005; Curry, 2013). Among the
single nucleotide polymo rphisms characterized in ¢ he human LCT
gene . two major polymorphisms. Cfiu910 and C/lv.nls. were
linked to hypolactasia (LCT gene expression deficiency) wilh
homozygous CCu910 and CCuols genorypes associated wilh lhe
lactase non persistent pheootype (Enanah er al. 2002; Swallow.
2003; Troelsen, 2005). Tbe runctional link between tbe C(-13910)
allele and epigenetic changes lhat lead to lactase non persistence
has been recently establisbed (Labrie er al, 2016). Interestingly,
ca ¢o2 cells were round to be CCu910 and CC2mls ( Fig EV3).
sugges ting lhat PPARy agon islS may be able to control LCT ¢"'pres®
sion in lactase no-npersistent genorypes.

Altogelher. lhese data demonstrate lhat PPARy agonists are able
to induce LCT mRNA and aclivity in Caco-2 cells which poss.ess lhe
hypo lactasi-a associated geootype.

PPARY is a tr anscriptfona | regu lu or of the LCT gene

These resulls led us to investi.gate ¢ e presence of PPAR response
element (PPRE) sequences in lhe LCTgene promoter. /In silice anal®
ysis of lhe 3,000 base pairs upstream from ¢ he transcription start
site of # he human LCT gene revealed the presence of several poten®
tial PPRE, DR!, and DR2, by which PPARy may regulate LCT gene
expression (Fig 2A and AppendL" Fig S2). Chromatin immunopre-
cipitation analysis of lhese putative PPRE revealed notably lhat a
DR2 loeated between -223 bases pairs (bp) and -210 bpupstream
of ¢ he transcription start site was bound by PPARy wilhin the LCT
gene promoter in Caco<2 cells stimulated for 24 h by 1 mM CED.
Quantitative PCR a nalysis showed a 2-fold increase of 7 he amo unt
or PPARy bound to this PPRE al ter I mM GED stimulation
compared to unstimulated cells (Fig 2A). A geoomic fragment
containinglhis DR2 was cloned ups.tream to lhe luciferase gene into
a pCIA vector ( pCIALucepromLCT cons truct) and tested in a
reponer gene assay in ca ¢o 2 cells. In lhese transfectedcells. luci,
ferase activity was significantly increased afier CFD stimulation
compared to untreated cells (Fig 28). Similar resulls Mre obtained
with pioglita2.0ne (Appendix Fig S3). In order to confinn the
involvement of ¢ he DR2 as a functional response element. we modi®
fied ¢ he s.equence of lhe response element by site-d:i rected mutagen®
esis in 1he pCIALuc..promLCT reporter construct. \Ve created rwo

Figure L PPARy agonlsts sped ftcally Induce LCT expression and actl\llty In Caco-2cells.

A Qua ntit.ative PCR (qPCR) an a lysis o f LCT gene expression in st imulated Caco-2 c.ells. Ce lls were sti mulated for 24 h with eac:h ago nist. Results represent the

bld change of LCT gene expresson ncrmaliled to fAPOH lewl The expressia level measured in control c.ells was used as reference and defined as L

@

Immunoflucresce ncest.ain ingd Caco-2 c.ells for LCT prote in (gree n). Ce llswe re stimula ted fo r 24 h with eac h a nist. Nuclei a re st.ain ed w ith O\ PI Lbl ue). Non-

relevant IgG w as u sed as co ntrd r 1gGco nt.rori Scale b,ar 100 um.Magnificatio n X10.

@]

Western blot analysiso f LCT pro tein expression froms ti mulated Caco-2cells Oensitometric analysisw as used toquantify LCT prote in.

D LCTactivity in Caco-2c.ells stimulated for 24 h. Results represent the fd d change o f LCTactivitywith respect to the activitymeasured in cont.rol c.ells ar bitrarily d

efined as 1.

Dat.a information:(A.0) Data are ¢ xpressed as mean == SEM (tw oto four independent e xperiments). St.atisti cal analysis: two-tailed nonpararee tric Mann-Whitney

1).test.- p < 0.0001.
Source dat a are awiilableo nline for this flgure.
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Figure 2. PPARYy Is a 1ranscriptio nal regulator of the LCT gene..

A Chramain immunopredpir.ati on P,hIP) ass.ay The top diagamdepicts the PPRpredctedbyin silicoanalyss. The pictureshows PCR anplificatian of the8a-&
fragmentin ChiPassayfromcaco-2 cells. GraphbarsrepresentquantificationoftheSa-Sb fragmentbyqPCR Resultsareecpressedasfoldenrichmentwith
amplification fromcontrol cells definedasl.

B Ludferasegene reporter assay in Caco-2cellsuansfectedwi th pGL4.ucPanLCT pGL4.ucPromLCTMUT andpGl.4Luc ProrhCT DEL reporter canstructs.Cdls
transfectedwi th empty pQ.4Luc were used ascontrol Results represent the foldchangelucifera.se act.Mty normali zedfo r protein content.

C ICT &JIneexpreS9on rn?asured by gPCR andLCT activity in PPARy knodkdown caco-2 cell s (ShPPR)canparedtoCO"ltrd cells (Shluc) LCT activity in ShPPAR eell's
comparedto Shlucc.ell's stimulatedbyGEOandCIA Theactivity lellels measuredin controlcellswere arbitrarilydefined as.one.

O Efi?ctof G662 on GEDd epencent inductian of LCTgeneecpression in Caco-2cells LCT&JIneexpress on wasdetermined by gPCR Reaults represent thebld

changeof LCTgeneecpression. Theecpression IM?I measuredin control cells(w/oGEOandG\W9662) was used asreference anddefinedasl.

LCT mRNAexpreS9on in the proximal smal intedi neof PPARRc mice.Resultsrepresent the mean + SD

LCT mRNAexpreS9on andactivity in caco-2cells stimul atedwith i! nofibrate corll)ared toc O"ltrol cells(DMSO).

PPAIb mRNA ecpression in thesmall intein eof PPARC mice (lefr) andin caco-2 SPPM /ShLuccdls(ri  t). FOrmiceresults.data represent the mean = SO.

H Efi?ctof GW64nN. o1 GED-.CLA- Pio.-andRosi-4ependent inctuctionof LCT gene ecpression in caco-2cells. Resultsrepresent the foldchangeof LCT gene ecpression.
Theecpression IM?I measuredin control cellswasused as reilrence anddefinedasl.

® ™

Dar.a infamaticn: Dar.a areecpressed asmean = SEM (two to b ur incf.epencfetecperi Excer,t for panelsA, Eandmousedatashown in G).Statidi cal analysis:
twot.alednanpar.me tricManndNhitney U-te$. -p < 0.0001;NS nd signiticant.

. . " - lhese 1wo conslrucls were still responsl\\? to GED in lransienl
new reponer plasmids: tn lhe firsl one, lhe "Ace* sequeoce wilhin

the DR2 was mutated into "TJTe (pGIAL uc promLCT MUT
conslrucl), and in the second one. the " AGG*sequence was enlirely
deleted (pGIALu-c promLCT DEL con,truct) (Fig 2B). Although



reporter construct pGIALu, c promLCT (Fig 2B). This observation
endorsed the hypolhesis of a funclional rote of lhe DR2 response
elemenl in lhe LCT gene promoler.

Iransfeclion, the induction of luciferase aclivily was significanlly
less efficient (by nearly Iwofo 1d) compared 10 the non*mutaled
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To further confirm the role and specificity of PPARy in the
control of LCT gene expression, we constructed a Caco-2 ShFPARy
cell line that stably expresses a short hairpin anti-sense BENA
against PPARy, leading to specific downregulation of PPARy
(Bouguen et al, 2015) (Appendix Fig 54). In these cells, both LCT
gene ranscription and activity were significantly reduced by 63
and 33%, respectively, compared to Caco-2 ShLuc control cells
(Fig 2C). In addition, both GED and CLA-dependent induction of
LCT activity were strongly compromised in PPARy knockdown
cells (Fig 2C). The induction of LCT expression by GED was also
markedly reduced by GW9662, a specific PPARy antagonist
(Fig 2D). Moreover, LCT gene expression was significantly
decreased in the proximal part of the small intestine of knockout
mice presenting a specific deletion of PPARy in IEC (PPARyY5 KO
mice; Fig 2E) compared to control animals, and PPARy and LCT
gene expression were significantly correlated in the duodenum and
jejunum of wild-type Sprague Dawley rats (Fig EV4). Interestingly,
we also observed that LCT and PPARy proteins were co-expressed
in the enterocytes of human duodenum (Appendix Fig 55). Finally,
since some of the ligands used in our study are known to be able
to weakly activate the PPARa receptor, We also assessed the poten-
tial involvement of this receptor in the control of LCT gene expres-
sion. We observed that fenofibrate, a specific PPARx agonist, was
unable to modulate LCT activity and LCT gene transcription in
Caco-2 cells (Fig 2F). Moreover, ChIP assays using a PPARx anti-
body did not result in the detection of fragment 8a-8b (Fig 2A and
Appendix Fig 53). We also observed that PPARx expression was
not modified in the ShPPARy cell line or in small intestine of
PPARY™™ mice (Fig 2G) making participation of PPARz in the
control of LCT expression in these two systems unlikely. Finally,
in order to clarify definitively the possible involvement of PPARa
in the modulation of LCT gene expression induced by our PPARy
agonists, we assessed LCT mRNA induction in Caco-2 cells treated
with GWad71, a specific PPARa inhibitor (Fig 2H). No difference
of LCT mRNA levels induction by GED, CLA, Pio, and Rosi was
observed between GW6471-treated Caco-2 cells and control
untreated cells (Fig 2H). Taken together, our results strongly
suggest that PPARx activation is not involved in the control of
LCT gene expression.

In mammals, the expression of the lactase gene is tightly regu-
lated in a spatio-temporal manner. The lactase activity is usually
greatest during the postnatal period and in infants, and then, lactase
gene expression is downregulated after weaning. Although signifi-
cant progress has been made, the underlying molecular mechanisms
of this complicated pattern of expression are still incompletely
understood. Several regulatory factors have been implicated in the
control of lactase expression, such as Cdx-2 (caudal-related home-
obox protein], nuclear receptors belonging to HNF (hepatocyte
nuclear factor) family, GATA factors, or Oct-1 (Troelsen, 2005;
Jarvela et al, 2009). Our data clearly demonstrate that FPARy is also
an essential factor controlling LCT gene expression. The overexpres-
sion of PPARy in the duodenum and jejunum of not weaned rats
compared to weaned animals (Fig EV4) suggests that PPARy might
be an important component of the molecular machinery involved in
the maintenance of LCT expression before weaning. Moreover, a
key finding of our study is also the first description of a pharmaco-
logical mechanism by which LCT gene expression is able to be
maodulated.

B 2017 The Authors
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Modulation of PPARy increases LCT expression and activity in vive
in redents and improves lactose intolerance symptoms in rats

To further explore in vive the relationship between PPARy and LCT,
we assessed the potential induction of LCT gene expression by
PPARy modulators in rodents. Briefly, 30 mg/kg of GED or 200 mg/
kg of CLA was administered daily by gavage for 7 days to weaned
C57BL/6 mice or Sprague Dawley rats, and LCT activity and mRNA
level were measured in the proximal part of the small intestine.
Both PPARy agonists significantly increased LCT expression and
activity in vive (Figs 3A and B, and EVS). This result led us to test
whether modulating FPARy was able to improve symptoms associ-
ated with lactose intolerance. For this purpose, weaned rats that are
naturally LCT non-persistent (Fig EV4) were fed with a lactose-
enriched diet (15 or 60% of total diet weight, Appendix Table 51).
Compared to control animals, which received an isocaloric lactose-
free diet, rats in the lactose groups lost weight, developed loose
stools and diarrhea, and presented a significant increase in cecum
weight and size (Appendix Fig 56, Fig 3C-E]. Cecum dilatation
reflected an increased fermentation activity of undigested lactose as
revealed by the marked increase in total short-chain fatty acids
(5CFA) concentration im the cecum contents of rats receiving
lactose-enriched diet (Fig 3F). Stool consistency and cecum weight
were rapidly and significantly improved by GED gavage in animals
fed with a lactose-enriched diet (40 and 20% mean improvement,
respectively, Fig 3D and E). GED treatment also significantly
improved lactose-induced SCFA production inrat's cecum (Fig 3F).

This improvement in stool consistency along with the decrease
in fermentation products and cecal dilatation obtained in GED-
treated rats clearly suggests that modulating PPARy activity might
be clinically relevant to improve lactose maldigestion which usually
associates diarrhea, abdominal pain, flatulence, and/or bloating
after lactose ingestion in humans. Lactose intolerance prevalence
cannot be evaluated with available data, but it has been estimated
that hypolactasia, the LCT non-persistent phenotype, affects approx-
imately 75% of the world's adult population with marked disparity
according to ethnic origin (Sahi, 1994). Current management of
lactose intolerance is based on exclusion of lactose intake. However,
in addition to be naturally present in mammalian milk and dairy
products, lactose is largely used in the food and pharmaceutical
industry (as a bulking agent or vehicle), making nearly impossible
the avoidance of this “hidden” lactose for patients. Moreover, the
restricion of dairy products, often applied by individuals with
lactose intolerance, fails to provide the daily recommended intake of
calcium, leading to increased risk of osteoporosis, but also of devel-
opment of obesity and cardiovascular diseases (Tremblay & Gilbert,
2011; Wang et al, 2012; Zhu & Prince, 2012). Our results suggest
that it might be possible to restore lactose tolerance trough the
maodulation of PPARY in hypolactasic patients and to overcome
potential health concerns as well as the quality of life impairment
associated with lactose intolerance.

A newly major objective in the field of nutrition research is the
development of functional foed products with demonsirated health
benefits (Roberfroid, 2000). In this context, alternative to synthetic
PPARy agonists, that is, FPARy modulators naturally present in diet
or in medicinal plants, are currently a major topic of interest (Wang
et al, 2014; Sauer, 2015). The ability of one of this natural PPARy
modulator, the trans-10, cis-12-conjugated linoleic acid (CLA)

EMBO Maleaular Medicine Vol 9] No 11| 2007
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Figure 3. LCT expression and activity in vive in rodents following GED administration

A B LCT gene expression {gPCR) and LCT activity were assessed in the prosimal small intestine of weaned CS57BLG mice () and Sprague Dawley rats (B) treatad with
oral GED (30 mghg) for 7 days. Results represent the sum of three independent experiments Horizontal bars represent mean values. LCT activities in @ts are
expresed as the percentage of activity compared to that measured in control animals (arbitrarily defined 2= 100%)

C Stool consiste ncy scores over time in weaned ats fed with lactose-enriched diets. P-values between lactose groups and contrel diet are indicated.

D  Stool consistency score in rats with and without lactose-enriched diet treated or notwith GED. Results represent the sum of two independent experiments (p = 20

for each group).

E Cecum dil atation ind uced by lactose diet was improved by GED treatment. Photographs show representative pictures of cecum size and morphology in the vanous
groups. Results of cecum weight for ane experiment (n = 10 for each group) are represented in the dot plot gaph. Horzontal bars represent mean values.
F Total SCFA concentration {mmod/l) in the cecal contents (n = 10 for each group). Horizontal bars represent mean values.

Data information: (C, D) Data are expressed as mean + SEM. Statistical analysis: two-tailed nonparametric Mann-Whitney LHtest

isomer, to induce the LCT expression and activity (Figs 1A and D,
and EVS) strongly suggests that PPARy agonists naturally present in
food sources might be promising for the management of lactose
malabsorption.

Our results identified the gene encoding LCT as a new gene regu-
lated by PPARy and extend the pivotal role of PPARY in the control
of glucose homeostasis in the gut. We describe for the first time a
pharmacological mechanism able to modulate LCT gene expression
in LCT non-persistent phenotypic and genotypic contexts. We
propose that controlling intestinal PPARy activity by means of
PPARy ligands might improve lactose malabsorption and the symp-
toms of lactose intolerance.

EMBO Moleular Medicine Vol 9] No 11| 2017

Materials and Methods
Cell culture and treatment

Caco-2 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle's
medium (DMEM, Invitrogen, Life Technologies, Cergy-Fontoise,
France) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS,
Dutscher, Brumath, France), 1% penicillin-streptomycin (5 ml/1)
(Invitrogen, Life technologies), and 1% non-essential amino
acids (5 ml/1) (Invitrogen, Life technologies]. All cell lines
were culiured as confluent monolayers at 37°C in a controlled,
5% CO0; atmosphere. Caco-2 cells spontanecusly differentiate

B 2017 The Authors
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to a small bowel phenotype after confluency (Ding et al
1999]).

For cell stimulations, 1 * 10° cells per well were seeded in six-
well plates. Serum deprivation was used 16 h prior to stimulation in
order to synchronize the cells. Cells were treated with various
concentrations of GED (Mogra Pharma Ltd, haly), pioglitazone
(Sigma-Aldrich), 5-ASA (Sigma-Aldrich), CLA (Sigma-Aldrich],
rosiglitazone (Sigma-Aldrich]), or fenofibrate (Sigma-Aldrich]. The
PPARy antagonist GW9662 (10 pM) and PPARax antagonist GW6471
(10 pM) were used concomitantly with the agonist. When neces-
sary, the DMSO wehicle (Sigma-Aldrich) was used as control. After
24 h of stimulation, cells were washed three times with sterile PBS
before RMNA extraction. Cell stimulations were performed in four
replicates for microarray analysis and in three, four, or six replicates
for other stinmilations.

RMNA extraction

Total RNA was extracted with a Nucleospin RNA kit {Macherey-
Magel, Hoerdt, France] according to manufacturer’s instructions.
After RNAse inactivation, total RNA was cleaned of genomic DNA
traces by DNAse reatment and eluted in RNAse-free DEPC-treated
water. The purity of the RNA was evaluated by UV spectroscopy on
a MNanodrop system (Myxor Biotech, Paris, France) from 230 to
350 nm. Before microarray experiments, RNAs were also profiled
on an Agilent 2100 bicanalyzer. One pg of total RNA with a mini-
mum concentration of 50 ng/pl was used in the microarray and
qRT-PCR analysis.

Microarrays

Dual-color gene expression microarrays were used to compare the
cRNA from the samples. 44,000 genes were screened. The RNAs
from the samples were first reverse-transcribed into cDNA [Affinity-
Script RT, Agilent), which were then used as the substrate for the
synthesis and amplification of cRMNA by T7 RNA polymerase in the
presence of cyanine 3-CTP for the CTL sample (green fluorescence)
and cyanine 5-CTP for the PPARy agonist sample (red fluorescence).
The two-labeled cRMNAs were mixed, hybridized on the same array
(G4851A Agilent B x 44K), and then scanned (with an Agilent
G2505B scanner) . Fluorescence was visualized after laser excitation
and the relative intensities of the two fluorophores were expressed
a5 a ratio, in order to yield the over- or under-expression status of
each gene (using GeneSpring software (Agilent]). This analysis was
performed for each PPARy agonist. Data have been deposited in
NCBI's Gene Expression Omnibus (Edgar et al, 2002) and are acces-
sible via GEO Series accession number GSEAS852 (http://www nchi.
nlm nih gov/geo/query/ace cgitace = GSEGBB52) .

Quantitative PCR

Expression of genes of interest was quantified by quantitative PCR
of corresponding reverse-transcribed mRMNA. One pg of total RNA
was reverse-transcribed into cDNA using the High Capacity cDNA
Archive kit (Applied Biosystems). Amplification was performed
using an ABI PRISM 7000 sequence detection system (Applied
Biosystem) using Fower SYBR™ Green PCR master Mix {Applied
Biosystem). Primer pairs for each human transcript were chosen

& 2017 The Authors
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with gPrimer depot software (http://primerdepot.nci.nih.gov). See
Appendix Table 52 for the oligonucleotides used in this study. Quan-
tification of gPCR signals was performed using ACt relative quan-
tification method using GAFDH as a reference gene for human and
rat samples and f-actin for mouse samples. Values were represented
in terms of relative guantity of mBNA level variation or fold
increase compared to control conditions.

‘Western blot analysis

6 = 10F Caco-2 cells were treated 24 h with PPARy agonists, 5-ASA
(30 mM], Pio {1 pM), Rosi (1 pM], GED (30 mM]), and CLA (1 mM],
and then, total protein was extracted in RIPA buffer containing
50 mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 5 mM
EDTA, 1% Triton X-100, and 10% gycerol, supplemented with
100 mM sodium fAwvoride (MaF), 2 mM sodium orthovanadate
(Nas¥0y), 10 mM sodium pyrophosphate (NaPFi), 1 mM phenyl-
methanesulfonyl fluoride {(PMSF), and a classical protease-inhibitor
cocktail (Complete Mini, EDTA-free, Roche). 50 pg of protein for
each sample was separated by SD5-PAGE electrophoresis and trans-
ferred in 100% pure nitrocellulose membranes. After two washes in
TBS-Tween buffer containing 30 mM Tris—HCI pH 8, 300 mM NaCl,
and 0.1% Tween-2), membranes were blocked 2 h in 5% non-fat
dry milk in TBS supplemented by 0.05% Tween-20 and probed 2 ha
RT with primary antibodies directed against lactase (Movus Biologi-
cal, monoclonal mouse, clone 3C105.1, 1:200), PPARy (Cell Signal-
ing, monoclonal rabbit, clone CgH,z, 1:1,000), and B-actin (Sigma,
monodclonal mouse, clome AC-15, 1:5,000) diluted in 1% non-fat dry
milk in 0.05% TBSTween. Membranes were then incubated with
secondary horseradish peroxidase-conjugated antibodies [anti-rabbit
(Jackson ImmunoResearch) and anti-mouse (Sigma)], 1:10.000 in
1% non-fat dry milk in 0.05% TBS-T for 1 h at room temperature .

Immunodetection was performed with SuperSignal West Pico
chemiluminescent substrate (Thermo Scientific Pierce, Erem-
bodegem) according to manufacturer’s protocol. Chemiluminescent
signals were captured by a cooled charged coupled device (CCD)
camera, and the optical density of target bands was determined
using a computer-assisted densitometer and the Image] public
domain software (W. 5., Rasband, Imagel, U. 5. National Institutes
of Health, Bethesda, MD; http://rsh.info nih gov/ij/, 1997-2011).
Protein levels for each sample were expressed as units of optical
density (OD) per quantity of total proteins and normalized with the
f-actin, and results were expressed as fold change compared to the
control groups.

Immunofluorescence and immunohistochemistry

Immunafivorescence

After 24 h of stimulation by 1 mM GED, 1 pM Pio, 1 pM Rosi, and/
or 1 mM CLA, Caco-2 cells were fixed in 4% paraformaldehyde for
10 min, permeabilized in 0.1% Triton X-100 phosphate-bufiered
saline (PBS) for 15 min at room temperature, and then incubated
with blocking buffer [3% bowvine serum albumin (BSA) in PBS].
Incubation with primary lactase antibody (HPADO7408 from Atlas
Antibodies; dilution 1:200) was performed overnight 4°C. Normal
Goat IgG (Invitrogen) was used as negative control. Incubation with
secondary antibody {goat anti-rabbit Alexa 488 labeled {Invitrogen);
dilution 1:100) was performed 1 h at room temperature. Nuclel
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were stained with Hoechst 33342 solution (0.125 mg/ml) (Sigma-
Aldrich). Cells were visualized under a fluorescence microscope
(Leica, Bensheim, Germany).

Histological sections of human duodenal biopsies (our biological
collection of human intestinal specimens: a local ethics committee
approved the study and all subjects gave informed consent (Mo.
DC-2008-642) ; the experiments conformed to the principles set out
in the WMA Declaration of Helsinki and the Department of Health
and Human Services Belmont Report) were examined for PPARy
and lactase staining Tissue specimens were fixed in fresh 4%
paraformaldehyde (PFA)/PBES solution for 3 h at room temperature,
were dehydrated in a graded ethanol series, and embedded in low-
temperature-fusion paraffin.  4-pm-thick sections were treated
10 min with an endogenous peroxidase blocking kit (GeneTex)
and 15 min with a Streptavidin/Biotin Blocking Kit (Vector Labs).
Then, sections were restored by 10 min of incubation in TBS
supplemented with 0.1% Triton X-100, at 4°C and blocked 10 min
at RT with 5% calf serum in TBS supplemented by 0.05% Tween-
20 and 10 min at RT with 3% BSA in 5% non-fat dry milk. Sections
were incubated overnight at 4°C with monoclonal mouse primary
anti-lactase or polyclonal rabbit anti-PPARy (both purchased from
Novus Biological) at the dilution of 1:100 and 1:50, respectively.
After two washes in 0.05% Tween in TES, sections were incubated
1h at RT with biotinylated secondary antibody diluted 1:1,000
{donkey anti-mouse purchased from Jackson Immunoe Research) in
0.05% Tween in TBS and 30 min at RT with Sweptavidin-HRP
diluted 1:2,000. The specific proteins were detected as brown
precipitates obtained by a short incubation (3-5 min) with 3,3'-
Diaminobenzidine (DAB) (Dako LSAB Corporation), a chromogen
substrate for peroxidase enzyme, Sections were counterstained with
Harris hematoxylin and observed under the Leica DM2000 light
microscope at 40= magnification.

Lactase activity

Lactase activity was evaluated by using a glucose oxidase method
(CGlucose Assay Kit. Sigma) previously described by Dahlqwist
{1968). This lactase assay is based on the measurement of the
amount of glucose produeced following the action of lactase by incu-
hating samples with a lactose buffer solution (0,056 mol/] lactose in
a0.1 mol/l Na-maleate buffer). For Caco-2 cells, lactase activity was
determined directly from the cell monolayer. After extensive wash-
ing, the cell monolayer was incubated with lactose buffer for 1 h at
37°C. The supernatant was recovered; 50 pl was diluted with 100 pl
of glucose oxidase reagent and incubated at 37°C for 1 h. The reac-
tion was stopped with 100 pl of H,50, and read by spectrop hotome-
try at 450 nm. When lactase activity was determined from intestinal
sample, tissue samples were first dounce-homogenized in 0.9 % NaCl
on crushed ice. These homogenates were then diluted in 0.9% NaCl
(1,/500), and 50 pl of dilution was incubated with lactose buffer and
used to determine lactase activity. For each experiment, the back-
ground attributed to the remaining glucose in the samples was
measured by incubating cells or cell extracts in lactose-free buffer.

Glucose uptake assay

Glucose uptake was evaluated by using the glucose uptake colori-
metric assay kit (Sigma-aAldrich) according to the manufacturer’s
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instructions. Briefly, Caco-2 cells were seeded into a 96-well plate at
a density of 30,000 cells per well. Serum deprivation was used 16 h
prior to stimulation in order to synchronize the cells. Cells were
treated with GED (1 mM) or pioglitazone (1 pM) for 24 h. Cells
were then washed three times with PBS and were glucose-starved
by incubating with 100 pl of KRPH buffer (Krebs-Ringer-Phosphate-
HEPES (KRPH) buffer—20 mM HEPES, 5 mM KH PO, 1 mM
Mg50, 1 mM CaClz, 136 mM NaCl, and 4.7 mM KCl, pH 7.4)
containing 2% BSA for 40 min. 10 pl of 2-deoxyglucose (2-DG;
10 mM) was then added. and incubation was continued for 20 min.
2-DG is taken up by the cells and phosphorylated by hexokinase to
2-DGoP, which cannot be further metabolized and accumulates im
cells. Following incubation, cells were washed three times with PBS
and lysed with 80 pl of the extraction buffer provided. The amount
of 2-DG6P (which is directly proportional to glucose uptake by the
cells] was determined by a colorimetric detection assay according to
the manufacturer’s protocol .

Generation of PPARy knockdown cells

Generation of PPARy knockdown Caco-2 cells was described in
Bouguen et al (2015).

Reporter gene assay

The fragment corresponding to the first 321 bp upstream to the ran-
scription initiation site of the human lactase gene was obtained by
PCE from genomic DNA of Caco-2 cells using “Hs-Prom-0.3Kb sens”
and "Hs-Prom-0.3Kb anti-sens™ oligonucleotides. The PCR products
were cloned into a TOPO pCR4 wvector (TOPO TA cloning, Invitro-
gen) and then sequenced in order to check for potential Tag Poly-
merase errors. A mutation-free fragment was subcloned into the
vector pGL4.10 [Luc?] (Promega) using the Xhol/Hind I restriction
sites introduced into the oligonucleotides. This construction and the
empty vector conirol were transiently transfected in Caco-2 cells
using Nucleofector™ Technology (Solution SE, program DS 123).
Transfected cells were treated with PPARy agonist for 24 h. Luci-
ferase activity was measured using the luciferase assay kit
(Promega) in a Wallac Victor2™ 1420 multilabel counter (Perkin
Elmer].

Site-directed mutagenesis

Beporter constructs “pGLALucPromLCT MUT" and “pGL4Luc-
PromLCT DEL" were generated using the QuickChange™ Site-
directed Mutagenesis Kit (Stratagene) according to the manufac-
turer’s instructions, using “pGLALucPromLCT” vector as template
and "0.3 kb Mut Fwd"/"03 kb Mut Rev” oligonucleotides for
“pGL4LucPromLCT MUT™ synthesis and 0.3 kb Del Fwd"”/"0.3 kb
Del Rev™ oligonucleotides for “pGL4LucPromLCT DEL" synthesis.
Following sequence verification, positive clones were used directly
in transfection assays.

Chromatin immunopreci pitation experiments
The physical binding of PPARy onto the LCT gene promoter was

studied by ChIP experiments in Caco-2 cells (5 » 10° cells) stimu-
lated for 24 h with 1 mM GED in 100 mm cell culture petri dishes.
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Caco-2 cells were synchronized by the addition of serum-free
medium for 16 h and then stimulated for 24 h using the protocol
described previously. Cells were then rinsed with PBS. and the
protein-DNA complex was fived by adding 1% PFA for 30 min at
room temperature. This binding was stopped by the addition of
glycine (0.125 M). Cells were collected by scrapping in cold PBS
and protease inhibitors (Sigma). The cell pellet obtained by
centrifugation was taken up in 300 pl 505 buffer (1% SDS,
10 mM EDTA, 50 mM Tris—HCl pH 8, protease inhibitors) and
sonicated (Diagenode, Bioruptor UCD-200 TM-EX) for 30 s,
followed by 30-s resting time, during 10 min. For each immuno-
precipitation, 125 pl of cross-linked sonicated sample was diluted
with 225 pl of IP buffer (1% Triton X-100, 150 mM MNaCl, 2 mM
EDTA, 20 mM Tris—HCl pH 8.1, and protease inhibitors] and
precleared for 4 h by adding 40 pl of protein A/G beads (50%
slurry protein A/G Sepharose, Clinisciences) and 5 pg of salmon
sperm DNA (Invitrogen). Complexes were immunoprecipitated
with 2 pg of specific antibodies (PFPARy, mouse monoclonal lgG2a,
clone K8713, R&ED Systems; PPARx, mouse monoclonal antibody,
clone 3B6, Thermo Fisher Scientific) by incubation owvernight at
£C under rotation. Immune complexes were recovered by adding
40 pl of protein A/G Sepharose (50%] plus 2 pg salmon sperm
DNA and incubated for 4 h at 4°C. The beads were washed twice
in wah buffer 1 (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 150 mM NaCl,
0.1% Deoxycholate, 1 mM EGTA, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl
pH 8.0), twice in wash buffer 2 (0.1% SDS. 1% Triton X-100,
500 mM MaCl, 0.1% Deoxycholate, 1 mM EGTA, 2 mM EDTA,
20 mM Tris-HCl pH 8.0), once in wash buffer 3 (0.25 mM LiCl,
0.5% Deoxycholate, 0.5% NP-40, 0.5 mM EGTA, 1 mM EDTA,
10 mM Tris—HCI pH 8.0), and three times in wash buffer 4 (1 mM
EDTA, 10 mM Tris—HCl pH 8.0). The co-immunoprecipitated DNA
was then extracted with 150 pl of extraction buffer (0.1 M
NaHCO03, 1% 5DS). Cross-linking was reverse overnight at 65°C.
DMNA was then purified using the PCR Clean-up kit (Macherey-
Magel) and analyzed by PCR.

Animal experimentation

Animal experiments were performed in the accredited Pasteur Insti-
tute animal care facility (Institut Pasteur de Lille, France; no B59-
35004) according o governmental guidelines (no 2010/63,/UE:
Décret 2013-118) and animal ethics committee approval {protocol
no 05273.01). Specific pathogen-free male CS57BL/6 mice and
Sprague Dawley rats were obtained from Janvier Labs (France).
Mice and rats were housed five animals/cage and three animals/
cage, respectively, in a specific pathogen-free facility, in an air-
conditioned room with controlled temperature (22 £ 1°C), humidity
(65-70%], and 12-h light/12-h dark cycles. Animals were fed with
standard laboratory chow (except when indicated) and were
provided with autoclaved tap water ad libitum. Animals were accli-
matized for at least 1 week before entering the sudy.

In order to assess the effect of GED and CLA on lactase expres-
sion and activity, weaned C57BL/6 mice (8 weeks old) and weaned
Sprague Dawley rats (older than 2 months) were randomized into
two groups receiving daily intragastric gavage of 30 mg/kg of GED,
200 mg/kg of CLA, or vehicle (0.5% CMC. 1% Tween-80). After
7 days of treatment, animals were euthanized and the gastrointesti-
nal fract was removed via a midline laparotomy. Approximately
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0.5 cm of proximal intestine tissue specimens was snap-frozen for
further extractions. LCT mENA expression and LCT activity were
assessed as described above.

The effect of GED on the symptoms associated with lactose intol -
erance was evaluated in weaned rats fed with a lactose-enriched diet
provided by Ssniff Spezialdidten GmbH (Soest, Germany;
Appendix Table $1). Animals were monitored daily, weighed and
stool consistencies were evaluated.

C57BL/6 mice carrying a targeted disruption of the gene encod-
ing FPARy in IECs were generated by breeding mice harboring
a floxed PPARy {PPARTM_] (Imai ef al, 2004) to transgenic mice
bearing a tamoxifen-dependent Cre recombinase (vil-Cre-ERT2)
expressed under the control of the villin promoter (E1 Marjou et al,
2004). Recombination and PPARy gene deletion were induced by
tamoxifen weatment. These mice were designated "PPARy'™ KO
mice”. Mice received an intraperitoneal injection of tamoxifen
{10 mg/ml; 100 pl) for 5 consecutive days and sacrificed. Control
animals correspond to littermate control mice which do not carry
transgenic Cre recombinase but received injection of tamoxifen.
These mice were designated “Control mice”. Intestinal samples were
collected (“PPARyY™ KO mice™: n = 4, three females and one male;
“Control mice™ n = 4, three females and one male) and snap-frozen
for further extraction.

SCFA quantification

Short-chain fatty acids were extracted and measured as described in
Alexandre et al (2013].

Genotyping

Lactase genotyping of C/Tyseyn and G/Azgis polymorphisms for
Caco-2 cells were determined as described in Matthews ef al (2005).

Statistics

The data are presented as mean with SEM or 5D. All graphs were
plotted and analyzed with GraphPad Prism 5 Software (San Diego,
CA, USA) using a two-tailed nonparametric Mann-Whitney test.
Statistical tests were validated with the support of a statistician.
P-values < 0.05 were considered statistically significant, and exact
P-values were indicated {except when P < 0.0001).

Data availability

Microarray data are available at NCBEI's Gene Expression Omnibus
(GEQ Series accession number GSEG8852; hip://www.nchi.nlm.

nih.gov/ geo/query,/acc.cgi?acc = GSEGBR52.
Expanded View for this article is available online.
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The paper explained

Problem

Lactose intolerance is a frequent condition that causes abdominal
discomfort, pain, and diarthea. it results from lactase [LCT) enzyme
deficiency (hypolactasia) produced by IECS It is estimated that hypo-
lactasia affects approximately 75% of the worlds adult population.
Except for lactosefree diet, no treatment can cure lactose intolerance
and the regulation of LCT enzyme expression remains poordy under-
stood. PPARy is a nuclear receptor expressed by IECs playing a key
rake in gut homeostasis and metabolism regulation.

Results

We identified LCT gene as ane of the master regulated gene by PPARY
modulators in IECs. We demonstrated that both synthetic and natural
PPARy agonist ligands are able to increase the expression and activity
of LCT in witro and in vive. We also developed 2 new model of |actose
intolerance in weaned rodents and demonstrated that PPARy agonist
improved symptoms induced by lactose-enriched diet.

Impact

We identified for the first time a pharmacological mechanism able to
modulate LCT expression and activity. We propose that modulating
intestinal PPARy activity by means of PPARy ligands might restore
lactose tolerance and might improve lactose malabsorption and the
symptoms associated with hypolactasia.
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S. LES EFFETS ANTI-NEOPLASIQUES DU SASA
DANS L’INTESTIN SONT MEDIES PAR PPARYy

5.1 Introduction

Le cancer colorectal (CCR) est une complication fréquente et grave des maladies
inflammatoires chroniques intestinales. Les patients atteints de MICI présente une
augmentation du risque de CCR de 2.5 en comparaison a la population générale, et environ
1.5% de ces patients développent un CCR apres 10 ans d’évolution (Fumery et al. 2017). Ce
risque augmente avec 1’extension de la maladie, sa durée d’évolution ou encore en cas

d’association a une cholangite sclérosante primitive.

A la différence du CCR sporadique qui se développe a partir d’'un adénome, le CCR associé

au MICI se développe selon une séquence inflammation-dysplasie-cancer.
Deux stratégies de prévention de CRC sont actuellement réalisées :

(1) la surveillance endoscopique avec chromo-endoscopie et/ou biopsies aléatoire
systématiques dont la fréquence dépend de la présence des facteurs de risques discutés plus

haut.

(2) la chémoprevention, essentiellement par 1'acide S-aminosalicylique (5-ASA).

Cette seconde stratégie repose sur des études épidémiologiques qui ont montré que
'exposition aux 5-ASA était associée a une diminution du risque de CRC (Velayos et al.

2005). Une méta-analyse a estimé que le 5-ASA réduisait de moiti¢ le risque de développer
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une dysplasie ou un CRC chez les patients atteints de rectocolite hémorragique (RCH)
(Velayos et al. 2005). Eaden et al. (Eaden et al. 2001) ont montré dans une étude cas-témoin
que la mesalamine réduisait le risque de CRC de 81% dans cette méme population. Cependant
le niveau de preuve de ces études observationnelles est limité. En effet, 1’association entre la
réduction du risque de CCR et I’exposition au 5-ASA n’est pas nécessairement causale et peut
étre le résultat d’un biais. En effet, les malades qui prennent des salicylés sont peut-&tre aussi
plus observants, mieux suivis, et/ou mieux surveillées par coloscopie. Aucun essai randomisé
ne peut étre réalisé afin de confirmer ces résultats au vu de la fréquence de 1’événement
étudié, qui nécessiterait 1’inclusion d’effectifs trés importants a surveiller sur une longue

période (5260 patients suivis pendant 10 ans ) (Rubin et al. 2005).

Ainsi, des études chez les rongeurs ont tenté¢ de confirmé I’effet antinéoplasique du 5-ASA
dans des modéles de cancer sporadique et associ¢ aux colites inflammatoires (Ikeda et al.
2007 ; Brown et al. 2005). Les mécanismes par lesquels le SASA pourrait exercer ces
propriétés antinéoplasiques reste méconnues. Certaines €tudes in vitro ont démontré que le
SASA utilisait des mécanismes a la fois dépendants et indépendants de I’inflammation tels
que l'inhibition de NFkB (Bantel et al. 2000), de la voie Wnt / B-caténine (Bos et al. 2006), la
régulation des points contrdles (« check point ») de la réplication de I'ADN (Campregher et al.
2010) ou de la voie du TGF- B (Monteleone et al. 2006). Un autre mécanisme par lequel le
5ASA pourrait avoir des effets antinéoplasiques est ’activation de PPARy (Sarraf et al.
2008). En effet, PPARy controle la transcription de nombreux genes impliqués dans la
différenciation cellulaire, le métabolisme et la tumoregénese. Dans l'intestin, PPARy est
fortement exprimé dans les cellules épithéliales coliques ou il a des propriétés anti-
inflammatoires. Pourtant, peu d’études ont tenté de mettre en évidence le caractére PPARY-

dépendant de I’effet antinéoplasique du SASA in-vitro et surtout in-vivo.
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5.2 Article 2: 1. effet antinéoplasique dans SASA dans la cellule épithéliale

intestinale est dépendant de PPARYy

5.2.1 Objectifs

L’objectif de cette étude était de confirmer que les effets antinéoplasiques du 5-ASA dans la

cellule épithéliale intestinale ¢étaient médiés par PPARy in vitro et in vivo.
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5.2.2 Matériels et Méthodes

Agents chimiques

Le 5-ASA, I’ azoxymethane (AOM) et le GW9662, un antagoniste spécifique de PPARY, était
fournis par Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France). La rosiglitazone et I'étoposide (un
médicament anti-cancéreux appartenant a la famille des inhibiteurs de la topoisomérase II)
¢taient respectivement commandées chez Spi Bio (Massy, France) et chez TCI Europe (N.V.,
Belgique). L’étoposide présente une action cytotoxique indépendante de PPARy. Pour les
études in vivo, des souris A/JOlaHsd et des granules d'éthylcellulose (Pentasa, Ferring,

Suisse) libérant du SASA au niveau iléocolique était utilisées.

Lignes cellulaires

Des lignées HT-29 et Caco-2, dérivées d’adénocarcinome colique, étaient cultivées dans du
milieu de Eagle modifié de Dulbecco complété avec respectivement 10% et 20% de sérum
veau foetal, des antibiotiques et des acides-aminés essentiels pour la lignée cellulaire Caco-2.
La construction et la validation de la lignée cellulaire HT-29 PPARy knockdown (HT-29
ShPPARY) et son contrdle négatif (HT-29 ShLuc) ont été décrits précédemment.

Evaluation de la croissance cellulaire

Les cellules HT-29 et Caco-2 étaient traitées avec du 5-ASA (30 mM) ou de la rosiglitazone
(10 M) avec ou sans GW9662 (10 M) pendant 12, 24 ou 36 h. L’Etoposide 50 mM était

utilisé comme témoin. La viabilité cellulaire était évaluée grace a un test au bleu tryptan.
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Analyse de la prolifération cellulaire par immunocoloration de Ki-67

Apres 24 h de culture, les cellules HT-29 et Caco-2 étaient stimulées 24 h avec du 5-ASA (30
mM) avec ou sans GW9662. La rosiglitazone était utilis¢é comme témoin. La prolifération
cellulaire était évaluée par un marquage nucléaire Ki-67 a l'aide d'un anticorps monoclonal
souris dirigé contre Ki-67 (dilution 1:50, ZYMED, Clinisciences, Montrouge, France). Les
noyaux ¢étaient colorés avec une solution Hoescht 33342 (0,125 mg / ml ; Sigma-Aldrich) et
observé grace a un microscope a fluorescence (Leica, Bensheim, Allemagne). Un minimum

de 500 cellules/échantillon était évalué dans chacune des quatre expériences indépendantes.

Détection de I'apoptose

Apres 24 h de culture, les cellules HT-29 et Caco-2 étaient stimulées 24 h avec du 5-ASA (30
mM) avec ou sans GW9662 (10° M). La Rosiglitazone (10° M) et 1'étoposide (50 mM)
¢taient utilisés comme témoins. Les cellules apoptotiques étaient identifiées grace a la
technique de TUNEL (Roche Diagnostics, Meylan, France). Un minimum de 500

cellules/échantillons était évalué¢ dans chacune des quatre expériences indépendantes.

Mode¢le de tumeur xénogreffe

Des Souris SCID BALB/c, agées de 6 a 7 semaines (Institut Pasteur, Lille, France) ont été
utilisées. Les animaux étaient logés cinq par cage avec libre acces a de 1’eau stérile et a la
nourriture. Des cellules dérivées d’adénocarcinome colique humain (107 cellules HT-29)
prétraitées ou non avec du GW9662 pendant 24 h étaient implantées par voie sous-cutanée
dans le flanc des animaux. Deux jours apres I'inoculation, étaient administrées
quotidiennement par injection péri-tumorale soit (i) du 5-ASA (50 mM) soit (ii) une solution
saline témoin, pendant 21 jours. Le caractéere PPARy-dépendant du I’effet du 5-ASA était

¢valué via I’injection intrapéritonéale quotidienne de GW9662 (1 mg/kg/jour). Apres le
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sacrifice a 10 ou 21 jours, la taille et le volume de la tumeur étaient évalués comme décrit
précédemment en utilisant la formule (L x 12) 0.5, ou « L » est la longueur et « 1 » la largeur
(Euheus et al. 1986). Les tumeurs étaient ensuite inclues en paraffine pour l'examen

histologique.

Modzéle de cryptes aberrantes

Des souris A/JOlaHsd agées de 5 semaines ont ¢été utilisées compte tenu de leur forte
susceptibilit¢ a I'AOM (Papanikolaou et al. 1998). Elles ont été randomisées en quatre
groupes de 10 souris puis traitées pendant 7 semaines comme suit: (i) groupe témoin : nourri
avec un régime standard, (ii) groupe 5-ASA : nourri de croquettes avec granules de 5-ASA a
la dose de 200 mg/kg/jour, (iii) groupe 5-ASA + GW9662 : alimenté de croquettes avec
granules de 5-ASA a la dose de 200 mg/kg/jour et recevant quotidiennement un injection
intra-péritonéale de GW9662 a 2 mg/kg/jour, et (iiii)) groupe GW9662 : alimenté par un
régime standard et recevant une injection quotidienne intra-péritonéale de GW9662 a 2
mg/kg/jour. Les groupes de souris témoins et 5-ASA ont recu une injection intra-péritonéale
quotidienne de diméthylsulfoxyde 3%/PBS (t¢moin du GW9662). Une semaine plus tard,
chacun des groupes a recu deux injections intra-péritonéales d'AOM, a 10 mg/kg/jour a une
semaine d’intervalle. A la fin de la semaine 7, les souris étaient euthanasiées. Le colon était
extrait par laparotomie médiane, fixé dans du formol a 4% pendant 24 h, puis lavé avec du
PBS. Une coloration avec du bleu de méthylene 0,2% était ensuite réalisée afin d’identifier les
foyers de cryptes aberrantes (FCA). La totalit¢ de la surface muqueuse était examinée au
stéréo-microscope. Les FCA étaient distingués des cryptes normales si elles étaient au moins
deux fois plus grandes, avaient une cavité irréguliere et avariaient une zone pericryptale
densément colorée. Le nombre de FCA/colon et le nombre de cryptes aberrantes par foyer

étaient évalués en aveugle.
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5.2.3 Résultats

Le 5-ASA régule la croissance des cellules épithéliales intestinale par un mécanisme

dépendant de PPARYy

Une inhibition significative de la croissance cellulaire de 45%, 54% et 85% (P <0,01) était
observée dans les cellules HT-29 traitées par SASA (30 mM) respectivement a 24, 36 et 48 h
(Figure 13). Des résultats similaires étaient observés dans les cellules traitées avec les deux
témoins positifs, la rosiglitazone (10 M) et 1'étoposide (50 mM) (P <0,01). Le GW9662
n'était pas capable de moduler I’inhibition de la croissance cellulaire induite par I’ étoposide,
a la différence du 5-ASA ou de la rosiglitazone. Des résultats comparables ont été observés

dans les cellules Caco-2.

24h 36h 48h
0 t 1
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Figure 13. Le SASA et la rosiglitazone inhibent la croissance cellulaire de facon PPARYy

dépendante. Rosi, rosiglitazone ; Etop, etoposide.
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Le 5-ASA régule la prolifération des cellules épithéliales par un mécanisme PPARYy-

dépendant

Dans les cellules HT-29, le 5-ASA induisait une diminution spectaculaire de l'indice de
prolifération en comparaison au témoin (35 £+ 4% versus 94 + 1%, P <0,001). Des résultats
similaires ont été obtenus avec la rosiglitazone. La prolifération des cellules HT-29 était aussi
réduite de 95% (P <0,0001) lors d’un traitement pas étoposide (Figure 14A et 14B). Le
GWO9662 ¢était capable de diminuer significativement 1’effet anti-proliferatif du SASA et de la
rosiglitazone (respectivement, 38% vs 75%, p<0,05 et 10% vs 84%, p <0,05). Des résultats
similaires ont été observés dans des cellules Caco-2. Dans les cellules HT-29 ShPPARYy, ni le

5-ASA ni la rosiglitazone n’était capable de moduler la prolifération cellulaire.
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Figure 14. Le SASA inhibe la prolifération cellulaire. Rosi, rosiglitazone ; Etop, etoposide.
(A) Le 5-ASA et la rosiglitazone inhibent la prolifération des cellules HT-29 évaluée par la
coloration nucléaire Ki-67 (rose). L'addition de GW9662 pendant 24 h inhibait les effets
antiprolifératifs du 5-ASA et de la rosiglitazone. (B) En comparaison avec les cellules HT-29
non traitées, le 5-ASA inhibait par 65% la prolifération cellulaire, cet effet était inhibé par le
GW9662.
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Le 5-ASA régule I'apoptose des cellules épithéliales par un mécanisme PPARy-
dépendant

Dans les cellules HT-29 non stimulées, aucune apoptose n’était détectée. Apres traitement par
¢toposide ou rosiglitazone, un taux élevé d'apoptose (95% et 62%, respectivement) était
observés. Des résultats similaires étaient obtenus avec le 5-ASA (83%) (Figure 15A et B).
L’addition de GW9662 inhibait l'induction de 1'apoptose (83 vs 35%, p < 0,001). L’effet pro-
apoptotique du SASA (97%), inhibé par le GW9662 (3%) était aussi observé dans les cellules
Caco-2. L'effet des agonistes de PPARY a aussi été évalu¢ dans des cellules HT-29 ShPPARYy.

Dans cette lignée, ni le 5-ASA ni la rosiglitazone n’était capable de moduler I’apoptose.
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Figure 15. Le SASA est capable d’induire une apoptose cellulaire par un mécanisme
PPARYy dépendant. A. Le SASA et la rosiglitazone induisent une apoptose cellulaire
(technique de TUNEL). Cet effet est inhibé en cas de co-traitement avec du GW9662. B. Le
5ASA et la rosiglitazone induisent une apoptose de respectivement 83% et 62% des cellules.
Cet effet est inhibé en cas de co-traitement avec du GW9662.
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Le 5-ASA a un effet antinéoplasique dans un modéle de tumeur xénogreffe

L'effet antinéoplasique du 5-ASA in vivo, était évalué grace a des souris SCID chez lesquelles
des cellules dérivées d’adénocarcinome colique humain (HT-29) étaient implantées par voie
sous-cutanée dans le flanc des animaux. Le 5SASA ¢était ensuite administré en injection
péritumorale. A la fin du traitement, une réduction du poids (moins 60%) et du volume (moins
80%) de la tumeur était observés chez les souris SCID recevant du 5-ASA comparativement
aux souris témoins ou aux souris traitées GW9662 seul (Figure 16A-C). L'effet
antinéoplasique du 5-ASA était détectable dés 10 jours de traitement 5-ASA. L'effet
antinéoplasique du 5-ASA était completement aboli par 1’administration intra-péritonéale

simultanée de GW9662 (a J21).
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Figure 16. Modéle de tumeur xénogreffe. Apres 1’injection de cellules HT-29, le poids (A)
et le volume (B) tumoral étaient évalués a +10 jours et + 21 jours. Une réduction du poids
(moins 60%) et du volume (moins 80%) tumoral était observés chez les souris SCID recevant
du 5-ASA comparativement aux souris témoins. L’injection de GW9662 inhibait 1’effet du
5ASA. (C) Photos illustrant la masse tumorale chez les souris traitées par SASA et les souris
controles.
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Effet antinéoplasique du 5-ASA in vivo

Afin d'étudier l'effet antinéoplasique du 5-ASA, un modele de carcinogenése AOM a été
utilisé. Les souris étaient traitées avec du 5-ASA et/ou du GW9662 pendant 7 semaines
(Figure 17A). Pour induire la cancérogenése, les souris recevaient deux injections intra-
péritonéales d'AOM a 1 semaine d'intervalle. Une diminution significative du nombre de CA
par foyer (22%, P = 0.038) et de FCA / cdlon (75%, p = 0.017) était observée sous 5-ASA en
comparaison aux souris témoins (figure 17C et D). Le GW9662 inhibait presque totalement

l'effet antinéoplasique du 5-ASA.
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Figure 17. Effet antinéoplasique du SASA in-vivo.

A et B. Modéle AOM permettant I’induction de crypte aberrantes : les souris recevaient deux
doses intrapéritonéales d'AOM (10 mg / kg / jour) aux semaines 2 et 3. A la fin du protocole
(semaine 7), la présence de cryptes aberrantes était €valuée en aveugle,

C et D. Le 5-ASA induisait une diminution significative du nombre de foyers de cryptes

aberrantes (75%) et du nombre de cryptes aberrantes (22%) par rapport aux souris témoins. La
co-administration de GW9662 inhibait 'effet du 5-ASA.
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5.2.4 Conclusion

- In vitro, dans des cellules dérivées d’adénocarcinome colique, le SASA ¢était capable de

diminuer la croissance et la prolifération cellulaire, et d’induire une apoptose.

- Cet effet était inhibé par les antagonistes de PPARy (GW9662) et dans les cellules Sh
PPARy.

- In vivo, dans différents modéles de carcinogenése induite, le SASA présentait un effet

antinéoplasique, cet effet était, la-encore, inhibé par les antagonistes de PPARY.

- Ces observations suggerent que 1’effet antinéoplasique de PPARYy au niveau de la cellule

¢épithéliale intestinale est médié, au moins partiellement, par PPARY.
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Epidemiological evidemces suggesied that S-aminosalicylic acid
(5-ASA) therapy may pl\enﬂtlled!mlupme.lul‘mlurﬂul
cancer in inflammatory bowel disesase patients Our aim is o
imvestigate whether pmamutle prodiferator-activated receplor-y
(PPARY) mediates the effects of 3-A5A. HT-29
and Caco-1 cells were treated by 5-ASA, rosiglitazone [PPA.RT
ligand) or eloposide (anticarcimogenic drug). Epithelial cell
growth, profiferation and apoptosis were assessed by cell count,
Ki-67 staiming amd terminal deoxynucleotidyl transfersse-
mediated dUTP nick end labeling assay, respectively. The anti-
neoplastic effect of 5-A5A was evaluated in a xenografl tumor
mislel in severe combined immunodeficiency (SCID) mice
and in azovymethane (AOMp-indoced colon carcimogensss in
AsJ0laHsd mice. The role of PPARY was examined by adminis-
tration of PPARYy antagonist, GW%E2 amd in PPAR knockdown
cells. T with untreated cells, treatment of HT-29 cells by
5-ASA inhibited significantly cell prowth and cell proliferation
(respectively, 60% and 63%) and induced apoptosis in 75% of
cells. These effects were aholished by co-treatment with GYWS6a2
anid blunied in PPAR knockdown cells. Contrarily to eloposide,
similar imhibitory effects of GW9%62 were obtained in HT-29
cells treated with rosiglitazone. In the xenograft model, GW %662
abolished the therapeutic effect of 5-ASA, which decreased
tumor weight and volume by 8% in SCID mice compared with
unireated mice. Im AJJOlaHsd mice, 5-ASA mppressed colon
carcinogenesis by decreasing the number of aherrant crypt foci
(73%) and aberrant crypis (21%) induced by ADM treatmemt
with an absence of 3-A5A response after (W42 adminktration.
In comclusion, 5-ASA exerts potent antinesplastic effects that are
mediated through PPARy. These data provide new rational for
designing more effective amd safle antineoplastic PPARY ligands
with topical effecis.

Introduction

Oz of the most serious complications of colonic inflammatory bowel
disease (IBLY is colorectal cancer (CRC). Two prevention strabe-
gies of CRC are available: egular surveillance colonoscopy with
random biopsies and chemoprevention with 3-aminosalicylic acid

Abbreviationss 5-ASA, S-aminosaficylic acid: ADM, moxymethane; CRC,
colorectal cancer; [BD, infammetory bowel discase; PRS, phos phate-buffepsd
saline; PPARY, perovisome proliferator-sctivaied receptor-y, SCIL, severs
mnbcl'uhrn.mnd-_ﬁnmcr L, uloemtive colitis.
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2 The Amthor 201 3. Published by Onfond University Press.

(5-ASA) reatment. Surveillance colonoscopies are limited strategies
during which caly 20-50% of colonic meoplasms are detected (1)
Eptdemiological studies have shown that the chronic wse of 5-A5A
in IBD} has ive effects on ihe deve of CRC.
A meta-analysis has estimated that 5-AS A halved the risk of develop-
ing CRC or dysplasia in ulcerstive colitis (UC) patients and showed a
positive comelation between the protection and the treatment daration
(Z). Also, Eaden ef al. (3} in a case—control stedy showed that mesala-
sing reduced the risk of CRC by B1% in UC patients. Farthermore,
fanctiomal studies in rodents have shown potent anticarcinopenic
effects for 5-ASA in models of sporadic and colitis-associated cancer
[4-6).

The mechanisms sustining the putative antineoplastic property of
5-ASA are still ender investigation. However, several in viltro stod-
ies have demonstrated that the antineoplastic effecs of 5-ASA ae
medisted via inflammatory-dependent and inflammatory-independ-
enl mechanisms including the inhibition of nuclear factor-kappaB
(7,8}, the Wot/B-catenin patharay (9). regulation of DNA replication
checkpoints (10,11} and disruption of tumor growih faclorff path-
way {12,130, Another mechanism sustaining the effect of 5-ASA
is the induction and activation of peroxisome profiferstor-activated
rac:apmrfr (PPARy) (14). PPARs are nuclear receptors that function

on factors regulating the expression of genes involved in
cellnl:' differentiation, development, metabodism and temonigenesis.
In the gut, PPARy is significantly expressed in colonic epithelial cells
and exhibits anbi-inflammatory and anticarcinogenic effects, notably
by imteracting with the f-catenin pathway (15-17).

Our | has already demonstrated that FPARy mediates
5-ASA anti-inflammatory effects in the colon epithelium in mice and
in human culture colonic biopsies {15,18.19). The aim of the pre-
sent study was to test the hypothesis that the antineoplastic effects
of 5-AS5A were medizled via PPARy. We studied the antineoplastic
effect of 5-A5A first in vitro on the proliferation. growth and apop-
tosis of HT-2% and Caco-2 colon epithelial cell lines and in vive in
2 mouse mode] of coloa cancer cell xenograft and in azoxymethane
{ADM)-induced colon carcinogenesis. The imvolvement of PPARy
in 5-ASA-induced antineoplastic effect was assessed by the use of
PPARy antagonist GW96E2 and the FPAR-y knockdown cells (HT-20
ShPPARy).

Maierials and methods

Chemicaly

5-ASA. ADM and GWSSA2 were purchasesd ol Sigma—Aldrich (3 Quentin
Fallavier, France). Rosiglitarone was ordersd al Spi Bio (Massy, France).
Etoposide was purchased at (TCT EUROPE M.V, Belgium). For in vive studies
in ASHHaHsd mice, =thyl cellubose granules (Peniass, Fering, Switzerand)
leading to a 5-ASA ileocolonic release wene used.

Cell limex

HT-29 (ATCC HTB-38) and Caco-2 (ATCC HTB-39) colon carcinomas cell
limes wers grown in Dulbecco’s modified Eagle's mediom sepplementsd with
105 mnd 205 fetal call semm, mespectively, antibiotics end 1x msential smino
acids for Caco-2 cell line. The comstrection and validafion of the cell line
HT-29 PPARy knockdown (HT-29 ShPPARy) and its negative coatrel (HT-29
5hl mc) we described in Supplementary Materials and methods, aveilshls at
Carcimopenesiv Online.

Avvexsment of cell growth

HT-29 and Caco-2 cells were besied either with S-ASA (30mM) or rosiglita-
zane [ 1071 M) with or withoot GWSEE2 (107 M) for 12, 24 or 36 h.

50 mMd was msed as a positive control. These doses of S-ASA and rosiglita-
zone wene chosen becamse in previous publications, they have shien to induce
&n anti-inflammatary effect oo cultemed cefls (15} and z.n: climically relevant
(20,21). Cedls were detached with the try psinfethyl i macetic acid
solmtion before counting. Resulls wene expressad as the mean member of czlls
oounted blindly in four different experiments when & coefficient of variation
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<15 was obisined. The viability of cclls was determined by the trypan bioe
exclusion les.
Analysiz of cell proliferation by Ki-67 immunnstaining
After 24 b of culture, HT-29 and Caro-2 cells were treated for 48 howith 5-ASA
(HmM ) with or withost (TWS%662 (107 M). Rosightaonne (107 M) treatment
was wsed as contral. Cells wers fited in parafomealdelye 4%. permeabilized
in phosphaie buffersd saline (PRS) containing 0.1% triton X-100 at 4°C and
then incebated) with 1.5% normal goat normal end blocking bufer (1% bovine
szrum albamin in FRS). Cell profiferstion was assessed by 2 nuclear Ki-67
staining using & mowse monocknal primary antibody directed against Ki-67
(diluion 1:50 ovemdghi; ZYMED, Clinisciences, Monirouge, Franae). An
Alexa 594 donkey snti-mouse [5G wis used = secondery entibody (dilution
1: 100, Molecaler Probes, Evi Cegy Pontoise, Franoe). Muclei wene
stained with Hoesche 33342 solution (. 123mp/ml) (Sigma—Aldrich) and
vismualized under o flwarescence microscope (Leica, Hensheim, Germany). An
irrelevant mouse seram was msed 25 8 negative control. AL least 500 cellssam-
ple were counied in four different experiments. Besulis wers expressed as the
mean + sandard sror of the mean perceninge of stansd cells.
o o 3
After 24 h of culture, HT-29 and Ceco-2 cells wers tezated for 24 b with
5-ASA (I0mM] with or without CTWSGE2 (10° M). Rosighitarone (10 M)
was usad as conbrol ligand of PPARY and etoposide (50 mM) 2= an apopiosis
inducior. Cells mndergoing spopinss werre identified usng & TUNEL assay
{Rnche Diagnostics, Meylan, France). Al least 500 cellssample were counied
in four different experiments. Results were expresssd s the mean + stendard
arror of the mean percentape of seined cells.

Xemopraft tumor model

Six ko seven weeks old pathogen-free BALRG SCID mice {Instiiot Prsiear,
Lille, France) wene nsed. Animals weps housed five per cage in barrier eminon-
ment and had free aocess (o serile waler and food. Human colon cancer cells
(107 HT-29 cells) pretreated or oot with (GGWGG2 for 24 h were implanted sub-
cutenecusly in the flank of animals. Two days afier cell inoculation, mice wene
treated with 5-ASA (5 or 50mM) sdministensd daily by perilurmoral injection
fiar 10 or 21 days. The effect of PRARy doning 5-ASA testment was evalu-
sled by daily intraperitoneal injection of GWIG62 {1 mgfke/day). The coatrol
gromp hes repsived safine indead of 5-A5A . Mice were chacked thmes times 2
werk for tumor devel opment. A fier killing a2 10 or 21 days, temor size and vol-
ume were caloulsted o5 described previously wsing the formula (L = W 0.5,
where L is length snd W is width (11}, Tumors wers weighted hefore pamffin
embedding for histological sxamination.

Aberranf crypd madel

Al HaHsd mice hawe been used in this experiment given the high sisoep-
tibility of this penetic background to the cainogen AOM (23). A/BOiaH=d
mice xped of 5 weeks were randomized into four groups each of 10 mice
end ireated for T weeks s follows: Control group fed with sandand dist,
5-ASA gromp fed with 5-ASA ethyloellulose gremules-containing chaw al
200 mpfipiday, S-ASAHGWOGED gromp fed with 5-ASA ethylcellulose
gramules-coninining chaw = 200 mg/kpiday =nd receiving daily intraperi-
\oneal Enjection of GWI66T ot 2 me/kg ey, GWSG6 group fed with stand-
and dist and receiving daily intaperitoneal injection of GCW9662 ol 2 ma/
kgiday. Contral and 5-ASA mics have received daily intraperitoneal
injection of 3% dimethyl sulfoaide/PAS (GWIGED vehicle). One week sfter
5-ASA andlor GW9EEA2 tr=atment, all received two inbraperitonzal injections
af ADM, al 10mg/kgiday dissolved in isotonic saline, with | week inlerval
betwenn doses. At the end of week 7, mice were ssthanized snd the colon
was removed vid @ midline lsparéomy. The cobans were opened along the
mesenieric border, washed with FBS and pinned flal. The colon was fixed in
4% newtral beffered formalin For 24 hand then washed with PB3. To identify
sherrant crypt foci (ACF), colons wers siained with .2% methylene bles in
waler for 3 min. The entire mucosal surface was examined using slen-omi-
orscope. ACF wene distinguished from normal colomic crypis if they wene
o |eami bwo times greater than nommal sive, had an imegular coypt cavity and
had o demsely sinining perioryptel zone. The nember of ACF per colon and
1he number of abermnl crypls (ACs) per foces were doable blindly recorded
(NE-L and LI}

Results

5-ASA repulaies epithelial cell growih ina PPARy -dependent manner
HT-28 and Caco-2 cell lines were used to investigale the cellular
mechanizms underdying 5-ASA-induced cell growth amest (Figare 1),
To this aim, cells were trealed with 5-A5A (30mM), rosiglitazone

5-ASA suppresses colon corcinogenesis via FPARY

#, growih oal inhlbon il
E

Fig. 1. 5-ASA inhibilx cell growth in a FPARy-dependent way. Incubation of
HT-29 cells with 3-A5A (30 mM) resulted in & significant inhibition of c2ll
growih comparsd with controls. Similar resuls were ohigined in cells treaisd
with the msiglitwrone (msi, 107 M) and einposide (etop, 50mM). Addition
of GWIGET (10 M) compieiely sholished the growth inhibiory ctivities of
5-ASA and rosiglitazone. Results were expressed & the mesn member of 500
cells counted blindly in Four different experiments.

(107 M, PPARy ligand, positive control) and etoposide (50 mdd0.
For instance, etoposide, an anticancer drug belonging Lo the family
of lopoisomerase 11 inhibitors, was used as positive coatrol, which
exhibits cytotoxic actions independently of PPARy. Compared with
unirested cells, incubation of HT-29 cells for 24, 36 and 48 h with
5-ASA (30 mM) resulted in a significant inhibition of cell growth to
45, 54 and 85%, respactively (P < 0.01). Similar results were obiained
in cells treated with the two positive controds, that is, rosiglilamone
(107* M) and etaposide (S0mM) (P < 0.01). As expacted. GWI6E2
was nod capable of significantly modulating etoposide-induced cell
growth inhibition, wheneas it abolished this effect on cells treated with
5-ASA or rosiglitzone. Similar results were observed in Caco-2 cells
{data oot shawn).

5-ASA repulates epithelial cell proliferation through a

PPA Ry -dependent mechanism

Torassess the involvement of PPARy in the potential antiproliferative
effect of 5-ASA, we performed immunohistochemisiry assays
using an antibody directed to the naclear profein Ki-67. We first
verified that HT-29 cells, colenic adenccarcinoma cell lines, were
characterized by a high rate of proliferation ander basal conditions
(04 = 1% of stained cells). In HT-20 cells, 5-ASA treatment induced
a dramatic decrease in the proliferative index (35 + 4% versas 94
+ 1%, P« 0U000 ) Similar resalts were obtained in rosiglitazone-
treated cells, with less than 104% of cells stained. Furthermore, the
proliferation of HT-29 cells was decreased by 95% (P < 0UD001)
when treated with etoposide (Figore 2A and B). Treatment with
GWoBs2 significantly abolished the antiproliferative effect of
5-ASA and rosiglitazone {38% versus T5%, P < 0.05 of stained
cells and 10% versus B4% P = 005, respectively). The proliferative
potential of HT-20 was restored by 40% in cells co-treated with
eloposide and GWI662 (P < 0.05). Similar results were ohserved
in Caco-2 cells (data not shown).

5-ASA repulates epithelial cell apoptosis through o

PPA Ry -dependent mechanism

Apoptosis is another major mechanism invelved in the regualation
of cell growth. In HT-29, no apoptosis was detected by the TI.I'NEL
methad, which labeled DMNA strand breaks. Howewer,

and rosiglitazone induced a high rate of apoptosis (05% and 62%,
respectively). As expected, similar resulis were obdained with
5-ASA treatment (30mM), with 83 £ 1% stained cells (Figure 3A
and B). Co-treatment with 3-A5A and GWOGED suppressed the
induction of apoptosis (83 + 1% versus 35 £ 0.1% P < 0.001), indi-
cating that 5-A3A proapoplotic effect is at least, in part, depend-
ent of the PPARy signaling pathway. Similar inhibition of HT-29
apoptosis was obiained in cells co-treated by rosiglitazone and
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GWoG42 bat not in etoposide-treated cells (Figure 3). Likewise,
the proapoplotic effect of 5-ASA in Caco-2 cells (97%) was
compledely abolished by the addition of GW3662 (3%) (data not
shown).

Beside the pharmacological verification of the role of PPARy
in mediating the antineoplastic effects of 5-ASA using GWOGAT
the effect of 5-ASA was assessed in PPARy knockdown cells (HT-
20 ShPPARy). Compared with HT-295hLec cells, neither 5-ASA
(30 mM) nor rosigliazone (10-* M) had significant effect on the pro-
liferation and apoptosis of HT-20 ShPPAR cells as assessed by Ki-67
immenostaining and TUNEL assay (Sepplementary Figure 1B-E,
available at Carcinogenssic Online).

Taken together, these observations suggest that the regulation of
epithelial cell growth, proliferation and spoptosis by 5-A5A are medi-
ated, at beast partially, via PPARy signaling pathway.

5-ASA kas an antineoplastic effect in a xencpraf tamor mode]

To evaluate the in vive anineoplasic effect of 5-ASA, severe com-
bined immunodeficiency (SCID) mice engrafied with HT-29 colon
cancer cells were treated daily for 21 consecative days with 5-A5A
ol 50mM (Figare 4). At the end of the treatment, a reduction of
EB0-E6% of tamor weight and volume was observed in SCTD mice
receiving 5-ASA compared with control mice or mice trealed with
GWas62 alone (Figure 4A-C) The antineoplastic effect of 5-ASA
was already detectable after 10 days of 5-ASA treatment. Similar
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results were oblained with mice treated with 5-ASA at SmM (daia
ot shown). Anlitumongenic effect of 5-A5A was completely abol-
ished at 21 days by simaltaneous intraperitoneal administration of
GW9662. Thas, the observed antineoplastic effect of 5-ASA is al
least pantially dependent on PPARy.

Antinecplastic effect af 3-ASA in vive

In order to examine the direct antineoplastic effect of 5-ASA on
mice, a model of AQDM carcinogenesis was employed (Figure 5A and
B} Mice were treated with 5-ASA and'or GWD462 for 7 weeks as
described above. To induce carcinogenesis, mice have received two
intraperitoneal injections of ADM at | week inlerval. Afier 7 weeks,
mice were harvested and the formation of ACs and ACF was recordiad.
A significant decrease in the number of ACs¥ocus (22%, P = 0.038)
and ACFicolon (75%, P = 00017) was observed under 5-AS5A com-
pared with coatrol mice treated with AQM only (Figure 5C and D).
The co-treatment of mice with GW9%462 suppressed almost com-
pletely the antineoplastic effect of 5-A5A. For instance, méce treated
with 5-ASA+0W9667 had incressed number of ACF (5.6 + 0L5)
compared with mice treated with 5-ASA only (1.75+0.25), reveal-
ing a 68% increase in the namber of ACF (P = 0.04). Interestingly,
GWO642-reated mice had even higher ACF coant compared with
mice lreated with 5-ASA+OWRGED (B5=0.64 versus 56+0.5,
P = 0003} and even to controd mice (8.5 0064 versus T+ 1.22) {not
significant}.



101

CONTROL 5-ASA
| ..
5 []

= 100 -

Eg B0 .

T

® = 40

- 9

5 F

#F W

o

[

+ GW 9662

CONTROL  S-ASA

apoptosis throsgh FPARy. {A]Tﬂmﬂin‘dhﬂiq\ﬁh{!ﬂmhﬂ nrm.ngﬂ.l.m(lﬂ"bl‘.l induced apaptnsis measured by TUNEL

Fig. 3. 5-ASA induces
assmy in HT-29 cells. Additson of GW9EE2 (107 M) For 24 h

ETOP

rosigitarone ireabment For 48 b inducsd apoptosis in Bﬂﬁ.—dmgflzl.k.

[ effects of 5-ASA and mosiglitarons. (B) 5-ASA a=nd
Co-treatment with GW9662 blocked the prospoptistic efiect of S-ASA

mnd mosiglitsrnne. Results were expressed s the rn:-::-mbud.'ﬂ]mlhm-iudlimd]]' ini four different experiments.

Taken together, these data suppont the antinsoplastic properties of
5-ASA i vive and reveal that PPARy signaling is required for mediat-
ing 3 ASA anlimeoplastic effects.

THsoussion

Patients suffering from Crobn®s disease and UC displayed an increased
risk of developing CRC. Sarveillance provided limited
protection against CRC due to the technical limitations of detecting
dysplastic lesions in normal appearing mucosa { 1,24). However, retro-
spective studies have shown that chemopreventive strabegies. employ-
ing aminosalicylates, provided enhanced prodection for IBD patients
against CRC development (25,26). 5-A5A was opled since decades
as the reatment of cheice of active mild o moderate of IBD, nota-
by UC. In addition to its efficacy and safety a5 an anti-infammatony
therapy, 5-A5A was also believed to have snigue chemopreventive
properties. Several stedies have shown that regular nsape of 5-ASA
prevented the development of CRC in IBD patients by decreasing
cell proliferation and promoting apoplosis (23.27). However, the
mechanisms sustaining 5-ASA chemopreventive properiies remain
largely unknown. In this work, we demonstrated that the well rec-
ognized antineoplastic effects of 5-ASA are mediated via PPARy.

Using clinically relevant concentrations {2021}, we first showed by
in vitre cell count, Ki-67 immunostaining and TUMEL assay that
5-A5A displayed both antiproliferating and proapopiotic properiies.
Subsaquent to GW9642 application, evidence that FPAR~y medisted
the chemopreventive effects of 5-ASA was established Besides, the
antiproliferating and proapoplotic properties of 5-ASA were absent in
PPAR~ knockdown cells that further suppons the role of PPARy. In
an in vive model of xenograft temod, we furthermore showed a strong
reduction in tamor development due to topic effect of 5-ASA throagh
aPPAR: mechanism. Finally, in 2 model of AOM-induced
ocolon carcinogenesis, 5-ASA significantly suppressed the number of
hoth ACF and ACs via PPARy signaling pathway.

The antiprofiferative and proapoptotic effects of 5-ASA on sevenl
tumor-derived cell lines have been previously reporiad and different
mechanisms have been proposad, ramely inhibition of ouckear factor-
kappaB, prostaglandins (7 8) and cyclo-oxygenase (25); activation
of caspasa-3 (20-31); inhibition of the Wntll-calenin pathway (9
disruption of the epidermal growth factor receptor signaling (13);
regulation of DNA replicaion checkpoints (10,11 31); suppression
of oncogenes (32) and dEsmaption of tamor growth I".i:hr—ﬁ;lﬂrmy
{12,13). However, the receplor mediating these antineoplastic effects
of 5-A5A was nof revealed One study has established in wild-type
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and PPAR-pegative CRC cell lines treated with 5-A5A that FPARy
was imvolved in 5-ASA-mediated induction of apoptosis. In this
work, Schwab e al. (31} showed that mesalazine regulates ceil cycle
and caspase activity in a PPAR-dependent and PPAR:

pathways in colonocytes. However, this study was limited o in vitee
experiments and even showed mesalazine antiprofiferative effects in
dominant-negative PPARy cells. In owr work, we further established,
theankes 1o the specific effect of GW 9662 and to PPARy knockdown cells,
that the antiproliferative and proapoplotic actions of 5-AS5A were at least
partially FPAR-y dependent. ing the in vivo antineoplastic effects.
of 5-ASA, data from rodent models of CRC were contradictory. Several
studies have shown that wsing chemical CRC animal models, 5-A5A
and ather PPAR - ligands reduced the number of ACF, as well a5 the raie
of tmmeor cell proliferation, and increased tamor apoptosis (4-6,17,33).
O the other side, in APC mouse model of multiple intestinal neoplasia
not onfy 5-A8A was found without any antinecplastic properties (34)
bat also PPARy ligands were shoan o enhance colon carcinogenesis
(17,33,3536). A possible explanation for such discrepancies is that
oodon carcinogenesis in APC* mice was driven by germ-line mutations
im the Apc gene. It has been shown that mice with preexisting damage o
APC, a regulator of f-catenin, develop temors in 2 manper insensitive
to the status of PPAR-y. Thus, FPAR~ can suppress cobon carncinogenasis
oaly before damage to the APC/B-catenin pathway (37). In this work,
the results are in good agrement with previous reports showing
antitumornigenic rode for 3-ASA, but we demonstrated for the first time
the link between the role of 5-ASA in suppressing colon carcinogenesis
and its signaling through PPAR-. Interestingly. blockage of PPARy
with GW9652 induced ACF formation in the colon of mice reflecting
the important endogenous antineoplastic roke of FPARy (Figure 5).

Several clinical stndies have evaluated the polential chemopre-
ventive effect of PPARy ligands. including 5-ASA. For example, in
patients with chemotherapy-resistant melstatic CRC, troglitazone
trestment did nod induce any objective tumor response and all patients
had progressive disease 2 their best response to therapy (38). In fact,
troglitarone, as all thiswolidinediones, has a wide systemic distribu-
tion dise to broad expression of PPARy. This might explain from one
siibe its imefficiency in tumor prevention and highlights and from the
other side the nead for farther development of ligands targeling umor
cells. What adids a further lewel of complexity is that UC patients
were shown to have impaired colonic expression of PPARy, which
might also reduce dreg efficiency (390, In this perspactive, 5-ASA
palenic presentations of delayed release have been developed so that
to act locally in the colon and to be absorbed by colonic epithefial
cells. Therefore. the efficiency of this drug is related o its mucosal
concentration and sysiemic dosapes remain low afier oral or rectal
administration (200, Thus, the availability of 5-A5A at the cellular
level could explain ils superior efficacy in preventing CRC among
IBD} subjects compared with other PPARy ligands. Notably, Rubin
ef al (26) observed a 3.4-fold risk redection of dysplasia and CRC
in UC patients treated with =1.2 giday of 5-ASA. In a case—control
study comparing 102 patients with UC and CRC to matched contrals,
it was shown that CRC risk was redeced by 75% under 5-ASA regular
trestment compared with no 5-ASA use (40). Likewise, a nested case—
contrad study involving 18 969 patients with IBD in the UK General
Practice Resesrch Database (1987-2001) showed that regular 5-A34
users had a significantly reduced risk of CRC (adjusted odds ratio 0.6
compared with irregular 3-A5A users (41). On the other hand, some
retrospective studies did ot support 5-AS5A as prolective in prevent-
ing CRC in IBD patients. (£2-44) potentially due 10 the heterogene-
ity of the populations analyzed and the short period of exposure 1o
5-ASA. Farthermore, because of the design of retrospective studies,
some key areas have nof been sufficiently addressed such as concur-
rent use of other medications and accurate data oo dosing.

In our experimental model, 5-ASA treatment (200 mgkgiday)
was started | week before the injection of the carcinogenic AOM
and maintained for 6 weeks afterward. The treatment consisted of
5-ASA gramules, usuafly used in IBD) therapy, administersd orally in
mouse chaw in order to mimic tablel medication in humans. Whether

this protocol reflects the chemoprevention stralegy in patients with
IBD} is arguwable. In case—cootrod studies, regular wsers. having
decressed risk of CRC, were defined as having at least & months of
non-intermapied 5-ASA treatment at doses ranging between 1.2 and
2 piday (26.40,41). Mevertheless, the accurate dosage and durstion of
5-ARA pharmacological therapy tarpeting CRC prevention are nol yet
well established. Moreover, little information is available regarding
the potential chemopreventive effect of other IBD medications. and
it is currently enclear whether a patient would benefit from enhanced
chemoprevention when combiming, for example, 5-ASA and ancther
treatment {e.g., axathiopring). Finally, despite its well-characlerized
activibies, it remains (o be determined the step sl which
5-A5A would interfere in the carcinogenssis process. Althoagh there
is complele absence of data from humans, studies in rodent models
of colon cancer have shown that 5-ASA was able o prevent umor
formation and further to reduce the number of developed twmors
(56340 Although these observations warrant further investigation
since they were detected in varions animal models. using different
dosages and administration routes, they may reveal that 5-A3 A woald
2t 3t multiple stages of the carcinogenesis.
5-ASA was originally developed withowt any knowledge of ils
mecular targets. However, in the past years, our knowledge of its
rode a5 a chemopreventive agent in IBD-related CRC has increased.
Onar piece of work, establishing the key role of PPAR~y in mediat-
ing 5ASA antineoplastic prevention, may lead o the development
of mone effective PPAR~ ligands with higher efficiency or for use in
aasociation with agents of additive or synergic efects.

Supplementary material

Supplementary Materials and methods and Figure 1 can be found at
hetp:ficarcin. oxfordjournals org!
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6. LES AGONISTES DE PPARy INHIBENT
L’EXPRESSION DU GENE SUPRESSEUR DE
TUMEUR CTEN

6.1 Introduction

La tensine est une famille de genes comprenant quatre membres (tensinl, tensin2, tensin3 et
la tensin4 ou cten), codant pour des protéines exprimées au contact du versant cytoplasmique
des molécules d’adhésion (Lo et Lo, 2002). Cten est plus petite que les autres tensines et n’a
en commun avec ces dernicres que deux domaines : le domaine SH2 (Src homology 2) et PTB
(phosphotyrosine binding) qui sont présents aux extrémités C-terminales de tous les types de
tensines (Lo, 2004). Grace a leur domaine PTB, les tensines interagissent avec la queue
cytoplasmique des intégrines, molécules d'adhésion cellulaire transmembranaire. Plusieurs
¢tudes ont montré le role de Cten dans le contrdle de la mobilité cellulaire, de 1’apoptose et de

I’homéostasie des récepteurs des facteurs de croissance cellulaire.

En dehors de la prostate et du placenta, Cten est trés peu exprimée dans les tissus normaux.
Par contre, 'expression de Cten augmente significativement dans de nombreux cancers, tels
que I’estomac, le CCR, le sein, le poumon, la peau ou le pancréas (Lo et al. 2014; Katz et al.
2007, Albasri et al. 2011 ; Al-Ghamdi et al. 2013), suggérant que la surexpression de Cten
pourrait jouer un rdle dans la tumorigénese. Dans de nombreux cancers, 1'expression de Cten a
été significativement associée a la présence de métastases, au caractere invasif ou a la
mortalité. Dans le CCR, la surexpression de Cten est associée a un stade de Dukes plus

avancé, a des métastases a distance et a un mauvais pronostic (Albasri et al. 2011).

Méme si certaines études ont montré que 1’expression de Cten semble étre, en partie, régulée
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par les voies RAS-Raf-Mek, PI3K-Akt et Stat3, qui sont largement activées dans les
processus néoplasiques (Lo et al. 2014), les mécanismes controlant 1’expression de Cten

restent largement méconnus.

Des ¢tudes ont démontré que la surexpression de Cten favorisait de la migration des cellules
¢pithéliales normales et cancéreuses (Katz et al. 2007 ; Liao et al. 2009 ; Albasri et al. 2009 ;
Al-Ghamdi et al. 2013). Cten est capable d’interrompre le lien entre la Tensine3, les
intégrines de surface et le cytosquelette d’actine, conduisant a une condition plus favorable a
la migration cellulaire et a l'invasion (Katz et al. 2007). Cten serait aussi capable de favoriser
la mobilité cellulaire en régulant a la hausse l'expression de 1’ « intégrin linked kinase »
(Albasri et al, 2011) ou en se liant a DLCI, un suppresseur de tumeur. Cten serait aussi
capable de favoriser la prolifération cellulaire en réduisant le niveau d'ubiquitination de
I’EGF-R (Hong et al. 2013). L'interaction de la Cten avec la B-catenine contribuerait
¢galement a favoriser le processus tumoral (Liao et al. 2009). La B-caténine se trouve
normalement dans les jonctions adhérentes, le cytoplasme et le noyau. Au niveau des
jonctions adhérentes, elle interagit avec I’E-cadhérine. Il semble que Cten soit capable
d’interagir avec la B-catenine dans le noyau cellulaire et de moduler I’expression de I’E-
Cadherine (Hong et al. 2013). Dans les cellules d’adénocarcinome colique, la surexpression

de Cten diminue I’expression d’E-cadhérine (Albasri et al. 2009).

Différentes équipes tentent actuellement d’utiliser Cten comme marqueur de dépistage ou
marqueur pronostic de certains cancer. Avec son impact sur la voie de I’EGFR, cibler Cten de
fagon spécifique pourrait étre une approche thérapeutique prometteuse pour certains cancers.
Cependant a ce jour, il n’existe agent pharmacologique capable de moduler I’expression de

Cten.
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6.2 Objectifs

- Confirmer par une étude préliminaire in-vitro que les agonistes de PPARy sont capables de

diminuer I’expression de CTEN
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6.3 Matériels et Méthodes

Les modalités de culture des cellules Caco-2, de stimulation par les différents agonistes de
synthétiques de PPARY, et d’extraction de I’ADN ont été décrite ci-dessus. Pour 1’étude de
I’expression de CTEN, des cellules COLO205, dérivées d’adénocarcinome colique, ont aussi
été étudiées, selon les mémes modalités. Comme précédemment décrit, les cellules ont été

traitées avec du GED (30mM, Guliani, Italie), et du 5-ASA (30 mM, Sigma).

La transcription de génes était estimée par PCR quantitative afin de confirmer les résultats du
microarray dans des cellules Caco-2 et Colo205. L’expression protéique de CTEN était
évaluée par western blot selon les modalités décrites précédemment. Ici, 6 x 10° cellules
Colo-205 étaient traitées 24 h avec soit du 5-ASA (30 mM) ou du GED (30 mM). Des
anticorps primaires anti-CTEN (Novus Biological), et b-actine (Sigma, monoclonal mice,

clone AC-15, 1/5 000) étaient utilisés pour le western-blot.

Pour I’immunofluorescence, des cellules Colo205 étaient stimulées 24h par le SASA 30mM et
le GED 30 mM. L’ immunofluorescence était ensuite réalisée selon les modalités décrites plus

haut. L’anticorps E-Cadherin primaire provenait de Atlas Antibodies.
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.4 Résultats

O~

L'expression de ’ARNm et de la protéine CTEN est diminuée par le GED et le SASA
dans les cellules Caco-2 et Colo-205

Les résultats du microarray ont été confirmés par qRT-PCR. Une répression significative de

I’expression de ’ARNm CTEN était observée dans les cellules Caco-2 et Colo-205 traitées
par le GED 30mM et le SASA 30mM (Figure 18). L’analyse en Western blot a montré que

I’expression de la protéine CTEN était elle aussi diminuée dans les cellules Colo-205

stimulées par ces mémes molécules (Figure 18 A et B).
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Figure 18. A. Le GED et le SASA réprime I’expression de ’ARNm CTEN dans les cellules
Caco?2 et les Colo205. B. Le GED et le 5SASA réprime I’expression de la protéine CTEN dans
les cellules Caco? et les Colo205.
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Le GED est capable d’augmenter I’expression d’E-Cadherine

Dans les cellules Colo-205 traitées 24h par du GED 30mM, une augmentation de 1I’expression

de I’E-Cadherine était observée par immunofluorescence.

C E-cadherin

Control

GED

Figure 19. Le GED 30mM augmente I’expression d’E-Cadherine dans les cellules Colo205.
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6.5 Conclusions

Ces résultats préliminaires montrent que le GED et le SASA sont capables de moduler

I’expression de CTEN et de ces génes cibles tels que 1I’E-Cadherine.
Les travaux se poursuivent au laboratoire afin de :
- confirmer le caractére PPARY dépendant de cette inhibition,

- évaluer I’'impact des agonistes de PPARY, via CTEN, sur I’adhésion et la migration

cellulaire,

- étudier les mécanismes par lesquels le SASA et le GED module I’expression d’E-Cadherine

et la voie de I’EGF,

- De confirmer ces résultats in-vivo.
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7. DISCUSSION

L’ensemble de ces résultats confirme le role clé de PPARy dans le contrdle
I’homéostasie intestinale. Comme dans d’autres organes, PPARy régule dans la cellule
¢épithéliale intestinale les voies de I’inflammation, la différenciation et la maturation cellulaire
mais aussi des fonctions métaboliques. Les agonistes de PPARy, qu’ils soient synthétiques
ou naturels, peuvent influencer de nombreuses fonctions cellulaires et pourraient donc étre

proposés dans diverses €res thérapeutiques.
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7.1 PPARY et intolérance au lactose

Grace a une analyse transcriptomique a partir de cellules épithéliales intestinales, nous avons
mis en ¢évidence une induction de I’expression de la lactase par différents agonistes de
PPARy (GED 1mM et 30mM, 5ASA 30mM et pioglitazone 1 pM). Nous avons confirmé le
caractere PPARy dépendant de son expression grace a un modele de cellule épithéliale
intestinale déficitaire pour I’expression de PPARy. Nous avons identifié plusieurs ¢léments de
réponse a PPARy (PPRE) au niveau du promoteur du géne de lactase, dont l’activité
augmente aprés stimulation par le GED. In vivo, le GED est capable d’augmenter
significativement I’expression et 1’activité de la lactase. Son expression est réduite en cas de
déficit d’expression de PPARY, confirmant les données in vitro. Le GED est capable de
réduire les manifestations d’intolérance au lactose chez le rongeur. Finalement, nous
identifions ici pour la premicre fois, la lactase comme un nouveau geéne cible de PPARYy et
nous identifions le role pivot de PPARy dans le controle de I'homéostasie du glucose dans
l'intestin. Aussi nous identifions ici, les agonistes de PPARy comme des traitements potentiels

de I’intolérance au lactose.

Malgré le développement de substituts lactasique, le principal traitement de 1’intolérance au
lactose reste a ce jour I’éviction des produits laitiers. Ce régime restrictif élimine cependant
les principales sources de nombreux oligo-€éléments et vitamines indispensables comme le
calcium, la vitamine D, le magnésium, le potassium ou encore le phosphore ou la vitamine A.
L’intolérance au lactose peut aboutir a une réduction de la densité minérale osseuse
problématique chez les enfants et adolescents ou chez la femme ménopausée, favorisant

ostéoporose et fractures (Tereszkowski et al. 2012 ; Birge et al. 1967).

L’intolérance au lactose est aussi favorisée par la présence croissante et souvent cachée de
lactose dans de nombreux composés alimentaires. Le lactose est communément utilisé par
I’industrie pharmaceutique et agro-alimentaire comme agent de consistance, de texture, ou

encore comme colorant. Ainsi, la production du lactose aux USA a augmenté de 50 millions
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kg/an en 1979 a 300 millions de kg/an en 2004 (Matthews 2005, Vesa et al. 2000).

Différents traitements comme les laits pauvres en lactose ou supplémentés en lactase, des
prébiotiques ou encore certains antibiotiques ont été évalués pour le traitement de
I’intolérance au lactose. L’objectif du traitement serait d’éviter la présence des symptomes et
d’assurer un apport satisfaisant en nutriments lors de I’enfance, 1’adolescence, la grossesse,
I’allaitement puis aprés la ménopause. Cependant ces études ont utilis¢é des définitions
différentes de I’intolérance de lactose et des critéres de jugement trés hétérogénes. Pour les
quelques études positives, le niveau de preuve est donc insuffisant de par leurs résultats ou de
faiblesses méthodologiques. Ainsi aujourd’hui aucun traitement spécifique n’est actuellement

recommandé pour 1’intolérance au lactose (Wooten et al. 2004).

Ces résultats nous permettent d’envisager la lactase comme une nouvelle cible thérapeutique
des agonistes de PPARg. Nos résultats devront étre confirmés chez I’homme. Avant un essai
clinique randomisé contrélé, une premicre étape pourrait &tre la stimulation ex-vivo de
biopsies duodénales humaines de patients hypolactasiques. L’innocuité et la tolérance du
GED dans une ¢tude de phase I a déja été mise en évidence (Rousseaux C et al. 2010). A
I’inverse, la pioglitazone, utilisée dans le diabete de type II a été¢ récemment retiré du marché
en France du fait de complications cardiovasculaires et néoplasiques. Le 5ASA, utilisé
actuellement pour le traitement des maladies inflammatoires intestinales, n’a pas pour cible
les sites spécifiques de 1’expression de la lactase. En effet, il posséde une action locale au

niveau colique grace a un délitement controlé.

Un nouvel objectif dans le domaine de la recherche nutritionnelle est le développement
« d’alicament », des produits alimentaires fonctionnels responsables d’effets thérapeutiques et
de bénéfices en terme de santé (Roberfroid, 2000). Dans ce contexte, les agonistes naturels de
PPARYy ont un intérét tout particulier (Sauer, 2015). Nous avons observé que la CLA était
capable d’induire l'expression et 'activité de la lactase, suggérant fortement que les agonistes

de PPARy présents naturellement dans sources alimentaires pourraient limiter la
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malabsorption du lactose.
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7.2 Agonistes de PPARY et cancer colorectal

Nos travaux montrent que le 5SASA est capable de prévenir I’apparition de Iésions
néoplasiques coliques induites chez la souris par un mécanisme PPARy dépendant ; placant
donc le SASA comme une molécule clef de la prévention du CCR. Les patients atteints de
MICI présentent une augmentation du risque de CCR (Fumery et al. 2017) et le SASA, est
actuellement reconnu comme le principal traitement de la RCH 1égere a modérée (Magro et

al. 2017).

Cependant, les mécanismes par lesquels le SASA induit un effet antinéoplasique demeurent
largement inconnus. Ici, nous avons pu montré que ces effets étaient médiés par PPARy. En
utilisant des concentrations cliniquement pertinentes (Staerk et al. 1990 ; Frieri et al. 1999),
nous avons montré que le SASA était capable d’inhiber la prolifération cellulaire et d’induire
une apoptose dans la cellule épithéliale intestinale dérivée d’adénocarcinome colique en
culture. Ces effets disparaissaient dans les cellules traitées par le GW9662, agoniste de
PPARY, ou dans les cellules ShPPARY. Ensuite, dans un mod¢le in vivo de tumeur xénogreffe,
puis de carcinogenese colique induite par I’AOM, nous avons confirmé un effet anti-

néoplasique du SASA, 1a aussi par un mécanisme PPARy-dépendant.

Les effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques du 5-ASA ont déja été rapportées dans
différents types de cellules épithéliales intestinales en culture, et plusieurs mécanismes ont été
identifiés : l'inhibition de NFkB (Bantel et al. 2000, Wahl et al. 1998), de cyclo-oxygénases
(Dubuquoy et al. 2000), I’activation de la caspase-3 (Chan et al. 1998), I’inhibition de la voie
de ’EGF-R (Monteleone et al. 2006), de la voie Wnt / B-caténine (Bos et al. 2006), la
régulation des points de contrdle de la réplication de 'ADN (Campregher et al. 2010) ou
encore I’inhibition de la voie du TGF- B (Monteleone et al. 2006). Dans le cadre d’une
analyse transcriptomique dans la cellule épithéliale intestinale, nous avons pu identifier pour
la premiere fois le géne suppresseur de tumeur Cten comme un gene cible de PPARy. Des
manipulations préliminaires ont montré que le SASA et le GED ¢étaient capables de diminuer
I’expression de Cten et en paralléle d’augmenter 1’expression d’E-Cadherine dans la cellule
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épithéliale intestinale dérivée d’adénocarcinome colique. Cependant, le récepteur par lequel le
5-ASA exerce ses effets antinéoplasiques reste méconnu. Schwab et al. (Schwab et al. 2008) a
montré que la mesalazine régulait le cycle cellulaire et 1’activité de caspases dans la cellule
épithéliale intestinale a la fois de fagon PPARy-dépendante et indépendante. Cependant, cette
¢tude s’est limitée a des expériences in vitro. Les données sur les effets antinéoplasiques du 5-
ASA in vivo étaient jusqu’alors contradictoires (Brown et al. 2000 ; Ikeda et al. 2007 ;
Koelink et al. 2009). Une explication possible de ces différences de résultats est le type de
modele utilisé. Il a été montré que la carcinogenése colique induite par la mutation du géne

APC, un régulateur de la B-caténine, présentait des tumeurs insensibles au statut de PPARY.

Dans ce travail, les résultats confirment 1’effet antinéoplasique du 5-ASA, mais surtout
démontrent pour la premiére fois que cet effet est, au moins en partie, dépendant de PPARY.
Plusieurs études cliniques ont évalué I’intérét des agonistes de PPARy dans cette indication.
La troglitazone a été évalué dans le CCR métastatique ou aucune réponse tumorale objective
n’avait été observée (Kulke et al. 2002). En réalité, la troglitazone, comme toutes les
thiazolidinediones, présente une large distribution systémique et un défaut de spécificité au
niveau de la cellule épithéliale intestinale, qui pourrait expliquer, au moins en partie, son
inefficacité. Il semble nécessaire de développer des agonistes de PPARy avec un mécanisme
d’action plus ciblé. Des galéniques a libération prolongée ont été développées pour le SASA,
favorisant ainsi sa biodisponibilité au niveau colique et sa concentration au niveau de la
muqueuse intestinale. Or, 1’efficacité du SASA est liée a cette concentration muqueuse. A
I’inverse sa concentration systémique reste limitée apreés son administration orale ou rectale
(Staerk-Laursen et al. 1990). Différentes études cliniques rétrospectives ont évalué I'intérét du
SASA pour la prévention du CCR chez les patients atteints de RCH avec des résultats
conflictuels. Une méta-analyse de ces études a estimé que le 5-ASA réduisait de moiti¢ le
risque de développer une dysplasie ou un CRC (Velayos et al. 2005). Ces études présentent
cependant de nombreuses limites, notamment de nombreux facteurs confondants (activité de

la maladie, traitements associés, etc) et limites méthodologiques (hétérogénéité de la
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population, etc) qui limitent I’interprétation de ces études.

Notre travail, établissant le réle clé de PPARY pour la prévention du CCR par le 5-ASA,
oriente vers le développement de nouveaux ligands de PPARYy plus efficaces ou d’actions plus
ciblées ou encore pour une utilisation en association afin d’obtenir des effets additifs ou
synergiques. Le GED, agoniste de PPARy récemment développé aux laboratoires, présentant
un pouvoir d’activation de PPARY plus puissant que le SASA pourrait trouver sa place dans
cette indication. Les effets antinéoplasiques du GED in-vivo et in-vitro reste cependant a étre

confirmés.
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8. Conclusion

PPARYy présente un réle clef dans le contrdle de I’homéostasie intestinale. Comme
dans d’autres organes, PPARy contréle de nombreuses fonctions cellulaires dans la cellule
¢pithéliale intestinale, tells que I’inflammation, la maturation et la fonction cellulaire, ou du
métabolisme. Grace a une analyse transcriptomique nous avons pu identifier de nouveaux
genes cible de PPARYy dans la cellule épithéliale intestinale, dont le géne lactase dont le déficit
d’expression est responsable de l’intolérance au lactose. Nous avons pu montrer que les
agonistes de PPARYy étaient capables d’augmenter 1’expression et 1’activité de la lactase in
vitro et in vivo, identifiant les agonistes de PPARy comme potentiellement le premier
traitement pharmacologique de l’intolérance au lactose. Nous avons pu ensuite confirmer
I’effet antinéoplasique du 5SASA, in vivo et in vitro, et confirmer que cet action était
dépendante de PPARY. Nous poursuivons 1’étude de nouveaux genes cibles des PPARy dans
la cellule épithéliale intestinale afin notamment d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques

et de mieux comprendre les effets thérapeutiques ou indésirables des agonistes de PPARY.
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